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2.0 Resumen

Las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis (Bt) son el biopesticida mas usado en el mundo,
sin embargo en las ultimas décadas la aparicién de insectos resistentes en campo ha
puesto en riesgo el uso de esta tecnologia. Para contender contra la resistencia, en
nuestro grupo de trabajo se han generado toxinas mutantes (CryMods) capaces de matar
insectos resistentes. No obstante, el proceso es metodoldgicamente complicado pues
existe una seleccién negativa para mantener la integridad del gen. Esto se puede deber a
la expresion fuga del gen cuyo producto proteico es téxico para las transformantes de
Escherichia coli (E. coli), lo que ocasiona rearreglos en los genes que codifican para las
toxinas modificadas. Por tal motivo se cambid su promotor nativo por el de Cry3A, que se
expresa en Bt, pero no en E. coli. Sin embargo las proteinas que se producian bajo este

promotor resultaron insolubles y no téxicas.

Se sabe que, los puentes disulfuro establecidos entre las cisteinas contenidas en la
porcién C terminal de las protoxinas Cry estan directamente relacionados con la

formacién del cristal proteico, asi como con las propiedades de solubilidad.

Por tanto en el presente trabajo se reemplazé la regién C terminal de las protoxinas
CrylAbMod y CrylAcMod por la de CrylC. Las quimeras resultantes fueron solubles a pH
10.5, similar al del intestino de la larva. Asimismo se evalué la toxicidad (mortalidad) de las
tres construcciones en larvas de Spodoptera frugiperda (S. frugiperda), denotando que el
reemplazo de la regién C terminal de protoxina, hace que tanto CrylAbMod como
CrylAcMod recobren la toxicidad que perdian por ser insolubles al expresarse bajo el

promotor de Cry3A.

Cabe resaltar que la forma de cristalizacién se afecté en las quimeras, pues ambas
formaron inclusiones cristalinas irregulares y pequenas, en lugar de la cldsica forma

bipiramidal que caracteriza a la familia de las toxinas Cry1l.
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Por otra parte también se construyd la proteina CrylCMod no quimérica, la cual bajo el
promotor de Cry3A fue soluble, pero en contraste con las quimeras, ésta si era capaz de

formar cristales bipiramidales.

Nuestros resultados abren la puerta a futuros trabajos enfocados en la generacién de
nuevas toxinas CryMods que al estar expresadas bajo el promotor de Cry3A, no generen
rearreglos en E. coli, que sean solubles a pH 10.5 (similar al del intestino de la larva) y

potencialmente, con propiedades insecticidas mejoradas.
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3.0 Introduccion

La agricultura es una actividad econdmica importante. En México, segun los datos del
banco mundial alrededor del 13% de la totalidad del territorio nacional esta dedicado a
ella. Hoy en dia, el campo mexicano enfrenta varios retos, principalmente el
mantenimiento de su autonomia alimentaria, es decir, que nuestros campos garanticen la
satisfaccion de las necesidades alimenticias de la poblacidn. Para hacer sustentable este
modelo, uno de los principales problemas a resolver es el control de plagas, pues segun
datos de la FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations), las pérdidas en
la produccién agricola mundial causadas por diferentes plagas fluctian entre 20% y 40%

[1].

Tradicionalmente el combate de plagas agricolas se ha llevado a cabo mediante agentes
quimicos, los cuales son problemdaticos debido a su prosible impacto negativo en la salud

publicay a los efectos secundarios sobre el medio ambiente [2-4].

Una alternativa sustentable para contender contra las plagas es el uso de control
bioldgico, principalmente aquel basado en la aplicacién de toxinas Cry (del inglés crystal)
de Bacillus thuingiensis (Bt) [5]. Las toxinas de Bt son los biopesticidas mds populares en el
mundo y se utilizan para controlar diversos insectos que afectan la agricultura, la actividad
forestal y la propagacion de insectos vectores que transmiten patdégenos a humanos vy
animales. Entre las ventajas que ofrece esta tecnologia respecto al uso de pesticidas
guimicos es que son inocuas para el hombre y animales [6, 7], son biodegradables, son
téxicas ante diferentes érdenes de insectos como coledptera, diptera, himendptera,
homoptera, ortdptera, maldfaga, lepiddptera, mosquitos y también ante nematodos [8],
mientras que al mismo tiempo poseen una elevada toxicidad selectiva para diversas

especies [9, 10].


http://www.fao.org/
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Sin embargo, uno de los inconvenientes mas importantes de esta tecnologia es la
aparicién de insectos resistentes debido a la presidn selectiva. Es por ello que desarrollar
nuevas tecnologias que capaces de contender contra la resistencia a las toxinas Cry,
constituye en si mismo uno de los principales retos que enfrentan los biotecndlogos en
esta drea. Para esto es necesario comprender los mecanismos de resistencia para poder
disefiar estrategias capaces de combatirla. Asi, es fundamental conocer el mecanismo de

accion de las toxinas Cry, el cual se abordard en las secciones ulteriores.

3.1 Mecanismo de accion de las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis: generalidades

Las toxinas Cry, también llamadas 6-endotoxinas, son proteinas cristalinas producidas
durante la fase de esporulacidon de Bt, las cuales por sus propiedades entomopatdgenas,
son ampliamente usadas en el control de plagas en la agricultura [5].

Las toxinas Cry se clasifican con base en su secuencia de aminoacidos en 72 grupos (Cry1-
Cry72) [11]. Estas secuencias génicas se han clasificado en al menos 4 familias, la mas
extensa de ellas es la familia de 3 dominios (3D) cuya estructura, (aunque no su
secuencia), se encuentra altamente conservada [5]. Particularmente las protoxinas de la
familia Cry1A, forma cristales bipiramidales de 120-140 kDa.

El mecanismo de accidn de las toxinas Cry ha sido ampliamente estudiado y se ha descrito
principalmente en lepidépteros. La mayoria de las toxinas Cry son activas principalmente
en el estado larvario del insecto blanco. Primeramente, los cristales de Bt se ingieren por
el insecto y luego se solubilizan debido al pH 10-11 presente en el intestino de la larva.
Posteriormente la protoxina se procesa por proteasas intestinales, liberando el fragmento
téxico activo de 60 KDa (figura 1) compuesto por los tres dominios estructurales, lo cuales

se muestran en la figura 2.
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Protoxina (130 kDa)
|

Toxina madura (60 kDa)

A

® ®

Cortede Proteasa Corte de Proteasa

Figura 1. llustracion de la estructura general de una protoxina tipica Cry1A. La protoxina
(region azul y roja) la cual tiene un tamafio aproximado de 130 kDa. Las figuras en rosa

representan las proteasas intestinales que escinden el fragmento tdxico de 60 kDa.

Figura 2. Estructura cristalogrdfica de la toxina madura Cry1A (PDB: 1ClY). Se muestra el

modelo de listones los tres dominios con distintos colores. Tomado de [12].

El dominio |, estd conformado por un ramillete de 7 hélices a, esta implicado en la

insercién en la membrana, la oligomerizacion de la toxina y la formacion del poro litico. El
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dominio Il es un prisma beta conformado por tres hojas B antiparalelas empacadas
alrededor de un nucleo hidrofébico con asas expuestas involucradas en el reconocimiento
de los receptores. Finalmente el dominio Ill es un sandwich B formado por 2 hojas B
antiparalelas. Tanto los dominios Il y Il estan implicados en la especificidad contra

insectos mediante interacciones con determinadas proteinas del intestino del insecto [13].

