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1. Resumen 

Las toxinas Cry son proteínas producidas por la bacteria Gram positiva, Bacillus thuringiensis 

(Bt) en fase de esporulación. Estas proteínas son toxinas formadoras de poro, que tienen una 

actividad  tóxica para diferentes especies de insectos y nemátodos. El mecanismo por el cual las 

toxinas Cry ejercen su actividad tóxica no se ha comprendido del todo.  

En nuestro grupo se propone que el mecanismo de acción de la toxina Cry está mediado por un 

homo-oligómero de toxina. El mecanismo inicia una vez que la larva del insecto ingiere a la bacteria 

que produce la toxina, esta  toxina se solubiliza en el ambiente alcalino de la larva, y posteriormente 

se activa debido a la acción de las proteasas que están presentes en el intestino de las larvas. La 

toxina activada, es entonces capaz de interaccionar con tres receptores de las células epiteliales de 

las larvas: una aminopeptidasa (APN), una alcalino fosfatasa (ALP), y un receptor tipo cadherina 

(CAD). Posteriormente varios monómeros de la tóxina activada se asocian para formar un homo-

oligómero.  Éste se inserta en la membrana, generando un poro iónico (formación de poro), lo que 

produce un desbalance osmótico e induce la ruptura del intestino.  

Dentro de este mecanismo, uno de las etapas que no se ha descrito claramente es el proceso 

de oligomerización y formación de poro. Hasta la fecha se han caracterizado varias estructuras 

oligómericas obtenidas de diferentes protocolos, que varían según si se parte de toxina o protoxina, 

el tipo de membrana usada, temperatura de incubación, etc, lo que ha dificultado la interpretación 

de estos experimentos. Así mismo, debido a la dificultad del estudio de proteínas de membrana, la 

estructura tridimensional del oligómero funcional insertado a membrana de las toxinas Cry aún no se 

ha determinado con claridad, no obstante, se ha reportado la formación de tetrámeros y  trímeros. 

Por otro lado, mediante mutagénesis sitio dirigida de la secuencia de las hélices del dominio I de las 

toxinas Cry, se ha podido establecer cuales son las hélices involucradas en la formación del 

oligómero y en la formación del poro. Concluyendo que el dominio I juega un papel importante en la 

formación del oligómero y en la inserción del poro lítico. Dentro de este dominio se han encontrado 

algunos residuos o regiones de mayor importancia, como es el caso de los residuos R99 y la Y107 

en la hélice α3, que participan en la oligomerización de la toxina y diversos residuos de la hélice α4 

que participan en la inserción y formación del poro iónico.  

Con el fin de comprender mejor el proceso de oligomerización en el mecanismo de acción de la 

toxina Cry1Ab y determinar si existen otras hélices además de las hélices α3 y α4 que están 

involucradas en la construcción de la forma oligomérica de la toxinas, así como determinar que otros 

aminoácidos están participado en este proceso, en este trabajo se diseñaron varias mutantes en el 

dominio I.  

Se construyeron tres mutantes en la hélice α3, dos mutantes en la hélice α4 y dos mutantes en 

la hélice α6, encontrando que algunos de los residuos dentro de la hélice α3 del dominio I, juegan 
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un papel primordial dentro de la formación del oligómero a diferencia de las hélices α4 y α6, en 

donde se encontró que la hélice α4 podría estar involucrada en los procesos de formación de poro, 

para el caso de la hélice α6 se encontró que ninguno de los dos aminoácidos remplazados en la 

toxina Cry1Ab generaban un pérdida de toxicidad, lo que sugiere que está hélice no participa en el 

proceso de oligomerización y formación de poro, sin embargo es necesario analizar más 

aminoácidos para tener un conclusión contundente respecto a el papel de ésta hélice en el proceso 

de oligomerización y formación de poro.  

De acuerdo a los resultados obtenidos, en este trabajo propusimos que, en Cry1Ab, el residuo 

R99 de la hélice α3 interacciona con el residuo E101 de la hélice α3 de un monómero vecino. Cabe 

mencionar que en la estructura cristalográfica de Cry1Aa (que tiene una identidad en secuencia con 

Cry1Ab del 95% y en el dominio I  tiene un 100% de identidad en secuencia), tanto el residuo R99  

como E101 no están involucrados en puentes salinos. La substitución de los aminoácidos R99 o de 

E101 en la toxina Cry1Ab silvestre afecta severamente tanto la toxicidad, como la oligomerización 

de la toxina. Para corroborar esta interacción se realizó una doble mutante donde el residuo R99 fue 

substituído por glutámico (E) y el residuo E101 por arginina (R). La doble mutante R99E-E101R 

recuperó toxicidad y la capacidad de oligomerización, sugiriendo que estos dos residuos 

interaccionan cuando se forma la estructura oligomérica de la toxina.  

La oligomerización de las toxina Cry1Ab en este trabajo se realizó, in vitro en experimentos tipo 

Western blot en donde se incubo ya sea la protoxina Cry1Ab o la toxina Cry1Ab con membranas de 

la micro vellosidad del intestino de larvas de tercer instar de Manduca sexta y proteasas 

provenientes del jugo gástrico de la larva. En estos experimentos se observa que cuando se incuba 

la protoxina, ésta oligomeriza formando una estructura que migra a un tamaño de 250 kDa en geles 

SDS-PAGE detectado con anticuerpos anti Cry1Ab, además de que se observa que estas 

estructuras son resistentes a la temperatura. Sin embargo cuando se incuba a la toxina se observa 

una estructura que migra a un tamaño de 200 kDa en geles SDS-PAGE, esta estructura no es 

resistente a temperaturas mayores de 60°C, estos datos nos sugirieren que dentro del mecanismo 

de toxicidad podrían estar involucradas más de una estructura oligomérica, así mismo nos señala 

que la protoxina podría también participar de manera importante induciendo la formación de una 

estructura oligomérica diferente.  
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2. Introducción.  

• Importancia del estudio de las toxinas Cry producidas por Bacillus 

thuringiensis 

El control de insectos plaga en la agricultura y de vectores de transmisión de enfermedades 

humanas, se ha realizado principalmente con la aplicación de insecticidas químicos. Sin embargo el 

uso indiscriminado de éstos ha ocasionado severos problemas de contaminación ambiental, y ha 

generado la selección de organismos altamente resistentes (Diabate et al., 2002). Es por ésto que 

se requieren nuevas estrategias para el control de plagas, como la utilización de bioinsecticidas que 

cumplan con las siguientes características: 

• que sean derivados de materiales naturales como puede ser de animales, plantas o 

microorganismos como: bacterias, virus y hongos.  

• específicos para los insectos blancos; de manera que no afecten la salud de animales 

superiores. 

• que sean efectivos en pequeñas cantidades, y que se descompongan rápidamente 

(biodegradables), para favorecer que el tiempo de exposición sea corto y evitar problemas 

de selección de organismos resistentes y de contaminación del medio ambiente (EPA, 

2010). 

 

Los bioinsecticidas más usados comercialmente son las toxinas Cry producidas por la 

bacteria Bacillus thuringiensis (Bt), las cuales han se han utilizado tanto en la agricultura para el 

control de insectos plaga, como en el control de mosquitos vectores de transmisión de 

enfermedades.  

Una clave importante que hizo que estas proteínas fueran tan atractivas para el control de 

plagas, es su alto grado de especificidad por su insecto blanco. Las propiedades tóxicas del cristal 

de las toxinas Cry producidas por Bt fueron descubiertas en 1901 en Japón por Shigetane Ishiwatari 

cuando se observo que esta bacteria era capaz de matar al gusano de seda (Bombix mori). Años 

más tarde Bt fue redescubierto en Alemania por Ernst Berliner en polillas de harina del mediterráneo 

cuando se encontraron esporas de Bt  y cristales dentro de orugas de polilla de harina, muertas. Sin 

embargo se observó que el solo contacto entre los cristales y las orugas sanas, no producía ningún 

efecto, pero cuando las esporas con los cristales eran añadidos a su dieta (hojas) las orugas 

dejaban de alimentarse y morían. Posteriormente se aislaron cristales de varias cepas de Bt y las 

probó contra el lepidóptero Ostrinia nubilalis (barredor europeo del maíz), obteniendo resultados 

prometedores, que llevaron al desarrollo, en 1938, de Sporein, el primer insecticida comercial de Bt. 
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(Revisión por Sanahuja et al., 2011).  Desde entonces se han empleados diferentes técnicas 

biotecnológicas para el mejoramiento, producción y distribución de los bioinsecticidas constituidos 

por las toxinas Cry, componentes tóxicos del cristal de Bt. Dada su relevancia como bioinsecticida, 

resulta muy importante y atractivo entender el mecanismo de acción de las toxinas Cry. 

• Bacillis thuriengiensis 

Bt es una bacteria aerobia estricta, Gram-positiva, que pertenece a la familia Bacillacea. Esta 

familia incluye seis especies: B. cereus, B. thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides, B. 

pseudomycoides y B. weihenstephanensis (Rasko et al., 2005). De las cuales B. thuringiensis se 

distingue porque contiene un megaplasmido con la informacion para la sintesis de proteinas 

insecticidas  que se producen formando  un cristal paraesporal. Este cristal esta compuesto de 

toxinas Cry y algunas veces tambien toxinas Cyt con capacidad insecticida. El ciclo de vida de B. 

thuringiensis involucra dos fases: una fase vegetativa y una fase de esporulación. En la fase 

vegetativa, las bacterias se duplican por bipartición cada 30-90 minutos. En la fase de esporulación, 

se da lugar a la diferenciación de bacteria a espora y se presenta cuando la bacteria crece bajo 

limitación de nutrientes. La esporulación consta de siete fases. En la fase I se induce la formación 

del filamento axial  y ocho horas después  de crecimiento, la bacteria entra en la fase II, que se 

distingue por la formación del septo espora de división asimétrica que involucra mesosomas. La 

fase III inicia a la novena hora, donde ocurren cambios a nivel membranal y citoplásmico para la 

formación de la espora, y también inicia la síntesis del cristal insecticida. A las doce horas, se forma 

el exosporio, la pared celular primordial, la corteza y las capas de protección de la espora como se 

observa en la figura 1 (fases IV a la VI). En la fase VII, ocurre la maduración de la espora y la 

síntesis de enzimas líticas que liberan a los cristales insecticidas y a las esporas (Bechtel et al., 

1976).  

El cristal paraesporal que se produce durante la fase de esporulación de B. thuringiensis 

está formado por una o varias proteínas con capacidad insecticida, llamadas δ-endotoxinas Cry y 

Cyt. Se han encontrado que estas proteínas tienen actividad tóxica contra insectos lepidópteros 

(mariposas), coleópteros (escarabajo), dípteros (mosquitos), himenópteros (hormigas), ácaros y 

también contra invertebrados como nemátodos, gusanos planos y protozoarios.  
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Figura 1. Microfotografía de la bacteria Bacillus thuringiensis en fase IV de esporulación. De lado izquierdo se 

observa el cuerpo cristalino, y de lado derecho se observa la espora. 

• Toxinas Cry  

Las toxinas Cry son δ-endotoxinas que han sido clasificadas en base a la identidad de su 

secuencia. A la fecha se han secuenciado más de 500 genes cry que codifican para diferentes 

toxinas.  Los genes cry secuenciados se han dividido en por lo menos cuatro familias proteínicas no 

relacionadas filogenéticamente: la familia de las toxinas Cry con tres dominios (3d), la familia  de las 

toxinas Cry con actividad insecticida hacia mosquitos (Mtx), la familia de toxinas Cry tipo binario 

(Bin) y finalmente la familia de las toxinas Cyt (Bravo et al., 2011). Las toxinas Cry de 3 dominios 

son las más abundantes y se han sido clasificadas en 67 grupos proteínicos (Cry1-Cry67). 

Adicionalmente algunas cepas de Bt producen una toxina insecticida denominada VIP. Las toxinas 

VIP, a diferencia de las toxinas Cry, se producen durante la fase de crecimiento vegetativo. Hasta la 

fecha se han caracterizado tres toxinas VIP, que son: VIP1/VIP2, juntas actúan como una toxina 

binaria, y VIP 3 (Waren et al., 1997). 

El grupo más abundante dentro de las toxinas Cry, es la familia de toxinas Cry 3d, dentro de 

este grupo se encuentra la toxina Cry1Ab, modelo de estudio en este trabajo, por lo tanto nos 

enfocaremos en esta familia de toxinas. La nomenclatura de las toxinas Cry 3d se designa de la 

siguiente manera:  el primer carácter está dado por un número arábigo (1-62), este solo cambia si la 

identidad es menor al 45% (por ejemplo Cry1, Cry2, etc);  el segundo carácter es una letra 

mayúscula (Cry1A, Cry1Ab, Cry1AC), la cual denota una identidad de secuencia que está entre 45 y 

78 %; para las proteínas que tienen una identidad entre 78% y 95% se les asigna una letra 

minúscula adicional (Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, etc), y finalmente para aquellas que presentan más 

de un 95% de identidad en secuencia  se incluye un número arábigo al final de la nomenclatura 

(Cry1Aa1, CryAa2, etc). Las toxinas Cry 3d se producen como protoxinas con un tamaño de 130 o 

70 kDa, y posteriormente se activan en el intestino de las larvas a toxinas de 60 kDa.  

De la familia de toxinas Cry 3d se han resuelto 8 estructuras cristalográficas de toxinas 

activadas (Figura 2), a saber: Cry1Aa (Grochulski et al., 1995), Cry2Aa (Morse et al.,, 2001), Cry3Aa 

(Li et al., 1991), Cry3Bb (Galitsky et al., 2001), Cry4Aa (Boonserm et al., 2006), Cry4Ba (Boonserm 

et al.,, 2005), Cry5Ba (Hui et al., 2012), y Cry8Ea (Guo et al., 2009) elucidado por cristalografía de 

rayos X.   
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Figura 2. Estructura cristalográfica de las toxinas Cry1Aa, Cry2Aa, Cry3Aa, Cry3Bb, Cry4Aa, Cry4Ba, Cry5Ba y 

Cry8Ea. Las hélices alfa en color azul pertenecen al dominio I, las hojas beta en color morado pertenecen al 

dominio II y las hojas beta en color rojo pertenecen al dominio III. 

 

A pesar de tener poca identidad a nivel de secuencia primaria (17-40%) y tener 

especificidad por insectos diferentes (ver Tabla 1), se encontró que estas toxinas tienen una 

estructura terciaria similar compuesta por 3 dominios.  

Tabla 1. Insectos blanco de las toxinas Cry de tres dominios cuya estructura se ha  

cristalizado (Soberón et al., 2011). 

Nombre al grupo que 
pertenecen 

Nombre de la toxina Especificidad 

Toxinas Cry de tres 
dominios. 

Cry1Aa Lepidópteros 

Cry2Aa Dípteros y algunos 

lepidópteros.  

Cry3Aa Coleópteros 

Cry3Bb Coleópteros 

Cry4Aa Dípteros 

Cry5Ba Nematodos 

Cry8Ea Coleópteros 

     Cry1Aa  Cry2Aa  Cry3Aa Cry3Bb 

Cry4Aa Cry4Ba Cry8E

a 

PDB ID: 1CIY  PDB ID: 1I5P PDB ID: 1DLC PDB ID: 1JI6 

PDB ID: 2C9K PDB ID: 1W99 PDB ID: 3EB7 PDB ID: 4D8M 

Cry5BE
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Cuyas características son las siguientes: 

Dominio I, está formado por siete hélices alfa antiparalelas y anfipáticas (α1-α7); las hélices 

α1, α2, α3, α4, α6 y α7, están rodeando a la hélice α5 (la más hidrofóbica) (Figura 3). Este dominio 

comparte similitud estructural con otras toxinas formadoras de poro como la colicina Ia y N  de 

Escherichia coli, así como con la toxina diftérica de Corynebacterium diphtheriae. Hasta la fecha, se 

sabe que la hélice α3 está implicada en la oligomerización de la toxina Cry1Ab (Jimenez-Juarez, et 

al., 2007) y se propone que las hélices α4 y α5 se insertan en la membrana y forman un poro 

(Kumar & Aronson, 1999). 

 
Figura 3. Hélices que conforman el dominio I de la toxina Cry1Ab. En café: la hélice α1, en rosa: la 

hélice α2, en morado: la hélice α3, en Naranja la hélice α4, en Amarillo: la hélice α5, en verde claro: la hélice 

α6 y en verde oscuro la hélice α7.  

 
El dominio II es un prisma beta formado por 3 láminas β-plegadas antiparalelas empacadas 

alrededor de un núcleo hidrofóbico exhibiendo en los extremos tres asas fundamentales 

involucradas en el reconocimiento de receptores (Figura 4). Estructuralmente, el dominio II es el 

más variable. Dada esta variabilidad se cree que este dominio es un determinante importante de la 

especificidad de las toxinas (Boonserman et al., 2005).  
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Figura 4. Láminas β−plegadas que forman el dominio II de la toxina Cry1Aa. En Amarillos la hoja β-1, 
en azul la hoja β-2 y en amarillo la hoja β-3. 

 
El domino III está formado por 2 láminas β-plegadas antiparalelas que forman un sándwich 

beta (Figura 5). Este dominio muestra menos variabilidad estructural que el dominio II, pero al igual 

que éste, está implicado en la especificidad de la toxina al insecto (Bravo et al., 2007).  

 
Figura 5. Láminas β−plegadas que forman el dominio III de la toxina Cry1Aa. En Naranja la hoja β-1, 

en azul la hoja β-2 . 
 

• Modelos del mecanismo de acción de las toxinas Cry. 

o Modelo Bravo-Soberón 

El modelo del mecanismo de toxicidad de estas toxinas se sustenta en estudios realizados, 

principalmente, con las toxinas Cry1Ab y Cry1Ac, y larvas de M. sexta. De acuerdo a este modelo, 

el mecanismo de toxicidad inicia cuando el cristal producido por la bacteria Bt es ingerido por el 

insecto blanco. Este cristal se solubiliza por el medio alcalino presente en el intestino del insecto. 

