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RESUMEN  

 

Las toxinas Cry producidas por la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) son efectivas para 

controlar diversos insectos plaga, adicionalmente son biodegradables e inocuas para 

mamíferos, incluyendo humanos (Bravo et al., 2007). Las toxinas Bt han sido utilizadas en 

forma de aerosol sobre cultivos durante décadas y en plantas transgénicas desde 1996 

(Sanahuja et al., 2011). Se ha plantado maíz y algodón transgénicos que producen las 

toxinas de Bt en más de 58 millones de hectáreas en todo el mundo hasta el 2010 (James, 

2010). Sin embargo, la principal amenaza para la eficacia a largo plazo de las toxinas de Bt 

es la aparición de la resistencia en los insectos plaga (Kruger et al., 2009; Tabashnik et al., 

2009; Storer et al., 2010; Dhurua et al., 2011; Sanahuja et al., 2011).  

Las toxinas Cry se producen como protoxinas que son activadas en el intestino 

larvario, posteriormente se unen a receptores que inducen la oligomerización e inserción en 

la membrana intestinal, formando un poro iónico que lisa a las células del intestino y mata a 

las larvas (Gómez et al., 2002b). En el laboratorio, se diseñaron las toxinas Cry1A 

modificadas (Cry1AbMod y Cry1AcMod), estas proteínas carecen de la hélice 1 y se ha 

comprobado que son capaces de matar eficientemente a insectos resistentes a toxinas Cry 

silvestres (Soberón et al., 2007). No obstante, en algunas especies de insectos susceptibles, 

la toxicidad se encuentra considerablemente reducida (Tabashnik et al., 2011). 

Por lo tanto, las toxinas Cry1AMod tienen el gran potencial de ser utilizadas para 

control de insectos en el campo. En el laboratorio se han realizado diversos intentos para 

producir variantes las toxinas Cry1AMod, no obstante, se han encontrado fallas en el 

sistema de expresión. En el presente trabajo se plantea el uso del promotor cry3A con la 

finalidad de optimizar este sistema de expresión para obtener nuevas variantes de la toxina 

Cry1AcMod que sean potencialmente activas contra larvas de lepidópteros susceptibles y 

resistentes.   

Se obtuvieron las construcciones del gen cry1AcMod bajo tres versiones del promotor 

cry3A. Sin embargo, las proteínas no presentaron actividad biológica contra larvas de M. 

sexta y son insolubles en pH alcalino. La expresión de la proteína Cry1AcMod bajo la 

regulación del promotor cry3A genera un plegamiento no funcional, favoreciendo la 

formación de agregados y por lo tanto, las proteínas son insolubles y no son tóxicas. Este 

sistema no resultó ser óptimo para la expresión de otras toxinas Cry1AMod. 
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1. INTRODUCCIÓN  

 

El control de insectos plaga en la agricultura y de vectores de enfermedades humanas se ha 

realizado principalmente con la aplicación de insecticidas químicos. Sin embargo, estos 

insecticidas son recalcitrantes y contaminan el medio ambiente, además muchos insectos 

han desarrollado resistencia hacia ellos, lo cual ha resultado en un incremento en su uso 

generando daños graves en la salud humana (Bernhard et al., 1997). Consecuentemente, se 

ha generado un creciente interés en el desarrollo de estrategias alternativas para el control 

de las plagas (Roh et al., 2007; Bravo et al., 2007).  

 

Uno de los logros en este sentido ha sido el tratamiento de las plagas mediante el uso de 

bioinsecticidas o plantas transgénicas. Desde 1996 se ha cultivado plantas transgénicas-Bt 

que producen las proteínas Cry insecticidas de la bacteria Bt; estos cultivos controlan las 

plagas de manera eficiente y han ayudado a reducir el uso de insecticidas químicos (Kleter 

et al., 2007; Qaim y Zilberman, 2003). El empleo de esta tecnología presenta muchos 

beneficios ya que las proteínas Cry son altamente específicas contra insectos blanco, 

completamente biodegradables, inocuas para humanos, vertebrados y plantas, y son 

efectivas para el control de plagas de plantas de importancia agrícola así como para 

controlar a insectos vectores de enfermedades humanas (Bravo et al., 2007). 

 

1.1 Características generales de Bt 

Bt es una bacteria aeróbica, Gram-positiva y ubicua; se han asilado cepas de Bt en todo el 

mundo en diversos hábitats, incluyendo suelo, polvo de productos almacenados, insectos, 

hojas secas, entre otros (Bernhard et al., 1997; Chaufaux et al., 1997; Nester et al., 2002).  

Bt es miembro del grupo Bacillus cereus que también incluye a B. cereus, B. anthracis, y 

B. mycoides. La característica que distingue a Bt de otros miembros del grupo B. cereus es 

que contiene un megaplásmido con la información necesaria para sintetizar las toxinas 

insecticidas Cry. Bt produce proteínas insecticidas (-endotoxinas) durante la fase de 

esporulación como inclusiones parasporales que se pueden observar en la figura 1, los 

cristales pueden estar formados por una o más proteínas, llamadas toxinas Cry y Cyt (Höfte 

et al., 1989; Helgason et al., 2000).  
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     1.2 Ciclo de vida de Bt 

El ciclo de vida de Bt se caracteriza por dos fases, que incluyen división de las células 

vegetativas y la formación de esporas. La célula vegetativa tiene forma de bastón (2-5 

micras de largo y 1 micra de ancho) y se divide asexualmente en dos células hijas 

uniformes por la formación de un septo de división a mitad de lo largo de la membrana 

plasmática (Bulla et al., 1980). 

La esporulación consiste en la división celular asimétrica y se caracteriza por siete 

etapas (figura 2) que incluyen la formación de filamentos axiales (fase I), formación del 

septo de la pre-espora (fase II), primera aparición de cristales paraesporales y la formación 

de una pre-espora (fase III), formación del exosporio, pared celular primordial, 

transformación de la espora y nucleoide y maduración de esporas (fases IV a VI)  y lisis de 

los esporangios (fase VII) (Bulla et al., 1980).  

La producción de los cristales proteicos de Bt durante la esporulación es un fenómeno 

regulado genéticamente (Crickmore et al., 1998), que probablemente compensa el estrés 

físico por la pérdida de agua durante la formación de la espora y ofrece la ventaja adicional 

de supervivencia, ejerciendo acción letal contra los insectos blanco. A su vez, la acción 

tóxica ofrece nutrientes suficientes que permiten la germinación de la esporas bacterianas y 

regresan al crecimiento vegetativo (Helgason et al., 2000).  

 

 

 

 

Figura 1. Microfotografía de Bacillus thuringiensis en microscopio electrónico de transmisión. Se 

muestra el cristal proteínico romboide compuesto de toxinas Cry (C) y una espora en proceso (E) 

(tomada de Soberón y Bravo, 2007).  
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1.3 Regulación y expresión de genes cry durante la fase de esporulación 

Uno de los aspectos particulares de la esporulación de Bt es la formación de los cristales 

paraesporales que involucra la acumulación de proteínas Cry.  Una característica común de 

los genes cry es que se expresan durante la fase estacionaria del crecimiento y por lo 

general se acumulan en la célula madre como inclusiones cristalinas a partir de la fase III y 

hasta la fase VII de la esporulación (Schnepf et al., 1998; Crickmore et al., 1998).  

Los productos finales de la expresión de los genes cry constituyen el 20-30% del 

peso seco de las células. (Bulla et al., 1980).  La cantidad de cristales proteicos que produce 

un cultivo de Bt en condiciones de laboratorio es alrededor de 0.5 mg de proteína/ml y el 

tamaño de los cristales indican que cada célula sintetiza 1x10
6
 a 2x10

6
 de moléculas -

endotoxinas durante la fase estacionaria para formar un cristal (Du et al., 1994).  

La síntesis elevada de las proteínas Cry es un evento controlado coordinadamente 

por una serie de mecanismos que ocurren a nivel transcripcional, postranscripcional y 

postraduccional. Los genes cry se clasifican como dependientes o independientes de la 

esporulación en base a sus mecanismos transcripcionales (Schnepf et al., 1998). Por lo 

general, el proceso de esporulación de Bt está controlado por la activación sucesiva de 

factores sigma que unen a la RNA polimerasa (Moran, 1993).  

Se han descrito cinco factores de transcripción específicos, H, F, E, G y K, que 

están fuertemente regulados y aparecen en un orden consecutivo durante la esporulación. El 

Figura 2. Fases de la esporulación en Bt.  De forma esquemática se ilustran las siete fases del proceso de 

esporulación en Bt.  Cristal (C) y Espora (E) (tomada de Bulla et al., 1980). 

C 

E 
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factor H está activo en la célula antes de la división; E
 y 

K están activos en la célula 

madre, y F y G están activos en la pre-espora (Lereclus et al., 2000).  

   1.3.1 Gen cry1Aa 

El mecanismo de transcripción del gen cry1Aa es dependiente de la esporulación. Se 

expresa a través de dos promotores que se encuentran sobrelapados, denominados BtI (en 

azul) y BtII (en rojo) (figura 3). La transcripción del promotor río abajo BtI se activa entre 

las fases II y VI de la esporulación y emplea el factor E
. Posteriormente, la transcripción 

se produce por el promotor río arriba BtII, que se activa a partir de la etapa VI hasta el final 

de la esporulación y emplea el factor K
. El uso secuencial de los dos promotores asegura 

la síntesis de la protoxina en todo el ciclo de esporulación (Wong et al., 1983).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.2 Gen cry3Aa 

El mecanismo de transcripción del gen cry3Aa es independiente de la esporulación, se 

activa entre el final de la fase exponencial de crecimiento vegetativo y la fase II de 

esporulación, y permanece activo hasta el estado IV (Juárez-Pérez, 2004; Schnepf et al., 

1998). El promotor cry3A es reconocido por el factor 
A
, el factor sigma de las células 

vegetales que se activa al final del crecimiento vegetativo exponencial y se mantiene activo 

a través de la tercera fase de esporulación (Sanchis et al., 1996). Este promotor cuenta 

también con una secuencia de estabilización Shine-Dalgarno que se denomina STAB-SD 

Figura 3. Representación esquemática del promotor de la toxina Cry1A. Los promotores BtI/BtII se 

encuentran sobrelapados. En azul se muestra las cajas -35 y -10 de BtI y en rojo las cajas -35 y -10 de BtII 

así como la región de unión al ribosoma (RBS). 
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en la posición -125 y -117 en la región 5' no traducida que brinda estabilidad a los RNA 

mensajeros que se observa en la figura 4 (Agaisse y Lereclus, 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4 Toxinas insecticidas 

1.4.1 Clasificación y nomenclatura 

Como se mencionó anteriormente, las -endotoxinas forman dos familias multigénicas, cry 

y cyt (Schnepf et al., 1998). Las proteínas Cry son específicamente tóxicas contra órdenes 

de insectos: Lepidóptera (mariposas y polillas), Coleóptera (escarabajos), Himenóptera 

(abejas, avispas y hormigas), y Díptera (mosquitos), y también existen algunas proteínas 

Cry activas hacia Nematoda (gusanos). En contraste, las toxinas Cyt se encuentran 

principalmente en cepas activas de Bt contra Díptera. (Guerchicoff et al., 2001).  

Las proteínas Cry comprenden 70 subgrupos con más de 200 miembros (Crickmore 

et al., 2002). La nomenclatura se basa en la identidad de secuencia primaria entre las 

diferentes proteínas. Los componentes de los cristales proteicos reciben la nomenclatura de 

proteínas Cry y cuatro rangos jerárquicos formados por números, letras mayúsculas y 

minúsculas, y números (ej. Cry1Ab1). Los rangos dependen de la identidad de secuencia 

que comparten con otras proteínas Cry. Se da un número diferente (primer rango) a una 

proteína si comparte menos del 45% de identidad con todas las demás proteínas Cry (ej. 

Cry1, Cry2, etc.). La letra mayúscula (segundo rango) se da si la proteína comparte menos 

del 78% pero más del 45% de identidad con un grupo particular de proteínas Cry (ej. 

Cry1A, Cry1B, etc.). El tercer rango, una letra minúscula, se da para distinguir proteínas 

que comparten más del 78% de identidad, pero menos del 95% con otras proteínas Cry (ej. 