Una vez activada la toxina, el modelo de formacidn de poro propone que ésta se une con
baja afinidad a los receptores anclados a GPI alcalino fosfatasa (ALP) y aminopeptidasa
(APN), los cuales son muy abundantes [14, 15]. Posteriormente la toxina se une con alta
afinidad al receptor caderina. Esta ultima unidn facilita el corte proteolitico del N-terminal
incluyendo el asa | del dominio I, lo que induce la formacién de un oligdmero pre-poro
[16, 17]. El oligdmero se une nuevamente con las moléculas ALP y APN con alta afinidad.
Finalmente la unién a los receptores ALP y APN facilitan que el oligdmero se inserte en la
membrana ocasionando la formacion del poro que acarrea un desequilibrio osmdtico que

conduce finalmente a la lisis celular (figura 3) [18].

El modelo mas aceptado de inserciéon en la membrana de las toxinas Cry consiste en que
las horquillas hidrofébicas formadas por las hélices a-4 y a-5 se insertan en la membrana,
mientras que el resto de las hélices anfipaticas del dominio | se extienden en la superficie
membranal a modo de sombrilla (figura 4) [19-21]. Esto es congruente con el mecanismo
de insercidn de otras toxinas formadoras de poro como aerolisina, a-hemolisina, antrax o
citolisisnas dependientes de colesterol (CDC), que se insertan en la membrana sélo una

pequefia porcion de la proteina, mientras que el resto permanece fuera [22].
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Kd=1nM

Figura 3. Modo de accion a nivel molecular de las toxinas Cry1A en el lepiddptero,
Manduca sexta. 1) La protoxina se solubiliza y se proteoliza en el intestino del insecto. 2)
La toxina se une en forma monomeérica a los receptores aminopeptidasa-N anclados a GP/
y alcalino fosfatasa. 3) El mondmero de CrylA se une al receptor de caderina, lo que
facilita el corte proteolitico de la hélice a-1 y parte de la a-2 del dominio I. 4) La toxina
oligomeriza y puede unirse nuevamente a los receptores aminopeptidasa-N anclados a GP/
y alcalino fosfatasa. 5) La toxina se inserta como oligdmero en la membrana y sobreviene
una lisis osmética para el insecto hospedero. En la parte inferior de esquema se
encuentran representadas las zonas especificas de interaccion con los receptores, asi como

las afinidades correspondientes. Modificado de [23]
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Helix a-5 Helix a-4

Figura 4. Modelo de sombrilla para la insercion en la membrana de las toxinas Cry de Bt.
Los residuos resaltados en rojo, fueron sustituidos por cisteina por Zavala y colaboradores
(2011), demostrando que solo los residuos T122 y V171 se enterraron en la membrana

durante la insercion. En la figura “R” representa un receptor. Tomado de [23].

3.2 Resistencia asociada al uso de toxinas Cry

En 1901 el investigador japonés Ishiwata descubrié a Bt. Para 1920 los agricultores solian
usar Bt como pesticida, pero no fue sino hasta 1938, en Francia, que se comenzd a
comercializar en formulaciones base espora llamada “Sporine” para matar a las polillas de
la harina. 20 afios después, se extendid la comercializacidn de esporas de Bt en Estados
Unidos y en 1961 tras ser aprobado por la EPA, el uso de productos en aerosol derivados
de espora de Bt se extendié notablemente. No obstante, estas formulaciones tenian
multiples desventajas que impidieron su popularizacion pues se diluian con la lluvia, se
degradaban ante la radiaciéon UV del sol y no eran eficaces contra determinados insectos,
por ejemplo los que se desarrollaban en el subsuelo o dentro de la planta. Para la década
de los 90’s estos inconvenientes fueron subsanados por los avances en ingenieria

genética, al hacer posible transfectar plantas con el gen de la toxina. A partir de entonces,
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muchos cultivos de interés comercial han sido genéticamente modificados y distribuidos
alrededor del mundo entre los que destacan el maiz y el algoddn [24]. Sin embargo, con el
auge de esta tecnologia sobrevino la gran desventaja de que diversas especies de insectos
en campo, dada la presidn selectiva, se seleccionaron variedades de insectos resistentes

hacia las toxinas de Bt [25].

La resistencia es un fendmeno evolutivo que involucra cambios en las frecuencias de
alelos de genes especificos en el tiempo [26]. En teoria, la resistencia a las toxinas Cry,
puede suscitarse al bloquear cualquiera de las etapas del mecanismo de accién descritos

en la figura 3 [23].

Actualmente, la apariciéon de resistencia a las toxinas Cry, supone un riesgo latente para el
uso de esta tecnologia. A la fecha, se han reportado casos de aparicion de resistencia en
diferentes lepiddpteros de campo en paises como India, China, Australia, Estados Unidos y
Puerto Rico. En la tabla 1 se describen diversas especies de insectos en las que se han

reportado con resistencia en campo o en laboratorio y el mecanismo de resistencia

asociado.
Tabla 1. Insectos resistentes a toxinas Cry de Bt.
Especie Cultivo que Toxina a la que Deteccion Mecanismo de  Referencia
afecta es resistente (r) o de resistencia
tolerante (t) resistencia
Diatraea Maiz, sorgoy CrylAb (r) Campo (US) Desconocido [27, 28]
saccharalis cafa

Ephestia Harina CrylAy Cry2A (t) Laboratorio Sobreproduccién [28, 29]
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kuehniella

Helicoverpa

armigera

Helicoverpa

zea

Heliothis

virescens

almacenada

Algododn,
frijol maiz y

sorgo.

Maiz,
algodon,
tabacoy

tomate

Algododn,
maiz,

tomate.

CylAc(r)y

CrylFa (r)

Cry1Ac (r),
Cry2Ab

CrylAcy Cry2A

(r)

Campoy
laboratorio
(India,
China,

Australia)

Campo
(Australia) y

laboratorio.

Laboratorio

de lipoforina

Sobreproduccién

de esterasasy
hexamerina.
Falta del
receptor de

caderina

Relacionado con
la unién a
receptor alcalino
fosfatasa en el
caso de CrylAc,
en una linea
resistente
seleccionada en

laboratorio.

Falta del
receptor de
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Por otra parte, Heckel y colaboradores [26] han propuesto, en relacion a la generacidn de
resistencia, que si bien la toxicidad de las proteinas Cry estd condicionada a la
combinacién de multiples factores como el tipo de toxina, las condiciones fisicoquimicas
del lumen intestinal del insecto, la accidn de proteasas que influyen tanto en la solubilidad
de la toxina como en su procesamiento y los diferentes receptores en los insectos, es
posible identificar varios mecanismos de resistencia, lo cuales hemos agrupado con base

en los diferentes estadios de intoxicacion, enunciados en la tabla 2 [26].

Tabla 2. Posibles mecanismos de resistencia a las toxinas Cry en los insectos segun la etapa

de intoxicacion.