Existen dos tipos de proteínas Cry 3d una largas que tienen un tamaño de 130 kDa y unas cortas 

con un tamaño de 70 kDa. Por acción de proteasas, ambas proteínas son cortadas liberando un 

fragmento tóxico de 60 kDa que tiene actividad contra diferentes insectos. En ensayos de unión, se 

ha observado que tanto el monómero de 60 kDa (toxina activa) de Cry1Ab como el de Cry1Ac se 

une con baja afinidad (Kd = 100 nM) a dos proteínas ancladas por GPI (glicosilfosfatidilinositol ) a la 

membrana del intestino de la larva: Alcalinofosfatasa (ALP) y Aminopetidasa APN (ampliamente 

distribuidos en la membrana de la larva del insecto Helicoverpa armiguera sensible a la toxina 

Cry1Ac; Upadhyay & Singh, 2011). La unión está mediada por el asa 3 del dominio II y la hebra β16 

del dominio III. Esto nos hace pensar que esta interacción tiene como función concentrar la toxina 

en la membrana de la microvellosidad apical del intestino de la larva para favorecer la interacción 

con un segundo receptor, el receptor tipo CAD.  

Así mismo se ha encontrado que la forma activa (60 kDa) de las toxinas Cry1Ab y Cry1Ac  

tiene una alta afinidad (Kd = 1 nM) por el receptor tipo caderina CAD, y presenta tres sitios de 

interacción: las asas 2 y 3, y la hélice α8 del Dominio II (Arenas et al., 2010; Pacheco et al., 2009). 
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 También se ha propuesto que esta unión a CAD genera un cambio conformacional en la 

toxina, que favorece un corte proteolítico adicional que elimina la hélice α1, promoviendo la 

agregación de los monómeros de la toxina para formar una estructura oligomérica que se inserta en 

la membrana de la microvellosidad del intestino de la larva del insecto  (Bravo et al., 2004).  

 En nuestro grupo se ha logrado purificar estructuras oligoméricas de la toxina Cry1Ab, que 

tienen un peso de 250 kDa, las cuales se ha visto que incrementan 100 veces su afinidad (Kd = 0.75 

nm) por los dos receptores: ALP y APN, a través del asa 2 del dominio II  (Bravo et al., 2004). Se 

cree que estas interacciones promueven la inserción del oligoméro a la membrana y  llevan a la 

formación de un poro, que permite el paso indiscriminado de iones, desestabilizando el potencial de 

membrana y provocando la muerte de las células del intestino de las  larvas del insecto blanco.  

El modelo del mecanismo se ilustra en la figura 6, fue llamado de “ping pong” porque el 

mecanismo va  de la unión de la toxina monomérica a los receptores APN y ALP,  a la unión a CAD 

y, nuevamente, a la unión de la toxina (ahora oligomérica) a los receptores APN y ALP para la 

inserción en la membrana de la micro vellosidad  de las larvas del insecto blanco (Pacheco et al., 

2009) (Arenas et al., 2010).  

 

 

Figura 6. Modelo del mecanismo de acción de las toxinas Cry Bravo-Soberón. (Pacheco et al., 2009)  

 

o Modelo de señalización intracelular.  

Este modelo, ilustrado en la figura 7, propone que la interacción de la toxina Cry1Ab con el 

receptor CAD genera una cascada de señalización dependiente de Mg2+ que culmina en la muerte 

del organismo hospedero. Para poder determinar esto Zhang, et al., en el 2006 expresaron el 

receptor CAD de M. sexta en células H5 (línea celular de ovario de Trichoplusia ni) con el receptor 
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CAD de M. sexta, observando que después de 40 minutos de que era añadida una concentración 

de toxina Cry1Ab a las células, estas aumentaba drásticamente de tamaño. Así mismo observaron 

que estas células presentaban deformación en las membranas, que daba como resultado un 

aumento en la permeabilidad de la membrana, hinchamiento de las células y lisis celular.  

Inicialmente para determinar si el mecanismo de muerte dependía de la formación de poro, 

ellos analizaron el efecto de osmoprotectores tales como glucosa, sacarosa y rafinosa, moléculas 

que se difunden a dentro de la célula debido a la diferencia de concentraciones dentro y fuera ella, 

estas moléculas pueden obstruir la permeabilidad del poro sólo si su tamaño molecular es mayor al 

del canal iónico. Ellos encontraron que la rafinosa era capaz de evitar el hinchamiento celular 

después de la adición de la toxina. En el caso de la sacarosa, esta solo fue capaz de hacerlo 

parcialmente, mientras que no se observó un efecto para el caso de la glucosa. En las células 

tratadas con rafinosa, ésta fue capaz de evitar el hinchamiento celular así como deformaciones en la 

membrana, pero esto no evitó la muerte celular. Con esto ellos concluyeron que el mecanismo de 

muerte era independiente de la formación de poro (Zhang et al., 2010). Sin embargo el experimento 

correcto para poder demostrar que la muerte celular es independiente de la formación de poro sería 

utilizar una mutante que no forme poro y  sea capaz de unirse a los receptores, ya que se sabe que 

el flujo de iones, específicamente Ca2+ y K+ puede desencadenar respuestas intracelulares.  

Así mismo proponen que el Mg2+ estaba involucrado en la toxicidad de la toxina Cry1Ab, 

debido a que cuando se utilizaban diferentes queladores de iones, en específico de calcio (EGTA) y 

magnesio (EDTA), observaron que el quelador de magnesio EDTA fue capaz de inhibir las 

respuestas celulares de hinchamiento y deformación en la membrana así como de la muerte celular 

por completo. Por lo tanto Zhang et al. (2010) propusieron una cascada de señalización 

dependiente de AMPc que era inducida por la toxina, involucrando la activación de una proteína G, 

la adenilato ciclasa (AC) así como la fosfocinasa A (PKA).  

Para evaluar el papel de estos dos metabolitos se evaluó el efecto del inhibidor NF449, 

antagonista de la proteína G. Este inhibidor causó la disminución del 50% de la toxicidad. Sin 

embargo otro inhibidor de esta proteína (NF023) no presentó ningún efecto sobre la toxicidad. Así 

mismo se evaluaron dos inhibidores de PKA; H89 y PKAI14-22-amida. Ambos inhibieron la muerte 

celular indicando que la inhibición de PKA evita la acción de la toxina. No obstante, cuando se 

evaluó un análogo del AMPc (pCPT-cAMP), éste no indujo la muerte celular. Así mismo después de 

probar un activador de la adenilato ciclasa membranal (FSK) se observó un incremento en los 

niveles de AMPc intracelular, pero esto no ocasionó la muerte de las células (Zhang et al., 2010). 
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Figura 7. Modelo del mecanismo de acción de las toxinas Cry basado en la señalización intracelular propuesto 
por Zhang et al., 2010. 

 
Este modelo nos indica que probablemente existe una respuesta celular al contacto de la 

toxina, pero que estas señales no son suficientes para explicar el mecanismo de acción de ésta, ya 

que en el caso de los osmoprotectores ellos observan que el hinchamiento de la célula no esta 

relacionado con la mortalidad de la célula. Sin embargo no analizan el papel del poro que forma la 

toxina o qué tipo de respuesta puede desencadenar la formación de éste, así como el papel de 

otros receptores. Así mismo queda en duda el papel de la adenilato ciclasa, ya que en uno de sus 

inhibidores no se observó respuesta, así como en el caso del AMPc, en el que  no se observa una 

correlación clara entre el aumento de este metabolito y la muerte celular.  

Finalmente es importante destacar el papel de las toxinas Cry1AbMod descritas 

anteriormente que son capaces de oligomerizar en ausencia de receptores así como matar 

organismos que desarrollaron rsistencia  als toxinas Cry porque presntan mutaciones en el gen de  

CAD. Por otro lado existen mutantes en la toxina Cry1Ab como la R99E que no son capaces de 

oligomerizar y no son tóxicas para las larvas, pero que se ha demostrado que no tienen afectada la 

interacción con los receptores hasta ahora descritos, lo que sugiere que el modelo de mecanismo 

de acción de las toxinas Cry es más complejo que la activación de una cascada de señalización 

dependiente de Mg2+. 

• Solubilización y activación de la protoxina.  

Bt es una bacteria que durante su ciclo de vida presenta dos fases principales de crecimiento, la 

fase de crecimiento vegetativo y una fase de esporulación, en donde además de la espora esta 

bacteria produce un cuerpo cristalino que contiene a las proteínas Cry. Las proteínas Cry de tres 

dominios se encuentran dentro del cristal como protoxinas con un tamaño de 130 kDa o 70 kDa 

dependiendo de la toxina. 

Estas protoxinas suelen ser solubles a pHs altos, alrededor de 10.5 o más, pH al que se 

encuentra el lumen intestinal de lepidópteros y dípteros. Sin embargo existen algunas toxinas como 

la toxina Cry1Ba y Cry7Aa que sólo son activas contra coleópteros (estos insectos presentan un pH 
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ligeramente ácido) después de ser solubilizadas in vitro a pHs alcalinos, este dato sugiere que 

dentro del mecanismo de acción es necesaria la solubilización para la actividad toxica (de Maagd et 

al., 2001). 

Se sabe además que estas proteínas requieren cortes proteolíticos por algunas proteasas 

endógenas del insecto blanco que activan a la toxina. Para el caso de las toxinas Cry de 130 kDa se 

ha propuesto que el corte inicia en el extremo carboxilo terminal, produciendo cortes de 10 kDa, así 

hasta alrededor de 600 aminoácidos, después se corta el extremo amino terminal, removiendo los 

primeros 20 a 55 aminoácidos según la toxina que corresponde, dejando una toxina activa de 

aproximadamente de 60 kDa que presenta una estructura de tres dominios como se observa en la 

figura 2. (Bravo et al., 2002). Para el caso de las toxinas de 70 kDa la activación proteolítica 

involucra la proteólisis de 25 a 60 residuos en el extremo N-terminal, dejando un toxina con un peso 

aproximado de 60 kDa.  

 Se ha observado que en lepidópteros y dípteros las proteasas más abundantes son serin 

proteasas, en cambio en los coleópteros se ha visto que las más abundantes son cisteína y 

aspartíco proteasas (Terra et al., 1994). Sin embargo no es claro cuales son las proteasas que 

participan en la activación de las toxinas Cry. Se ha propuesto que serin proteasas como tripsina, 

quimiotrisina y elastasa, que participan en el proceso de digestión de los insectos, también están 

involucradas en el procesamiento proteolítico de estas toxinas. En el caso específico de 

Choristoneura fumiferana, se reportó que una enzima tipo tripsina participa en la activación de la 

toxina Cry1Ac (Milne et al., 1993). También en Plodia interpunctella se describió la participación de 

enzimas con actividad tipo tripsina y quimiotripsina en la activación de Cry1Ac (Oppert et al., 1998).  

Otra propuesta es que las proteasas endógenas de Bt podrían estar involucradas en la 

activación de las toxinas Cry. Esta hipótesis se basa en el hecho de que su esporulación está 

asociada con una gran producción de proteasas. Para validar esta propuesta en un trabajo se 

analizó la producción de proteasa intracelulares de dos cepas de Bt var kurstaki, LB1 y HD251, 

encontrando que mientras LB1 producía una banda de 68 kDa correspondiente a la toxina activa, en 

HD251 no estaba presente, ya que produjo menos del 10% de la actividad proteolítica encontrada 

en LB1. También demostraron que esto se debió a que en LB1 la síntesis de proteasas 

incrementaba conforme las células esporulaban mientras que en HD25 la actividad aparecía mucho 

después de la etapa de esporulación (Andrews et al., 2001).  

Por otra parte, aunque la activación descrita anteriormente para cada grupo de protoxinas 

engloba los pasos generales del procesamiento, es importante mencionar que pueden presentarse 

variaciones en los cortes, lo cual dependerá de la composición de las proteasas presentes en el 

jugo gástrico, así como de su actividad enzimática y su especificidad. 

Además se ha observado que una deficiencia en las proteasas que activan la toxina genera 

resistencia en algunos insectos (Oppert et al.,1994), demostrando así la importancia de la activación 

de la toxina en la actividad tóxica de estas proteínas.  
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o Unión a receptores.  

Dentro del mecanismo de toxicidad uno de los pasos primordiales dentro de éste, es la 

interacción de la toxina activada con diversos receptores. Se han descrito un gran número de ellos 

para las toxinas Cry.  

Inicialmente se realizaron ensayos de competencia utilizando vesículas de vellosidad de la 

membrana apical (BBMV por sus siglas en ingles) de los lepidópteros Manduca sexta y Pieris 

brassicae. En este trabajo se demostró que las toxinas Cry1Ab y Cry1Ba se unieron 

específicamente a las VVMA de P. brassicae, pero solo Cry1Ab se unió a las VVMA de M. sexta. 

Aunque ambas toxinas mataron a larvas de P. brassicae, solo Cry1Ab mató a larvas de M. sexta, 

por lo que se demostró que existe una correlación directa entre la unión y la toxicidad (Hofmann et 

al., 1988) (Van Rie et al., 1989). 

Respecto a la identificación de los receptores de las toxinas Cry se ha visto una gran 

diversidad de receptores como se observa en la tabla 2. Los mejor caracterizados en lepidópteros 

son la APN, las proteínas tipo CAD y las alcalino fosfatasas (ALP) (Jurat-Fuentes et al., 2004). Otro 

grupo de receptores incluyen un glicoconjugado de 270 kDa (Valatis et al., 2001), una proteína de 

252 kDa (Hossain, et al., 2004), una α-amilasa, β-glucosidasa, la ADAM-3 metaloproteasa, así como 

el transportador ABC-C2, los cuales pudieran jugar un papel importante como receptores en 

insectos (Pigott & Ellar, 2007; Tanaka et al., 2013). Adicionalmente, se propuso que los glicolípidos 

también funcionan como sitios de unión de las toxinas Cry (Griffitts et al., 2003). Sien embargo, solo 

se ha demostrado la funcionalidad de la ALP, APN y CAD como receptores de las toxinas Cry. 

 

Tabla 2. Moléculas de unión a toxinas Cry. 

Proteína de unión  Organismo en el que se 
identificó 

Toxina a la que se une 

Cadherina Manduca sexta 
Heliothis virescens 
Ostria nubialis 
Helicoverpa armígera 
Bombyx mori 
Pectinophora gossypiella 
Limantria dispar 
Anopheles gambiae 
Aedes aegypti 
Tenebrio molitor 
Diabrotica virgifera vigifera 

Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac 
Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac 
Cry1Ab 
Cry1Ac 
Cry1Aa 
Cry1Aa 
Cry1A 
Cry4Ba 
Cry11Aa 
Cry3Aa 
Cry3Aa 

APN Manduca sexta 
 
Bombyx mori 
Helicoverpa armígera 
Heliothis virescens 
Limantria dispar 

Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ab5 y 
Cry1Aa 
Cry1Aa y Cry1Ab 
Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac 
Cry1Ab, Cry1Ac y Cry1Fa 
Cry1Ac 
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Plutella xylostella 
Spodoptera litura 
Epiphyas postvittana 
Aedes aegypti 
Anopheles quadrimaculatus 
Anopheles gambiae 

Cry1A y Cry1Ab 
Cry1Ca 
Cry1Aa y Cry1Ba 
Cry11Aa y Cry4Ba 
Cry11Ba 
Cry11Ba 

ALP Manduca sexta 
Helicoverpa armígera 
Heliothis virescens 
Aedes aegypti 
Anthonomus grandis 
Tenebrio molitor 

Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac 
Cry1Aa y Cry1Ac 
Cry1Ac 
Cry4Ba y Cry11Aa 
Cry8Ka5 
Cry3Aa 

ABBC2 Bombyx mori † Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac 
BTR-270 Limantria dispar Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ba y 

Cry1Ac 
P252 Bombyx mori  Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac 

α-amilasa Anopheles albimanus Cry4Ba y Cry11Aa 
β-glucosidasa Popillia japónica Cry8Da 

ADAM-3 Leptinotarsa decemlineata Cry3Aa 
Glicolípidos * Manduca sexta 

Caenorhabditis elegans 
Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac 
Cry5Ba 

Proteínas y otras moléculas (*) a las que se unen las toxinas Cry en insectos lepidópteros (negro), 

dípteros (azul), coleópteros (verde) y nematodos (naranja). † El ABCC2 de B. Mori se sobre expresó en células 

sf9. 

• Oligomerización y formación de poro de las toxinas Cry de tres dominios.  

o Inserción en la membrana.  

Se han reportado varios modelos de inserción de la toxina Cry1A los cuales plantean que 

sólo cierta parte de del dominio I se inserta en las BBMV. El primer modelo en proponerse fue 

denominado modelo de la navaja, en el que se sugiere que las hélices α5 y α6 se insertan dentro de 

la membrana, alejadas del resto de la proteína, que permanece sobre la membrana (Hodgman & 

Ellar, 1990). Con la aparición de nuevos datos experimentales surgió el modelo del paraguas  en el 

que se propone que sólo se insertan las hélices α4 y α5, quedando el resto de la toxina esparcida 

sobre la superficie de la membrana: este modelo fue propuesto utilizando péptidos sintéticos de 

cada una de las siete hélices que conforman el dominio I, determinando cada una de las afinidades 

relativas de estas siete hélices hacia una bicapa lipídica, y estableciendo cuál de las hélices tiene 

una mayor tendencia a orientarse transmembranalmente e insertarse en la bicapa. Utilizando 

espectroscopía de fluorescencia, se demostró que las hélices que componen el dominio I (a 

excepción de la hélice α1) tienen una alta afinidad de asociarse a la bicapa. Así mismo se demostró 

que las hélices α4 y α5 tienen la habilidad de auto ensamblarse dentro de las bicapas fosfolípidicas 

e insertarse dentro de éstas como una horquilla de manera antiparalela, como se observa en la 

figura 8 (Gazit et al., 1998). 
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Figura 8. Representación esquemática del modelo propuesto de la interacción de las δ-endotoxinas con las 

membranas fosfolípidicas. Rojo, hélice α; Café, hélice α2; Amarilla, hélice α3; Verde, hélice α4; Azul claro, 

hélice α5; Azul fuerte, hélice α6; Morada, hélice α7 (Gazit et al.,1998). 