Figura 4. Representación esquemática del promotor de la toxina Cry3A. Se muestran con rojo las dos 

cajas -35 y -10, así como la región STAB-SD (flecha) y la región de unión al ribosoma (RBS). 
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Cry1Aa, Cry1Ab, etc.). Finalmente, se da un número para distinguir proteínas que 

comparten más del 95% de identidad, pero que no son idénticas y deben considerarse 

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

Este sistema de clasificación no toma en cuenta la selectividad de las toxinas Cry, no 

obstante, algunos subgrupos de toxinas Cry presentan toxicidad contra un determinado 

orden de insectos. Así, las proteínas Cry1 son principalmente activas contra insectos 

lepidópteros, mientras que las proteínas Cry3 son tóxicas hacia coleópteros (Höfte et al., 

1989). En el caso de toxinas activas contra dípteros, existe un gran número de diferentes 

subgrupos que son activos contra estos insectos, por ejemplo: las toxinas Cry2Aa (Sasaky 

et al., 1997; Zheng et al., 2010), Cry4 y Cry11 (Armengol et al., 2006), Cry16, Cry17 y 

Cry29 (Gamma et al., 2014).   

La familia de proteínas Cry de 3 Dominios (Cry-3D) son moléculas globulares que 

contienen tres distintos dominios conectados por vínculos simples. El alineamiento de sus 

secuencias revela la presencia de cinco bloques conservados (Bravo et al., 1997). Sin 

embargo, algunos bloques están ausentes en algunos miembros de la familia Cry-3D. Una 

característica particular de los miembros de esta familia es la presencia de protoxinas con 

dos diferentes longitudes (130 kDa y 70 kDa). La extensión del extremo C-terminal que se 

encuentra en protoxinas grandes es dispensable para la toxicidad y se cree que juega un 

papel importante en la formación de las inclusiones cristalinas dentro de la bacteria (de 

Maagd et al., 2001).  

1.4.2 Estructura de las toxinas Cry-3D 

Estas proteínas se encuentran conformadas por tres dominios estructurales (Li et al., 1991) 

que se observan en la figura 5. El dominio I es un ramillete de siete hélices en el cual la 

hélice central (hélice -5) está rodeada por las hélices externas. Este dominio comparte 

similitud en la estructura con otras toxinas formadoras de poro como: colicina Ia y N (PDB: 

1cii y 1a87), hemolisina E (PDB: 1qoy) y toxina diftérica (PDB: 1ddt) (Soberón et al., 

2010). Con base en la similitud, así como datos de mutantes puntuales aisladas en el 

dominio I, se sugiere que el papel de este dominio es la formación del poro iónico en la 

membrana del insecto blanco (Jiménez et al., 2007).  

En el caso del dominio II se compone de tres láminas plegadas antiparalelas 

empacadas rodeando un centro hidrofóbico formando un arreglo de prisma de estructuras- 

(Li et al., 1991); comparte similitud en estructura con varias proteínas de unión a 

carbohidratos como vitelina (PDB: 1vmo), lectinas relacionadas con jacalina (PDB: 1jac), y 

lectina Mpa (PDB: 1jto) (Soberón et al., 2010). Diversos datos experimentales mediante 

mutagénesis sitio dirigida indican que este dominio determina especificidad; es el dominio 

más variable dentro de la familia Cry-3D (de Maagd et al., 2001).  
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El dominio III posee una estructura de sándwich (Li et al., 1991), también para 

este dominio se han identificado proteínas de unión a carbohidratos con estructura similar 

como la 1,4glucanasa proteína de unión a celulosa CenC (PDB: 1ulo), galactosa 

oxidasa (PDB: 1gof), sialidasa (PDB: 1eut), glucuronidasa (PDB: 1bhg), la proteína de 

unión a carbohidratos dominio de xilanasa U (PDB: 1gmm), y la galactosidasa (PDB: 

1bgl). Estos resultados sugieren que los motivos de unión a carbohidratos pudieran tener un 

papel importante en el mecanismo de acción de estas toxinas Cry-3D, específicamente en el 

reconocimiento e interacción de las toxinas y sus receptores en la membrana (Soberón et 

al., 2010). Este dominio es responsable de la especificidad: intercambios del dominio III 

resultaron en cambios de especificidad (de Maagd et al., 2001).  

Los contactos entre los dominios II y III (que corresponden a láminas -11 y -12) 

así como la región interior del dominio III (que corresponde a láminas -17 y -23 y la 

hélice 5 central del dominio I) están altamente conservados dentro de la familia de toxinas 

Cry-3D (Bravo et al., 2010).  

    

 

 

 

Figura 5. Representación de la estructura tridimensional de las toxinas Cry-3D. El dominio I (en color 

rojo) está involucrado en la formación de poro. El dominio II (en color verde) y el dominio III (en color 

azul) tienen regiones particulares de interacción con receptores secundarios, lo cual les confiere 

especificidad (tomada de Piggot y Ellar, 2007). 
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1.5 Mecanismo de acción de las toxinas Cry-3D 

Se han propuesto dos hipótesis diferentes para el mecanismo de acción de estas toxinas, una 

se basa en la formación del poro (Bravo et al., 2004; Pigott y Ellar, 2007; Sabino et al., 

2009) y otra en la inducción de señalización intracelular (Zhang et al., 2006). Los primeros 

pasos en ambos modelos son similares: los cristales de las toxinas son ingeridos por la larva 

y se solubilizan en el intestino en protoxinas (figura 6). Posteriormente se cortan por 

proteasas para dar lugar a una toxina Cry- 3D de 60kDa que incluye la hélice 1 y el 

extremo N-terminal (Bravo et al., 2007). La toxina activada es capaz de unirse al receptor 

de caderina que se encuentra en las microvellosidades de las células del intestino medio y 

se unen con gran afinidad (Vadlamudi et al., 1995).  

 

Cuando las toxinas Cry1A interaccionan con la caderina, se facilita un corte proteolítico 

adicional en el N-terminal de la toxina, en el cual se elimina la hélice 1 del dominio I 

(Gómez et al., 2002b), resultando en la oligomerización de la toxina. El oligómero de la 

toxina incrementa su afinidad hacia los receptores secundarios anclados a la membrana por 

un puente de glicosilfosfatidilinositol (GPI), como la aminopeptidasa N en Manduca sexta 

o la fosfatasa alcalina en Heliothis virescens (Bravo et al., 2004; Bravo et al., 2007; Jurat-

Fuentes et al., 2006). Finalmente, el oligómero de la toxina se inserta en balsas lipídicas, 

donde se forman los poros y posteriormente provoca que las células estallen, resultando en 

la muerte de la larva (Bravo et al., 2007; Pardo-López et al., 2006; Zhuang et al., 2002).  

 

En contraste, en el modelo de transducción de señales, en la unión de Cry1A a la 

caderina, se asume se que activa una cascada de señalización que involucra la estimulación 

de una proteína G y la adenilato ciclasa para incrementar los niveles intracelulares de 

cAMP, resultando en la activación de la proteína quinasa A, que a su vez conduce a la 

muerte celular por aumento de la presión oncótica (Zhang et al., 2006). 

 

El mecanismo de acción de las toxinas Cry-3D ha sido estudiado en diferentes órdenes 

de insectos y nemátodos. Los resultados de la mayoría de estos estudios apoyan el modelo 

de formación de poro (Bravo et al., 2004; Pigott y Ellar, 2007). El modelo de transducción 

de señales se propuso de acuerdo a los estudios realizados en la línea celular H5 de 

Trichoplusia ni que proviene de ovario, la cual fue transfectada con el gen de la caderina de 

M. sexta (Zhang et al., 2006).  
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     1.5.1 Mecanismo de acción de toxinas Cry1A por formación de poro en insectos    

             Lepidópteros.   

 

    

1.5.1 Solubilización y activación proteolítica 

La solubilización de la mayoría de las toxinas Cry-3D depende del pH alcalino alto y de un 

ambiente reductor que se presenta en los intestinos de insectos lepidópteros y dípteros, en 

contraste con los intestinos de insectos coleópteros los cuales tienen un pH neutro o 

ligeramente ácido (Dow, 1986). Una porción del extremo C-terminal de las protoxinas 

contiene residuos de cisteína que forman enlaces disulfuro en las inclusiones cristalinas  y, 

por consiguiente, la reducción de los enlaces disulfuro es un paso necesario para la 

solubilización de protoxinas (Du et al., 1994).   

El procesamiento proteolítico de las toxinas Cry es un paso crítico involucrado no 

sólo en la activación de la toxina, también en su especificidad (Haider y Ellar, 1989; Haider 

et al., 1989) y la generación de resistencia en insectos (Oppert et al., 1997; Shao et al., 

1998). 

Figura 6. Mecanismo de acción de las toxinas Cry-3D. Modelo de formación de poro y modelo de 

transducción de señales. Ambos modelos incluyen pasos iníciales idénticos. La protoxina es solubilizada 

en el lumen del intestino medio de los insectos, posteriormente la protoxina soluble es activada por 

proteasas, resultando una toxina Cry-3D monomérica y finalmente la toxina se une al receptor de caderina. 

En el modelo de formación de poro, la interacción con la caderina promueve el corte de la hélice 1, que 

permite la oligomerización de la toxina. La toxina Cry oligomérica se une a receptores anclados por GPI los 

cuales promueven la inserción de la membrana y formación de poros. En el modelo de transducción de 

señales, la interacción de la toxina con la caderina activa a una proteína G que incrementa la actividad de 

adenil ciclasa (AC), resultando en un aumento en los niveles de AMPc que a su vez activa la proteínquinasa 

A (PKA), que es responsable de la activación de un mecanismo intracelular que resulta en la muerte celular 

(tomada de Soberón et al., 2009). 
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Además del pH, los lepidópteros y coleópteros difieren en el tipo de proteasas que 

presentan en su intestino. Las serín proteasas son las principales proteasas digestivas de 

Lepidóptera y Díptera, mientras que cisteín proteasas y proteasas aspárticas son abundantes 

en los intestinos medios de Coleóptera (Terra y Ferreira, 1994).  

Las inclusiones cristalinas que son ingeridas por una larva susceptible se disuelven 

en el ambiente del intestino, se solubilizan las protoxinas inactivas y se digieren por 

proteasas presentes en el intestino medio, produciendo proteínas de 60-70 kDa (Choma et 

al., 1990). La activación de las toxinas involucra la eliminación de un péptido del extremo 

N-terminal (25-60 aminoácidos) y aproximadamente la mitad de la proteína restante (aprox. 

600 aminoácidos) desde el extremo C-terminal en el caso de protoxinas Cry de alto peso 

molecular (protoxinas de 130 kDa). 

Para varias proteínas Cry, la inactivación dentro de los intestinos de los insectos 

implica el procesamiento intramolecular de la toxina (Choma et al., 1990; Lambert et al., 

1996; Audtho et al., 1999; Pang et al., 1999; Miranda et al., 2001). Sin embargo, para otras 

toxinas Cry el procesamiento intramolecular no se relaciona siempre con una pérdida de 

toxicidad y a veces se requiere para la correcta activación de la toxina. Un ejemplo es el 

caso de las toxinas Cry activas contra mosquitos como Cry11A y Cry4B (Dai y Gill, 1993; 

Zalunin et al., 1998; Yamagiwa et al., 1999). Por lo tanto, en algunos casos, el 

procesamiento proteolítico diferencial de las toxinas Cry en diferentes insectos podría ser 

un paso limitante en la toxicidad de las proteínas Cry (Miranda et al., 2001).  

Una característica interesante de la activación de las toxinas Cry es su 

procesamiento en extremo N-terminal. Existen diversas evidencias que sugieren que el 

extremo N-terminal de las protoxinas Cry2A y Cry1Ac podría impedir la unión a 

membranas blanco (Martens et al., 1995; Kouskoura et al., 2001; Bravo et al., 2002). Por 

consiguiente, el procesamiento del extremo N-terminal de las protoxinas Cry puede 

desenmascarar una región de la toxina que es importante remover para inducir la correcta 

interacción de la toxina con sus receptores (Morse et al., 2001; Bravo et al., 2002).  