Etapa Mecanismo Referencia

Pre-protedlisis Inhibicién de la germinacidén de [26, 58]
esporas de Bt.
Insolubilidad de la espora cristal
gue evita su paso a la matriz
peritrofica y resulta en su eventual

excrecion

Protedlisis intestinal No se forma toxina activa por fallo [58, 59]
en el procesamiento de Ia
protoxina.
Degradacién de las toxinas por
una alta actividad de las proteasas

de la plantas transgénicas u otros
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insectos.
Inactivacion fisica en el Precipitacién [26, 36, 60]
intestino y respuesta Coagulacion
inmune Toxina que queda atrapadaen la

matriz peritrofica.

Interaccion con los Modificacién de los receptores [37, 46, 61-63]
receptores que reducen o abaten la unidn

irreversible con la toxina.

Niveles reducidos del receptor

fosfatasa alcalina.

Alteraciones en el poro Interferencia en la formacion del [37, 63-65]
poro.
Poros obstruidos.
Reemplazo de las células muertas
del intestino por una alta actividad

de las células madre.

Tabla basada en la revision [26]

3.3 Estrategias para contender la resistencia en insectos a la accion de las toxinas Cry

Para contender contra la aparicidn de resistencia en insectos en campo hacia la accion de

las toxinas Cry, se han seguido diversas estrategias, las cuales se describen a continuacion.
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3.3.1 Uso de refugios

Los refugios son metodologias de siembra de cultivos no modificados con Bt para
que algunos insectos no resistentes (homocigoticos) puedan sobrevivir y mantener
asi una poblacion vulnerable a la toxina. Esta técnica se basa en la suposicién de
que los genes de resistencia a las toxinas Cry son de caracter recesivo y que los
cultivos Bt son capaces de controlar tanto a los insectos susceptibles (SS) como a
los heterocigotos portadores de resistencia (RS). De esta manera, si surgieran
insectos homocigotos resistentes (RR), éstos podrian cruzarse con los sensibles (SS)
en la zona del refugio (plantas susceptibles no transgénicas), dando origen a mas
insectos RS, los que serian eliminados en el cultivo Bt. Como consecuencia, la

frecuencia de los genes resistentes en la poblacion serd baja [66].

3.3.2 Efectos aditivos de la toxicidad de las proteinas de Bt

Con el fin de contender contra la resistencia a las toxinas Cry, se han aprovechado
los efectos aditivos de la toxicidad de difrentes Cry [67, 68]. Por ejemplo en el uso
de cepas recombinantes que expresan 2 (o mas) toxinas Cry, o bien que expresen
una toxina Cry y otro gen distinto (como vip, del inglés vegetative insecticidal
proteins), los cuales son reconocidos por al menos un receptor distinto y es capaz
de matar a los insectos que antes eran resistentes [69].

Respecto a trabajos con plantas transgénicas, se ha logrado expresar
simultdneamente dos diferentes toxinas (CrylAc y Cry2A) en el algoddn Bollgard 1l
patentado por Monsanto [69]. Estos avances han logrado no sélo contender contra
la resistencia de los insectos, sino por un efecto aditivo, se ha visto que se

incrementa la toxicidad [69].

3.3.3 Ingenieria de proteinas
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Pocos trabajados de ingenieria de proteinas se han llevado a cabo con éxito para
contender contra la resistencia de insectos a las toxinas Cry.

Un ejemplo de ello son los cultivos de maiz transgénicos SmartStax (Monsanto, Ml
y DowAgroSciences, IN) los cuales son resistentes a varios tipos de plaga y dado
gue poseen toxinas con diferente modo de accién, poseen una baja tasa de
aparicidon de resistencia en campo. El maiz SmartStax, expresan la toxina Cry1F,
Cry2Ab y Cry1Ab10.5 (una toxina hibrida que contiene el dominio | y el dominio Il
de la proteina Cry1Ab; el dominio lll de Cry1F y la regién C-terminal de CrylAc), asi
como dos toxinas Cry activas contra coléopteros (Cry34Ab y Cry3Bb).

Es importante resaltar que de todos los mecanismos de resistencia, el mas comun
en lepiddpteros es el asociado a mutaciones que afectan la unién a los receptores
de membranas, como es la caderina. En este sentido, otro ejemplo notable de
ingenieria de toxinas Cry, es el realizado por Soberdn y colaboradores, quienes
modificaron la toxina CrylA, escindiendo la hélice al y la mitad de la a2 del
dominio 1, lo que le confirid la capacidad de formar oligdmero en ausencia del
receptor de caderina [70]. Estudios posteriores demostraron que dichas toxinas
modificadas exhibieron toxicidad hacia diferentes especies de insectos
lepidépteros independientemente de que tuvieran mutaciones en el gen de
caderina, ademads de que la toxicidad relativa de las toxinas modificadas es mas
alta en las cepas resistentes con respecto a las susceptibles [70, 71]. Goméz y
colaboradores demostraron que la pérdida de potencia ante insectos susceptibles
se atribuye a que CrylAbMod es capaz de oligomerizar, mas no asi como toxina

activada [83].
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4.0 Antecedentes
La obtencion de las toxinas Cry modificadas obtenidas por Soberén y colaboradores
capaces de contender contra la resistencia en insectos, es un proceso complicado
metodoldgicamente, pues se ha observado que las transformantes de E. coli, es decir
aquellas bacterias resultantes de la incorporacidon y expresion de material genético
exogeno, exhiben rearreglos en el DNA, lo que podria apuntar a que las toxinas
expresadas sean toxicas para la célula. Esto posiblemente pueda atribuirse a que el
promotor nativo de CrylA, posee un sitio de inicio para la transcripcién en E. coli, el cual
podria generar cierta expresion de fuga en E. coli.

1963

400 50

!GGGCGAGA;G!AAG!AGA}TG!TAACAC&C!GGGYCAAAAAYIGAYAYiIASIAAAAYIIGIYGCACYI'H'.TCCAIIH”[A!AAGAI SAGTCATATG
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l!”AAAIl(:lAGIAAH‘.AAAAACACYAY;AYAICAIAA;GAAlY(‘.G!AY(HAATAAAACAGA!CGACGIAACY“IGCHAACAAICCCAACA\'CIA!
Btias NetAsphonAanpProdanllielan
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GAATGCAY !EC TTATAAT Ya!t!AAGYAAEC(YGAAGTA&AAGU! !AG&!GGAGAAAGAATAGAAACN‘.GHA(ACCCCAA!(GHMl TCCTTIGTCGC
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Figura 5. Secuencia nucleotidica del promotor de las toxinas CrylA presente en las
construcciones p1-CrylAbMod y p1-Cryl1AcMod. Nétese que para Bt existen dos sitios de
inicio de la transcripcion. Asimismo en este promotor fue mapeado un sitio de inicio para

la transcripcion en E. coli. Tomado de [72]

Por tanto Garcia-Gomez y colaboradores cambiaron el promotor natural de las variantes
de Cry1A, por el promotor de Cry3A (figura 6), ya que éste no se expresa en E. coli, pero si
en Bt como lo sugieren datos con la toxina Cry2Ab [73, 74]. Ademas el promotor de Cry3A
estd controlado por un factor sigma diferente (oA) regulado al inicio de la fase
estacionaria y es independiente de los factores de esporulacion (o). De modo que, al

eliminar la competencia por los factores o, la expresidn de las toxinas Cry es mas eficiente
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[73]. No obstante, si bien la toxina CrylAbMod se expresa correctamente bajo el
promotor de Cry3A, la proteina que se produce es insoluble y no es tdxica hacia larvas de
Plutella xylostella (P. xillostella) [75]. Lo anterior, se ha hipotetizado que se debe a que el
promotor de Cry3A estd regulado en una fase mds temprana (inicio de la fase
estacionaria) con respecto al promotor nativo de CrylAs (fase de esporulacion) y esta
diferencia temporal, posiblemente ocasione un plegamiento incorrecto en la proteina

volviéndola insoluble.