 

En 1997 Schwartz et al. aprovecharon la ausencia de cisteínas dentro de la estructura 

primaria de la toxina Cry1Aa para diseñar varías dobles mutantes sitio dirigidas (cambio por C) en 

diferentes hélices del dominio I, de manera a generar mutantes de la toxina Cry1Aa en las que se 

selectivamente se favorece la formación de enlaces disulfuro entre diferentes hélices de la toxina,  

bajo condiciones oxidantes. Los enlaces disulfuro que se diseñaron fueron entre: las hélices α3-α4 

(MP159), la horquilla de las hélices α3-α4 (MP169), entre las hélices α5 y α6 (MP178), entre la 

hélice α5 y la horquilla de la hélice α7 (MP206) y finalmente entre la hélice α7 con el dominio II 

(MP186). Estos enlaces se ilustran en la figura 9.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Ilustración de los enlaces disulfuros construidos para determinar la flexibilidad de la toxina Cry1Aa.  

 
La mutante MP186 que une la hélice α7 del dominio I con el dominio II no presenta actividad 

de formación de poro, medido como su capacidad de formar canales permeables a cationes 

principalmente. Determinado en BBMVs de M. sexta mediante ensayos de conductancia en bicapas 

planas. Sin embargo la mutante MP186 recupera su actividad de poro cuando es pre-tratada con 

una solución que contiene β-mercaptoetanol, con esto ellos concluyen que se requiere que el 
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dominio I tenga flexibilidad  y pueda separarse del dominio II para poder insertarse en la membrana 

y formar un poro funcional (Schwartz et al., 1997). 

Por otro lado, el resto de las dobles mutantes realizadas en las hélices del dominio I, que 

forman puentes disulfuro entre: las hélices α3-α4 (MP159), la horquilla de las hélices α3-

α4 (MP169), las hélices α5 y α6 (MP178), entre la hélice α5 y la horquilla de la hélice α7 (MP206), 

pierden actividad de formación de poro, y ésta se restablece si las toxinas son pre-tratadas con 

0.02% de β-mercaptoetanol. Demostrando así que se requiere flexibilidad en cada una de estas 

hélices para poder insertarse y formar el poro.  

 Es importante resaltar que la formación de puentes disulfuros entre cada una de las hélices 

mutagenizdas restringe la movilidad de las hélices α4 y α5. Esto apoya el modelo del paraguas que 

propone que durante el proceso de formación del poro es necesario que se inserten estas dos 

hélices (α4 y α 5 ) en la membrana. Sería interesante diseñar un enlace disulfuro entre estas dos 

horquillas α4 y α 5 y ver la actividad tóxica, así como la formación de poro.  

Así mismo se ha propuesto que el monómero de la toxina se inserta por completo en la 

membrana. Este modelo está fundamentado en un trabajo en donde se utilizó la estrategia 

previamente descrita de la formación de puentes disulfuro, para este trabajo se construyeron 4 

dobles mutantes que unían: la hélice α3 con la α 4 (SS1), la α5 con la α6 (SS2), la α5 con la α7 

(SS3) y al α7 con el dominio II (SS4). Se probó su toxicidad hacia larvas de B. mori y hacia larvas 

de M. sexta, así como la formación de poros iónicos mediante la técnica de “corriente de corto 

circuto con voltaje mantenido” utilizando fragmentos del intestino del insecto, encontrándose que 

sólo la SS1 perdía actividad tóxica así como la formación de poro, sin embargo esto se debía a la 

mutación del aminoácido R99 en la hélice α3, en donde previamente se ha visto que el remplazo de  

este residuo afecta severamente la toxicidad, ya que impide la oligomerización y la formación de 

poro (Vachon et al., 2001). Sin embargo el resto de las mutantes no presentaron una disminución 

significativa de la toxicidad ni de la formación de poro, además de que no se veían diferencias 

cuando se añadía β-mercapotoetanol. Por tanto concluyeron que la formación del poro no se veía 

afectada por la restricción en el dominio I (Alzate et al., 2006). Sin embargo ellos no consideran el 

ambiente reductor que se encuentra dentro del intestino de las larvas de insectos, que podría 

romper los enlaces disulfuro, y por lo tanto permitir el movimiento entre las hélices necesario para la 

formación del oligómero e inserción en la membrana.  Por lo que podemos decir que estos datos no 

son conclusivos. 

 

o Oligomerización  

Como se mencionó anteriormente, se propone que las hélices α4 y α5 del dominio I se 

inserta en la membrana, sin embargo no se ha determinado cuantos monómeros se asocian para 

formar el oligómero y el canal iónico. Con la finalidad de determinar cual es la estructura de los 

posibles oligoméros se realizan ensayos tipo western blot, en donde se incuba a la toxina con 
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vesículas de la membrana de intestino del insecto blanco para observar que estructuras de alto 

peso molecular se forman, con la idea de poder correlacionar la presencia de estructuras de alto 

peso molecular con la toxicidad, así como determinar el número de monómeros asociados, de 

acuerdo a el tamaño de la estructura observada (Aronson et al., 1999).  

 La formación de oligómero ha sido ampliamente estudiada en nuestro laboratorio, en donde 

se ha descrito una estructura oligomérica de 250 kDa analizada en ensayos tipo Western blot. Esta 

estructura tiene una actividad de poro probada en bicapas planas. Por el tamaño de la banda (250 

kDa) se sugirió que la toxina se podría arreglar mediante la asociación de cuatro monómeros de la 

toxina (de 60 kDa cada una). Los protocolos para observar el oligómero en ensayos tipo western 

blot son muy diversos, así como los resultados obtenido a partir de estos experimentos como se 

observa en la tabla 3.  Los resultados dependen si en la incubación se utilizó: protoxina o toxina 

activada, el tipo de membranas utilizadas: vesículas del intestino del insecto, liposomas, el tiempo 

de incubación: 15 min a dos horas, y la temperatura  de incubación que varía de 25 a 37°C.  

 

Tabla 3. Protocolos que se han utilizado para estudiar las estructuras oligómericas de las 

toxinas Cry.  

Proteína que se 
uso 

Protoxina/Toxina 

Tipo de membrana 
Vesículas de 
intestino de 

insecto/Liposomas 

Tiempo y 
temperatura 

de 
incubación 

Tiempo y 
temperatura 

antes de 
cargar el gel 
SDS-PAGE 

Tamaño del 
alto peso 
molecular 

Referencia. 

Toxina Cry1Ac 
activada con 
tripsina 

Vesículas de 
intestino de M. sexta 90 min a 37°C 5 min a 90°C 

5 min a 65°C 
200 kDa 
250 kDa 

Aronoson et 
al., 1999 

Protoxina 
Cry1Ab 

En solución (pH 
10.5) con jugo 
gástrico y receptor 
heterólogo CAD 

90 min a 37°C 
5 min a 90°C 

 
250 kDa 

Gómez et al., 
2006 

Protoxina 
Cry1Ab 

Con liposomas (pH 
10.5) con jugo 
gástrico y receptor 
heterólogo CAD 

90 min a 37°C 
5 min a 90°C 

 250 kDa 
Gómez et al., 

2006 

Toxina Cry1Aa 
activada con 
tripsina 

Vesículas de 
intestino de B. mori 120 min a 

23°C 
5 min a 60°C 220 kDa Ihara e 

Himeno 2009 

Toxina Cry1Aa 
activada con 
tripsina 

Vesículas de 
intestino de B. mori 

15-120 min a 
37°C 

5 min a 60°C 200 kDa 
Obata et al., 

2009 

 

o Estructura tridimensional del oligómero.  

Debido a la dificultad en observar las estructuras oligoméricas en ensayos tipo Western blot, 

se han desarrollado otras estrategias para poder observar cuantos monómeros podrían estar 

involucrados en la formación del oligómero. Uno de ellos realizado por Groulx et al., 2011 reportaron 

la presencia de formaciones tetraméricas en membranas sintéticas analizando mutaciones de 
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cisteína única marcada con colorantes fluorescentes. Estas mutantes se localizan en aminoácidos 

que forman parte de las asas entre la hélice α1 y α2, así como entre las hélices α3 y α4  del 

dominio I de la toxina Cry1Aa. Posteriormente, utilizando fotoblanqueo se observó el patrón de 

unión de cada uno de los monómeros a las bicapas planas, observando que existían 

conformaciones diméricas, triméricas y tetraméricas, siendo las últimas las más abundantes (Groulx 

et al., 2011).  

Sin embargo datos de cristalización en dos dimensiones y análisis por microscopía 

electrónica de transmisión con tinción negativa han mostrado la presencia de formaciones triméricas 

con las toxina Cry1AbMod y Cry4Ba (Munoz-Garay et al., 2009), (Ounjai et al., 2007).  

En el 2007 Ounjai et al. observó con microscopía electrónica de cristales de dos 

dimensiones en tinción negativa dos conformaciones triméricas de la toxina Cry4Ba, una 

denominada como estructura tipo molino y otra que fue denominada estructura tipo propela como se 

observa en la figura 10. Estas dos conformaciones se obtuvieron en diferentes superficies cargadas. 

Este reporte es una de las evidencias que soportan que el oligómero podría tener una conformación 

trimérica. 

 

 

Figura 10. Estructuras triméricas de la toxina Cry4Ba. De lado izquierdo estructura tipo molino, de lado 

derecho: estructura tipo propela (Ounjai et al., 2007) 

 
Dentro del mecanismo de acción de las toxinas Cry, en nuestro laboratorio se propone que 

el corte de la hélice α1 facilita la oligomerización, esto debido a que cuando se analizó la secuencia 

amino terminal del oligómero de 250 kDa activo en bicapas planas, se vio que carecía de los 

primeros 58 aminoácidos en el extremo N-terminal, que incluye la hélice α1 y parte de la hélice α2 

(Gómez et al., 2012). Así mismo en un reporte del 2012 de Almazán-Rodríguez et al. observaron 

que la toxina Cry4Ba tiene la característica de no depender de la unión a CAD para la formación del 

oligómero, además de que se sabe que el extremo N-terminal de esta toxina es muy sensible a la 

proteólisis, ya que cuando se reportó la estructura cristalográfica de esta toxina se especificó que 

cuando se purificó para obtener el cristal está había sufrido un corte proteolítico extra y carecía de la 

hélice α1 y una parte de la α2 (Boonserm et al., 2005).  
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En nuestro grupo de trabajo en el 2009 se observó un arreglo trimérico para la toxina Cry1AbMod, 

utilizando tinción negativa con microscopia electrónica, como se muestra en la figura 11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Arreglo trimérico de Cry1AbMod (Muñoz et al., 2009). 

 

Esta toxina fue modifica de tal manera que fue eliminada la hélice α1 y parte de la hélice α2 

por ingeniería genética, considerando que esta región se eliminaba por proteólisis cuando la toxina 

interacciona con el receptor tipo CAD. Esto resultó en que la toxina Cry1AbMod es capaz de formar 

oligómeros e insertarse en la membrana sin necesidad del receptor CAD y por lo tanto es posible 

obtener estructuras oligómericas en presencia solamente de membranas lipídicas y proteasas 

(Muñoz et al., 2009).  

 

Por otro lado, como se mencionó anteriormente, cuando se resolvió la estructura 

cristalográfica de la toxina Cry4Ba, el cristal 3D se formó de una proteína truncada que carecía de 

las hélices α1 y α2. Este cristal presentó un arreglo trimérico como se observa en la figura 12. Las 

interacciones que se identifican dentro de este arreglo se establecen principalmente por la hélice 

α3, en donde el extremo N-terminal de esta hélice interacciona con las otras hélices α3 de 

monómeros adyacentes, en la parte media interacciona con la hélices α4 y en el extremo C-terminal 

interacciona con la hélice α6 de un monómero vecino (Boonserm et al., 2005). Esto resultó muy 

interesante ya que esta estructura cristalográfica es diferente a las otras toxinas que se han 

cristalizado hasta a fecha, lo que nos hace pensar que esta pudiera ser la conformación del 

oligómero que se está formando en las toxinas Cry de tres dominios. 
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Figura 12. Arreglo trimérico formado por la toxina Cry4Ba que carece de las hélices α1 y α2. En color verde se 

observa la hélice α 3, en azul la hélice α 6 y en morado la hélice  α 4 (Boonserm et al., 2005) 
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3. Antecedentes 

• Hélices involucradas en la oligomerización y formación de poro.  

Hasta la fecha se sabe que la hélice α3 y α4 están involucrados en diversos procesos 

dentro de la oligomerización y formación de poro.  

En el 2001 Vachon et al. remplazo los aminoácidos cargados dentro la hélice α3 para poder 

determinar el papel de esta hélice en la toxicidad, así como en la formación de poro. Dentro de esta 

hélice existen nueve aminoácidos cargados, de los cuales cuatro de ellos están involucrados en 

puentes salinos dentro de la toxina Cry1Aa: E90, R93, E112 y R115. Por lo tanto se evitó remplazar 

estos aminoácidos para no desestabilizar la estructura de la toxina. Los otros cinco; E101, E116, 

E118 , D120 y R99, se remplazaron: E101 por K, Q, C, E116 por K, Q, E118 por K, Q, C, D120 por 

K, Q, C y R99 por C, E, Y .  

En bioensayos usando larvas neonatas de M. sexta ellos observaron que a la concentración 

de 2 µg/mL (corresponde a 111 ng/cm2 en bioensayos en donde la toxina es adicionada a la 

superficie de la dieta) las mutantes R99E, R99C y R99Y presentaron 5, 3 y 3% de mortalidad 

respectivamente y la mutante E101K presentó 4% de mortalidad con respecto al 100% de 

mortalidad que presentó la toxina Cry1Aa silvestre. El resto de las mutantes presentaban un 

fenotipo como la toxina silvestre. Así mismo ellos determinaron mediante ensayos de dispersión de 

la luz, la formación de poro de las diferentes mutantes de la toxina Cry1Aa. Esta técnica consiste en 

medir los cambios en la dispersión de la luz en un mezcla de reacción que contiene  vesículas de M. 

sexta en un medio hipertónico de KCl. La solución de KCl provoca la salida de agua de las 

vesículas, y por lo tanto estas disminuyen de tamaño, aumentando la dispersión de la luz. Si una de 

las proteínas mutante es capaz de formar poros iónicos en la membrana, entonces esta permite el 

paso de iones y agua, aumentando la permeabilidad de la membrana, lo que permite a las vesículas 

recuperar su volumen a una fracción de su volumen original, resultando en una disminución de la 

dispersión de la luz. Ellos realizaron este experimento a  dos pHs diferentes: 7.5 y 10.5, observando 

que en las dos condiciones todas las mutantes del aminoácido R99 disminuyeron drásticamente la 

formación de poro. En el caso de la mutante E101K esto sólo se observó en el pH de 10.5, ya que 

en el caso del pH de 7.5 la disminución fue menor. Esto sugirió una estabilidad menor del poro 

observado para esa mutante, sin embargo en este trabajo ellos no analizan la formación de 

oligoméro de la mutantes construidas (Vachon et al., 2002).  

Así mismo en el 2007, Jiménez-Juárez et al. realizaron un análisis en la toxina Cry1Ab para 

determinar cuales eran las regiones dentro del dominio I que podrían inhibir la formación del 

oligómero, diseñando péptidos sintéticos de cada una de las 7 hélices que conforman el dominio I. 

Estos péptidos se añadieron a una solución del monómero de protoxina de Cry1Ab en ensayos de 

oligomerización con CAD y jugo gástrico de la larva, observando que sólo el péptido que 

corresponde a la hélices α3 inhibía la formación de oligómero (figura 13).  
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Figura 13. Competencia in vitro de la formación de las estructuras oligoméricas de Cry1Ab por péptidos 

sintéticos correspondientes a diferentes hélices del dominio I (Jiménez-Juárez  et al., 2007). La protoxina de 

Cry1Ab y cada una de las mutantes fueron activadas con proteasas de jugo gástrico de M. sexta en presencia 

de liposomas de fosfatidilcolina, y el anticuerpo scFv73. Se recuperaron los pellets membranales por 

centrifugación  y la toxina se detectó con Western blot usando un anticuerpo policlonal anti-Cry1Ab. La 

estructura ologomérica de 250 kDa de la toxina Cry1Ab se inserta en el pellet membranal, 

 

Posteriormente realizando mutaciones puntuales en diferentes residuos (de la hélice α3) en 

la proteína Cry1A, se observó que el cambio de los residuos R99 y Y107, genera la pérdida de 

toxicidad y de oligomerización, sin perder capacidad de unión a los receptores de la membrana. 

Este dato es congruente con el reporte previo en donde el cambio del residuo cargado 

positivamente R99 de Cry1Ac, pierde toxicidad y formación de poro (Vachon et al., 2004). 

En la tabla 4 se hace un resumen de la mutaciones que se ha reportado para la hélice α3, 

en diferentes toxinas que incluye datos de toxicidad, formación de poro y oligomerización.  

Tabla 4. Resumen de los aminoácidos de la hélice α3 que al ser remplazados pierden 

actividad tóxica.  

Toxina Aminoácido Remplaza
do por: 

Toxicidad Formación de 
poro. 