                  1.5.2    Identificación de los receptores 

El principal factor determinante de la selectividad de las toxinas Cry es la interacción con 

los receptores específicos en los intestinos de insectos susceptibles (Jenkins y Dean, 2000). 

Por lo tanto, la identificación de los receptores es fundamental para la determinación de las 

bases moleculares del mecanismo acción de las toxinas Cry y para el control de la 

resistencia en insectos, que en muchas ocasiones se ha visto que se correlaciona con 

defectos en la unión con el receptor (Ferré y Van Rie, 2002). Se han identificado una serie 

de moléculas receptoras específicas a la toxina Cry1. En M. sexta, las proteínas Cry1Aa, 

Cry1Ab y Cry1Ac se unen a la aminopeptidasa-N (APN) de 120 kDa (Knight et al., 1994; 
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Garczynski y Adang, 1995; Denolf et al., 1997), una proteína tipo caderina de 210 kDa (Bt-

R1) (Belfiore et al., 1994; Vadlamudi et al., 1995) y una alcalino fosfatasa de 70 kDa 

(Jurat-Fuentes et al., 2004). 

Es interesante que los dominios II y III de las toxinas Cry tengan una homología 

estructural con varios dominios de proteínas que interaccionan con carbohidratos. Lo que 

no excluye la posibilidad de que los mismos pudieran tener interacciones proteína-proteína 

con las moléculas receptoras (Gómez et al., 2002a). La interacción entre la toxina y sus 

receptores es compleja, involucra múltiples interacciones con diferentes epítopes. 

Únicamente se ha demostrado que en la interacción de la toxina Cry1Ac con APN participa 

una molécula del azúcar N-acetilgalactosamina (GalNAc). (Cooper et al., 1998). 

    1.5.3   Epítopes de unión en las toxinas 

La identificación de los epítopes involucrados en la interacción toxinas Cry-receptor 

ofrecerá una visión de las bases moleculares de la especificidad en insectos y podría ayudar 

en la caracterización de la resistencia en las poblaciones de insectos en la naturaleza (Bravo 

et al., 2010).  

Se han mapeado los epítopes de unión para varias toxinas Cry. Los dominios II y III 

son las regiones más variables de las toxinas Cry y han sido sujetos a estudios de 

mutagénesis sitio dirigida, para determinar su papel en el reconocimiento del receptor. El 

dominio II fue el primero en reconocerse como determinante de la toxicidad insecticida con 

base en construcciones de toxinas híbridas, utilizando genes cry con diferente selectividad 

(Ge et al., 1989). El intercambio del dominio III indica que este dominio también está 

involucrado con el reconocimiento del receptor (Bosch et al., 1994; de Maagd et al., 2000). 

Se propone que este intercambio ha sido utilizado como un mecanismo evolutivo para 

cambiar la especificidad de estas toxinas (Bravo et al., 1997; de Maagd et al., 2001).  

La interacción con los receptores es dinámica y compleja. Para las toxinas Cry1A 

activas contra lepidópteros se ha sugerido que el contacto ocurre a través de la -16 y el asa 

3 con los receptores ALP y APN en forma de monómero. Como se mencionó 

anteriormente, la interacción entre las asas 2,  3 y 8 con el receptor caderina 

(específicamente las regiones CR-7, CR-11 Y CR-12) promueve la oligomerización, 

posteriormente el asa 2 de la toxina en la forma oligomérica se une a los receptores ALP y 

APN. Estos receptores se localizan preferencialmente en balsas lipídicas, las cuales 

facilitan la inserción del oligómero formando un poro lítico (Sabino et al., 2009).  

La unión de las toxinas a la caderina induce la formación de un pre-poro. La 

caracterización de la capacidad de inserción a la membrana del pre-poro, las propiedades 

cinéticas del poro iónico formado por esta estructura y la resolución de su estructura 

tridimensional, podrían ser pasos importantes hacia la compresión del papel de esta 
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estructura en el mecanismo de acción de las toxinas Cry (Bravo et al., 2007). Se reportó 

que la hélice -3 participa en la oligomerización, ya que mutando esta hélice la toxina 

Cry1Ab pierde la capacidad de oligomerizar y por lo tanto, pierde por completo la 

toxicidad contra M. sexta y la actividad de formación de poro (Jiménez-Juárez et al., 2007).  

1.5.4 Inserción de la toxina 

Después de la unión a sus receptores, las toxinas Cry se insertan dentro de la membrana de 

las células epiteliales del intestino medio para formar poros líticos. La inserción de las 

toxinas Cry en la membrana requiere un cambio conformacional importante en la toxina 

para exponer una superficie hidrofóbica, que puede interaccionar con la bicapa lipídica. El 

dominio I se ha reconocido como un dominio formador de poro en base a estudios de 

mutagénesis sitio dirigida (Wu y Aronson, 1992; Cooper et al., 1998) y en la similitud de la 

estructura de este dominio con otros dominios formadores de poros de toxinas bacterianas, 

como la colicina Ia, dominio de traslocación difteria y hemolisina (Aroson y Shai, 2001).  

El modelo mayoritariamente aceptado de la inserción de la toxina Cry3A propone 

que el par de hélices -4 y -5 es la región que se inserta en la membrana y existen 

múltiples reportes que apoyan la hipótesis de que la hélice -4 juega un papel importante al 

ser la que flanquea el poro (Loseva et al., 2001).  

              1.5.5 Formación de poro 

Con base en la observación de los estados de gran conductancia generadas por varias 

toxinas Cry en bicapas sintéticas planas (Lorence et al., 1995; Peyronnet et al., 2002), la 

estimación del tamaño de poro en 10-20 Å (Von-Tersch et al., 1994) y el peso molecular 

del oligómero de aproximadamente 250 kDa, se ha propuesto que el poro puede estar 

formado por un oligómero de las toxinas Cry que contienen 3 a 4 monómeros de la toxina 

(Muñoz et al., 2009). 

Es importante mencionar que, en contraste con otras toxinas formadoras de poro, la 

actividad formadora de poros de las proteínas Cry1 no está regulada por pH ácido, 

sugiriendo que las toxinas Cry no son internalizadas en vesículas ácidas para su inserción, 

en contraste con otras toxinas formadoras de poro (Tran et al., 2001). Se ha demostrado que 

el pH alcalino es importante para la formación del poro (Muñoz et al., 2009). En la figura 7 

se resumen los pasos en el mecanismo de formación de poro anteriormente descritos en 

forma caricaturizada.  
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1.6 Resistencia en insectos  

Una de las principales preocupaciones respecto al uso de Bt es la generación de poblaciones 

de insectos resistentes a toxinas Cry. La resistencia a estas toxinas se puede obtener 

interfiriendo cualquiera de los pasos involucrados en el mecanismo de acción de las toxinas 

Cry. El análisis del mecanismo molecular de la resistencia de insectos hacia las toxinas de 

Bt ha sido, en su mayoría, fundamentado en el estudio de poblaciones de insectos 

resistentes seleccionados bajo condiciones de laboratorio y también encontrados en campo 

(Tabashnik 1994, 2003, 2008; Gould 1998; Griffitts y Aroian 2005; Ferré y van Rie 2002; 

Georghiou y Wirth 1997; Wirth et al., 2005; Griffitts et al., 2001; Janmaat y Myers 2003; 

Gahan et al., 2001; Morin 2003; Xu 2005; Yang et al., 2007; Gunning et al., 2005; Rahman 

et al., 2004; Baxter et al., 2005, 2008). 

 

Figura 7. Modelo de formación de poro de la toxina Cry1Ab en M. sexta. Se muestran los pasos 

secuenciales en el mecanismo de acción. 1) Una larva susceptible ingiere la solución espora-cristal, 2) los 

cristales se solubilizan por el pH alcalino, 3) se libera la protoxina que es activada a un monómero por 

proteasas, 4) la toxina en su forma activa se une a los receptores ALP y APN con baja afinidad 

(Kd=100mM) lo que permite la co-localización de la toxina en la membrana, 5) se favorece la interacción 

de la toxina con el receptor tipo caderina con mayor afinidad  (Kd=1mM), esta interacción induce la 

exposición de una región hidrofóbica que es escindida por proteasas resultando en la oligomerización de la 

toxina, 6) posteriormente el oligómero se une nuevamente a los receptores APN y ALP con mayor afinidad 

(Kd= 0.75nM) y finalmente 7) el oligómero se inserta en la membrana formando poros que resultan en la 

lisis celular (tomada de Pacheco, S., et al., 2009). 
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             1.6.1       Mecanismos de resistencia en insectos 

El mecanismo de resistencia que se observa con mayor  frecuencia involucra defectos en la 

unión con el receptor caderina, aunque también se ha reportado la resistencia debido a 

defectos en la producción de proteasas en el intestino de la larva o una respuesta inmune 

elevada (figura 8) (Griffits y Aroian, 2005; Ferre y van Rie, 2002; Gunning et al., 2005; 

Rahman et al., 2004).  

 
 
 
 
 

  1.6.1.1     Poblaciones de insectos resistentes: defectos en la unión con el  

                 receptor    

 
El modo de resistencia más común (también llamado modo I) observado en varios insectos 

lepidópteros, se caracteriza por un alto nivel de resistencia a la toxina Cry1A, que se 

presenta como carácter recesivo y también muestra una reducción en la unión de por lo 

menos una toxina Cry1A, así como la resistencia cruzada a Cry1F (Tabashnik, 1994). En 

Heliothis virescens, Pectinophora gossypiella y Helicoverpa armigera, el mecanismo de 

resistencia modo 1 está relacionado con mutaciones en el gen de la caderina (Tabashnik et 

al., 2011).  

 

Figura 8. Mecanismos de resistencia a toxinas Cry. Se enuncia el tipo de resistencia y las especies en 

las cuales se han encontrado (tomada de Bravo et al., 2010). 
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En el caso de la línea YHD2 de  H. virescens aislada en laboratorio resistente a la 

toxina Cry1Ac, muestra que una sola mutación fue la responsable del 40-80% del nivel de 

resistencia. La mutación fue mapeada y muestra que está relacionada con una inserción de 

un retrotransposón en el gene de caderina (Gahan et al., 2001).  

Se ha propuesto que las mutaciones en los genes de caderina son la base principal de la 

resistencia a toxinas Cry. Cepas seleccionadas en el laboratorio de P. gossypiella resistentes 

a Cry1Ac revelan tres alelos mutados de caderina que están asociados a la resistencia en 

insectos lepidópteros (Morin et al., 2003). Otros insectos que presentan mutación en el gen 

caderina asociados a resistencia de la toxina Cry1A son H. armigera y Ostrinia nubilalis 

(Tabashnik et al., 2011).  

 

Una excepción es una población en Plutella xylostella, que desarrolló la resistencia a las 

aplicaciones de aerosol con la cepa HDI de Bt que contiene las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab, 

Cry1Ac y Cry2A (Tabashnik et al., 2003). Esta población presenta el mecanismo de 

resistencia modo 1, pero aquí la resistencia que se observó no se relaciona a caderina 

(Baxter et al., 2005), ni a ningún otro gen que codifica para las moléculas de los receptores 

putativos que han sido descritos en otros insectos a la fecha, como la aminopeptidasa-N, 

fosfatasa alcalina o glucolípidos (Baxter et al., 2008); aún no se sabe por qué se volvió 

resistente. Es posible que esta población se beneficiara de las mutaciones en otras proteínas 

que son capaces de funcionar como el receptor caderina de la toxina en este insecto. 

Recientemente se demostró que esta mutación está ligada al transportador ABC-C2 (Gahan 

et al, 2010), sin embargo, la participación de esta proteína en el mecanismo de acción de las 

toxinas Cry1A no se ha descrito con precisión. Se ha propuesto que podría ser una molécula 

de unión  ya que mutaciones  en el transportador ABC-C2 ligadas a resistencia a toxinas 

Cry1A también se han descrito para Bombyx mori y Trichoplusia ni (Atsumi et al, 2012; 

Zhang et al, 2012; Tanaka et al., 2013).  