Hindlll

Taq/ 1 tcgaaacgtaagatgaaaccttaqataaaagcttmtgtlgcadngaagaanattaa#naagcttaattaaaqataalatctngaattgtaa
-558

101cgecectcaaaagtaagaactacaaaaaaagaatacgitatatagaaatatgtitgaaccticticagattacaaatataticggacggactctaceica
201 aatgcttatctaactatagaatgacatacaageacaacctgaaaattgaaaatataactaccaatgaactigticatgtgaatiatcgcigtatttaa

301 tittctcaattcaatatataatatgecaatacattgttacaagtagaaattaagacacecttgatagecttactatacctaacatgatgtagtattaaat

Pstl
|
401 gaatatgtaaatatatitatataagaagegactatiataateatiacatatitictatiggaatgattaagaticcaatagaatagigtatagat

STAB-SD '
501 atttatcttgaaaggagggatgectaaaaacgaagaacattaaaaacatatatitgcacegtctaatggatitatgaaaaatcatittatcagtitgaaa

601 attatgtattatgataagaaaaagaaaaatgaaccgaac
Taq/

Figura 6. Secuencia del inicio del promotor de Cry3A STAB-SD marca el sitio de

estabilizacion del complejo ribosomal y RBS el sitio de union a ribosomas..

En sintesis, el cambio del promotor nativo por el Cry3A permitié la clonacién de los genes

gue codifican para las toxinas CryMod en E. coli, sin que éstas presenten rearreglos
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moleculares. Y no obstante que proteinas fueron insolubles al expresarse en Bt, se siguid

trabajando con este promotor.

Con la finalidad de solventar el problema de la insolubilidad en las CryMods que conllevd
el cambio del promotor nativo de las CrylAs por el de Cry3A, se decidid explorar la
posibilidad de que modificaciones en la regidn C terminal de la protoxna pudieran mejorar
las propiedades de solubilidad de las construcciones modificadas, bajo los fundamentos

gue a continuacion se mencionan.

Por un lado, se sabe que la solubilidad de las toxinas Cry esta directamente relacionada
con sus propiedades entomopatégenas [76], debido a que si una toxina es insoluble al pH
alcalino del intestino del insecto, ésta es incapaz de participar en el mecanismo de accién
gue conlleva a la muerte del blanco. Esta capacidad de solubilizacion estd determinada
por el arreglo de los puentes disulfuro establecidos entre las cisteinas presentes en la
region de protoxina tanto N terminal como C terminal, las cuales determinan la formacion
del cristal proteico [77]. Por lo tanto, se requiere cierto arreglo entre los puentes disulfuro
de la misma para que la toxina sea capaz de solubilizarse [78] y en consecuencia ser

toxica.

En el 2011, Peng y colaboradores, demostraron que el cambio de una Unica cisteina por
serina en la protoxina Cry7Bal (C834S) (LCso 3.07 (2.20-4.98)) ng/mL es capaz de

conferirle tanto solubilidad como toxicidad hacia el P. xylostella [79].

Con base en ello, con objeto de mejorar las propiedades de solubilidad, recientemente en
nuestro grupo de trabajo, mediante mutagénesis sitio dirigida se construyeron 6 mutantes
en las que las 6 cisteinas de la region de protoxina C terminal se mutagenizaron por
serinas tanto para CrylAbMod como para CrylAcMod expresadas bajo el promotor de
Cry3A, (p3A-CrylAb(c)Mod). Interesantemente, las mutantes p3A-CrylAbMod C654S (LCsg
29.3 (23.1-36.4)) ng/mL y p3A-CrylAbMod C729S (LCso 34.2 (28.2-41.4)) ng/mL

exhibieron un fenotipo de solubilidad a pH 10.5; no obstante disminuyeron su toxicidad
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hacia P. xylostella comparadas con CrylAbMod expresada bajo su promotor nativo (LCs

15.5 (10.5-19.5)) ng/mL [75].

En el caso de la mutante p3A-CrylAcMod C730S (LCso 35.8 (28.7-42.4) ng/mL, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a toxicidad hacia P.
xylostella comparada con CrylAcMod (LCso 35.5 (27.3—43.0)) ng/mL expresada bajo su

promotor nativo [75].

En conjunto, estos resultados sugieren que la region de protoxina C-terminal,
particularmente los puentes disulfuro establecidos entre las cisteinas contenidas estan
directamente relacionadas con las propiedades de solubilidad en las toxinas CryMods,
pese a que éstas carecen del par de cisteinas presentes en la region N terminal de la

protoxina [75].

Otra estrategia seguida para solubilizar la protoxina Cry7Ba planteada por Peng y
colaboradores, corresponde al reemplazo completo del fragmento Cterminal de la de
protoxina Cry7Ba por el de CrylC. La proteina quimera no sdlo denotd ser estable y
soluble al pH fisiolégico del intestino del insecto (10.5), sino que ademas exhibia una
toxicidad hacia P. xyllostella similar a las mutantes puntuales (LCso 4.39 (3.07-11.48))
ng/mL [79].

Con base en lo anterior, si las propiedades insecticidas de las toxinas Cry dependen de su
solubilidad a pH alcalino (10.5) y la solubilidad a su vez estd en funcién del arreglo de los

puentes disulfuro en el cristal de protoxina, se plantea la siguiente hipétesis.
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5.0 Hipotesis
La sustitucion del fragmento C terminal de la protoxina CrylAb(c)Mod por el de CrylC,

mejorara la solubilidad cuando éstas quimeras se expresen bajo el promotor de Cry3A.
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6.0 Objetivo General
Modificar la regidon de protoxina de la proteina CrylAbMod y CrylAcMod para evaluar su

toxicidad (mortalidad) hacia larvas S. frugiperda.

6.1 Objetivos particulares

1. Realizar la construccidon de dos proteinas quimeras mediante el reemplazo del
fragmento de protoxina C terminal de las proteinas CrylAbMod y Cry1AcMod, por
el de CrylC.