Oligomerización Referencia 

Cry1Aa 

R99 

C Abatida Abatida ND Vachon et al., 
2001 

E Abatida Abatida ND Vachon et al., 
2001 

Y Abatida Abatida ND Vachon et al., 
2001 

Cry1Ac E Abatida Abatida ND Alzate et al., 
2006 

Cry1Ab E Abatida Abatida 
No forma 

estructuras 
oligómericas 

Jimenez-Juárez 
et al., 2007 

Cry1Aa E101 K Disminuida Disminuida ND Vachon et al., 
2001 

Cry1Ab Y107 E Abatida Abatida 
No forma 

estrucutras 
oligómericas 

Jimenez-Juárez 
et al., 2007 
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Para el caso de la Hélice α4, en 1999, Masson et al. utilizando la toxina Cry1Aa y 8 

mutantes del la hélice α4; (R127E, R127N, E129K, R131D, R131Q D136N, D136C y N138C) 

observaron que las mutantes E129K, R131 (D y Q) y D1236 (N y C) pierden por completo la 

toxicidad hacia larvas de Plutella xylostella, lo que no sucede con las mutantes R127 (E y N) y 

N138C, que mantienen un fenotipo similar a la toxina Cry1Aa silvestre.  

Para ver si la pérdida de toxicidad estaba relacionada con la disminución en la actividad de 

poro iónico, se realizaron ensayos de conductancia en bicapas lipídicas. A diferencia del ensayo de 

dispersión de luz descrito anteriormente que sirve para determinar la formación de poro, el ensayo 

realizado en este reporte permite ver el paso de corriente de un solo  poro. Con esta técnica se 

puede comparar el paso de corriente de la proteína silvestre con el del las proteínas mutantes. 

Observando que las mutantes que estaban afectadas en toxicidad también estaban afectadas en la 

conductancia del poro iónico.  

Así mismo analizaron la unión de cada una de las mutantes a las vesículas de P. xylostella, 

para así descartar una posible pérdida de toxicidad por una disminución de afinidad hacia los 

receptores. En todos los casos las mutantes tenían una cinética de unión muy similar a la toxina 

silvestre. Aprovechando la ausencia de cisteínas dentro de la toxina de Cry1Aa, utilizaron la mutante 

D136C que no forma poro y no es tóxica. Ellos observaron que al adicionar un reactivo que se une 

específicamente a las cisteínas (MTSES) y que regenera la carga negativa, se restablecía la 

conductancia de la mutante D136C. Ellos concluyen que este reactivo es accesible al lumen del 

poro, permitiendo así que reaccione con la cisteína y de esta manera restableciera la carga negativa 

dentro del lumen. Debido a que la mutante E129K perdió toxicidad y se encuentra muy cerca de 

D136C, ellos concluyen que estos dos residuos ven hacía el lumen del poro, pero existen otros 

residuos, como el residuo R131, que están involucrados en otros procesos, debido a que pierden 

toxicidad pero no están cerca de la región que se propone que esta involucrada en la permeabilidad 

del poro (Masson et al.,, 1999).   

En 2008 Girard et al. realizaron mutaciones en cada uno de los 26 aminoácidos que 

conforman la hélice α4 de la toxina Cry1Aa y los cambiaron por cisteína. Tres de ellos, la P124, 

A125 y L145 no se lograron obtener, y la mutante T143C se produjo en pocas cantidades, por lo 

que se eliminó de los análisis posteriores. En este trabajo se evaluó la toxicidad de cada una de las 

mutantes contra M. sexta, resultando que las mutantes R127C, M130C, M137C, S139C, L141C, 

I145C y A149C mantuvieron una toxicidad similar a la toxina silvestre, y las mutantes I132C, F134C 

mantuvieron una toxicidad menor. Las mutantes que a 2 µg/ml (111 ng/cm2) disminuían la toxicidad 

a menos del 25% fueron: L126C, R131C, Q133C, N135C, N138C, A140C, T142C, A144C, P146C, 

Y L147C. 

Así mismo utilizando ensayos de dispersión de luz encontraron que las diez toxinas que 

disminuyeron más del 25% la toxicidad no tenían actividad de formación de poro (Girard et al., 

2008).  
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Figura 14. Mutagénesis de residuos de la hélice α4 de la toxina Cry1Aa. En círculos: aminoácidos polares, en 

cuadrados: aminoácidos no polares. En blanco: aminoácidos que al ser remplazados por cisteínas perdieron 

toxicidad y formación de poro, en negro: aminoácidos que al ser remplazados por cisteínas presentaba un 

fenotipo idéntico al proteína silvestre. En gris los aminoácidos que al ser remplazados por cisteínas 

presentaban una ligera pérdida de toxicidad y de formación de poro.  De lado derecho esquema en 3D de la 

ubicación de los aminoácidos en la hélice α4 En rojo aminoácidos que perdieron la toxicidad, así como la 

formación de poro, en negro aminoácidos que al ser remplazados presentaban un fenotipo idéntico al de la 

proteína silvestre (Girard et al., 2008). 

 
En la figura 14 se observa  un resumen de las propiedades formadoras de poro de cada una 

de las mutantes realizadas. Los aminoácidos polares están en círculos, y los no polares están en 

cuadrados. El efecto del cambio del residuo original por un residuo de cisteína en la habilidad de 

formación de poro en la toxina Cry1Aa está indicado en la figura por el color de los círculos y los 

cuadrados. Residuos en negro, corresponden a las mutantes que retienen una actividad como la 

toxina silvestre: los que están en blanco, corresponden a mutantes que tienen una actividad muy 

baja y los que están en gris, corresponden  a las mutantes que retienen un actividad intermedia. Los 

que tienen una línea cruzada no se lograron obtener.  

Cabe destacar en esta figura que la sustitución de aminoácidos cargados dentro de la hélice 

α4 disminuye severamente la toxicidad de las toxinas Cry1Aa, mientras que mutaciones localizados 

en los residuos hidrofóbicos que dan hacia el otro lado de la hélice tienen muy poco o casi nulo 

efecto en la actividad tóxica (Masson et al., 1999; Girard et al., 2008) sugiriendo que la hélice α4 

esta involucrada en la formación del poro, específicamente los residuos de la cara hidrofílica, 

además que un grupo de ellos se localiza en el lumen del poro cuando la toxina se inserta en la 

membrana.  

En un trabajo posterior se demostró que las mutantes en la hélice α4 (E129K, N135C, 

D136N, A140K, T142C y T143D) son capaces de formar un oligómero, pero esta estructura no se 

inserta en la membrana, por lo que estas mutantes están afectadas en su actividad de formación de 

poro. En la figura 15, se muestra que el oligómero esta presente en el sobrenadante pero no en el 

pellet membranal (Rodriguez-Almazan et al., 2009). 
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Figura 15. Oligomerización de las mutantes dentro de la hélice α4  de la protoxina Cry1Ab. 

La protoxina de Cry1Ab y cada una de las mutantes fueron activadas con proteasas de jugo gástrico 

de M. sexta en presencia de liposomas de fosfatidilcolina, y el anticuerpo scFv73. Se recuperaron los pellets 

membranales por centrifugación y la toxina se detectó con Western blot usando un anticuerpo policlonal anti-

Cry1Ab tanto en el sobrenadante como en el pellet. La estructura ologomérica de 250 kDa de la toxina Cry1Ab 

se inserta en el pellet membranal,  en contraste con las mutantes de la hélice α4, que permanecen en la 

fracción soluble. La mutante R99 localizada en la hélice α3 por otro lado no forma estructuras oligoméricas 

(Rodriguez-Almazan et al., 2009). 

 

 

En la tabla 5 se hace un resumen de la mutaciones que se ha reportado para la hélice α4, 

en diferentes toxinas que incluye datos de toxicidad, formación de poro y oligomerización.  

 
Tabla 5. Resumen de los aminoácidos dentro de la hélice alfa tres que al ser remplazados 

pierden actividad tóxica. 

Toxina Aminoácido Cambio Toxicidad Formación de 
poro. Oligómero Insecto probado Referencia 

Cry1Ac 

Q133 R Abatida ND ND 
M. sexta y H. 

virescens 

Kumar y 
Aronson 

1999 

I132 
S 
L 
V 

Abatida ND ND 
M. sexta y H. 

virescens 

Kumar y 
Aronson 

1999 

R131 L Disminuída ND ND 
M. sexta y H. 

virescens 

Kumar y 
Aronson 

1999 

Cry1Aa 

R131 
D 
Q 

Abatida Abatida ND P. xylostella 
Masson et 
al, 1999 

E129 K Abatida Abatida ND P. xylostella 
Masson et 
al, 1999 

D136 
N 
C 

Abatida Abatida ND P. xylostella 
Masson et 
al, 1999 

Cry1Ac1 N135 Q Abatida Abatida 

No forma 
estructuras 

oligoméricas
. 

M. sexta 
Tigue et al., 

2001 

Cry1Aa 
R127 

E 
N 

Ligeramente 
disminuida 

Ligeramente 
disminuida 

ND M. sexta 
Vachon et 
al., 2004 

E128 C Ligeramente Disminuida ND M. sexta Vachon et 
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disminuida al., 2004 

E129 
C 
K 

Abatida 
Abatida 

Abatida ND M. sexta 
Vachon et 
al., 2004 

R131 

D Abatida 

Ligeramente 
disminuida 

ND M. sexta 
Vachon et 
al., 2004 

E 
 
 

Ligeramente 
disminuida 

H Abatida 

Q 
Ligeramente 
disminuida 

D136 
C 
N 
Y 

Abatida Abatida ND M. sexta 
Vachon et 
al., 2004 

T142 D Abatida Abatida ND M. sexta 
Vachon et 
al., 2004 

T143 GD Abatida Abatida ND M. sexta 
Vachon et 
al., 2004 

Cry1Aa 

L126 C Disminuida Disminuida ND M. sexta 
Girard et al., 

2008 

R131 C Disminuida Abatida ND M. sexta 
Girard et al., 

2008 

I132 C 
Ligeramente 
disminuida 

Abatida ND M. sexta 
Girard et al., 

2008 

Q133 C Disminuida Disminuida ND M. sexta 
Girard et al., 

2008 

N135 C Abatida Abatida ND M. sexta 
Girard et al., 

2008 

N138 C Disminuida Abatida ND M. sexta 
Girard et al., 

2008 

A140 C Disminuida Abatida ND M. sexta 
Girard et al., 

2008 

T142 C Disminuida Abatida ND M. sexta 
Girard et al., 

2008 

A144 C Abatida Abatida ND M. sexta 
Girard et al., 

2008 

P146 C Abatida Disminuida ND M. sexta 
Girard et al., 

2008 

L147 C Abatida Abatida ND M. sexta 
Girard et al., 

2008 

Cry1Ab 

E129 K Abatida ND 

Si forma 
estructuras 

oligoméricas 
pero estas 

no se 
insertan. 

M sexta 
Rodríguez-
Almazán et 

al., 2009 

N135 C 
Ligeramente 
disminuida 

ND 

Si forma 
estructuras 

oligoméricas 
pero estas 

no se 
insertan. 

M sexta 
Rodríguez-
Almazán et 

al., 2009 

D136 N 
Ligeramente 
disminuida 

ND 

Si forma 
estructuras 

oligoméricas 
pero estas 

no se 
insertan. 

M. sexta 
Rodríguez-
Almazán et 

al., 2009 
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T142 C 
Ligeramente 
disminuida 

ND 

Si forma 
estructuras 

oligoméricas 
pero estas 

no se 
insertan. 

M. sexta 
Rodríguez-
Almazán et 

al., 2009 

T143 D Abatida ND 

Si forma 
estructuras 

oligoméricas 
pero estas 

no se 
insertan. 

M. sexta 
Rodríguez-
Almazán et 

al., 2009 

 

• Modelo de dinámica molecular del pre-poro de Cry4Ba. 

 
Taveecharoenkool et al. (2010) propuso un modelo tridimensional del pre-poro de la toxina 

Cry4Aa, utilizando como patrón la estructura cristalográfica tridimensional de la toxina Cry4Ba. 

Combinando técnicas de dinámica molecular, propone que la toxina Cy4Aa forma un pre-poro 

trimérico que posteriormente se inserta en la membrana a través de las hélices α4 y α5. En este 

modelo se identificaron los aminoácidos dentro del dominio I que interaccionan para estabilizar el 

oligómero; estos aminoácidos pertenecen a las hélices α3, α4, y α6. Debido a que la dinámica 

molecular es una técnica que se basa en el modelamiento de la estructura molecular de  cada uno 

de los aminoácidos dentro de la proteína durante cambios de temperatura en función del tiempo, se 

pueden identificar cuáles son los aminoácidos que permanecen al centro del trímero durante  estas 

fluctuaciones, logrando dividir a los aminoácidos en dos grupos, aquellos residuos que permanecen 

el 100% del tiempo dentro de la zona de contacto, los cuales teóricamente son los más importantes 

para mantener este arreglo trimérico, y otros que entran y salen, los cuales tienen un papel 

secundario en la estabilidad del oligómero.  

Para poder identificar a los aminoácidos propuestos por Taveecharoenkool et al. (2010) en 

Cry4Aa que interaccionan en la interface del trímero y encontrar los que corresponden en la toxina 

Cry1Aa, se realizó alineamiento de la secuencias de las toxinas Cry1Aa, Cry4Aa y Cry4Ba. Como 

se puede observar en la figura 16, la secuencia de aminoácidos no está muy conservada entre 

estas toxinas; sin embargo, se conservan ciertas regiones que permiten el alineamiento. Dado que 

las estructuras tridimensionales de estas dos proteínas está resuelta, se pueden identificar  

estructuralmente los aminoácidos correspondientes en la toxina Cry1Ab como se muestra en las 

figuras 17-19.  
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Figura 16. Alineamiento de la secuencias de Cry1Ab, Cry4Aa y Cry4Ba. Los aminoácidos subrayados 

corresponden a cada una de las estructuras de las hélices α3 a la α6. 

Amarillo; aminoácidos principales en la interacción entre monómeros, Morado; son los aminoácidos 

propuestos en el modelo como de papel secundario en la interacción entre monómeros. En azul;  Arginina 

mutagenizada previamente, cuya mutación resulta en la pérdida de oligomerización y de toxicidad.  

Símbolos en el alineamiento; .Comparte misma polaridad,  :Dos de los tres aminoácidos están 

conservados, *Aminoácidos conservados.  

 
Una de las hélices más importantes dentro del modelo de dinámica molecular con la toxina 

Cry4Aa fue la hélice α3. En la figura 17 se muestra de lado izquierdo la ubicación espacial de los 

aminoácidos que pertenecen a la hélice α3 de la toxina Cry1A, y los correspondientes en la toxina 

Cry4A de lado derecho. En el presente trabajo de maestría se seleccionaron los aminoácidos de la 

proteína Cry1Ab: Q95, G102 y E101K para introducir mutaciones puntuales. 

Dentro de la hélice α3, como ya se mencionó anteriormente, se han realizado varias 

mutantes las cuales se indican en la tabla 4 . Las mutantes de color azul son aquellas que se 

realizaron en nuestro grupo de trabajo y en ambas se disminuyó severamente la toxicidad y la 

oligomerización. También se mutagenizaron los residuos L103, Y110 y R93, las cuales no pudieron 

ser estudiadas por que su producción y estabilidad fueron muy bajas, sugiriendo que estos 

aminoácidos (L103, Y110 y R93) sirven para estabilizar la estructura del monómero.  
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Figura 17. Identificación de los aminoácidos dentro de la hélice α3 de Cr4Aa del modelo de dinámica molecular 

en la toxina cry1Ab.  

 
 La hélice α4 ha sido la más estudiada, debido a que se han remplazado cada uno de los 

aminoácidos por separado que conforman esta hélice en la toxina Cry1Aa. Es importante mencionar 

que algunas de los aminoácidos remplazados se localizan en el lado posterior a la región 

involucrada en la  formación del lumen del poro, y que sin embargo resultan en la pérdida de la 

toxicidad y de la formación de poro, como los residuos R131 y N138. En ambos aminoácidos los 

resultados son muy variables como se observa en la tabla 5. La controversia en estos resultados 

depende de las toxinas empleadas, así como del insecto. Sin embargo estos datos nos sugieren 

que posiblemente estos dos residuos podrían estar involucrados en alguno de los procesos dentro 

de la formación del oligómero (Figura 18). Es por esto  se decidió trabajar con estos dos 

aminoácidos.  
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Figura 18 Identificación de los aminoácidos dentro de la hélice α4 de Cr4Aa del modelo de dinámica molecular 

en la toxina cry1Ab. 

La hélice α6 ha sido la menos estudiada. Para está hélice se escogió cambiar la T188 y la 

S191 (Figura 19) por ser los residuos que se encuentran en el lado N-terminal de la hélice y que en 

el caso de la toxina Cry4Ba están involucrados en la interacción con la hélice α3.  

 

Figura 19. Identificación de los aminoácidos dentro de la hélice α6 de Cr4Aa del modelo de dinámica molecular 

en la toxina cry1Ab. 

• Modelo del pre poro de la toxina Cry1Ab basado en el cristal de la toxina 

Cry4Ba  

 
Adicionalmente se sabía que dentro de la toxina Cry1Ab, uno de los aminoácidos de mayor 

importancia en la hélice α3, es el residuo R99, entonces decidimos construir un modelo del trímero 

de la toxina Cry1Ab a partir de la estructura cristalográfica del trímero en solución  previamente 

reportada de Cry4Ba, esto lo realizamos en colaboración con el Dr. Alfredo Torres del Instituto de 

Fisiología Celular de la UNAM, el modelo se muestra en la figura 20. Esto con la finalidad de 

identificar cual eran los aminoácidos que estaba alrededor del aminoácido R99 y así poder 

determinar si había alguna región dentro de esta hélice que jugara un papel primordial en la 

interacción con otros monómeros que forman el oligómero.  
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Figura 20. Modelo tridimensional del trímero de Cry1Ab. Realizado por el Dr. Alfredo Torres del Instituto de 

Fisiología  Celular de UNAM. 