 

               1.6.1.2 Poblaciones de insectos resistentes: activación proteolítica 

En Plodia interpunctella se aisló una colonia de insectos resistente a toxinas Cry1A que 

presentan una menor producción de proteasas y por consiguiente se reduce la activación de 

la protoxina (Herrero et al, 2001). Las cepas resistentes muestran crecimiento y morfología 

alterados, esto sugiere que ese alelo es necesario para el correcto crecimiento de las larvas, 

por lo tanto es poco probable que este alelo sea seleccionado en poblaciones libres en la 

naturaleza.  
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              1.6.1.3 Poblaciones de insectos resistentes: síntesis de oligosacáridos  

 

La línea YHD2 de H. virescens resistente a Cry1Ac, presenta un patrón alterado de 

glicosilación de dos proteínas de 63 y 68 kDa localizadas en la microvellosidad, se mostró 

que esto se correlaciona con la resistencia y que corresponden a dos isoformas de la 

alcalino fosfatasa (Jurat-Fuentes et al., 2002).  

Esta línea contiene varias mutaciones responsables para este fenotipo resistente a 

Cry1Ac. Aunque en la mayoría de alelos resistentes, la disrupción del gen de la caderina 

altera el fenotipo de resistencia, también alteraciones de glicosilación en las proteínas de 

membrana de las microvellosidades incrementan este fenotipo (Jurat-Fuentes et al., 2002).  

1.6.2 Estrategias para combatir la resistencia en insectos 

              1.6.2.1 Efecto en pirámide   

Para contender con la resistencia de insectos a plantas transgénicas-Bt se han planteado 

varias alternativas. Una de ellas es la acumulación o efecto en pirámide de toxinas. El 

concepto de piramidación se aplica cuando dos o más toxinas con diferentes mecanismos 

de acción, por ejemplo, que se unan a diferentes moléculas receptoras, se producen en la 

misma planta-Bt. En este caso, la posibilidad de generar insectos resistentes disminuye 

exponencialmente porque se requerirían múltiples mutaciones para perder la susceptibilidad 

de todas las toxinas (Bravo y Soberón, 2008). 

 

En 2003, se produjeron las primeras plantas transgénicas de algodón que expresaban 

dos toxinas: Cry1Ac y Cry2Ab. Estas plantas-Bt han demostrado ser muy eficaces contra 

las plagas de lepidópteros (Chitkowski et al., 2003). Se sabe que estas dos proteínas Cry se 

unen a receptores diferentes. Aunque la expresión en pirámide de toxinas es una forma 

eficaz de retrasar la resistencia en insectos, se ha demostrado que esta propuesta pierde su 

eficacia cuando las plantas transgénicas que expresan sólo un gen cry, por ejemplo cry1Ac, 

crecen en las proximidades de cultivos Bt que expresan dos genes cry, porque en este caso 

se seleccionaron los insectos resistentes a ambos tipos de plantas Bt (Zhao et al., 2005). Por 

lo tanto, es crucial que los cultivos Bt pirámide se planten de manera aislada de otras 

plantas Bt. La eficacia de esta estrategia depende totalmente en la posibilidad de tener dos 

toxinas que maten al mismo insecto pero que se unan a receptores diferentes y esto no 

siempre se cumple para la mayoría de las plagas (Bravo y Soberón, 2008).  

               1.6.2.2 Toxinas Cry1AMod 

Otra estrategia diferente a la anterior, fue el diseño y construcción de las toxinas 

modificadas Cry1AbMod y Cry1AcMod, que carecen de la hélice 1 y son capaces de 

formar oligómeros en ausencia de caderina (Soberón et al., 2007). Su eficacia se evaluó en 
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dos experimentos: a) mediante el silenciamiento del receptor caderina en larvas de M. sexta 

que resultaron ser altamente tolerantes a Cry1Ab y no así a la toxina Cry1AbMod y b) las 

toxinas modificadas también fueron capaces de matar a P. gossypiella resistentes, en las 

cuales se encontró que la resistencia a Cry1A se debe a deleciones en el gen de la caderina 

(Soberón et al., 2007).  

Se demostró que las toxinas Cry1AMod no requieren la interacción con el receptor de la 

caderina y matan células de insectos mediante la interacción con el segundo receptor APN, 

ya que son capaces de oligomerizar y forma poros líticos (Bravo y Soberón, 2008). 

Adicionalmente, se ha demostrado que son capaces de matar otras poblaciones de insectos 

resistentes como T. ni y P. xylostella. Estos datos indican que las toxinas Cry1AMod 

constituyen una herramienta muy eficaz para el control de insectos resistentes. 
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1 Mecanismo de acción de las toxinas Cry1AMod 

A diferencia del mecanismo de acción de las toxinas Cry1 silvestres, las toxinas 

modificadas Cry1AMod no requieren de la unión de la toxina al receptor caderina y del 

corte proteolítico adicional en el extremo N-terminal que facilita la oligomerización 

(Soberón et al., 2007; Muñoz-Garay et al., 2009). Estos pasos son requeridos para facilitar 

la formación de un pre-poro con estructura oligomérica por las toxinas Cry-3D silvestres, el 

pre-poro oligomérico es importante para la inserción en la membrana y la toxicidad 

(Gómez et al., 2002b; Rausell et al., 2004).    

Las proteínas Cry1AbMod y Cry1AcMod inducen la formación in vitro del pre-poro 

oligomérico sin necesitar la unión al receptor caderina, ni de fragmentos de la proteína de 

caderina conteniendo los sitos de unión de la toxina Cry o del anticuerpo en formato scFv 

(scFv73) el cual mimetiza a la región de unión a la toxina Cry presente en el receptor 

caderina (Goméz et al., 2002b). En contraste, las proteínas Cry1A silvestres requieren de la 

presencia del anticuerpo scFv73 o de fragmentos de la proteína caderina o de la caderina 

para producir el pre-poro oligomérico in vitro (Soberón et al., 2007). 

Para demostrar que las toxinas Cry1AMod son capaces de formar estructuras 

oligoméricas de pre-poro, las protoxinas de Cry1AbMod y Cry1AcMod, fueron tratadas 

sólo con la proteasa tripsina, produciendo así los oligómeros de 250 kDa. En contraste, al 

hacer el mismo tratamiento con tripsina a las protoxinas de las toxinas silvestres, Cry1Ab y 

Cry1Ac, sólo se observa la estructura del monómero de 60 kDa (figura 9) (Soberón et al., 

2007). 

 

Figura 9.  Formación de Oligómero por Toxinas Bt nativas 

y modificadas. Se añadieron fragmentos de caderina 

correspondientes a las regiones de unión con la toxina 

(CADR12, carriles 2 y 6) y regiones que no se unen a la toxina 

(CADR9, carriles 3 y 7). En Western blot se probó con 

anticuerpos policlonales a Cry1Ab (carriles 1 a 4) o a Cry1Ac 

(carriles 5 a 8) (tomada de Soberón et al., 2007). 
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2.2 Toxicidad de Cry1AMod 

La toxicidad ha sido determinada en bioensayos alimentando a larvas de insectos 

susceptibles y resistentes con dietas que contienen diferentes concentraciones de las toxinas 

Cry1AMod. Se ha demostrado que las toxinas Cry1AMod son eficaces abatiendo insectos 

plaga que se han convertido en resistentes; sin embargo, actualmente se presenta pérdida de 

efectividad de estas toxinas contra insectos susceptibles (Soberón et al., 2007; Tabashnik et 

al., 2011). A continuación se describen algunos ejemplos:    

1. P. xylostella (palomilla dorso de diamante): es el primer insecto que desarrolló 

resistencia a las toxinas Bt en el campo (Ferre y van Rie, 2002) no presenta mutaciones en 

el gen de caderina, sino en el transportador ABC-C2 (Gahan et al, 2010). En la figura 10.A 

se retó con la toxina Cry1Ac silvestre a la línea susceptible PxGen88 y a la línea resistente 

rPxAcR. Se encontró que la relación de resistencia fue de >100,000 para la toxina Cry1Ac 

silvestre. En la figura 10.B se retó con la toxina Cry1AcMod, tanto a la línea susceptible 

como resistente, encontrando que la relación de resistencia fue de 10; con la toxina 

Cry1AcMod se redujo notablemente la resistencia. Sin embargo, cuando se compara la 

toxicidad de la Cry1AcMod en la línea susceptible (línea verde)  notamos que es 

aproximadamente 10 veces menos tóxica que la toxina Cry1Ac silvestre.       

 

     

 

 

 

 

 

 

A 

Figura 10. Gráficas del bioensayo retando con las toxinas Cry1Ac silvestre y Cry1AcMod a P. xylostella. 

A) Se reta con la toxina Cry1Ac silvestre a la línea susceptible PxGen88 (en color verde) y a la línea resistente 

rPxAcR (en color rojo), la relación de resistencia es de >100,000. B) Se reta con la toxina Cry1AcMod  a la 

línea susceptible PxGen88 (en color verde) y a la línea resistente rPxAcR (en color rojo), la relación de 

resistencia es de 10. La línea en color morado indica la LC50 aproximada en ambos tratamientos. 

 Susceptibles (línea verde) y Resistentes (línea roja). En azul se describe la resistencia (veces). La línea morada 

indica la LC50 aproximada de ambos tratamientos.  

 

B 
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2. T. ni (gusano medidor de la col): Fue el segundo insecto resistente que se encontró 

en campo (Franklin et al., 2009). La línea resistente rTn GLEN presentan una reducción en 

la expresión del receptor APN (Wang 2010). En la figura 11.A se retó con la toxina 

Cry1Ac silvestre a la línea susceptible TnS y la línea resistente rTn GLEN. Se encontró que 

la relación de resistencia fue de >2,000 para la toxina Cry1Ac silvestre.  En la figura 11.B 

se retó con la toxina Cry1AcMod, tanto a la línea susceptible como resistente, encontrando 

que la relación de resistencia fue de 9; con la toxina Cry1AcMod se redujo notablemente la 

resistencia. Sin embargo, cuando se compara la toxicidad de la Cry1AcMod en la línea 

susceptible (línea en color verde) notamos que es 10 veces menos tóxica que la toxina 

Cry1Ac silvestre.  

             

 

 

 

 

3. P. gossypiella  (gusano rosado): La resistencia de la línea AZP-R se detectó en 1997 

mediante la recopilación de individuos de 10 campos de algodón distintos en Arizona y 

presenta una mutación en el gen de caderina (Morin et al., 2003). En la figura 12.A se retó 

con la toxina Cry1Ac silvestre a la línea susceptible APHI-S y la línea resistente AZP-R. Se 

encontró que la relación de resistencia fue de 3,700 para la toxina Cry1Ac silvestre.  En la 

figura 12.B se retó con la toxina Cry1AcMod, tanto a la línea susceptible como resistente, 

encontrando que la relación de resistencia fue de cero; con la toxina Cry1AcMod se abatió 

por completo resistencia. Sin embargo, cuando se compara la toxicidad de la Cry1AcMod 

en la línea susceptible (línea en color verde) notamos que es 25 veces menos tóxica que la 

toxina Cry1Ac silvestre. 

Figura 11. Gráficas del bioensayo retando con las toxinas Cry1Ac silvestre y Cry1AcMod a T. ni. A) 

Se reta con la toxina Cry1Ac silvestre a la línea susceptible TnS (en color verde) y a la línea resistente rTn 

GLEN (en color rojo), la relación de resistencia es de >2,000. B) Se reta con la toxina Cry1AcMod  a la 

línea susceptible TnS (en color verde) y a la línea resistente rTn GLEN (en color rojo), la relación de 

resistencia es de 10. La línea en color morado indica la LC50 aproximada en ambos tratamientos. 
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Estos resultados indican que las toxinas Cry1AMod no son tan efectivas respecto a las 

toxinas silvestres hacia insectos susceptibles, por lo que se decidió realizar un estudio 

sistemático en donde se escindieran diferentes regiones en el extremo N-terminal, con la 

finalidad de encontrar alguna variante que presentara una mayor toxicidad contra larvas de 

M. sexta, sin embargo, no fue posible analizar la toxicidad ya que durante el proceso de 

clonación se presentaron múltiples rearreglos moleculares en  E. coli, ocasionando que la 

toxina Cry1AcMod resultara tóxica para las células de E. coli, lo que provocó una 

contraselección de toxinas inactivas (González, 2009). 