2. Construir la proteina no quimérica CrylCMod.

3. Expresar las proteinas anteriormente mencionadas en Bt y evaluar su solubilidad y

toxicidad (mortalidad) hacia larvas de S. frugiperda.
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7.0 Materiales y métodos

7.1 Construccion de las toxinas quimeras CrylAbMod/Cry1C y CrylAcMod/Cry1C

La extraccion y purificacion del DNA templado se obtuvo mediante el kit Wizard® Plus SV
Minipreps de Promega atendiendo a las especificaciones del fabricante. Se amplificé por
PCR de manera independiente el fragmento de toxina de CrylAbMod (regidon del DNA que
codifica para el N terminal que abarca del aminoacido 59 al 617) con el oligo directo 5’-
GAA CTT GGA TCC ATG GCA GGA CTA GTT GAT ATA ATA TGG GGA ATT TTT GGT CCC TCT
(oligo A) que tienen el sitio sitio Ncol (resaltado en negrita) en el extremo 5’ y el oligo
reverso 5’- ATT CAC CGC CTT TTG TGC TCT TTC TAA ATC ATA TTC TGC CTC AAA GGT TAC
(oligo B). Por un lado, se amplificé el fragmento de protoxina CrylCal (region C-terminal
que abarca desde la region que codifica para el aminoacido 618 al 1189) usando como
oligo directo 5'-GTA ACC TTT GAG GCA GAA TAT GAT TTA GAA AGA GCA CAA AAG GCG
GTG AAT (oligo C) y como oligo reverso 5'-ACT GAC TGA CCC GGG GCT TAT TTT TAA GAG
TAT GCT TTT ATT TTA GGA (oligo D) con sitio Smal (resaltado en negrita) en el extremo 3'.

El mismo procedimiento y condiciones se llevaron a cabo para la toxina CrylAcMod
(regién de DNA que codifica para el N terminal del aminoacido 59 al 617) con el oligo
directo “A” con sitio Ncol en el extremo 5’ y el oligo reverso 5’- GGC ATT CACCGCCTTTTG
TGC TCT TTC CAG ATT ATA TTC AGC CTC GAG TGT TGC (oligo B2). Por un lado el
fragmento de protoxina CrylCal region C terminal usando como oligo directo 5’- GCA ACA
CTC GAG GCT GAA TAT AAT CTG GAA AGA GCA CAA AAG GCG GTG AAT GCC (oligo C2) y

como oligo reverso se utilizé el D con sitio Smal en el extremo 3.

Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCRs) descritas, se llevaron a cabo bajo las
condiciones siguientes: 95° C/2 min 1 ciclo, 95 ° C/15 s, 58° C/30s, 68° C/3 min, 30 ciclos,
68° C/3 min, 1 ciclo a 4° C hasta procesar en un termociclador modelo 2720 de Applied

Biosystem.
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En una segunda etapa de PCR se usaron simultdneamente como templado y mega-primers
los productos de PCR generados en la etapa anterior, bajo las condiciones 95° C/5 min 1
ciclo, 95° C/1 min, 56° C/90s, 68° C/5 min 8 ciclos. Se adicionan 0.5 pmol de los
oligonucledtidos externos Ay D, 95° C/1 min, 56° C/90s, 68° C/5 min 22 ciclos, 68° C/10
min y 4°C hasta su procesamiento. Todos las PCRs se llevaron a cabo con la enzima de alta
fidelidad Accu Prime de Invitrogen. El tamafio de los productos de PCR fueron evaluados
en un gel de agarosa al 1.5%/TAE con el marcador de peso molecular O’GeneRulerlkb

DNA ladder de 250 a 10 mil pb de la marca Thermo Scientific.

Un esquema de la estrategia para la construccién de las quimeras CrylAb(c)Mod/Cry1C se

muestra en la figura 7.

Finalmente, el tamafio de las quimeras se corrobord por una electroforesis en gel de
agarosa al 1.5%/TAE y la banda se purificd y secuencié con los oligos A, B, Cy D

correspondientes (apéndice 1).

7.2 Amplificacion de la toxina modificada CrylCMod

Se llevd a cabo la extraccidn y purificacién del DNA plasmidico templado que contiene al
gen que codifica para CrylC silvestre, mediante el kit Wizard® Plus SV Minipreps de

Promega atendiendo a las especificaciones del fabricante.

El gen que codifica para la toxina modificada de CrylC se amplificé a partir de DNA
plasmidico de E. coli que contenia al gen silvestre. La amplificacién se llevd a cabo con los
oligos 5’- CTT GGA TCC ATG GGA TTA ATA GAT TTT GTA TGG GG y 5’- ACT GAC TGA CCC
GGG GCT TAT TTT TAA GAG TAT GC (véase anexo 1). La PCR se realizd con la enzima de
alta fidelidad AccuPrime de Invitrogen y bajo las condiciones 95° C/5 min, 58° C/60s, 68°

C/5 min 30 ciclos, 68° C/10 min y 4° C hasta su procesamiento. El tamafio de los
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productos de PCR fueron evaluados con el marcador de peso molecular O’GeneRuler1kb

DNA ladder de 250 a 10 mil pb de la marca Thermo Scientific.

CrylAb(c)Mod CrylC
a \ c
—-> —>
€« «
b d
PCR, (amplificaciona+byc+d)
ab cd
a PCR, (amplificacion a+d)
-» ab
Empalme
od <
d
PAEVTFEAEYDLEDLERAQKAV

Ncol Protoxina CrylC Rulll

Figura 7. Esquema de la estrategia experimental para la construccion de la quimera
Cry1AbMod/Cry1C. Nétese la secuencia aminoacidica de transicion entre la toxina
CrylbMod y la protoxina de Cry1C resaltada en la parte superior de la quimera y en los

extremos de la misma, los sitios de restriccion acoplados.
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7.3 Clonacion de la quimera CrylAbMod/Cry1C y Cry1CMod en el vector pJET de E. coli

El producto de PCR correspondiente a la construccion de la quimera y la toxina modificada
se purificaron cortando la banda correspondiente a dicho producto de PCR en un gel de
agarosa con el kit MinElute® Gel Extraction Kit (250) de Qiagen atendiendo a las

especificaciones del fabricante.

Posteriormente el amplicén se ligd al vector pJET en relacién molar 1:3 con la enzima T4-
Ligase de Thermo Scientific segln las especificaciones del fabricante. Posteriormente se
llevé a cabo la clonacion en el CloneJET™ PCR Cloning Kit atendiendo a las especificaciones
del fabricante. Células electrocompetentes de E. coli cepa MC1061 fueron transformadas
con el producto de las ligaciones. Llas cuales se prepararon a partir de un cultivo liquido
en medio LB (10 g/L triptona, 5 g/L de extracto de levadura, 5.8 mM de NaCl, pH 7.5) de
una densidad o6ptica de 0.5-0.8500nm Y S€ cosecharon por centrifugacion a 5000rpm, 4°
C/15 min en el rotor eppendorf F-34-6-38. Tras dos lavados con 50 mL de agua estéril fria,
y un tercer lavado con 50 mL de glicerol al 10% estéril, las células se almacenaron a -70° C

en alicuotas de 50 uL resuspendidas en glicerol al 10%.

Para transformar E. coli por electroporacion, las células electrocompetetentes recibieron
un pulso de 2-5 segundos de 1.8 V/25 mA y las transformantes se analizaron en un medio

de seleccién LB sélido con ampiclina a 100 pg/mL.