 

Dentro de este modelo encontramos que el residuo más cercano a R99 dentro de la toxina Cry1Ab, 

es el E101 como se muestra en la figura 20, éste se encuentra a una distancia de 4.5 A. Lo que 

sugiere que podría estar formando un puente salino. Para corroborar la predicción del modelo, se va 

a remplazó el aminoácido E101 por K, así como se realizó la mutación complementaria, esto es 

remplazar R99 por E  y E101 por R.  

α4 

α3 

α6 
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4. Justificación. 

El estudio del modo de acción de las toxinas Cry nos permite contestar preguntas 

fundamentales en biología, para poder entender el paso de inserción de la toxina en la membrana, 

esto es, cómo es que estas  toxinas pasan de un estado estable en solución a otro estado estable 

en un medio no polar, como lo es la membrana lipídica  Para esto es necesario entender la 

interacción entre la hélice α3 de la toxina Cry1Ab con otras hélices, como las hélices α4 y α6 del 

dominio I, así como determinar algunos de los aminoácidos esenciales dentro de estas hélices que 

están involucradas en el proceso de oligomerización. Por otro lado conocer a detalle el mecanismo 

de acción de las toxinas Cry, incluyendo las bases moleculares de la interacción proteína-proteína, 

representa un potencial biotecnológico que podría, finalmente, proponer cambios para mejorar su 

actividad y así optimizar su aplicación en el control biológico de insectos,  

 

5. Hipótesis.  

Las hélices α3, α4 y α6 del dominio I, en la toxina Cry1Ab están involucradas en la formación del 

oligómero necesario para la formación del poro lítico y la toxicidad en larvas de M. sexta. 

6. Objetivo.  

v Identificar los aminoácidos involucrados en la oligomerización de la toxina Cry1Ab. 

Metas para conseguir el objetivo. 

v Identificar los aminoácidos sugeridos  por Taveecharoenkool et al. 2011, en Cry4Aa 

correspondientes en la toxina Cry1Ab, que pudieran estar involucrados en oligomerización 

de esta toxina.  

v Remplazar mediante mutagénesis sitio-dirigida a los aminoácidos identificados en cada una 

de las hélices. 

v Analizar la toxicidad de estas mutantes. 

v Determinar si existe correlación entre la toxicidad de las mutantes y la formación del 

oligómero  
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7. Materiales y métodos.  

• Cepas  utilizadas. 

Tabla 6. Cepas y oligonucleótidos utilizadas en este trabajo. 

 

Cepa Característica 

E. coli XL1Blue y E. coli 

Dh5α  

Cepas utilizadas para expresar plásmidos pBSKSIIAB 

(resistente a ampicilina y eritromicina) que contiene un 

fragmento de la toxina Cry1Ab; y el plásmido pHT315 –Cry1Ab 

(resistente a eritromicina y ampicilina) que contiene todo el gene 

de la protoxina Cry1Ab.  

TG1 de E. coli Cepa de expresión que produce la proteína ScFv73. 

Bt.407- Cepa acristalífera de Bt que sirve de receptor para expresar las 

protoxinas Cry mutantes.  

Bt-407 Cry1Ab Cepa de Bt que contiene el plásmido pHT315-1Ab  que expresa 

la protoxina Cry1Ab silvestre (resistente a eritromicina).  

 Oligonucleótidos utilizados.  

Nombre Longitud Secuencia %GC 

Alfa2d 30 CAA GCT AGC TTG GTT 

CCC GGT GCT GGA TTT 

53.3 

Alfa3d 32 CAA GCT AGC TTG AGA 

ATTA GAA TTC GCT AG 

40.6 

Alfa6r 31 TTA GGT TAA TCC CCA 

TAC ACG CTC TAA TCC C 

45.2 

Alfa7r 39 TTA GGT ACC TAA ACT 

ATC ATA GTT CGG AAA 

TAG AGA AAC 

33.3 

 

 

1. Medios utilizados.  

LB (Luria-Bertani) 

Bacto peptona    10 g 

Bacto-extracto de levadura 5 g 

NaCl    10 g 
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Bacto-agar   15 g 

 Aforar a un litro de agua destilada y ajustar el pH a 7 con NaOH. En caso de requerirse 

sólido, agregar el agar al 15% final. Esterilizar durante 20 minutos a 15 lb/in2. Una vez esterilizado, 

agregar el antibiótico (ampicilina 100 µg/ml o eritromicina 10 µg/ml).  

 

HCT 

Bacto-triptona  2.5 g 

Casaminoácidos 1.0 g 

Bacto-agar  7.5 g 

 Aforar a 446 mililitros con agua destilada. Después ajustar el pH a 7.5 con KOH. Si se 

requiere sólido, agregar el agar al 15% al final. Esterilizar 20 minutos a 15 lb/in2. Una vez frío el 

medio agregar las siguientes soluciones previamente esterilizadas.  

 

Tabla 7. Composición de las soluciones del medio HCT. 

 

Solución Compuesto Preparación Cantidad requerida 

para preparar 
500mL de HCT 

Solución 1 KH2PO4 6.8 g disolver en 100 mL de 

agua destilada. 

Agregar 25 mL 

Solución 2 MgSO47H2O 

MnS04H2O 

ZnSO47H2O 

1.23 g 

0.01619 g 

0.14 g 

disolver en 100 mL de agua 

destilada. 

Agregar 0.5 mL 

Solución 3 FeSO47H2O 

H2SO4 1N 

0.2 g 

10 mL disolver en 100 mL de 

agua destilada. 

 

Agregar 5 mL 

Solución 4. CaCl22H2O 1.47 g disolver en 100 mL de 

agua destilada. 

Agregar 5 mL 

Glucosa al 10% C6H12O6 10 g disolver en 100 mL de 

agua destilada. 

 

Agregar 15 mL 

Se requiere adicionar eritromicina 10 µg/mL final.  
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2X-TY 
Triptona  16 g 

Extracto de levadura  10 g 

NaCl   5 g 

Aforar a un litro con agua destilada y ajustar el pH a 7.0 con NaOH. Esterilizar durante 20 minutos a 

15 lb/in2.  

BHI (Brainheart infusión) 

Bacto-BHI di hidratado 37 g 

Aforar a un litro con agua destilada. Esterilizar durante 20 minutos a 15 lb/in2. 

• Construcción de mutantes del dominio I de Cry1Ab. 

o Mutagénesis sitio dirigida de la proteína Cry1Ab expresadas en células de E. 

coli 

Se remplazó cada uno de los aminoácidos seleccionados anteriormente en la proteína de 

Cry1Ab para poder estudiar el papel de cada uno de ellos en la toxicidad. Para esto, se diseñaron 

los oligonucleótidos correspondientes para cada mutante (Tabla 8). Para la construcción de las 

mutantes se utilizo el vector pHT315 que contiene el gen Cry1Ab y un paquete comercial de 

mutagénesis dirigida (QuikChange XL MultiSite-DirectedMutagenesis kit, Stratagene). El principio de 

esta técnica consiste en clonar un gen de la proteína de interés en un plásmido y usarlo para 

transformar una cepa Dam+ de E. coli. De esta cepa se purifica el plásmido y se adiciona a una 

reacción de PCR con un oligonucleótido de un tamaño entre 35 a 45 pares de bases. El oligo se 

diseña de tal manera que la mutación debe estar en medio del oligo. El producto de PCR será una 

mezcla de una cadena de DNA metilada y otra sin metilar. A continuación, la cadena metilada se 

elimina al tratar el producto de PCR con una endonucleasa DpnI (GmeAêTC). Las muescas de la 

cadena sencilla final se reparan al transformar el plásmido en la cepa XLI Blue o DH5α de E. coli 

(Figura 21). 
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Figura 21. Esquema del protocolo de la mutagénesis sitio dirigida. 

 
Las mutantes diseñadas en la toxina Cry1Ab fueron las siguientes: Q95A, G102A, R131A, 

R131C, N138A, T188A, S191A y E101K y la doble mutante R99E-E101R. Los oligonucleótidos se 

muestran en la tabla 8. 

 

Tabla 8. Oligonucleótidos diseñados para cada una de las mutantes. 

 

Aminoácido-Cambio Secuencia del oligonucleótido mutagénico. Tamaño 

Q95A tagaagaattcgctaggaacgcagccatttctagattagaag 42pb 

E101K ggaaccaagccatttctagattaaagggactaagcaatc 39pb 

G102A caagccatttctagattagaagcactaagcaatctttatcaaatttacg 49pb 

R131A ccagcattaagagaagagatggccattcaattcaatgacatg 42pb 

R131C gagatgtgtattcaattcaat 18 pb 

N138A gtattcaattcaatgacatggccagtgcacttacaacc 38pb 

T188A gattcgatgccgcggccatcaatagtcgttataatg 36pb 

S191A gatgccgcgactatcaatgcccgttataatgatttaactagg 42pb 

R99E-E101R ccaagccatttctgaattacgcggactaagcaatctttatc 40pb 

 

Las condiciones de mutagénesis usadas fueron: 

 

Tabla 9 Concentración de los componentes utilizados en la mutagénesis sitio dirigida de 

Cry1Ab. 

Componente Cantidad adicionada 

10X Buffer de reacción Quick change ® 2.5 µL 

Agua Milli-Q para un volumen final de 25 µL X µL 

Solución Quick 0.75 µL 

Templado de DNA del gen de la toxina 

Cry1Ab (doble cadena ) 
X µL (100 ng) 

Cebadores mutagénicos  (100 ng) X µL 

Mezcla dNTP´s 1 µL 

Enzima Quick change 1 µL 

 

Las condiciones del ciclo de la reacción de PCR fueron las que se ilustran en la tabla 10. 
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Tabla 10 Condiciones de la reacción mutagénica para la toxina Cry1Ab.  

 

Segmento Ciclos Temperatura Tiempo 

1 1 95ºC 1 min 

2 30 95ºC 1 min 

  55ºC 1 min 

  65ºC 3 min/kb de 

plásmido 

3 1 65ºC 7 min 

Después de tratar la reacción de PCR con la DpnI, se pasó la reacción de PCR por 

columnas de QIAGEN para purificar plásmido, y el producto se resuspendió en 20 µL de agua 

estéril. Se mezclaron los 20 µL con 50 µL de células E. coli electrocompetentes. Las mezcla se 

transfirió a celdas de 0.2 cm y se les aplicó un choque eléctrico (2.5 V, 200 Ω, 25 µF). Estas células 

fueron recuperadas en medio Lb por 1h a 37ºC con agitación. Las mutantes se seleccionaron en Lb 

ampicilina, se aisló el plásmido con un paquete comercial de PROMEGA, y una vez purificado éste, 

se mando secuenciar a la Unidad de Síntesis del Instituto de Biotecnología de la UNAM.  

 

o Transformación de Bacillus thuringiensis. 

Una vez confirmada la mutación por la secuenciación del plásmido, se creció la cepa de 

Bt407- en medio BHI por 12 h a 30ºC. De este cultivo se tomó 1 mL y se inoculó 100 mL de medio 

BHI y estéril, se incubaron aproximadamente 5h a 30ºC con agitación hasta alcanzar una DO600nm 

de 0.6 de absorbancia. El cultivo se centrifugó a 5000 rpm por 10 min a 4ºC, y la pastilla obtenida se 

resuspendió cuidadosamente en 30 mL de agua estéril. Esto se repitió dos veces más, y finalmente 

se resuspendió la pastilla en 1 mL de polietilenglicol (PEG) con un peso molecular de 3600. Para la 

transformación, se mezclaron 250 µL de células en PEG con 20 µL de la reacción de PCR 

purificada, en celdas de 0.4 cm. Estas se incubaron en hielo por 5 min y después fueron 

electroporadas (1000 Ω, 2.5 V, 25 µF). Las células electroporadas se recuperaron en medio BHI a 

30ºC por 1 hora con agitación, y las colonias se seleccionaron en Lb suplementada con 10 µg/mL de 

eritromicina. 

Para verificar la mutación en Bt se realizó un PCR en colonia utilizando los  oligonucleótidos 

del gen Cry1Ab que abarcan las hélices α2 a la α7 (alfa2d y alfa7r) del dominio I de la toxina 

Cry1Ab. Para el PCR en colonia se crecen las células de Bt aproximadamente 5 h a 30ºC, en cajas 

de LB suplementada con eritromicina 10 µg/mL. De esa caja se raspa un poco de cultivo y se 

resuspende en 100 µL de agua estéril. Esta mezcla se congela a -70ºC por 30 min y finalmente se 
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hierve 10 min. Esta mezcla se centrifuga 10 min a 14,000 rpm a temperatura ambiente, y el 

sobrenadante es el que se utiliza como templado. Las condiciones de la PCR se muestran en la 

tabla 11.  

 

Tabla 11. Condiciones de el PCR en colonia de Bt 

 

Componente Cantidad 

Templado 2 µL 

Buffer 10 X 2.5 µL 

Magnesio 25 mM 1.5 µL 

dNTP´s (10 mM) 0.5 µL 

Oligos (F/R) 50 pM X µL 

Taq 0.2 µL 

Agua Completar a 25 µL 

 

Condiciones de la reacción de PCR 

 

Tabla 12. Oligonucleótidos utilizados en la PCR de colonia de las mutantes Cry1Ab obtenidas. 

 

Segmento Ciclos Temperatura Tiempo 

1 1 94ºC 5 min 

2 30 94ºC 30 s 

  55ºC 30 s 

  72ºC 1 min 

3 1 72ºC 10 min 

 

El producto de PCR se observó en un gel de agarosa al 1% y se purificó la banda del 

tamaño esperado con un paquete comercial de QIAGEN. Con oligonucleótidos de la hélice 

α2 (alfa2d) se mandó secuenciar el producto de PCR a la Unidad de Síntesis del Instituto de 

Biotecnología de la UNAM. Una vez confirmada la mutación dentro del gen Cry1Ab, se creció un 

cultivo en cajas de HCT sólido, se dejó 72 h y se verificó la producción de cristal al microscopio 

óptico y la expresión de proteína en gel SDS-PAGE al 10% teñido con azul de Coomassie. 
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• Solubilización de cristales de Cry1Ab silvestre y mutantes del dominio I.  

Para la purificación de cristales, la cepa de Cry1Ab silvestre y mutantes del dominio I se 

crecieron en 5 cajas de medio HCT sólido suplementado con 10 µg/mL de eritromicina a 30°C 

durante 72 h aproximadamente, hasta alcanzar la fase de esporulación, verificando la esporulación 

y la producción de cristal al microscopio óptico con contraste de fases. Se recuperó el paquete 

celular centrifugando 10 minutos a 10,000 rpm. Después se resuspendieron las células en  30 mL 

de EDTA 0.01 mM, NaCl 0.3 M más PMSF 1 mM y se centrifugó 10 min a 10,000 rpm a 4°C. Estos 

lavados se repitieron 2 veces más, y al final se  resuspendió el pellet en 10 mL de PMSF 1 mM en 

agua y se sonicó dando 3 pulsos de un minuto (a 20 W) con un minuto de descanso de 4ºC entre 

cada sonicación.  

Se tomaron 500 µl de la suspensión anterior y se centrifugó 10 min a 13,200 rpm a 4°C. El 

pellet se resuspendió en 500 µl buffer de carbonatos NaHCO3/Na2CO3 0.05 mM pH 10.5 

más β−mercaptoetanol al 0.02%. Se incubó 1 h, 37°C a 300 rpm. Finalmente se centrifugó 10 min a 

13,200 rpm a 4°C y  se recuperó el sobrenadante. Se cuantificó proteína por el método de Bradford 

utilizando BSA como estándar, y se corrió 10 µg de proteína en un gel de SDS-PAGE al 12% de 

acrilamida para verificar la presencia de la protoxina (130 kDa).  

• Cuantificación de proteína mediante el método de Bradford. 

En un tubo se colocaron 795 µl de PBS y 5 µl de la muestra. Se agitó para homogenizar la 

muestra y se agregaron 200 µl de reactivo de Bradford de BioRad. Después de incubar 5 min, se 

realizó la lectura de proteína en un espectrofotómetro (Pharmacia LKB UltraspeeII) midiendo a una 

longitud de onda de absorbancia de 595 nm. El valor de absorbancia fue interpolado a una curva 

estándar de albúmina sérica bovina (BSA) que abarca un rango de concentraciones de 1 a 10 

µg/ml, para poder obtener el valor de concentración de proteína.  

• Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida SDS-PAGE 

Para el análisis de las proteínas purificadas se utilizó electroforesis en geles 

desnaturalizantes. Para esto se prepararon geles al 10 ó 12 % de acrilamida, tal como se describe 

por Laemmli et al. (1970). Posteriormente, los geles fueron teñidos con azul de Coomassie (Biorad). 

• Bioensayos con las mutantes del dominio I. 

Se evaluaron diferentes concentraciones desde 0 hasta  2,000 ng/cm2. La cantidad de 

toxina en 35 µL fue agregada sobre la superficie de la dieta. Se utilizaron larvas de Manduca sexta 

de primer instar. Los ensayos se realizaron por triplicado en placas de 24 pozos en los que se 

colocó una larva por cada pozo, y se utilizó una placa de 24 pozos por concentración de toxina, 

analizando un mínimo de cinco concentraciones diferentes. Las placas se incubaron a temperatura 
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ambiente y después de siete días, se cuantificó la mortalidad en cada mutante, y se determinó la 

concentración a la que mata el 50 % de la población usando el programa Probit (LeOra). 

• Activación con tripsina. 

A 10 µg de protoxina soluble se le adicionó tripsina  a una razón de 1:50 tripsina: proteína, 

incubando 1 h a 37°C con agitación suave. La reacción se detuvo con  PMSF 1 mM, y por último se 

centrífugó 10 minutos a 10,000 rpm. Se recuperó el sobrenadante, y se cuantificó la proteína por el 

método de Bradford. Finalmente se corrió un gel SDS-PAGE al 12% de acrilamida para verificar el 

producto de la tripsinación (toxina 60 kDa).  