La expresión en E. coli podría explicarse mediante un estudio que realizaron Wong y 

col. en 1983 en el cual analizan los sitios de inicio de transcripción y traducción 

correspondiente a la proteína Cry1A, a través de su análisis por “mapeo por protección a 

nucleasa S1” (S1 nuclease mapping) en donde se comprueba que presenta un promotor de 

expresión fuga en E. coli (Wong et al., 1983) esta región se indica en la figura 13.  

 

 

Figura 12. Gráficas del bioensayo retando a P. gossypiella  con las toxinas Cry1Ac silvestre y 

Cry1AcMod. A) Se reta con la toxina Cry1Ac silvestre a la línea susceptible APHI-S (en color 

verde) y a la línea resistente AZP-R (en color rojo), la relación de resistencia es de 3,700. B) Se reta 

con la toxina Cry1AcMod  a la línea susceptible APHI-S (en color verde) y a la línea resistente AZP-

R (en color rojo), la relación de resistencia es de cero. La línea en color morado indica la LC50 

aproximada en ambos tratamientos. 
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Por lo tanto, para la producción de diversas toxinas Cry1AMod se requiere de la 

utilización alternativa de un promotor alterno al BtI/BtII que no presente expresión en E. 

coli.  

2.3 Expresión de genes cry bajo el promotor cry3Aa 

En el año 1990, Dankocsik y col., reportaron que el gen cry2Ab de la cepa Bacillus 

thuringensis subespecie kurstaki carece de un promotor funcional. Para lograr la expresión 

de este gen, reemplazaron la secuencia río arriba por la región regulatoria del gen cry3Aa. 

Comprobaron que la proteína sólo se expresa en células de Bt y no en E. coli mediante la 

técnica de Western blot (figura 14) contra el lisado celular de ambas bacterias, el promotor 

cry3A depende de factores sigma que se encuentran en Bt. La proteína resulto ser altamente 

tóxica Lymantria dispar, Heliothis virescens y T. ni (Dankocsik et al., 1990). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13.  Secuencia de DNA 5' del gen cry1A. Las líneas onduladas indican el inicio de transcripción 

determinado por mapeo por protección a nucleasa S1. BtI, BtII y Ec, respectivamente, indican el sitio de 

inicio para RNAI y RNA II en Bt y el sitio de inicio en E. coli (tomada de Wong et al., 1983).       

Figura 14. Western blot contra las proteínas sintetizadas en cepas E. coli y Bt incubadas con 

anticuerpos específicos contra Cry2Ab. Carriles: 1) E. coli (pEG220 Cry
-
), 2)  E. coli (pEG230 

Cry2Ab
+
), 3) E. coli (pEG267 Cry3A/Cry2Ab

+
), 4) Bt (pEG220 Cry

-
), 5) Bt (pEG243 Cry2Ab

+
), 6) Bt 

(pEG259 Cry3A/Cry2Ab
+
), 7) Bt (pEG2175 Cry2Ab) y 8 Bt HD-1 (Cry3A

+
/Cry2Ab

+
) (tomada de 

Dankocsik et al., 1990). 
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Recientemente, se utilizó el promotor cry3Aa para expresar un fragmento de caderina 

del insecto Helicoverpa armigera denominado “hacad1” y el gen cry1Ac en un vector 

lanzadera pHT304 y se introdujo en la cepa acristalífera BtBMB171. Se analizó la 

expresión de ambas proteínas mediante SDS-PAGE (figura 15), asimismo se determinó su 

actividad mediante bioensayos en H. armigera y Spodoptera exigua, encontrando un 

aumentó en toxicidad de 5.1 y 6.5 veces respectivamente en contraste con la cepa que sólo 

expresa la proteína Cry1Ac (Peng et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En otro estudio se integró el gen cry1Ac en el cromosoma de Bt cepa acristalífera 

BMB171 bajo el control de los promotores cry3A y cry1Ac respectivamente. Se encontró 

que es mayor la expresión del gen cry1Ac bajo el promotor cry3A (figura 16), ambas 

construcciones de Cry1Ac forman cristales bipiramidales y se analizó su actividad 

mediante bioensayos, resultando ser tóxica contra el lepidóptero Dendrolimus punctatus 

(Chaoyin  et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. SDS-PAGE al 12% que muestra la co-expresión de HaCa1  y la toxina Cry1Ac  en dos 

cultivos distintos. Carriles: 1) Marcador de proteínas, 2) Extracto del cultivo BMB701 de 36 horas y 3) 

Extracto del cultivo BMB1073 de 36 horas (tomada de Peng et al., 2010). 

Figura 16. SDS-PAGE del contenido de endotoxina en las cepas transformantes BMB171 FBK y 

BMB171 F31. Carriles: 1) Marcador de proteínas, 2) Cepa BMB171 FBK produciendo Cry1Ac (133 

kDa) y 3) Cepa BMB171 F31 produciendo la toxina Cry1Ac (tomada de Chaoyin  et al., 2007). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

Con base en los reportes anteriormente descritos se cree que es posible expresar la toxina 

Cry1AcMod bajo la regulación del promotor cry3A, de manera tal que no se exprese en E. 

coli pero que sí en resulte en una proteína funcional dentro de la bacteria Bt.  

Esto permitirá generar de manera rápida y eficiente las variantes de toxinas 

Cry1AMod para obtener una proteína altamente tóxica contra insectos susceptibles y de 

esta manera optimizar la tecnología de toxinas Cry1AMod.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



33 

 

4. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  

 

4.1 Hipótesis 

La fusión de la región regulatoria cry3A y el gen cry1AcMod dará como resultado la 

expresión eficiente de esta proteína en células de Bt y será biológicamente activa 

presentando actividad contra larvas del lepidóptero M. sexta.  

 

 

4.2 Objetivos 

 

      4.2.1 Objetivo general: 

Analizar la expresión y toxicidad de la proteína Cry1AcMod bajo el promotor cry3A. 

 

4.2.2 Objetivos particulares:  

 Clonar el gen cry1AcMod bajo el promotor cry3A en un vector lanzadera para 

transformar células acristalíferas de Bt. 

 Verificar la formación de cristales bipiramidales y la expresión de la proteína 

Cry1AcMod.  

 Realizar ensayos de solubilización en condiciones que simulen el intestino medio de 

insectos lepidópteros.   

 Evaluar la toxicidad de la proteína Cry1AcMod realizando bioensayos en larvas de 

M. sexta para obtener la LC50. 
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

E) Bioensayos en larvas de 

M. sexta. 

 

F) Análisis estadísticos e interpretación de resultados (PROBIT). 

 

D) Expresar las tres 

construcciones Cry1AcMod en 

células de Bt 407-. 

 

A) Clonar el gen cry1AcMod bajo 

el promotor cry3A/A en el vector 

lanzadera pHT315 en E. coli.  

B) Clonar el gen cry1AcMod bajo el 

promotor cry3A/B en el vector 

lanzadera pHT315 en E. coli. 

C) Clonar el gen cry1AcMod bajo el 

promotor cry3A/C en el vector 

lanzadera pHT315 en E. coli. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

6.1 Diseño de oligonucleótidos 

Con la finalidad de clonar el gen cry1AcMod en el vector lanzadera pHT315, se diseñaron 

los oligonucleótidos con el programa Oligo 7 (Oligo Primer Analysis Software). Algunos 

oligonucleótidos se utilizaron con la finalidad de insertar sitios de restricción para realizar 

las ligaciones de DNA. Se sintetizaron en la Unidad de Síntesis del Instituto de 

Biotecnología de la UNAM mediante el método del fosfito-triéster en fase sólida. 

 

 

Oligo 
Tamaño 

(pb) 

 

Secuencia (5´-3´) y sitio de restricción 

1. procry3A/A 

  (forward) 

29 

 

CCA AGC TTC TGC AGT CGA AAC GTA AGA TG 

                                            TaqI 

2. procry3A/B 

        (forward) 

34 

 

CCA AGC TTC TGC AGA ATT AAA GAT AAT ATC TTT G 

         HindIII 

3. procry3A/C 

        (forward) 

26 ACG CGT CGA CGA ATG ATT AAG ATT CC 

                SalI 

4. 1AcModNco 

 (forward) 

25  TGG ATC CAT GGC AGG ACT AGT TGA T 

                   Ncol 

5. 1AcModTer 

 (reverse) 

25  AGT AAC CCC GGG GCT CCA TCT ACA 

                       SmaI 

6. alfa5r 

        (reverse) 

34  TTA GGT ACC TAA TTG TCC AAA CAC TGA AAC 

ATC T 

 7.     P6ALE 

         (reverse) 

29  ATA TTC AGC CTG GAT CCT TGC AGT AAC TG 

                                     BamHI 

 8.    pHT315 

        (forward) 

22  GCT TCC GGC TCG TAT GTT GTG T 

9.    pHT315 

        (reverse) 

25  GGG TTA TTG TTC TCA TGA CCG GAT AC 
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6.2  Ensayo de PCR: Amplificación del gen cry1AcMod 

                       Condiciones de PCR: 

 

              Reactivo  

DNA pHT3101 

Cry1Ac 

Control 

negativo 

1. Buffer AccuPrime
TM 

Pfx 10X 5 µL 5 µL 

2. Oligo F 1AcModNco 10 pmol/µL 1 µL 1 µL 

3. Oligo R 1AcModTer 10 pmol/µL 1 µL 1 µL 

4. Templado de DNA 10 ng/µL 1 µL ------- 

5. Enzima DNA Polimerasa          

AccuPrime
TM 

Pfx 

1 µL 1 µL 

6. H20 libre de nucleasas 41 µL 42 µL 

Volumen final  50 µL 50 µL 

 

La amplificación se realizó con el siguiente programa: 

95°C 2 minutos 

95°C 15 segundos 

55°C 30 segundos 

68°C 4 minutos 

68°C 10 minutos 

4° ∞ 

El templado de DNA utilizado fue de Cry1Ac silvestre (en pHT3101) el cual se 

encuentra bajo la regulación del promotor BtI/BtII. Este ensayo de PCR se realizó con la 

finalidad de obtener el gen completo cry1AcMod insertando los sitios 5' NcoI y 3' SmaI para 

poderlo fusionar posteriormente a cada vector pHT315 con el promotor cry3A a analizar. El 

tamaño del fragmento obtenido fue  de 4.0 kb aproximadamente. 

 

 

30 ciclos 

 Un ciclo 

Un ciclo 
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6.3 Electroforesis de DNA 

Se tomaron alícuotas de cada muestra de DNA para cargarlas en geles de agarosa al 1% con 

0.04% de bromuro de etidio (10 mg/mL). Se utilizó una cámara Mini Horizontal Submarine 

Unit Hoefer HE (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) con buffer TAE 1X. La electroforesis 

se realizó aplicando 100 V durante un tiempo aproximado de 50 minutos. Se utilizaron 

marcadores de peso molecular de 1 kb (Fermentas vía Thermo Scientific, Pittsburgh, PA). 

Para cuantificar la concentración de DNA se utilizó un equipo espectrofotométrico 

Nanodrop 2000 (Thermo Scientifc, Pittsburgh, PA).  

6.4 Purificación de plásmidos bacterianos 

Para la purificación de plásmidos a partir de células transformadas de E. coli cepa MC1061, 

se utilizó el kit comercial QIAprep Spin Miniprep kit (QIAGEN, Valencia, CA). Los 

plásmidos se almacenaron a 4°C hasta su utilización. 

      6.5 Purificación de DNA a partir de gel de agarosa 

Se cargó un volumen de muestra de DNA en un gel de agarosa al 1% y se sometió a 

electroforesis a 100 V, por un tiempo aproximado de 50 minutos. El gel fue expuesto 

brevemente a la luz ultravioleta (365 nm) de una lámpara de 6 W (FOTODYNE 

Incorporated, Hartland, WI) para cortar una rebanada de gel que contenía la banda del peso 

deseado. Para la purificación de DNA a partir del gel se utilizó el kit comercial MinElute 

Gel extraction kit (QIAGEN, Valencia, CA). 