7.4 Caracterizacion de las quimera CrylAbMod/Cry1C y CrylCMod clonadas en pJET de
E. coli

Para corroborar que las células habian incorporado el plasmido con el fragmento de DNA
de interés, se realizaron dos pruebas previas a la secuenciacion:

1. PCR de colonias: consiste en tomar una azada de células y resuspenderlas en

15 pL de agua desionizada, congelar las células a -70° C/1 h y hervirlas a 100°


http://www.thermoscientificbio.com/uploadedFiles/Resources/k1230-product-information.pdf
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Triptona&action=edit&redlink=1
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C/5min para lisarlas. Centrifugar 10 min a 14500 rpm en el rotor eppendorf F
45-12-11 y recuperar el sobrenadante, para usarlo como templado para una
reaccion de PCR. Como oligonucleétidos se tomd el par de oligos que
amplifican sélo la regién de toxina en cada caso (véase anexo 1), bajo las
condiciones 95° C/2 min 1 ciclo, 95° C/15s, 58° C/30s, 68° C/2min 30 ciclos, 68°
C/10 min 1 ciclo, 4° C hasta su procesamiento. El tamafio de los productos de
PCR fueron evaluados con el marcador de peso molecular O’GeneRulerlkb DNA
ladder de 250 a 10 mil pb de la marca Thermo Scientific.

2. Digestion: Se extrajo DNA plasmidico de las transformantes con el kit Wizard®
Plus SV Minipreps de Promega atendiendo a las especificaciones del fabricante
y se digiridé con las enzimas Ncol de NewEngland Biolabs 37° C/3 h y Smal de
NewEngland Biolabs 30° C/4 h. Los fragmentos de DNA se analizaron por
tamafio en un gel de agarosa al 1.5%/TAE utilizando el marcador de peso
molecular O’GeneRuler1kb DNA ladder de 250 a 10 mil pb de la marca Thermo

Scientific.
La identidad de la construccién se corrobord por secuenciacion.

7.5 Clonacion de CrylCMod y las quimeras CrylAbMod/Cry1C y CrylAcMod/Cry1C bajo
el promotor de Cry3A en el vector pHT315

Se digirié el DNA plasmidico de la purificacién anterior con las enzimas de restricciéon Ncol
y Smal. La digestion se corrié en un gel de agarosa al 1.5% TAE, se cortd y purifico la
banda correspondiente a la quimera. Tambipén se cortd el vector pHT315 que porta el
promotor de Cry3A acoplado que fueconstruido por Salgado-Morales (2013) con las
mismas enzimas [80]. La purificacién se efectudé con el kit MinElute® Gel Extraction Kit

(250) de Qiagen atendiendo a las especificaciones del fabricante.
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Con las bandas purificadas del gel, se llevd a cabo la ligacidon de los genes en el vector
pHT315 que contiene el promotor de Cry3A en relacion molar vector-inserto 1:3, con T4

DNA Ligase de NewEnglands Biolabs atendiendo a las especificaciones del fabricante.

El producto de ligacion se transformd en células electrocompetentes de E. coli cepa

MC1061, usando el protocolo mencionado anteriormente.

7.6 Caracterizacion de CrylCMod y las quimeras p3A-CrylAb(c)Mod/Cry1C en E. coli

Para corroborar que el plasmido portaba el fragmento de DNA de interés, se realiz6 PCR d
colonia, digestién con las enzimas Ncol y Smal y posteriormente la secuenciacién del DNA

plasmidico en ambos sentidos con los oligonucledtidos A-R descritos en el anexo 1.

7.7 Clonacidn de CrylCMod y las quimeras p3A-CrylAb(c)Mod en Bt

Cinco pg de DNA plasmidico de cada construccidon se usaron para transformar células
electrocompetentes de Bt cepa acristalifera 407. Las células cuales se prepararon a partir
de un cultivo liquido en BHI (8 g/L de infusidn de sélidos de cerebro y corazén, 5 g/L de
digerido peptidico de tejido animal, 16 g/L de digerido pancreatico de caseina, 5 g/L de
NaCl, 2 g/L de glucosa, 2.5 g/L de Na,HPO,4, pH 7.4) con agitacion de 200 rpm hasta
alcanzar una absorbancia de 0.5-0.8¢00nm. Las células se cosecharon por centrifugacién a
5000rpm, 4° C/10 min en el rotor eppendorf F-34-6-38. Tras dos lavados con agua estéril

fria, las células se resuspendieron en alicuotas de 50 pL de polietilenglicol al 40%.

Para transformar Bt por electroporacidn, las células electrocompetentes recibieron un
pulso de 2.5 V/100 mA y las transformantes se seleccionaron por resistencia a antibidtico

en medio sélido LB con eritromicina a 10 pg/mL.
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7.8 Caracterizacion de la transformaciéon en Bt de CrylCMod y las quimeras p3A-
CrylAb(c)Mod en Bt

Para corroborar que las células habian incorporado el pldsmido con el fragmento de DNA

de interés, se realizaron las siguientes pruebas:

1. PCR de colonias: A diferencia del PCR de colonias en E. coli, este método
consiste en tomar una azada de células en estado vegetativo y resuspenderlas
en 50 uL de agua desionizada, congelar las células a -70° C/1 toda la noche y
hervirlas a 100° C/10min para lisarlas. Centrifugar 10 min a 14500 rpm en el
rotor eppendorf F-45-12-11 y recuperar el sobrenadante, para usarlo como
templado para una reaccién de PCR, amplificando por separado una region de
toxina y otra de protoxina C terminal en cada caso. Las condiciones fueron 95°
C/1 min 1 ciclo, 95° C/15s, 58° C/30s, 68° C/60 s 30 ciclos, 68° C/10 min 1 ciclo,
4° C hasta su procesamiento. Los amplicones fueron analizados por tamano en
un gel de agarosa al 1%/TAE y los productos de PCR se purificaron a partir de
un gel de agarosa. El tamano de los productos de PCR fueron evaluados con el
marcador de peso molecular O’GeneRuler1kb DNA ladder de 250 a 10 mil pb de
la marca Thermo Scientific. La identidad de los mismos se corrobord por

secuenciacion.

7.9 Obtencion y solubilizacion de espora-cristal de CrylCMod y las quimeras p3A-
CrylAb(c)Mod

Se evaluaron cuatro clonas positivas de Bt obtenidas en la etapa anterior, y fueron puestas
a esporular durante 72 horas a 30°C en medio sélido HCT (5 g/L de bactotriptona, 2g/L de
casaaminoacidos, KH,PO; 0.026 M, MgS0,*7H,0 0.05 mM, MnSO4;*H,0 1 uM,
ZnS04*7H,0 5 pM, FeSO4*7H,0 0.07 mM, H,SO4; 1 mM, CaCl,*H,0 5 mM, dextrosa 16
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mM, agar 5%, suplementado con 10 pug/mL de eritromicina). La espora cristal fue lavada
tres veces con PBS (150 mM NaCl, 2.8 mM NaH,;P04. 4 mM Na,HPO4*7H,0 a pH 7.2)
suplementado con 1 mM de EDTA y 1 mM PMSF. Los cristales se solubilizaron en un
amortiguador suplementado con Na,CO; 0.1 M, NaCl 0.1 M, EDTA 2 mM, B-
mercaptoetanol 10 mM y PMSF 1 mM, pH 10.5 a 37°C por 1 h. Las protoxinas solubilizadas
se centrifugaron 10 min a 14500 rpm para remover el material insoluble y se almacenaron
a 4°C. Las fracciones solubles se analizaron en un gel de acrilamida al 10% bajo

condiciones desnaturalizantes y se cuantificaron por el método de Bradford.