• Purificación del anticuerpo scFv73. 

La cepa TG1 de E. coli que expresa el anticuerpo scFv73, se inoculó en 50 ml de medio 

2xTY suplementado con glucosa al 2% y ampicilina (50 µg/mL). Se inoculó toda la noche a 37°C y 

200 rpm. Posteriormente, 5 ml del pre inóculo se agregaron a 500 ml de medio 2xTY previamente 

suplementado con ampicilina 100 µg/mL y glucosa (0.1%). Se incubó a 37°C y 200 rpm durante dos 

horas hasta alcanzar una DO de 0.7. Después, el cultivo se indujo con IPTG  (0.5 mM) se incubó a 

30°C y 200 rpm durante 5 horas. Los cultivos se recuperaron centrifugando 15 min a 5,000 rpm. A 

continuación, el paquete celular se resuspendió en 15 ml de buffer PPB, se incubó en hielo durante 

20 min y se centrifugó 15 min a 5,000 rpm. Posteriormente el sobrenadante se recuperó y el pellet 

se resuspendió en 15 mL de MgSO4 5 mM, incubándolo en hielo durante 20 min. En seguida el 

pellet resuspendido y el sobrenadante se centrifugaron a 15,000 rpm durante 15 min, recuperando 

únicamente el sobrenadante. Finalmente se dializó 5 mL del sobrenandante en membranas de 

celulosa Cellu Sep  con un corte de 12 kDa a 14 kDa, en 1 L de buffer PBS por una hora a 4ºC. Se 

hicieron dos cambios más de 1 L  de buffer PBS nuevo y finalmente se dejó toda la noche en 1 L de 

buffer PBS; se recuperó y filtró (membrana de 0.45 µm). 

Para la purificación del scFv73, las columnas de cromatografía se cargaron con 4 mL de la 

resina agarosa Ni-NTA. Después se hicieron cuatro lavados con buffer PBS. Posteriormente, cada 

columna se equilibró con 5 mL de imidazol 20 mM en PBS. Después se cargó la muestra dializada 

en la columna y se lavó con 10 mL de imidazol 35 mM en PBS. En seguida la muestra se eluyó con 

3 mL de imidazol 250 mM en PBS, recuperando este mismo volumen. Finalmente, se lavó la 

columna con PBS y se regeneró con 2 mL de imidazol 500 mM en PBS. La muestra eluída se 

visualizó en un gel SDS-PAGE al 10%.  

 

Buffer PPB:      Buffer PBS 

Sacarosa  13.5 g   NaCl  8.5 g 

EDTA (stock 0.5M) 135 µL   NaH2PO4 0.38 g 

Tris-HCL pH 8 (1M) 2 mL   Na2HPO4 1.02 g 

Aforar a 67.5 mL de agua estéril.  Aforar a 1 L y ajustar el pH a 7.2 con NaOH 



 
 

 
 

41 

• Preparación de jugo gástrico de larvas de M. sexta de tercer instar. .  

Se disectó el intestino medio de larvas de M. sexta de 3er instar. Para esto se inmovilzaron las larvas 

colocándolas en hielo durante 15 min. Posteriormente se fijaron las larvas en una base de unicel 

con alfileres por cada uno de sus extremos, y se cortaron los primeros tres segmentos cefálicos y 

los dos segmentos caudales con un corte transversal. En seguida se realizó un corte longitudinal en 

la región dorsal y se separó el intestino de la cutícula. Con unas pinzas de punta plana se extrajó el 

intestino, y el contenido se vació en un tubo eppendorf estéril, el cual se centrifugó a 14,000 rpm por 

10 min, y finalmente se almacenó el sobrenadante para ser utilizado como jugo gástrico.  

• Extracción de intestinos de larvas de M. sexta de tercer instar. . 

 
Extraer alrededor de 3 g de intestino de M. sexta, aproximadamente 100 larvas de cuarto 

estadio larvario, durante la extracción de los intestinos mantenerlos todo el tiempo en hielo seco, 

para evitar la degradación de las proteínas.  

Se duermen las larvas colocándolas en hielo durante 15 min, se fijan las larvas en una base 

de unicel con alfileres por cada uno de sus extremos, y se cortan los primeros tres segmentos 

cefálicos y los dos segmentos caudales con un corte transversal. En seguida se realiza un corte 

longitudinal en la región dorsal y se separar el intestino de la cutícula. Se vacía el contenido 

intestinal y lavar exhaustivamente con la solución I. El intestino limpio se coloca en un tubo 

Eppendorf en hielo seco. 

Solución I.  

Manitol   300 mM 

Tris-HCl 17 mM 

EGTA  5 mM 

DTT  2 mM 

PMSF  0,5 mM 

Ajustar el pH a 7.4 con KOH 

• Obtención de vesículas de la microvellosidad apical de M. sexta (BBMV) 

Descongelar los intestinos sobre una palangana con hielo, y colocar la muestra en un 

homogeneizador de vidrio estéril inmerso en hielo. Diluir 1:10 p/v con la solución I fría.  Colocar el 

émbolo de teflón del homogeneizador estéril en un taladro Black and Decker U-114 tipo FV.4. A 

continuación, a una velocidad de 2,250 rpm el émbolo se va hundiendo poco a poco hasta llegar al 

fondo del tubo y luego se saca lentamente. Esto se repite nueve veces. 

Agregar un volumen igual de una solución 24 mM de MgCl2 frío, agitar suavemente y colocar 

en hielo 15 min. Centrifugar a 2,500 g (4,500 rpm) durante 15 min a 4˚C en un rotor Beckman 

(descartar la pastilla). Cambiar el sobrenadante a otro tubo estéril, centrifugar a 30,000 g (16,000 
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rpm) durante 30 min a 4˚C usando el equipo antes descrito, y descartar el sobrenadante. Re- 

suspender la pastilla en medio volumen de la solución I frío y medio volumen de MgCl2 24 mM. 

Volver a centrifugar a 2,500 g durante 15 min a 4˚C, recuperar la pastilla únicamente en solución II  

y volver a centrifugar a 30,000 g durante 30 min a 4˚C.  Resuspender la segunda pastilla obtenida al 

centrifugar a 30,000 g en la solución II fría, diluida con agua desionizada, y dar 3 golpes a 2,250 rpm 

en el homogenizador como se describió anteriormente. 

 

Solución II 
Manitol   300 mM 

TRIS-HCl 17 mM 

CaCl2  1 mM 

• Oligomerización de Cry1Ab en vesículas de la microvellosida apical de M. 

sexta 

Se incuba 500 ng de la protoxina soluble o toxina de Cry1Ab activada previamente con 

tripsina con 10 µg de las vesículas de membrana de M. sexta en 50 µl de buffer carbonatos pH 10.5 

durante 1h a 37°C. Los 50 µL se centrifugan en una ultracentrífuga a 50,000 rpm por 30 min a 10ºC. 

El pellet se lava con 100 µL de PBS 1X, se vuelve a centrifugar 60,000 rpm por 25 min a 10ºC y el 

pellet se resuspende en 25 µL de PBS, al cual se le añade mezcla lítica y se calienta a 50ºC durante 

5 min. Esta mezcla se corre en un gel SDS-PAGE al 8% y se transfiere a una membrana de PVDF 

Immobilon ® MILLIPORE 1h, 350 mA a temperatura ambiente. Posteriormente se coloca la 

membrana en PBS más Tween 20 al 0.1% con 5% de leche Svelty light. Una vez transcurrido el 

tiempo se lava tres veces la membrana con PBS más Tween 20 al 0.1% por 5 min a temperatura 

ambiente. Luego, se adiciona anticuerpo policlonal anti Cry1Ab 1:20,000. Se incuba 1h a 

temperatura ambiente con agitación. Pasado el tiempo de incubación, se lava la membrana 

nuevamente con PBS Tween 20 al 0.1%, luego se le adiciona anticuerpo IGg acoplado a peroxidasa 

anti ratón 1:20,000, y se incuba 1 h con agitación a temperatura ambiente. Se lava 3 veces con PBS 

Tween 0.1% y  finalmente se revela adicionando Luminol  Inmunocruz ® Santa Cruz.  
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8. Resultados y discusión.  

• Solubilización y activación de las proteínas Cry1Ab mutantes. 

El dominio I de la toxina Cry1Ab participa en los procesos de  formación de poro y en la 

oligomerización, pero hasta la fecha no se conoce con claridad el papel que desempeñan cada una 

de las hélices que conforman este dominio. En este trabajo nos interesa estudiar principalmente el 

papel de las hélices α3, α4 y α6, para lo cual se construyeron mutantes en cada una de estas 

hélices. Las mutantes que propusimos realizar en este trabajo fueron:  Q95A, G102A, E101K y 

R99E-E101R en la hélice α3; R131A, R131C y N138A  en la hélice α4 y finalmente S191 y T188A  

en la hélice α6 (Tabla 13). Cada mutante se obtuvo en E. coli XL1 blue utilizando el plásmido 

pHT315, y luego se transformó en cepas de Bt407- acristalífera (que no producen cristales). Como 

controles, se utilizaron las mutantes R99E y E129K de la toxina Cry1Ab, obtenidas en trabajos 

previos, que están afectadas en el proceso de oligomerización y formación de poro, 

respectivamente. Cabe aclarar que  ambas mutantes perdieron su toxicidad hacia larvas de M. 

sexta a dosis de 2,000 ng/cm2, la toxicidad de la toxina Cry1Ab silvestre es de 2 ng/cm2.   

Tabla 13. Resumen de las mutantes realizadas en la toxina Cry1Ab. 

Hélice  Mutante realizada 

α3 Q95A, G102A, E101K, R99E-

E101R 

α 4 N138A, R131A, R131C 

α 6 T188A, S191A 

 

Las protoxinas producidas con la mutación de nuestro interés, se solubilizaron en un buffer 

carbonatos a pH 10.5 y posteriormente se activaron con tripsina. En las figuras 22 y 23 se muestra 

la solubilización y la activación de la toxina silvestre Cry1Ab y 7 de las mutantes que se realizaron 

con excepción de las mutantes S191A y R131A, la primera no es estable, y la segunda tiene un 

fenotipo idéntico a R131A por lo que no se siguió trabajando con ella. La protoxina solubilizada de 

Cry1Ab y las mutantes se observan como una la banda de 130 kDa. La mutante Q95A produjo 

menor cantidad de protoxina. 
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Figura 22. Solubilización de Cry1Ab y las mutantes . 

 
Cuando la toxina se activa con tripsina se corta parte del extremo N- y C- terminal,  para 

dejar una proteína con un peso final de 60 kDa. En la figura 23 se observa la banda activada de la 

toxina Cry1Ab, y de las mutantes: Q95A, G102A, R131A, N138A, T188A, R99E, E101K y R99E-

E101R. La activación con tripsina muestra una banda mayoritaria de ∼60 kDa y no se observa 

protoxina de 130 kDa. Todas las mutantes presentan un activación idéntica a la toxina Cry1Ab 

silvestre incluyendo a la mutante Q95A. Estos datos indican que la mutación no afectó la estructura 

de la toxina, ya que cuando se afecta la estructura de la proteína por el cambio introducido, las 

proteínas mutantes se vuelven muy sensibles a degradación con proteasas. 
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Figura 23. Activación con tripsina de Cry1Ab y las mutantes. 

 
• Determinación de la dosis letal media de la toxina silvestre y de las mutante.  

 

Los bioensayos se realizan incubando protoxina de Cry1Ab solubilizada en buffer de 

carbonatos a pH 10.5 . La proteína se cuantificó por el método de Bradford. Para poder determinar 

la dosis letal media (DL50) se realizó una curva dosis respuesta usando diferentes dosis de 

protoxina. Nosotros utilizamos las siguientes dosis; 0 ng/cm2, 1 ng/cm2, 2 ng/cm2 , 5 ng/cm2, 10 

ng/cm2, 100 ng/cm2 y 500 ng/cm2 y 2,000 ng/cm2 de protoxina soluble, para las mutantes en las que 

no se observó letalidad (R99E y E101K) a 2,000 ng/cm2 también se probó una dosis de 5,000 

ng/cm2. En la tabla 14 podemos observar la DL50 de la proteína Cry1Ab silvestre y de las 7 mutantes 

del dominio I.  

Tabla 14. Bioensayo de la toxina Cry1Ab silvestre y las seis mutantes del dominio I.  

NOMBRE Dosis letal media  (DL50)  

(ng/cm2) 

DISMINUCIÓN DE LA 

TOXICIDAD 

(Veces) 

Cry1Ab wt 2.4 (1.5-3.2) - 
Q95A 1.9 (1.3-4.2) - 
R99E >10,000 >5,000 

E101K >10,000 >5,000 
G102A 56.4 (34.2-85.6) 23 
R131A 3 (1.8-5) - 
N138A 524.4 (411-679.8) 278 
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T188A 2.6 (1.2-6.3) - 
R99E-
E101R 

278.6 (218.7-362.5) 91 

 

De la tabla 14 se observa que la mutante E101K pierde  la toxicidad hacía larvas de M. 

sexta, y en el caso de las mutantes. G102A y N138A, se disminuye 23 y 278 veces la toxicidad, 

respectivamente. El resto de las mutantes sencillas mantuvo una toxicidad similar a la de la proteína 

Cry1Ab silvestre. Dentro de la hélice α3 la mutante G102A perdió 23 veces la toxicidad. La 

substitución del aminoácido no afectó de manera significativa la actividad de la toxina, ya que se 

cambió de un aminoácido no polar pequeño a otro con las mismas características. Sería interesante 

remplazar este residuo por un aminoácido más grande como Isoleucina, o por un aminoácido 

cargado.  

La doble mutante R99E-E101R recuperó parcialmente la toxicidad hacía las larvas de M. 

sexta. Esto resultó bastante interesante considerando que las mutantes sencillas, R99E y E101K no 

matan ni a una dosis de 5000 ng/cm2, sin embargo la doble mutante R99E-E101R es capaz de 

matar a dosis de 200ng/cm2 y a una dosis de 5000ng/cm2 mata el 100% de las larvas. Esto sugiere 

que existe una interacción entre estos dos aminoácidos. El hecho de que no se restablezca por 

completo la toxicidad puede deberse a una desestabilidad por el cambio del aminoácido original 

dentro de la hélice, que evita el plegamiento adecuado de la toxina, y por lo tanto no se den las 

interacciones adecuadas  que llevan a la formación eficiente del oligómero.  

En el modelo obtenido por el Dr. Alfonso Torres, se observa que la mutante R99 está 

enfrente del residuo E101, pero de la hélice α3 de un monómero diferente. Cuando se observan 

sólo los aminoácidos  R99 y E101, en el modelo de la toxina Cry1Ab, se observa que están a lados 

opuestos dentro de la hélice; sin embargo dentro del trímero están viendo una frente la otra. Esto 

sugiere la formación de un puente salino entre los dos residuos,  como se observa en la figura 24. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Arginina 99 

Glutámico 101 
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Figura 24. Aminoácidos al centro de la interacción del modelo 3D trímerico de Cry1Ab. De lado izquierdo se 

muestra la interacción entre glutamato 101 y arginina 99. De lado derecho, en rojo la arginina, en amarillo el 

glutamato, la línea punteada es la distancia entre estos aminoácido en Å. 

 
 La estrategia de realizar la mutación complementaria de aminoácidos cargados como los 

residuos R99E y E101R de Cry1Ab, para demostrar el papel de un puente salino fue utilizada 

previamente para observar la interacción entre el dominio CDBHD (dominio homólogo de unión a 

AMPc por sus siglas en inglés) y el dominio eag en canal de K+ KCHN voltaje dependiente. Los 

canales KCNH  son canales de K+ voltaje dependientes que regulan la excitabilidad eléctrica del 

corazón y de las células nerviosas. Estos canales están conformados por un dominio 

transmembranal que se observa en color gris en la figura 25, un extremo N-terminal eag intracelular 

que se muestra de color verde, C-linkers que se muestran en naranja y dominios CNBHD que se 

observan en azul.  El puente salino formado entre los dos dominios esta conformado por la R54 del 

dominio EAG y el D642 en el dominio CNBHD. Las mutantes sencillas disminuyen la activación 

durante la diferencia de voltaje a +50mV, mientras que la doble mutante R54D-D642R restablece la 

activación del canal, como se observa en la figura 22c (Haitin et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Formación de puente salinos en los canales KCNH. A) Estructura de los canales KCNH regulados 

por el dominio eag. B) Puente salino entre el dominio eag y el CNBHD C)Tiempo necesario para observarl el 

90% de la corriente a la máxima amplitud.  

 

El cambio de N por A en el aminoácido 138 dentro de la hélice α4 también afectó la toxicidad de la 

toxina Cry1Ab, disminuyéndola 278 veces. La disminución de la toxicidad y formación de poro de 

este aminoácido al ser mutagenizado por una C ya se había reportado previamente por Girard et al., 

en el 2008 en la toxina Cry1Aa, que tiene una identidad en secuencia del 95% con la toxina Cry1Ab 

y que en el dominio I son exactamente iguales. En sus resultados ellos no reportan la DL50, si no 

que reportan que a 2 µg/mL (lo cual corresponde a una dosis de 111 ng/cm2), esta mutante presenta 

A B C 
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un 19% de mortalidad con respecto al 95% de mortalidad que presenta la toxina silvestre. También 

indican que a una concentración mayor de 25 µg/mL que corresponde a 1.4 µg/cm2 esta mutante 

presenta un 100% de mortalidad, concluyendo que esta mutación disminuye ligeramente la 

toxicidad. Estos resultados son similares a nuestros resultados en donde la mutante N138A  

disminuyo 278 veces las toxicidad.  