6.6 Obtención de células competentes de E. coli MC1061 

Se tomó una colonia de células de E. coli MC1061 a partir de una placa de Petri con medio 

LB (Luria–Bertani) sólido adicionado con tetraciclina (12.5 µg/mL) y se creció un pre-

inóculo  toda la noche en 15 mL de medio líquido LB con tetraciclina (12.5 µg/mL) a 37°C 

y 200 rpm de agitación. Las bacterias obtenidas se utilizaron para inocular un matraz con 

1L de medio LB líquido que se incubó a 37°C y 200 rpm con agitación, hasta que las 

células alcanzaron una densidad óptica aproximada de 0.6 leída a 600 nm. Se repartió en 

dos botellas de plástico previamente esterilizadas, cada una de 500 mL estériles y se 

mantuvieron en hielo 10 minutos. Se centrifugaron 10 minutos a 4,000 rpm a 4°C en una 

centrifuga Beckman (Beckman Coulter, Inc, Brea CA) con rotor de ángulo fijo. Se desechó 

el sobrenadante y se hizo un lavado de las pastillas celulares con 250 mL (c/u) de agua 

estéril a 4°C. Se volvió a centrifugar con las condiciones anteriores. 

Se desecharon los sobrenadantes y las pastillas se lavaron con 250 mL de agua estéril a 

4°C c/u. Se repartió el contenido en las botellas en dos. Se repitió la centrifugación, se 

desechó el sobrenadante y se hizo un lavado con 20 mL de glicerol al 10% a 4°C (cada 

pastilla celular). 



38 

 

Se repartió el volumen en tubos de polipropileno (pp) de 50 mL y se centrifugaron a 

4,000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se desechó el sobrenadante y se suspendieron las 

pastillas celulares en 3 mL de glicerol al 10% a 4°C. Se hicieron alícuotas de 50 µL en 

tubos pp de 0.5 mL estériles. Se congelaron en hielo seco y se almacenaron a -70°C. Para 

verificar la eficiencia de transformación de las células, se realizó un control positivo 

utilizando plásmido superenrollado y un control negativo para descartar posible 

contaminación al momento de manipular las células.  

6.7 Obtención de células de Bt 407 cry
- 
electrocompetentes 

La cepa acristalífera 407 cry- de Bt se sembró en una placa de Petri con medio LB sin 

antibiótico y se incubó a 30°C toda una noche, posteriormente se mantuvo a 4ºC. En la 

tarde se inoculó una colonia en un matraz Erlenmeyer con 20 mL de medio BHI con 0.5% 

de glicerol estéril y se incubó a 30°C con 200 rpm durante toda la noche. 

Al día siguiente se tomaron 3 mL del pre-cultivo para inocular  un matraz Fernbach con 

100 mL de medio BHI y 0.5% de glicerol estéril, se incubó a 30°C con agitación de 200 

rpm hasta que las células alcanzaran una densidad óptica aproximada de 0.6 leída a 600 nm. 

Posteriormente, el cultivo se centrifugó a 5000 rpm a 4°C durante 10 minutos, se desechó el 

sobrenadante y el resto se re-suspendió en 50 mL de buffer EB estéril frío. Se centrifugó 

nuevamente con las condiciones mencionadas y se suspendió en 3 a 5 mL de buffer EB y se 

prepararon alícuotas de 500 µL en tubos de pp estériles de 1.5 mL. Las alícuotas de células 

se utilizaron al momento.  

6.8 Obtención de los plásmidos pHT315 con promotor cry3A/A, cry3A/B y   

      cry3A/C 

Se utilizaron tres versiones del promotor cry3A las cuales se muestran en la figura 17; la 

diferencia entre cada uno de ellos radica en su longitud, siendo procry3A/A la más larga 

abarcando las dos cajas -35/-10 que inicia en el sitio TaqI hasta el segundo sitio TaqI; 

procry3A/B solamente incluye la segunda caja -35/-10, inicia en el sitio HindIII y termina 

en el segundo sitio TaqI;  y la última versión procry3A/C también incluye esta caja sólo 

que es el más corto respecto a los anteriores e inicia en el sitio SalI hasta el segundo sitio 

TaqI. Cada una de las versiones del promotor cry3A se clonó en el vector pHT315, lo que 

permite que sea expresado en células de Bt y fueron proporcionados por la Dra. Blanca Inés 

García.    
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Para la obtención de los vectores pHT315 con cada uno de los promotores, se llevó 

a cabo una digestión con enzimas de restricción digiriendo 2,000 ng de DNA plasmídico 

con las enzimas NcoI y SmaI (Fermentas vía Thermo Scientific, Pittsburgh, PA) para 

liberar el gen X (figura 18) e insertar el gen cry1AcMod; se añadieron 3 y 3.5 µL 

respectivamente a 25°C durante 3 horas. Transcurrido el tiempo de digestión se 

desactivaron las enzimas a 65°C por 20 minutos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 18. Representación de los vectores pHT315 con las versiones del promotor cry3A. Se 

indican con flechas la región que se elimina digiriendo con las enzimas de restricción NcoI y SmaI en 

donde posteriormente se clonó el gen cry1AcMod.    

Figura 17. Secuencia de DNA del promotor cry3A con los sitios de restricción. Se muestran con líneas 

punteadas, los sitios de restricción en los cuales comienza cada una de las tres versiones que se analizaron.  
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La digestión de DNA se corrió en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio 

0.04% a 100 V durante 50 minutos. Posteriormente, se cortó la rebanada de gel con la 

fracción de DNA de interés y se purificó mediante el kit comercial MinElute Gel extraction 

kit (QIAGEN, Valencia, CA). Para cuantificar la concentración de DNA se utilizó un 

equipo espectrofotométrico Nanodrop 2000 (Thermo Scientifc, Pittsburgh, PA). 

6.9 Clonación del producto de PCR del gen cry1AcMod en el vector pJET 1.2 

La enzima Accuprime (Invitrogen vía Life Technologies, Grand Island, NY) genera un 

producto con extremos romos, el cual se purificó con el kit MinElute PCR purification kit 

(QIAGEN, Valencia, CA). Posteriormente se clonó en el vector pJET 1.2 (Fermentas vía 

Thermo Scientific, Pittsburgh, PA) en una proporción molar de 1:3 (vector/inserto).  

Reactivo µL 

1. DNA  Vector pJET 1.2 (50 ng) 1 

2. DNA Inserto (200 ng) 2 

3. Buffer Ligasa T4 10X 2 

4. DNA Ligasa T4 1 

5. H20 libre de nucleasas 14 

Volumen final 20 µL 

 

La enzima DNA Ligasa T4 (Fermentas vía Thermo Scientific, Pittsburgh, PA) se 

inactivó a 65°C durante 10 minutos y se utilizaron 2 µL para transformar en células de E. 

coli MC1061.  

 

 

 

 

 

 

 

* La ligación se incubó toda la noche a 16°C. 



41 

 

6.10 Ligaciones del gen cry1AcMod con los vectores pHT315 portadores de los    

        diferentes promotores  

 

Con la finalidad de obtener el gen cry1AcMod bajo cada versión de promotor cry3A (A, B 

y C) se ligaron los fragmentos de DNA con la enzima DNA ligasa T4 (Fermentas vía 

Thermo Scientific, Pittsburgh, PA) y su buffer correspondiente. Las mezclas de reacción se 

llevaron a un volumen final de 20 µL y se incubaron a 16°C durante toda la noche.  

Reactivo µL 

DNA  Vector pHT315 100 ng 

DNA Inserto  172 ng 

Buffer Ligasa T4 10X 2 

Ligasa T4 1 

H20 a 20 µL 

Volumen final  20 µL 

 

Se incluyeron los siguientes controles para facilitar la discriminación de clonas 

positivas en cada transformación en E. coli: 

a) Ligado sobre sí mismo: este control indica la proporción de DNA que no digirió 

correctamente.  Contiene el plásmido pHT315 (con el promotor procry3A/A, B o C) 

digerido con las enzimas de restricción NcoI y SmaI (Fermentas vía Thermo Scientific, 

Pittsburgh, PA), buffer ligasa, DNA ligasa T4 (Fermentas vía Thermo Scientific, 

Pittsburgh, PA)y agua libre de nucleasas. 

b) Sin ligar: este control indica la proporción de DNA que no se digirió durante la 

reacción enzimática. Contiene el plásmido pHT315 (con el promotor procry3A/A, B o C)  

digerido con las enzimas de restricción NcoI y SmaI (Fermentas vía Thermo Scientific, 

Pittsburgh, PA), buffer ligasa y agua libre de nucleasas. 
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6.11 Transformación de células electrocompetentes mediante pulso eléctrico  

        (electroporación) 

 

a) Células de E. coli MC1061 

Se utilizaron alícuotas con células de E. coli MC1061 electrocompetentes para 

transformarlas con el DNA plasmídico de interés. Las células almacenadas a -70°C fueron 

descongeladas en hielo. Se adicionaron 2 µL de ligación  a cada alícuota de bacterias de E. 

coli MC1061 electrocompetentes y se transfirieron a celdas Gene Pulser Cuvette de 0.1 cm 

(Bio-Rad vía Life Science Research, Hercules, CA). Se sometieron a un pulso eléctrico de 

1.6 V, 200 Ω y 25 µFD en un equipo Gene Pulser (Bio-Rad vía Life Science Research, 

Hercules, CA). Las células fueron suspendidas en 450 mL de medio LB líquido y 

transferidas a tubos de pp estériles de 1.5 mL para ser puestas en recuperación durante 1 

hora a 37°C y con agitación de 200 rpm. 

Las bacterias transformadas fueron sembradas en volúmenes de 200 y 250  µL 

mediante dispersión con perlas estériles, en placas de medio LB sólido suplementado con 

ampicilina (100 µg/mL). Se incubaron a 37°C toda la noche. 

b) Células de células de Bt 407 cry
- 
  

Se utilizó la cepa acristalífera 407 cry- de Bt para electroporación. Se adicionaron 3 a 5 µg 

de DNA plasmídico, purificado a partir de células de E. coli MC1061, a cada alícuota de 

células de Bt electrocompetentes, se dejaron en hielo 5 minutos y se transfirieron a celdas 

Gene Pulser Cuvette de 0.4 cm (Bio-Rad vía Life Science Research, Hercules, CA). 

Se sometieron a un pulso eléctrico de 2.5 V, 1000 Ω y 25 µFD en un equipo Gene 

Pulser (Bio-Rad vía Life Science Research, Hercules, CA). Después del pulso eléctrico, se 

adicionaron 500 µL de BHI y se recuperaron a 30°C con agitación de 200 rpm durante una 

hora. Las células se sembraron en placas de medio LB sólido con eritromicina (10 µg/mL) 

con 100 µL de la suspensión de bacterias, dispersada con perlas estériles y se incubaron a 

30°C durante toda una noche. Como control negativo de electroporación se utilizó una 

alícuota de células sin que se adicionara DNA plasmídico.  

6.12 PCR de colonia 

a) Protocolo para células de E. coli  

Para realizar la selección de colonias transformadas con el plásmido deseado, se realizó 

PCR de colonia a partir de una suspensión celular de cada colonia en 30 µL de agua libre 

de nucleasas, posteriormente se colocaron en un baño de agua en ebullición durante 5 

minutos y se tomaron 3 µL como templado. Las condiciones de reacción de PCR se 

muestran a continuación:  
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Reactivo µL 

1. Buffer Taq 10X 2 

2. MgCl2 50 mM 2 

3. dNTP’s 10 mM 0.25 

4. Oligo F * 10 pmol/µL 0.4 

5. Oligo R alfa5r 10 pmol/µL 0.4 

6. Templado de DNA  3 

7. Enzima Taq DNA polimerasa 0.2 

8. H2O libre de nucleasas  11.75 

Volumen final  20 µL 

 

El programa utilizado en el termociclador fue el siguiente: 

95°C 5 minutos 

95°C 30 segundos 

55°C 30 segundos 

72°C 2 minutos 

72°C 10 minutos 

 

Se utilizaron 10 µL posterior a la amplificación de DNA para analizarlos en un gel 

de agarosa al 1% con 0.04% de bromuro de etidio (10 mg/mL). 

b) Protocolo para células de Bt  

Para corroborar la presencia del plásmido deseado en las células de Bt transformadas se 

realizaron PCR de colonia. Se estriaron las bacterias de cada colonia en una placa de LB 

con eritromicina (10 µg/mL) y se incubó por un período de 4 a 5 horas a 30°C o hasta ver 

un leve crecimiento de colonias transparentes. Se tomó un inóculo de la placa y se mezcló 

en 50 µL de agua libre de nucleasas en un tubo de pp estéril de 0.5 mL. Las muestras se 

30 ciclos 

Un ciclo 

Un ciclo 

*El oligo forward utilizado corresponde a la 

versión del promotor cry3A bajo el cual se 

encuentra el gen cry1AcMod.  
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colocaron en un congelador a -20ºC, al día siguiente se colocaron en un baño de agua en 

ebullición durante 10 minutos para finalmente ser puestas en hielo. 