7.10 Bioensayos

Los bioensayos se efectuaron en larvas del primer instar de S. frugiperda con base a lo
reportado en [81]. El método consiste en suplementar diferentes concentraciones de
toxina en la superficie de placas de 24 pozos como dieta a larvas de S. frugiperda. La
mortalidad se evalué al término de 7 dias y la dosis efectiva se calculé usando analisis

PROBIT (Polo-PC LeOra Software).
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8.0 Resultados

8.1 Construccion delos genes que codifican para las proteinas quimeras p3A-
CrylAb(c)Mod y la proteina no quimera p3A-Cry1CMod

Con el fin de mejorar las propiedades de solubiliad de CrylAbMod y CrylAcMod, se
decidio sustituir el fragmento C terminal de protoxina de éstas por el de Cry1C, mismo que
Peng y colaboradores intercambiaron en la proteina Cry7Ba para mejorar la solubilidad y

toxicidad.

Para construir los genes que codifican para las proteinas quimeras CrylAb(c)Mod/Cry1C,
se realizd6 un empalme por PCR como se describe en la figura 6. En una primera PCR, se
amplificé la regién que corresponde a la toxina madura de CrylAb(c)Mod con el tamaiio
esperado de 1600 pb, asi como al C terminal de protoxina de CrylC con un tamano de
2100 pb y ambos complementarios entre si 60 pb. Se utilizé como templado el plasmido
de E. coli que contenia al gen silvestre de CrylAb, CrylAc o CrylC, segun el caso.
Posteriormente se realizd el empalme entre la regidon que codifica a la toxina madura
CrylAbMod y al C terminal de la protoxina CrylC, y por otra parte, el empalme entre Ia
toxina CrylAcMod y el C terminal de la protoxina CrylC, que a partir de ahora
nombraremos como quimera CrylAbMod/CrylC y quimera CrylAcMod/CrylC,
obteniendo un producto de PCR de 3700 pb aproximadamente que se muestra en la figura
8. La banda correspondiente se cortd, purifico y se corroboré su identidad por
secuenciacion tanto en la region de toxina madura de CrylAb(c)Mod, como de la region C

terminal de la protoxina de Cry1C.

La construccién del gen que codifica para la proteina CrylCMod, se amplificd de manera
directa a partir del coddn 59 hasta 100 pares de bases rio abajo del coddn de paro en el
extremo 5’-UTR, partiendo de DNA plasmidico de E. coli que contenia al gen silvestre de

Cry1C. El amplicén de interés de 3700 pb se muestra en la figura 9.
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Figura 8. Gel de agarosa al 1.5% con los siguientes productos de PCR. A) Carril 2:
Amplificacion de la toxina Cry1AbMod, carril 3: Amplificacion de la region C terminal de la
protoxina Cry1C, carril 3: Empalme de la regidon de toxina madura CrylAbMod y la region C

terminal de la protoxina Cry1C, para formar la quimera CrylAbMod/Cry1C. B) Carril 2:
Amplificacion de la region de toxina madura CrylAcMod, carril 2: Amplificacion de la
region C terminal de la protoxina Cry1C, carril 3: Empalme de la region de la toxina
madura CrylAcMod y la region C terminal de la protoxina Cry1C, para formar la quimera
Cry1AcMod/Cry1C. Tanto en la figura A y B se utilizé en el carril 1 el marcador de peso

molecular descrito en materiales y métodos.
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Figura 9. Gel de agarosa al 1.5% que muestra el producto de PCR correspondiente a

Cry1CMod de 3700 pb.

8.2 Clonacion de los genes que codifican para las proteinas quimeras p3A-CrylAb(c)Mod
y la proteina no quimera CrylCMod en E. coli.

Con el fin de acoplar los genes que codifican para las quimeras CrylAb(c)Mod/Cryl1C y
para CrylCMod al promotor de Cry3A, los productos de PCR se subclonaron inicialmente
en el vector comercial pJET. Las clonas que portan el gen de interés fueron seleccionadas
mediante PCR de colonias, y posteriormente se tomaron dos de ellas, para extraer DNA
plasmidico el cual se digirié con las enzimas de restriccién Ncol y Smal (datos no

mostrados).

Las bandas de los genes con el promotor de Cry3A se cortaron y purificaron a partir de gel
de agarosa al 1.5% y se clonaron en el vector pHT315 previamente digerido con Ncol y
Smal. Tras seleccionar las clonas positivas mediante PCR de colonias y posterior digestién
del DNA plasmidico con las enzimas mencionadas, se observo la liberacion de un
fragmento del tamafo esperado de aproximadamente 3700 pb y del vector de 8000 pb,

como se muestra en la figura 10.
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Las tres construcciones fueron secuenciadas en los dos sentidos en su totalidad. El analisis
de las secuencias obtenidas fue realizado con el programa Applied Biosystems Sequence
Scanner v1.0 Software y alineadas con el programa MegAling del paquete Lasergene de

DNASTAR. No se encontrd ninglin cambio en la secuencia nucleotidica.
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Figura 10. Gel de agarosa al 1.5% donde se muestra la digestion con Ncol y Smal del
fragmento de las quimeras p3A-Cry1AbMod/Cry1Cy p3A-Cryl1AcMod/Cry1C, asi como de
la toxina Cry1CMod clonadas en el vector pHT315 con el promotor de Cry3A. A) Carril 1:
Control negativo, vector pHT315 con el promotor de Cry3A sin digerir. Carril 2: Control
positivo, vector pHT315 con el promotor de Cry3A digerido con Ncol y Smal. Nétese la
liberacion de un fragmento de 900 pb correspondiente al gen de resistencia a kanamicina.
Carril 3: Pldsmido de la clona de la quimera p3A-Cry1AbMod/Cry1C, digerido con Ncol y
Smal. B) Carril 1: Pldsmido de la clona de la quimera p3A-Cry1AcMod/Cry1C, digerido con
Ncol y Smal. Carril 2: Plasmido de la clona Cry1CMod, digerido con Ncol y Smal. En estos
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ultimos tres, notese la liberacion del fragmento del tamafio esperado de 3700 pb

aproximadamente y del vector cortado de 8000 pb.

8.3 Expresion y solubilizacion de CrylCMod y de las quimeras p3A-Cry1lAbMod/Cry1Cy
p3A-CrylAcMod/Cryl C en Bt

Las quimeras p3A-Cryl1AbMod/Cry1C y p3A-CrylAcMod/Cry1C, asi como la construccion
CrylCMod fueron clonadas en B. thuringiensis, cepa acristalifera 407. De las
transformantes obtenidas se seleccioné una de ellas en la que mediante PCR en colonia,
fue posible amplificar de manera especifica y por separado tanto la regién de toxina como
la regién C terminal de la protoxina (figura no mostrada). La identidad de los productos de

PCR fueron corroborados por secuenciacion.