Con respecto al cambio del aminoácido R131 por A, no se observó ningún cambió en la 

actividad tóxica con respecto a la toxina Cry1Ab silvestre. Sin embargo Girard et al. en el 2008 

cambio este aminoácido por C en la toxina Cry1Aa y encontró que se perdía por completo la 

toxicidad hacía larvas de M. sexta, así como la formación de poro. Así mismo cuando se 

mutagenizó R131C en Cry1Ac1 ésta dio un fenotipo similar a la toxina silvestre. Las toxinas Cry1Ab 

y Cry1Ac tienen una identidad en secuencia del 88%, sin embargo en el dominio I son exactamente 

iguales (Kumar & Aronson, 1999). Para el caso de la mutante realizada en este proyecto, el cambió 

del aminoácido R131 por A no afecto la toxicidad hacía las larvas de Manduca sexta, lo que  indica 

que esta aminoácido no juega un papel dentro del mecanismo de acción de la toxina Cry1Ab 

• Análisis de los fenotipos de las 7 mutantes de Cry1Ab. 

En el modelo de dinámica molecular previamente citado (Taveecharoenkool et al., 2010) los 

aminoácidos involucrados en la interacción de los monómeros se dividen  en dos grupos: el primer 

grupo, aquellos aminoácidos que permanecían el 100% del tiempo dentro de la zona de interacción 

que se ilustra en la figura 26 y los de menor importancia (segundo grupo), que permanecían 

alrededor de un 80% dentro de la zona de interacción   

 
Figura 26: Imagen de la zona de interacción de los monómeros de la toxina Cry4Aa en el 

modelo de dinámica molecular. El recuadro negro representa la zona  de interacción que 

Taveecharoenkool et al., 2010 establecieron para ver que aminoácidos eran de mayor importancia 

en la interacción de los monómeros. 

Taveecharoenkool et al., 2010 determinó que los aminoácidos involucrados en la formación 

del oligómero en la hélice α3 de la toxina Cry4Aa son; K139, N142, R143, N146, V147, T150.  Cabe 
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destacar que de los aminoácidos indicados en la hélice α3 de la toxina Cry4Aa se observa una 

mayor proporción de aminoácidos polares. De acuerdo al alineamiento de secuencia de amino 

acidos de Cry4Aa y Cry1Ab que nosotros realizamos, observamos que en la hélice α3 equivalente 

de la toxina Cry1Ab los aminoácidos correspondientes son: S98, E101, G102, N105, L106 y I109 

(Figura. 27).  

Así mismo dentro de esta hélice la mayoría de los aminoácidos son polares e incluso varios 

son cargados, sugiriendo que la interacción que se da entre las hélices α3 de monómeros 

adyacentes se debe a fuerzas hidrofílicas: como puentes de hidrógeno y puentes salinos tanto de la 

toxina Cry4Aa como de la toxina Cry1Ab.  

G102 y E101 están dentro del primer grupo de aminoácidos en la toxina Cry1Ab. En este 

trabajo se observa que el cambio de estos aminoácido genera la perdida de toxicidad hacía larvas 

de M. sexta. La importancia del residuo E101 ya había sido reportado previamente en donde  se 

reporto que el cambio de éste por Cys y Gln en la toxina Cry1Aa provoca la disminución de la 

toxicidad hacía larvas de M. sexta y se abate por completo cuando es remplazado por Lys (Vachon 

et al., 2002).  

De los aminoácidos que se señalaron como los involucrados en la formación oligomérica en 

la toxina Cry1Ab se ha reportado que el cambio del N105 en la toxina Cry1Ac1 por Val y Phe  no 

provoca cambios en la toxicidad hacía larvas de P. xylostella (Tigue et al.,  2001).  

Un aminoácido que ha sido estudiado ampliamente  en la hélice α3 de varias toxinas es el 

aminoácido R99 (Alzate et al., 2006; Jimenez-Juarez et al., 2007; Vachon et al., 2002). Todos los 

cambios que se han realizado en  este aminoácido generan la pérdida de la toxicidad. Este 

aminoácido no se destaco dentro de los importantes en la formación oligomérica, sin embargo este 

aminoácido se encuentra muy cerca de la región señalada.  

La doble mutante R99E-E101R pertenece a la hélice α3, esta mutante recupero la toxicidad, 

lo que resultó muy interesante, ya que las mutantes sencillas R99E y E101K pierden de manera 

drástica la actividad tóxica hacía las larvas de M. sexta. En el modelo de Taveecharoenkool et al., 

2010 se predice que la hélice α3 de la toxina Cry4Aa interacciona con otra hélice α3 de un 

monómero vecino  de la misma toxina para formar el oligoméro, así mismo en el modelo realizado 

por el Doctor Alfredo Torres con la toxina Cry1Ab se observo que el aminoácido R99 está 

interaccionando con el E101K pero de un monómero vecino, esto corrobora con los datos  

experimentales de la doble mutante, en  donde el cambio de R99 por un aminoácido con carga 

opuesta (E) provoca la pérdida de toxicidad, pero si se restablece la interacción con un aminoácido 

de carga complementaria en la hélice vecina se ve una recuperación de la toxicidad.   

La pérdida de toxicidad de las mutantes G102A, R99E y E101K y la recuperación de la 

doble mutante R99E-E101R dentro de la  hélice α3 sugieren un papel importante de esta hélice en 

la formación del oligómero, para poder conocer más sobre el papel de esta hélice se tienen que 
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estudiar el resto de los aminoácidos identificados por Taveecharoenkool et al., 2010 en la toxina 

Cry1Ab y así mismo corroborar el modelo.  

 
  

Figura 27. Ubicación espacial de los aminoácidos que permanecen el 100% del tiempo dentro de la zona de 

contacto dentro de la hélice α3 en el modelo 3D de Cry4Aa y Cry1Ab. Naranja: Aminoácidos polares, Rojo: 

Aminoácidos cargados positivamente, Verde: Aminoácidos cargados negativamente y Gris: Aminoácidos no 

polares.  

 
En los aminoácidos que pertenecen al segundo grupo de la hélice α3, existe una mayor 

variación con relación a las características polares de los aminoácidos reportados como los más 

importantes como se muestra en la figura 28. Dentro de este grupo se encuentra el residuo Q95 que 

se remplazó por A en este proyecto. EL cambio del  aminoácido  Q95 por Ala en la toxina Cry1Ab no 

afecta la toxicidad hacía las larvas de M. sexta lo que nos indica que este aminoácidos no esta 

involucrado en el mecanismo de acción de la toxina. Lo que sugiere que este segundo grupo de 

aminoácidos no tenga un papel relevante en la formación del oligómero..  

 

Cry4Aa. Hélice α3 
Aminoácidos principales. 

Cry1Ab. Hélice α3 
Aminoácidos principales. 

I109 L106 N105 G102 E101 R99 S98 T150 V147 N146 R143 N142 L139 



 
 

 
 

51 

 
 

Figura 28. Ubicación espacial de los aminoácidos que permanecen el 80% del tiempo dentro de la zona de 

contacto dentro de la hélice α3 en Cry4Aa y Cry1Ab. Naranja: Aminoácidos polares, Rojo: Aminoácidos 

cargados positivamente, Verde: Aminoácidos cargados negativamente y Gris: Aminoácidos no polares.  

 

La hélice α4, como se mencionó anteriormente, se ha mutagenizado por completo en la toxina 

Cry1Aa (Laprade, 2010). Los aminoácidos identificados en Cry4Aa involucrados en la interacción de 

los monómeros para la formación del oligómero por Taveecharoenkool et al. 2010 son T172, Q175, 

L176, Y179, H180, Q182, N183, P186, E187, N190, S191, que en Cry1Ab les corresponde I132, 

N135, D136, S139, A140, T142, T143, P146, L147, V150, Q152 (Figura 29).  Estos datos teóricos 

coinciden con lo reportado por Girard et al. en el 2008, a excepción del aminoácido T143, en el cual 

el cambio de este aminoácidos por Cys no produce un efecto en la toxicidad o formación de poro. 

Los  residuos V150 y Q152 se encuentran en el extremo de la hélice α4, estos aminoácidos no han 

sido mutagenizados anteriormente, en el resto de los aminoácidos antes mencionados el cambio del 

aminoácido original por cisteína conlleva a la perdida de la toxicidad y formación de poro. Sin 

embargo Rodríguez-Almazán et al. en el 2010 en la toxina Cry1Ab reportaron, que las mutantes 

D136N, N135C y A140K mantienen una toxicidad similar a la toxina silvestre y que la mutante T142 

sólo  reduce alrededor de 30 veces la toxicidad. En ese mismo reporte ellos observan que las 

mutantes E129K y T143D perdían por completo la toxicidad hacia larvas de M. sexta.  

Cry4Aa. Hélice α3 
Aminoácidos secundarios. 

 

Cry1Ab. Hélice α3 
Aminoácidos secundarios. 

 

S113 E112 I97 Q95 N94 F91 H154 N153 N138 N136 S135 T132 
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Cabe resaltar que mutaciones en estos residuos (E129K y T143D) generan fenotipos  de 

dominancia  negativa. Esto significa que son mutantes capaces de  formar oligómero, pero éstos no 

son capaces de insertarse dentro de la membrana, induciendo así la pérdida de la toxicidad de la 

toxina silvestre cuando se hacen mezclas entre toxina mutante y silvestre. Estos datos sugieren  

que estos residuos dentro de la hélice α4 no están directamente involucrados en la oligomerización, 

ya que estas mutantes si forman oligómero; sin embargo están afectados en formación de poro ya 

que no se insertan en los liposomas.  

El aminoácido N135 fue reportado en 1998 por Cooper et al., en la toxina Cry1Ac, en donde 

observaron que en cambio del aminoácido  N135 por Q no es tóxica ni a 200 ng/cm2 en larvas de M. 

sexta (Cooper et al.,1998). En un trabajo posterior en el 2001 indican que este residuo está 

involucrado en la oligomerización de la toxina Cry1Ac1 y la toxina Cry1Ab5 (Tigue et al., 2001).  

A pesar de que los datos de toxicidad de los diferentes aminoácidos remplazados cambian 

cuando se utilizan diferentes toxinas y diferentes organismos, se puede observar que existen una 

buena correlación entre los aminoácidos predichos en el modelo como importantes en la interacción 

de los monómeros para la formación del oligoméro y formación y los datos experimentales 

obtenidos hasta la fecha.  
 

I132 N135 D136 S139 A140 T142 T143 P146 
L147 V150 Q152  

T172 Q175 L176 Y179 H180 Q182 N183 
P186 E187 N190 S191  

Cry4Aa. Hélice α4 
Aminoácidos principales. 

Cry1Ab. Hélice α4 
Aminoácidos principales. 
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Figura 29. Ubicación espacial de los aminoácidos que permanecen el 100% del tiempo dentro de la zona de 

contacto dentro de la hélice α4 en Cry1Ab y Cry4Aa. En naranja: los aminoácidos polares, gris: los no polares, 

rojo: cargados positivamente, verde: cargados negativamente. 

 

Los aminoácidos del primer grupo en la hélice α4 exhiben un mayor porcentaje de 

aminoácidos cargados y polares, lo que no pasa en los residuos del segundo grupo que presentan 

una mayor variación en cuanto a polaridad como se ilustran en la figura 30. En este caso los 

aminoácidos dentro del modelo de dinámica molecular en la toxina Cry4Aa fueron T167 D169 Q173 

H178 V189, en Cry1Ab le corresponden; R127 E129 Q133 N138 y A149. Los aminoácidos  R127 

Q133 y E129K han sido analizados en trabajos previos. El cambio del residuo R127 no afecta la 

toxicidad o formación de poro en la toxina Cry1Ab cuando es cambiado por Cys. El segundo residuo 

Q133 cuando se remplazo por Cys en la toxina Cry1Ac1 y se probó su toxicidad hacia larvas de P. 

xylostella, dio un fenotipo similar a la toxina silvestre. Sin embargo, cuando éste mismo aminoácido 

se probó en Cry1Ab en larvas de M. sexta se vio una ligera reducción de la toxicidad así como en la 

formación de poro. Finalmente el cambio del residuo E129 en Cry1A, Cry1Ab y Cry1Ac resulta en 

una proteína severamente afectada en su toxicidad así como en la formación de poro  (Girard et al., 

2008; Masson et al., 1999; Rodriguez-Almazan et al., 2009).  

 

 

 
 

Cry4Aa. Hélice α4 
Aminoácidos secundarios. 

Cry1Ab. Hélice α4 
Aminoácidos secundarios. 

R127 E129 Q133 N138 A149 T167 D169 Q173 H178 V189 
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Figura 30. Ubicación espacial de los aminoácidos que permanecen el 80% del tiempo dentro de la zona de 

contacto dentro de la hélice α4 en Cry1Ab y Cry4Aa. En naranja: los aminoácidos polares, gris: los no polares, 

rojo: cargados positivamente, verde: cargados negativamente. 

 

Los dos aminoácidos seleccionados en este trabajo fueron R131 y N138. el primero no se 

encuentra dentro de ninguno de los aminoácidos ubicados en la zona de interacción en el modelo 

de dinámica molecular en la toxina Cry4Aa, y el segundo se encuentra dentro de los aminoácidos 

secundarios. Estos aminoácidos se seleccionaron por estar lejos de la zona reportada como región 

que ve hacía el lumen del poro, y que a pesar de eso perdían toxicidad y formación de poro según 

lo reportado por Girard et al. en el 2008. De estos dos aminoácidos N138 fue el residuo que al ser 

mutado generó una disminución de 278 veces la toxicidad, sugiriendo un papel secundario en las 

interacciones  que forman el oligómero.  

En el caso del aminoácido R131 no se observó ningún efecto al ser mutado por alanina o 

por cisteína (dato no mostrado). Esto fue sorprendente ya que el grupo de Laprade había reportado 

que la mutante R131C en Cry1Aa si estaba afectada en toxicidad, así como en formación de poro. 

Nosotros checamos la secuencia de esta mutante y estamos seguros que es el único cambio dentro 

de la secuencia de la toxina, por lo que concluimos que en la toxina Cry1Ab este cambio no afecta 

ni a la toxicidad, ni a la oligomerización. 	  

Finalmente la hélice α6 del dominio I es la menos estudiada en todas las toxinas Cry.  En 

este caso se observa en la figura 31 que los residuos de la toxina Cry4Aa están dentro del asa que 

conecta la hélice α5 con la hélice α6. Esta asa en la toxina Cry1Ab es mucho más pequeña, por lo 

tanto, identificar los aminoácidos correspondientes de la toxina Cry4Aa en Cry1Ab es complicado. 

Los dos aminoácidos seleccionados en este trabajo a remplazar están dentro del primer grupo de 

aminoácidos seleccionados en la toxina Cry4Ba, pero debido a que en esta ocasión la estructura 

difiere mucho entre las dos toxinas, no se pueden hacer generalizaciones respecto a cuál es el 

papel de los residuos que se encuentran en esta zona. Sin embargo sí es importante mencionar que 

se han hecho algunos trabajos mutagenizando residuos dentro de esta hélice en Cry1Ac, en la parte 

media, y no se ha obtenido ninguna mutante que pierda la toxicidad (Aronson et al., 1995). Así 

mismo dentro del laboratorio se han remplazados los residuos I200 y Y203 en la hélice α6, sin 

obtener ninguna mutante afectada en la toxicidad. En este trabajo mostramos que la mutación del 

residuo S191 perdió la estabilidad estructural del monómero y en el caso de T188 no se observaron 

cambios en el fenotipo de toxicidad al se remplazados por Ala, por lo que concluimos que este 

residuo no está involucrado en la formación del oligómero.  
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Figura 31. Ubicación espacial de los aminoácidos dentro de la hélice α6 en Cry1Ab y Cry4Aa.Naranja; 

aminoácidos polares, Gris; Aminoácidos no polares.  

 

El aminoácido alanina es un aminoácido pequeño no polar, que es utilizado ampliamente en 

la mutagénesis dirigida de  proteínas debido a que en la mayoría de los casos elimina las 

características del residuo por el que fue cambiado sin afectar demasiado la estructura, lo que 

permite tener una mutante que en la mayoría de los casos no compromete la estabilidad de la 

proteína. Sin embargo por ser de tamaño pequeño, le permite fácilmente a la proteína reajustar 

ciertas interacciones que no le beneficien al introducir la mutación. Por lo tanto si se busca observar 

un fenotipo más drástico sería interesante diseñar la mutagénesis de los aminoácidos anteriormente 

identificados, cambiando drásticamente sus propiedades  de polaridad y tamaño.  

• Oligomerización 

Una vez que la toxina se ha unido a la membrana de la microvellosidad del intestino de 

larvas de M. sexta, se propone que la interacción con el receptor CAD induce un cambio 

conformacional que permite la remoción de la hélice α1, llevando a la formación de una estructura 

oligómerica y posteriormente a la formación de un poro lítico. La estructura del oligómero así como 

el proceso por el que sucede esto, sigue siendo un tema controversial. Existen varios métodos 

Cry4Aa. Hélice α6 
Aminoácidos importantes 

Cry1Ab. Hélice α6 
Aminoácidos importantes 

A168 A187 T188 I189 N190 L243 P244 T245  A246 I247 
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experimentales para poder determinar la estructura oligomérica. En nuestro laboratorio, la estructura 

oligomérica se ha observado en ensayos tipo Western blot utilizando la toxina, o la protoxina 

incubando con vesículas de la microvollosidad apical (BBMV por sus siglas en ingles) de M. sexta 

de tercer instar. 

Para corroborar que la protoxina no forma agregados en el medio de incubación de los 

ensayos de oligomerización.  Se incubó la protoxina de cada una de las mutantes y de la proteína 

Cry1Ab silvestre 1h a 37ºC en el buffer carbonatos pH 10.5 con 0.2% de β-mercaptoetanol, se ultra 

centrifugó 30 min a 50000rpm, y se volvió a centrifugar 35 min a 60000 rpm (como se hace en los 

ensayo de oligomerización). Posteriormente esta mezcla se corrió en un gel SDS-PAGE al 10%, se 

transfirió a una membrana de PDVF y se reveló el Western blot con un anticuerpo policlonal anti 

Cry1Ab. Como se observa en la figura 32, la protoxina soluble no es capaz de formar agregados de 

alto peso molecular en las condiciones de oligomerización utilizadas. 
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Figura 32. Western blot de la protoxina Cry1A y las mutantes solubles, incubada 1h a 37ºC en buffer 

carbonatos pH 10.5 más β-mercaptoetanol. 