Las condiciones de reacción, para un volumen final de 25 µL, se muestran a 

continuación: 

Reactivo µL 

1. Buffer Taq 10X 2.5 

2. MgCl2 50 mM 2.5 

3. dNTP’s 10 mM 0.25 

4. Oligo F * 10 pmol/µL 1 

5. Oligo R alfa5r 10 pmol/µL 1 

6. Templado de DNA  5 

7. Enzima Taq DNA polimerasa 0.2 

8. H2O libre de nucleasas  12.55 

Volumen final  25 µL 

 

El programa utilizado en el termociclador fue el siguiente: 

94°C 5 minutos 

94°C 30 segundos 

55°C 30 segundos 

72°C 1 minuto 

72°C 7 minutos 

 

Se corrieron 10 µL posterior a la amplificación en un gel de agarosa al 1% para ser 

analizado.  

 

30 ciclos 

Un ciclo 

Un ciclo 

*El oligo forward utilizado corresponde a la 

versión del promotor cry3A bajo el cual se 

encuentra el gen cry1AcMod.  
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6.13 Secuenciación de DNA 

A partir de los plásmidos purificados con el kit QIAGEN mencionado, se realizó la 

secuencia del DNA en la Unidad de Secuenciación del Instituto de Biotecnología, UNAM. 

Los resultados fueron analizados a partir de los datos mostrados en el programa BioEdit 

(Ibis Biosciences, Carlsbad, CA); es un programa informático que permite analizar las 

secuencias de DNA. Los resultados se compararon mediante Basic Local Alignment Search 

Tool (BLAST;  NIH, Montgomery, Md); es un programa informático de alineamiento de 

secuencias de tipo local de DNA, RNA o de proteínas.  

      6.14 Obtención de la suspensión de espora-cristal 

Las cepas de Bt transformadas con las construcciones realizadas fueron sembradas en 

placas con medio HCT sólido con eritromicina (10 µg/mL) y se incubaron a 30°C durante 3 

días para favorecer la esporulación de las bacterias y la formación de cristales de proteína. 

Mediante revisión al microscopio óptico con un objetivo de 100X, se detectó si las 

bacterias esporuladas producían los cristales bipiramidales típicos de Cry1A. La biomasa de 

cada placa de Petri fue colectada, mediante raspado, en un tubo de pp estéril de 1.5 mL con 

agua más PMSF 1mM. Las muestras fueron mantenidas a 4°C hasta el momento de ser 

utilizadas en bioensayos o electroforesis y durante los experimentos fueron mantenidas en 

hielo. 

       6.15 Cuantificación de proteínas 

Se utilizó el método de Bradford (Bradford, 1976) para cuantificar la proteína total. Se 

tomó una alícuota de la muestra (por ejemplo: espora-cristal) y se aforó a 800 µL con agua 

destilada; se adicionaron 200 µL del reactivo de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, vía Life 

Science Research, Hercules, CA), se agitó la muestra y se incubó la reacción por cinco 

minutos. La absorbancia de las muestras fue determinada en un espectrofotómetro 

(Beckman Coulter, Indianapolis, IN) en la longitud de onda de 595 nm. La concentración 

fue calculada a partir de una curva patrón realizada con albúmina sérica bovina (BSA).  

       6.16 Electroforesis de proteínas 

Las muestras de espora-cristal fueron sometidas a ensayos de electroforesis utilizando geles 

de acrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes. Las muestras fueron adicionadas 

con mezcla lítica 4X y hervidas en baño maría por 5 minutos. La electroforesis se realizó en 

cámaras Tall mighty smal (Hoefer Scientific Instruments, Holliston, MA) con buffer de 

corrida TAE 1X. Se cargaron en el gel y se aplicaron 10 mA hasta que el frente de corrida 

llegó al separador, posteriormente se aplicaron 20 mA hasta que el frente de corrida salía 

del gel. El gel se enjuagó con agua destilada tres veces durante 5 minutos cambiando el 
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agua cada vez y se tiñó con el colorante Coomassie Bradford (Bio-Rad Protein Assay, vía 

Life Science Research, Hercules, CA) hasta observar bandas.  

        6.17 Bioensayos de toxicidad en larvas de primer estadio de M. sexta 

Se realizaron utilizando larvas de M. sexta, en su primer estadio de crecimiento, colocadas 

en placas de 24 pozos y una dieta artificial (una larva por pozo). El área de cada pozo fue 

de 2 cm
2 

en los cuales se distribuyó una porción de la dieta que representaba la mitad de la 

capacidad del pozo. La dieta fue adicionada con tetraciclina y metilparabeno para evitar la 

contaminación por microorganimos. 

Se utilizaron varias concentraciones de cada proteína como espora-cristal. Las 

concentraciones aplicadas fueron 1, 100, 500, 1000, 2000 y 3000 ng/cm
2
. Cada placa tuvo 

la misma concentración en sus 24 pozos mediante la adición de 35 µL en los pozos, se 

dejaron secar completamente para después colocar las larvas. Las placas fueron cubiertas 

con plástico adherente y la tapa de la placa para ser mantenidas durante 7 días a 

temperatura ambiente, con ciclos de luz y oscuridad propios del día y la noche y con 

humedad ambiental.  

Después de los 7 días se cuantificó el número de larvas muertas y se determinó el 

porcentaje de mortandad. Se utilizó agua esterilizada para una placa de control negativo y 

el mismo rango de concentración de las proteínas Cry1AcMod bajo el promotor BtI/BtII y 

Cry1Ac silvestre como controles positivos y como control negativo agua.  
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7. RESULTADOS  

 

7.1 Obtención del gen cry1AcMod bajo el promotor cry3A: procry3A/A,    

      procry3A/B y procry3A/C en el vector pHT315  

 

7.1.1 Amplificación del gen cry1AcMod 

 

En la figura 19 se muestra el resultado de la amplificación del gen cry1AcMod; se tomó 

una alícuota de la muestra y se corrió en un gel de agarosa al 1% para corroborar que se 

haya obtenido el producto con el tamaño esperado y que no haya amplificado productos 

inespecíficos. Posteriormente se pasó por una columna para purificar productos de PCR y 

de esta manera obtener el DNA limpio y proceder a su cuantificación. 

 

                       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posteriormente, se clonó el gen cry1AcMod en el vector pJET 1.2  y se digirió con 

las enzimas NcoI y Smal para obtener el fragmento de DNA con los sitios disponibles para 

realizar la sub-clonación.  

 

 

 

Pozo Muestra 

M Marcador de peso molecular 1 kb. 

1 Gen cry1AcMod. 

Figura 19. Gel de agarosa al 1% teñido con BrEt que muestra la amplificación del gen completo 

cry1AcMod. Se utilizaron los oligos: 5' 1AcMod y 3'1AcModTer reverso, el tamaño esperado es de 3. 756 kb.  
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7.1.2  Purificación de bandas que contienen el vector pHT315 con el promotor    

          cry3A   

 

Por otra parte, se realizó una digestión doble con las enzimas de restricción Ncol y Smal a 

los vectores pHT315-pcry3A/A, pHT315-pcry3A/B y pHT315-pcry3A/C para purificar las 

bandas del gel de agarosa, las cuales se observan en la figura 20.  

 

                 

 

 

Cada vector pHT315 con el promotor cry3A se ligó con el gen cry1AcMod en los 

sitios NcoI y Smal, para transformarlo en células electrocompetentes de E. coli MC1061.  

 

7.1.3 Análisis de colonias transformantes por PCR  

Con la finalidad de corroborar la inserción del gen cry1AcMod en cada uno de los tres 

vectores pHT315-pcry3A en las colonias de E. coli transformantes, se realizó un PCR de 

colonia utilizando como templado el DNA de algunas de las colonias (de manera 

independiente c/u), los resultados se muestran a continuación:  

 

 

 

 

Pozo Muestra 

M Marcador de peso molecular 1 kb. 

1 Vector pHT315-pcry3A/A. 

2 Vector pHT315-pcry3A/B. 

3  Vector pHT315-pcry3A/C. 

B 

Figura 20. Geles de agarosa al 1% teñidos con BrEt que muestra las bandas purificadas. (A) vector 

pHT315-pcry3A/A (B) vector pHT315-pcry3A/B y (C) vector pHT315-pcry3A/C.  

 

A C 
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      7.1.3.1 Cry1AcMod bajo el promotor cry3A/A  

En la figura 21 se observa el resultado del PCR de colonia correspondiente a la 

construcción del vector pHT315-pcry3A/A más el gen cry1AcMod de 10 colonias 

transformantes.  Se utilizaron los oligos: 5' procry3A/A y 3' N-terR. El tamaño esperado era 

de 1.6 kb.   

 

         

 

 

 

 

 

 

      7.1.3.2 Cry1AcMod bajo el promotor cry3A/B 

En la figura 22 se observa el resultado del PCR de colonia correspondiente a la 

construcción del vector pHT315-pcry3A/B más el gen cry1AcMod de 10 colonias 

transformantes.  Se utilizaron los oligos: 5' procry3A/B y 3' N-terR. El tamaño esperado era 

de 1.56 kb.   

 

 

       

 

       

 

 

Figura 21. Gel de agarosa al 1% teñido con BrEt que muestra las colonias positivas de la 

transformación del vector pHT315-pcry3A/A más el gen cry1AcMod.  

 

Figura 22. Gel de agarosa al 1% teñido con BrEt que muestra las colonias positivas de la 

transformación del vector pHT315-pcry3A/B más el gen cry1AcMod.  

 

 

Pozo Muestra 

M Marcador de peso molecular 1 kb. 

1-10 Colonias transformantes. 

 

 

Pozo Muestra 

M Marcador de peso molecular 1 kb. 

1-10 Colonias transformantes. 
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7.1.3.3 Cry1AcMod bajo el promotor cry3A/C 

En la figura 23 se observa el resultado del PCR de colonia correspondiente a la 

construcción del vector pHT315-pcry3A/C más el gen cry1AcMod de 10 colonias 

transformantes.  Se utilizaron los oligos: 5' procry3A/C y 3' N-terR. El tamaño esperado era 

de 1.4 kb.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.2 Expresión del gen cry1AcMod bajo el promotor cry3A  / A, B, C en Bt y   

      solubilización 

 

Posterior a la sección de clonas en E. coli que contuvieran los plásmidos de interés 

se llevó a cabo la transformación de DNA plasmídico en células acristalíferas de Bt. Las 

colonias positivas se seleccionaron mediante un PCR en colonia y se evaluó la producción 

de proteína mediante SDS-PAGE confirmando que las tres construcciones expresan la 

protoxina Cry1AcMod con un peso molecular de 130 kDa. También se evaluó la 

solubilidad de cada proteína en un amortiguador de carbonatos 100 mM pH 10.5, 0.02% β-

mercaptoetanol, que simula las condiciones que se encuentran presentes en el intestino de 

lepidópteros, encontrando que todas las construcciones son insolubles en esta condición 

(figura 24).    

 

 

 

Figura 23. Gel de agarosa al 1% teñido con BrEt que muestra las colonias positivas de la 

transformación del vector pHT315-pcry3A/C más el gen cry1AcMod.  

 

 

Pozo Muestra 

M Marcador de peso molecular 1 kb. 

1-10 Colonias transformantes. 
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7.3 Bioensayos en larvas de M. sexta 

Para determinar la actividad biológica de las construcciones Cry1AcMod se realizaron 

bioensayos contra larvas de M. sexta encontrando que ninguna de las tres construcciones 

resultó tóxica, evaluando un rango desde 1 hasta 5,000 ng/cm
2
 (tabla 1). Se incluyeron 

como controles positivos la espora-cristal de la toxina Cry1Ac silvestre y Cry1AcMod 

original (promotor BtI/BtII). Los datos se analizaron mediante un análisis PROBIT 

utilizando el programa POLO PLUS para obtener la LC50.  

Toxina LC50 (ng/cm
2
) 

1. Cry1Ac silvestre  0.3 (0.2-0.4)  

2. Cry1AcMod original  3.7 (2.9-4.5)  

3. Cry1AcMod-pcry3A/A  > 5000  

4. Cry1AcMod-pcry3A/B  > 5000  

5. Cry1AcMod-pcry3A/C  > 5000  

 

 

Figura 24. SDS-PAGE al 12% teñido con azul de Coomassie de las proteínas Cry1AcMod. Las letras A, 

B y C indican la construcción Cry1AcMod pHT315-pcry3A/A, pHT315-pcry3A/B y pHT315-pcry3A/C, 

respectivamente. Bt 407- es la cepa acristalífera.  EC= Espora-Cristal, S= Fracción soluble y P= Pastilla.   

 

Tabla 1. Resultado de los bioensayos contra larvas de M. sexta. Se incluyen los controles positivos: 

Cry1Ac silvestre y Cry1AcMod original. Intervalo de confianza al 95%. 
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8. DISCUSIÓN  

 

El principal obstáculo para la eficacia a largo plazo de las toxinas Cry es la 

evolución de resistencia en las plagas de insectos (Gahan et al., 2001, Tabashnik 1994). Las 

toxinas Cry1A reconocen el dominio extracelular de proteínas tipo caderina que atraviesan 

la membrana celular del intestino medio de las larvas de insectos (Vadlamudi et al., 1995). 

La alteración de la interacción de la toxina Bt con los receptores del intestino medio es el 

mecanismo de resistencia más común en insectos (Ferré et al., 2002).  

La obtención de las toxinas Cry1AcMod que son capaces de formar oligómero y ser 

tóxicas contra insectos resistentes (Soberón et al., 2007), generó la posibilidad de nuevos 

planteamientos para la producción de una nueva generación de toxinas Cry modificadas que 

sean capaces de contender contra el desarrollo de resistencia en las plagas de importancia 

agrícola, desafortunadamente no se ha podido determinar la eficacia de dichas variantes 

Cry1AMod.   

En el presente trabajo se propuso la expresión de la proteína Cry1AcMod bajo la 

regulación del promotor cry3A. Una vez que se obtuvieron las muestras de interés, 

mediante SDS-PAGE se encontró que este promotor es funcional en sus tres versiones (A,B 

y C), ya que se observó la producción de la proteína Cry1AcMod. Sin embargo, estas 

proteínas no son tóxicas contra el lepidóptero M. sexta y se corroboró que son insolubles en 

pH alcalino. Du y col. en 1994 reportaron que la solubilidad de las inclusiones cristalinas y 

la toxicidad se encuentran estrechamente relacionadas, se sugiere que los residuos de 

cisteína en la protoxina están involucrados en la cristalización de las proteínas Cry de 130 

kDa (Agaisse et al., 1995; Du et al., 1994). Una porción del extremo C-terminal de las 

protoxinas contiene residuos de cisteína que forman enlaces disulfuro en las inclusiones 

cristalinas y por consiguiente la reducción de estos enlaces es un paso limitante en la 

solubilidad de las protoxinas.  

Continuando con este análisis, se tiene reportado que la estructura de la toxina 

Cry3A es casi idéntica a la toxina activa contra lepidópteros Cry1A (Li et al., 1991; 

Grochulski et al., 1995); sin embargo, sólo comparten un 36% de identidad en secuencia de 

aminoácidos. Ambas proteínas se sintetizan como protoxinas, pero difieren en que la 

protoxina Cry3A carece de la mitad del extremo carboxilo terminal que presenta Cry1A el 

cual es rico en residuos de cisteína (figura 25). 
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El alto pH y las condiciones reductoras que se encuentran en los intestinos de larvas 

de lepidópteros y dípteros es importante para reducir los enlaces disulfuro intramoleculares 

en la protoxina Cry1A y la solubilización. En contraste, la protoxina Cry3A se encuentra 

empaquetada principalmente por interacciones iónicas en inclusiones, las cuales se 

solubilizan en pH 7-8 en ausencia de mercaptano (Bernhard, 1986). Estas condiciones de 

solubilización se encuentran en intestinos medios de larvas de coleópteros. 

El citoplasma bacteriano generalmente es reductor, sin embargo, durante la fase de 

esporulación el ambiente intracelular comienza a ser más oxidativo (Setlow y Setlow, 

1971).  La ausencia de enlaces disulfuro en inclusiones Cry3A indica que el plegamiento no 

depende de un ambiente más oxidante, la síntesis de esta protoxina comienza al final del 

crecimiento exponencial, en contraste con las toxinas Cry1A que sí presentan enlaces 

disulfuro.  

Los resultados de solubilidad y toxicidad sugieren que no se están formando de 

manera adecuada los enlaces disulfuro en la proteína Cry1AcMod bajo la regulación del 

promotor cry3A. Debido a que no se cuenta con la estructura cristalográfica de la toxina 

Cry1Ac, se realizó un análisis in silico con el programa DiANNA 1.1 web server que 

predice la formación de enlaces disulfuro, encontrando que los residuos de cisteína 10 y 15 

Figura 25. Comparación en peso molecular y activación de las toxinas Cry1y Cry3. Las toxinas Cry1A 

son proteínas de 130 kDa que son procesadas por proteasas liberando un fragmento tóxico de 60 kDa. En 

contraste con las toxinas Cry3A que son de 73 kDa y cuando son procesadas liberan un fragmento tóxico de 

55 kDa (modificada de Rukmini et al., 2000).  
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que no se encuentran en la toxina Cry1AcMod estarían formando enlaces disulfuro con 

residuos que se encuentran en el extremo C-terminal, específicamente 10-654 y 15-729 

(figuras 26 y 27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Resultado del análisis in silico de la formación de enlaces disulfuro en la proteína 

Cry1AcMod.  

Figura 27. Representación esquemática de la probable formación de enlaces disulfuro en la proteína 

Cry1AcMod. En barras negras y blancas se señala la porción de la cual carece la proteína Cry1AcMod en 

contraste con la proteína Cry1Ac silvestre. En color naranja está la región N-terminal y en color azul la 

región C-terminal. Con líneas color naranja se señala la porción correspondiente a la forma activa de la 

toxina y en color negro la región de protoxina. Con flechas se ubican los residuos de cisteína, las líneas rojas 

indican los enlaces disulfuro que se están afectando y en color negro los enlaces disulfuro que permanecen 

en la proteína Cry1AcMod.  
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Estos resultados reflejan que se puede estar generando un plegamiento en la 

proteína que no es funcional y que ocasiona que se formen agregados entre las proteínas y 

por lo tanto las proteínas son insolubles y no presentan toxicidad. Por lo tanto, este sistema 

no resultó ser óptimo para la producción de futuras versiones de la proteína Cry1AcMod ya 

que no presentan actividad biológica. 
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9. CONCLUSIONES  

 

- Se obtuvieron de manera exitosa las construcciones del gen cry1AcMod bajo las tres 

versiones del promotor cry3Aa. 

- Las tres versiones de este promotor resultaron ser funcionales, ya que permiten la 

expresión de las proteínas en el peso esperado en Bt.  

- Las proteínas producidas no presentan actividad biológica contra larvas de M. sexta 

y son insolubles en pH alcalino. 

- Este sistema no resulta ser óptimo para la expresión de otras toxinas Cry1AMod.    
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10. PERSPECTIVAS 

 

- Realizar mutagénesis sitio dirigida en los residuos cisteína 654 y 729 de la proteína 

Cry1AcMod bajo la regulación del promotor cry3A y evaluar su solubilidad. 

- Expresar la proteína Cry1AcMod bajo la regulación de otros promotores Cry, por 

ejemplo el promotor de la toxina Cyt1A.  
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11. APENDICE 

I. Medios de cultivo 

Medio LB  

Componente gramos 

Peptona 10.0 

Extracto de levadura 5.0 

NaCl 10.0 

              Disolver los componentes con agitación y aforar a 1L de medio con agua       

              destilada. Para medio sólido agregar 15 g de agar. 

              Esterilizar en autoclave. 

Medio BHI 

Componente gramos 

Polvo de la infusión 

cerebro-corazón 

37 

Disolver componente con agitación y aforar a 1L de medio con agua destilada. 

Para medio sólido agregar 15 g de agar. 

Esterilizar en autoclave. 

Medio HCT 

Componente gramos 

Triptona 2.5 

Cas-aminoácidos 1.0 

Disolver los componentes con agitación y aforar a 446 mL de medio con agua 

destilada. 

Ajustar pH a 7.25 con KOH. 

Para medio sólido agregar 7.5 g de agar. 

Esterilizar en autoclave. 
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- Se preparan también las siguientes soluciones y se esterilizan en autoclave: 

Solución I: 

Componente gramos 

KH2PO4 6.8 

Disolver componente con agitación y aforar a 100 mL con agua destilada. 

Solución II: 

Componente gramos 

MgSO4*7H2O 1.23 

MnSO4*H2O 0.017 

ZnSO4*7H2O 0.14 

Disolver componente con agitación y aforar a 100 mL con agua destilada. 

Solución III: 

Componente gramos 

Fe(SO4)* 7H2O 0.2 

H2SO4 (IN) 10.0 mL 

Disolver componente con agitación y aforar a 100 mL con agua destilada. 

Solución IV: 

Componente gramos 

CaCl2*2H2O 1.47 

Disolver componente con agitación y aforar a 100 mL con agua destilada. 

Solución de glucosa al 10% 

Componente gramos 

Dextrosa 10.0 

Disolver componente con agitación y aforar a 100 mL con agua destilada. 
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Al momento de utilizar el medio, a una temperatura soportable por el dorso de la 

mano, se adicionan las soluciones (previamente esterilizadas en autoclave): 

Solución mL 

I 25.0 

II 0.5 

III 5.0 

IV 5.0 

Glucosa 10% 15.0 

 

II. Buffers 

TBE 10X 

Componente gramos 

Tris 108.0 

Ácido bórico  55.0 

EDTA (0.5 M, pH 8) 40.0 mL 

Disolver componentes con agitación y aforar a 1L con agua destilada. 

Filtrar con filtro de 0.45 µm 

TAE 50X 

Componente gramos 

Tris 242.0 

Ácido acético glacial 57.1 mL 

EDTA (0.5 M, pH 8) 100 mL 

Disolver componentes con agitación y aforar a 1L con agua destilada. 

Filtrar con filtro de 0.45 µm 
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Buffer de corrida 10X (geles de acrilamida) 

Componente gramos 

Glicina 144.0 

Tris 30.0 

SDS al 10% 10.0 

Disolver componentes con agitación y aforar a 1 L con agua destilada. 

PBS 10X 

Componente gramos 

NaH2PO4 26.4 

Na2HPO4 47.2 

NaCl 58.4 

Disolver componentes  con agitación, ajustar el pH a 7.2 con NaOH 5 M y 

aforar a 1 L con agua destilada. 

Filtrar con un filtro de 0.45 µm. 

Buffer EB (para preparar células de Bt electrocompetentes) 

Componente gramos 

Sacarosa 64.2 

MgCl2 0.1 

Disolver componentes con agitación y aforar a 300 mL con agua destilada. 

Esterilizar en autoclave. 

III. Otros materiales utilizados 

Ampicilina (100 mg/mL) 

En condiciones de esterilidad: 

Disolver 1g de ampicilina en 10 mL de agua estéril. 

Filtrar con un filtro de 0.22 µm. 
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Almacenar en congelación hasta su uso. 

Eritromicina (10 mg/mL) 

En condiciones de esterilidad: 

Disolver 0.1g de eritromicina en 5 mL de agua estéril con 5 mL de etanol 

absoluto. 

Filtrar con un filtro de 0.22 µm. 

Almacenar en congelación hasta su uso. 

Mezcla lítica 4X (10 mL) 

Componente gramos 

Glicerol  4.0 mL 

Tris (0.5 M, pH 6.8) 5.0 mL 

SDS 0.4 

2-mercapto etanol 1.0 mL 

Adicionar azul de bromofenol con la punta de un palillo y mezclar. 

Almacenar en congelación hasta su uso. 
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