Oligomerización de la protoxina Cry1Ab con BBMV de M. sexta 

La oligomerización realizada incubando la protoxina de Cry1Ab silvestre con BBMV más 

tripsina se observa en la figura 33. En este experimento la activación de la toxina con tripsina se 

realiza al mismo tiempo en el que se incuba con las BBMV de M. sexta, de manera que el corte de 

la proteína de 130 a 60 kDa y la interacción con los receptores se da simultáneamente. En este 

experimento nos interesó observar cuales estructuras se insertan a la membrana, por lo tanto toda 

la mezcla de incubación se ultra centrifugó 30 min a 50000 rpm,  se desechó el sobrenadante y la 

pastilla membranal se resuspendió en 100µl de buffer PBS pH 7.4, esta solución  se volvió a 

centrifugar 35 min a 60000 rpm, se volvió a desechar el sobrenadante y la pastilla membranal se re 

suspendió en 30 µl de buffer PBS pH 7.4.  

En este ensayo observamos que las estructuras oligómericas insertadas en las BBMV 

varían dependiendo de la temperatura a la cual se calienta la mezcla en presencia de SDS previo a 

ser corrida en un gel SDS-PAGE al 8%.  

A temperaturas entre 30°C y 60°C se observan estructuras entre los pesos moleculares de 

150 a 250 kDa. Las estructuras que tienen un peso molecular de 150 a 200 kDa se desensamblan  

a temperaturas superiores de 70°C. Este dato concuerda con aquellas estructuras oligoméricas 

observadas con toxina activada incubada con BBMV de B. mori que tienen un tamaño de 200 kDa 

(Ihara & Himeno, 2008; Obata et al., 2009). Este efecto no sucede con las estructuras de peso 

molecular superior a 250 kDa, en donde se observa una disminución de la cantidad de proteína pero 

sin desaparecer por completo.  
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Figura 33. Ensayo de la oligomerización de la protoxina Cry1Ab incubado 1h a 37ºC a pH 10.5 con 20µg 

BBMV de M. sexta de tercer instar aisladas en ausencia de inhibidores de proteasas y calentadas a diferentes 

temperaturas en mezcla lítica de Laemmli. De izquierda a derecha; 90˚C, 80˚C, 70˚C, 60˚C, 50˚C, 40˚C, 30˚C. 

eL gel se transfirió a membranas de PDVF y se reveló en Western blot con anticuerpo anti Cry1Ab. 

 

Para analizar las estructuras oligoméricas en las mutantes se decidió probarlas a una 

temperatura de 40°C con el objetivo de visualizar las dos  estructuras de alto peso molecular (150-

250 kDa) observadas en la protoxina Cry1Ab, las condiciones usadas fueron las mismas que en el 

ensayo anterior.  

Cuando se analizó la oligomerización de la protoxina de las mutantes en presencia de 

BBMV de M. sexta a 40ºC todas las mutantes (Q95A, G102A, R131A, N138A, T188A, R99E, 

E101K) así como la toxina Cry1Ab silvestre presentan una banda de alto peso molecular >250kD. 

Sin embargo, las bandas de 200 a 100 kDa no se encuentran en las dos mutantes que pierden por 

completo la toxicidad: R99E y E101K (Figura 34). Sin embargo, las otras dos mutantes que 

disminuyeron parcialmente la toxicidad, la G102A y la N138A, presentan todas las banda tanto 

de150 kDa como las de más de 200 kDa.  

 

Figura 34. Ensayo tipo Western blot, revelado con anti Cry1Ab, de oligomerización de las protoxinaa de las 7 

mutantes de Cry1Ab incubadas con vesículas de M. sexta 1 h a 37˚C a pH 10.5 e incubadas posteriormente 

con mezcla lítica a 37˚C durante 5 minutos.  

 
Para poder profundizar más sobre la oligomerización de toxina R99E (que pierde por 

completo la toxicidad), se estudio el oligómero de está toxina a diferentes temperaturas (figura 35). 

Aquí podemos observar que presenta una forma oligómerica con un peso molecular de alrededor de 

250 kDa a 30°C, pero esta estructura es muy poco estable, y disminuye drásticamente su presencia 

a temperaturas mayores, donde sólo se observa la forma monómerica. Esto explica por qué en la 

figura 35, en donde se observa las formaciones oligoméricas de las diferentes mutantes a 40°C 

todavía existe una forma de la mutante R99E con un peso molecular a 250 kDa, Estos datos 
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sugieren que el oligómero formado por la mutante R99E es inestables y por lo tanto  mucho más  

sensible a la temperatura.  

 

 Figura 35. Ensayo tipo Western blot, revelado con anti-Cry1Ab, de la toxina Cry1Ab R99E incubada con 

vesículas de M. sexta 1hr a 37˚C a pH 10.5. Incubada posteriormente con mezcla lítica a 30˚C, 40˚C, 50˚C, 

60˚C, 70˚C, 80˚C y 90˚C durante 5 minutos.  

Oligomerización de la toxina activada con tripsina con BBMV de M. sexta 

 Así  mismo se analizó la formación de oligómeros a partir de la toxina Cry1Ab previamente activada 

con tripsina (1:50) a diferentes temperaturas. La toxina activada se incubó con 20 µg de proteínas 

de BBMV durante 1 h a 37°C como se observa en la figura 32, al igual que en el ensayo de 

oligomerización con protoxina, en este ensayo se ultra centrifugó dos veces como se mencionó 

anteriormente para poder observar las estructuras oligómercas insertadas en las BBMV. 

Posteriormente se la adicionó mezcla lítica y se calentó a 30°, 40°, 50°, 60°, 70° y 90°C por cinco 

minutos antes de cargarse en el gel SDS-PAGE al 8%. En la figura 35, observamos que a bajas 

temperaturas  se da la formación de estructuras oligómericas de 100 a 200 kDa, las cuales se 

empiezan a desensamblar a 50°C, desapareciendo por completo a 70°C, en donde después de 

70°C se observa solo la forma monómerica.  
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Figura 36. Ensayo de la oligomerización de la toxina Cry1Ab  previamente activada con tripsina (1:50) 

incubado 1h a 37ºC a pH 10.5 con 20 µg BBMV de M. sexta de tercer  instar purificada en ausencia de 

inhibidores de proteasas  e incubadas posteriormente a diferentes temperaturas de derecha a izquierda; 90˚C,  

70˚C, 60˚C, 50˚C, 40˚C, 30˚C. La imagen vienen de dos geles independientes, pero con la misma cantidad de 

proteína y revelados de la misma manera, utilizando un anticuerpo policlonal anti-Cry1Ab.  

 
Posteriormente, se estudió la formación de oligómero de cada una de las mutantes utilizando la 

toxina activada con tripsina (1:50) en las mismas condiciones que los ensayos anteriores. En este 

ensayo sólo se observaron dos bandas como en el caso de la oligomerización  de toxina silvestre a 

diferentes temperaturas, una a 200 kDa y otra alrededor de 150 kDa (Figura 37). 
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Figura 37. Ensayo tipo Western blot de la oligomerización de las  toxinas mutantes de Cry1Ab previamente 

activadas con tripsina (1:50) incubadas 1h a 37ºC a pH 10.5 con 20 µg BBMV de M. sexta de tercer  instar y 

finalmente calentadas a 40˚C durante 5 min.  

 

En este ensayo no se observan bandas de alto peso molecular de las mutantes R99E y E101K así 

como del control de la toxina E129K la cual ya se había reportado que era capaz de formar 

oligómeros, pero estos permanecen en solución y no son capaces de insertarse en la membrana 

(Rodriguez-Almazan et al., 2010). Utilizamos esta mutante E129K, como control en este 

experimento ya que en los ensayos anteriores no vimos que la formación de oligómero de la 

mutante N138A se viera disminuida. Entonces pensamos que esta mutante posiblemente  también 

estaba involucrada en la inserción del poro, y por lo tanto tendría un fenotipo similar,  sin embargo 

no fue así, La mutante N138A de la hélice α4  que esta afectada 278 veces en la toxicidad hacía las 

larvas de  M. sexta,  presenta las mismas estructuras que la toxina silvestre, tanto las de bajo peso 

molecular (150-200 kDa) como las de alto peso molecular (250 kDa).  Faltaría analizar la actividad 

de formación de poro de esta mutante para confirmar si estos oligomeros inducen la formación de 

canales similares a los de la toxina silvestre. 

Por otro lado la mutante G102A de la hélice α3 que tiene disminuida la toxicidad 23 veces, 

sí presenta una disminución en las estructuras oligómericas tanto en la banda de 200 kDa como en 

la de 100 kDa, lo que sugiere que pudiera estar afectada en la capacidad de formar oligómeros, sin 

embargo la banda de 250kDa que es más resistente a la temperatura y que se observa en los 

ensayos en donde se utiliza protoxina, si se observa con esta mutante.  

 La mutante E101K que perdió por completo la toxicidad así como la mutante R99E que 

previamente se había descrito que estaba afectada en oligomerización, no se observa ninguna de 

estas bandas, sugiriendo que estos dos aminoácidos esta completamente afectadas en la formación 

de oligómero y que por lo tanto son muy importante en la formación del oligómero.  

Finalmente se analizó la formación de oligómeros de la doble mutante R99E-E101R, 

utilizando toxina activada con tripsina y BBMV de M. sexta. En la figura 38 observamos que las 

mutantes sencillas R99E y E101K pierden la capacidad de formar oligómeros ya que no se observa 

la  formación de bandas de alto peso molecular insertadas en el pellet membranal de las BBMV de 

M. sexta. Sin embargo, en la doble mutante se observa una estructura de alrededor de 200 kDa 

similar a la estructura observada en la toxina Cry1Ab silvestre pero en menor cantidad. Esto es un 

dato muy interesante ya que esta mutante restablece parcialmente la toxicidad, y así mismo se ve 

restablecida la formación de oligómero, lo que nos confirma que estos dos aminoácidos, R99 y E101 

son muy importantes en el proceso de oligomerización y es muy probable que dentro de este 

proceso estén formando un puente salino.  

Nuevamente se realizó el ensayo utilizando la mutante N138A, la cual  reduce 278 veces la 

toxicidad. Sin embargo, en este ensayo nos da un fenotipo similar al de la toxina silvestre. 
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 Figura 38. Ensayo tipo Western blot de la oligomerización de las  toxinas mutantes de Cry1Ab previamente 

activadas con tripsina (1:50) incubadas 1h 37ºC a pH 10.5 con 20 µg BBMV de M. sexta de tercer instar y 

finalmente calentadas a 40˚C durante 5 min.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 

63 

9. Conclusiones. 

 
De las 7 mutantes simples de la toxina Cry1Ab analizadas, 3 mutantes de la hélice α3, 2 mutantes 

de la hélice α4 y 2 mutantes hélice α6, sólo una mutante de la hélice α3 perdió por completo la 

toxicidad, la mutante E101K. Dos mutantes disminuyeron la toxicidad: la mutante de la hélice α3 

(G102A)  disminuyó 23 veces  y la mutante de la hélice α4 (N138A) disminuyo 278 veces.  Del resto 

de los residuos que fueron cambiados en las hélices α4 y α6 no se observó un fenotipo al ser 

substituidos por alanina, indicando que estos aminiácidos no tienen un papel  importante en en 

mecanismo de toxicidad de la toxina Cry1Ab.  

Por otro lado la doble mutante R99E-E101R recuperó parcialmente la toxicidad hacía las 

larvas de M. sexta, lo que indica la importancia de estos dos aminoácidos en la toxicidad de Cry1Ab. 

Posiblemente la interacción se deba a la formación de un puente salino entre estos dos  cuando se 

lleva a cabo la formación del oligómero. 

Los residuos R99 y E101 son importantes en la oligomerización de Cry1Ab. La pérdida de 

toxicidad al mutagenizar los residuos R99 y E101, concuerda con el modelo de la estructura 

trimérica de Cry1Ab realizada por Alfredo Torres, en donde se puede ver que estos dos 

aminoácidos están interaccionando formando un puente salino, lo que refuerza la hipótesis de que 

el oligómero pudiera tener una conformación trimérica que posteriormente lleva a la formación del 

poro y el desbalance osmótico causante de la muerte celular.  

La pérdida de toxicidad de las mutantes R99E y E101K correlaciona con la disminución de 

las estructuras oligoméricas observadas en los ensayos tipo Western blot tanto partiendo de toxina 

como de protoxina. 

 Para el caso de la mutante G102A, la disminución de la toxicidad correlaciona con la 

disminución de las formas oligómericas partiendo de toxina, sin embargo la forma oligómerica de 

250 kDa partiendo de protoxina no se ve disminuida. Esta forma (250 kDa) es más resistente a la 

temperatura y esto se podría verse reflejado en una interacción más fuerte entre los monómero, y 

que por lo tanto el papel de esta mutante no sea tan relevante. 

Para el caso de la mutante N138A, no se observa disminución en ninguna de las formas 

oligoméricas. Pudiera ser que la mutación en este aminoácido resulte en la formación de un 

oligómero no funcional, o que este aminoácido esté involucrado en la permeabilidad del poro más 

que en la estructuración del oligómero. Esto se tiene que analizar experimentalmente. 

Así mismo los resultados de las mutaciones en las diferentes hélices se ajustan bastante 

bien al modelo de dinámica molecular realizado para la toxina Cry4A (Taveecharoenkool et al., 

2010) a excepción de la hélice α6. Sin embargo esta hélice es la menos estudiada, y por lo tanto 

sería interesante hacer un análisis más amplio en esta región, así como de la horquilla que conecta 

la hélices α5 con la α6. 
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  Por otro lado partiendo de la protoxina de Cry1Ab, en los ensayos de oligomerización en 

BBMV se observan estructuras de pesos moleculares de 130 a 250 kDa, siendo las últimas las más 

abundantes y estables. Los oligómeros de 250 kDa son parcialmente resistentes a temperatura. 

Partiendo de toxina activada con tripsina se observan estructuras de pesos moleculares de 100-200 

kDa, las cuales resultaron altamente sensibles a la temperatura. Datos experimentales del 

laboratorio apuntan a que ambas estructuras son importantes en el mecanismo de acción de las 

toxinas Cry (Gómez et al., 2013). En este reporte ellos encontraron datos que sugieren que ambos 

oligómeros  (200 kDa y 250 kDa) son importantes en el mecanismo de acción de las toxinas Cry1A. 

El oligómero que se forma a partir de toxina activada puede jugar un papel más importante en 

algunos insectos que en otros. El procesamiento de la toxina Cry por las enzimas proteolíticas y la 

velocidad de conversión de protoxina a toxina le podría permitir a la proteína Cry tener un rango de 

acción mayor hacia diferentes insectos blanco. Es aun necesario determinar la probabilidad de que 

la protoxina llegue íntegra al intestino de las larvas, para interaccionar con caderina y formar un 

oligómero funcional, que sea capaz de jugar un papel importante en la toxicidad hacía el organismo 

blanco . 
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10. Perspectivas 

Uno de los puntos importantes a continuar en este trabajo es  realizar ensayos de formación de poro 

en bicapas planas de las mutantes que fueron afectadas en la toxicidad, así como de la doble 

mutante. En particular interesa la mutante N138A, la cual perdió toxicidad, pero esta pérdida no se 

refleja en una disminución en las estructuras oligoméricas observadas utilizando protoxina ó toxina 

activada en BBMV. Así mismo es importante analizar la sensibilidad a temperatura de los 

oligómeros formados por las diferentes mutantes, ya que un oligómero más inestable podría 

correlacionar con una disminución en la toxicidad. Tambien seria importante medir la actividad de 

formación de poros iónicos de las diferentes mutantes y de la toxina silvestre, a fin de poder elucidar 

si no existen cambios en actividad de poro que podrian reflejar cambios en la estructuración de los 

oligomeros. 

Para poder determinar la importancia de un posible puente salino R99-E101 en el mecanismo 

de oligomerización de las toxinas Cry de tres dominios sería atractivo realizar la mutagénesis de los 

aminoácidos R99E, E101K y R99E-E101R en otras toxinas Cry de tres dominios y observar los 

respectivos fenotipos en sus organismos blancos.  

Así mismo sería muy interesante realizar un estudió más amplio en las hélices α3 y α6, y hacer 

uso de técnicas más finas como FRET, que permiten analizar distancias moleculares, para estudiar 

la interacción de cada una de las hélices, así como la interacción de la toxina con la membrana y los 

cambios conformacionales que se producen durante la oligomerización.  
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ANEXO I. Espectrograma de las secuencias de cada una de las 
mutantes producidas en este trabajo enCry1Ab 
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Secuencias de las mutantes: 
 
Q95A 
Cambio de Glutamina Q, Codón: CAA por Alanina A, Codón: GCA 

 
 
G102A 
Cambio de Glicina G, Codón: GGA por Alanina A, Codón: GCA 

 
 
R131A 
Cambio de Arginina R, Codón: CGT por A, Codón: GCC 

 
 
N138A 
Cambio de N, Codón; AAC por A, codón GCC 

 
 
T188A 
Cambio de T, Codón: ACT por A, Codón: GCC 

 
 
S191A 
Cambio de S, Codón: AGT por A, Codón: GCC 

 
 
R99E 
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Cambió de R, Codón: AGA por E, Codón: GAA 

 
E10K 
Cambio de glutamico E, codón: GAA por K, codón: AAG 

 
 

R99E-E101K 
Cambió de Arginina R, codón: AGA por E codón: GAA y E codón: GAA por R codón: CGC 
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