Posteriormente, se purificd espora-cristal de las tres construcciones. Los resultados
muestran que las dos quimeras recobraron la solubilidad a pH 10.5 que perdian al
expresarse bajo el promotor de Cry3A, notese la banda de interés de 130 kDa en la figura
11, correspondiente a la fraccidn soluble. Por su parte, la construccién correspondiente a
CrylCMod, denoté ser soluble bajo este mismo promotor, sin necesidad de ninguna

modificacion adicional. (Consultar el por ciento de solubilidad en la tabla 5.
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Figura 11. Gel desnaturalizante de acrilamida al 10% donde se analizaron espora cristal y
fraccion soluble de la misma en amortiguador de carbonatos a pH 10.5. A: Carril 1: Espora
cristal de p1-Cryl1AbMod; carril 2: Fraccidn soluble de p1-Cry1AbMod; carril 3: Espora
cristal de p3A-Cry1AbMod; carril 4: Fraccion soluble de p3A-Cry1AbMod; carril 5: Espora
cristal de la quimera p3A-Cry1AbMod/Cry1C; carril 6: Fraccion soluble de la quimera p3A-
Cry1AbMod/Cry1C. B: Carril 1: Espora cristal de p1-Cry1AcMod; carril 2: Fraccion soluble
de p1-Cry1AcMod; carril 3: Espora cristal de p3A-Cry1AcMod; carril 4: Fraccion soluble de
p3A-Cry1AcMod; carril 5: Espora cristal de la quimera p3A-Cryl1AcMod/Cr1C; carril 6:
Fraccion soluble de la quimera p3A-Cry1AcMod/Cry1C; carril 7: Espora cristal de
Cry1CMod; carril 8: Fraccion soluble de Cry1CMod. *Ndtese que con un asterisco se indica a

las esporas-cristales que no fueron solubilizados.
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Cabe resaltar que al observar al microscopio la espora cristal de las tres construcciones,
CrylCMod fue la Unica que exhibid la clasica forma bipiramidal de la familia de las Cryls
[82], mientras que ambas quimeras, por su parte, formaban inclusiones cristalinas
irregulares y pequefas (datos no mostrados). El resumen de resultados puede consultarse

en la tabla 5.

8.4 Andlisis de la toxicidad de CrylCMod y de las quimeras p3A-CrylAbMod/Cry1C y
p3A-CrylAcMod/CrylC

La toxicidad de la quimera p3A-CrylAbMod/Cry1C fue evaluada por triplicado en larvas de

S. frugiperda. Las dosis letales 50 (LDsp) obtenidas se muestran en las tabla 4.

Tabla 4. Toxicidad de espora cristal solubilizada de Cry1CMod y de las quimeras p3A-
Cry1AbMod/Cry1C hacia larvas de S. frugiperda.

Proteina Toxicidad Limites de Valor del Grados de
hacia S. confiabilidad (0.90) cuadrado de Chi libertad
frugiperda
LDso

(ng*mL™)

pl-CrylAbMod 1804.249  (1637.147+1962.738) 8.85 8
p3A-CrylAbMod No téxica No determinado No determinado  No determinado
p3A- 1606.176  (1302.014+1869.394) 10.36 8
CrylAbMod/Cry1C

LDsy. Dosis letal a la que el 50% de la poblacion ha muerto. Todas las LDsg reportadas

fueron el promedio de tres réplicas bioldgicas.
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8.5 Resumen de resultados

Tabla 5. Resumen de resultados.

Proteina %Solubilidad Forma de los cristales Toxicidad hacia S.
(oH 10.5) frugiperda
LDso (ng*mL™)
pl-CrylAb-wt 98.5+0.05 Bipiramidales No tdxica
pl-CrylAc-wt 96.5£0.05 Bipiramidales No determinado
pl-CrylAbMod 97.7£0.05 Bipiramidales 1804.25

(1637.15-1962.74)

p1-CrylAcMod 95.9+0.03 Bipiramidales 326.5(271.4-383.8)
p3A-CrylAbMod Insoluble Bipiramidales No toéxica
p3A-CrylAcMod Insoluble Bipiramidales No téxica
p3A-CrylAbMod/Cryl1C 99.4+0.05 Pequefias inclusiones 1606.18
cristalinas irregulares (1302.01-1869.39)
p3A-CrylAcMod/CrylC 50.610.04 Pequeias inclusiones 862.7 (397.1-1261.1)

cristalinas irregulares

p3A-CrylCMod 70.1+0.04 Bipiramidales 370.1 (260.4-462.5)

LDsy: Dosis letal a la que el 50% de la poblacidon ha muerto. Todas las valores numericos
reportados fueron el promedio de tres réplicas bioldgicas. El error reportado en la
cuantificacion de la solubilidad corresponde a la desviacion estdndar, mientras que el error
reportado para las LDsg, corresponden a los limites de confiabilidad superior e inferior de la

funcion PROBIT.
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9.0 Discusion

Como se menciond anteriormente, las protoxinas Cry de Bt con un tamaio de 130 kDa,
son activadas proteoliticamente en el intestino de la larva, liberandose un fragmento
téxico de 60 kDa. Mientras que esta region toxica de 60 kDa ha sido ampliamente
estudiada, poco se conoce sobre la funcién biolégica de la region C terminal de protoxina.
Un alineamiento entre 42 secuencias de proteinas Cry realizado por Bravo y colaboradores

(1997) reveld que la region de protoxina C terminal, se encuentra altamente conservada.

Aunado a ello, mientras que la regién de toxina madura posee un caracter
preponderantemente hidrofdbico, la regiéon C terminal de protoxina es hidrofilico y, para
el caso de las proteinas CrylA, posee 14 de las 16 cisteinas totales. Las otras dos cisteinas
se encuentran en la region N terminal de la protoxina, la cual fue escindida de las

construcciones modificadas por Soberdn y colaboradores (2007).

Los resultados obtenidos por Peng y colaboradores, demuestran que la construccion de
una proteina quimera con Cry7Ba a la que se le ha sustituido el fragmento C terminal de
protoxina por el de CrylC, no sélo incrementa su solubilidad sino ademas le confiere
toxicidad [79]. Un alineamiento realizado entre las toxinas Cry7Ba y CrylC, denotd que
ambas toxinas compartian un 54% de identidad y ademas que las cisteinas de la regién C
terminal de protixina entre ambas se encuentran poco conservadas (véanse resaltadas en
amarillo en el alineamiento mostrado en la figura 12). Aunado a ello cabe resaltar que las
cisteinas mutagenizadas puntualmente (C729S y C654S en p3A-CrylAbMod y C730S en
p3A-CrylAcMod) por Garcia-Gémez y colaboradores (2013), (resaltadas con flechas verdes
en la figura 13) que produjeron mutantes con fenotipo soluble, interesantemente se

encuentran conservada en Cry1C.

Con base en ello, se siguié la misma estrategia pero en el contexto de las toxinas
modificadas por Soberdn y colaboradores [70]. Para el disefio y construccidén de las dos

guimeras, elegimos dos tipos de secuencias. Por una parte CrylAb que comparada con
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Cry1C, carece de 4 cisteinas en la regiéon C terminal de protoxina por otro lado CrylAc
cuyas cisteinas se encuentran, con excepcion de una, todas conservadas respecto a Cry1C

(figura 13).

Interesantemente nuestros resultados demuestran que la sustitucion de la regién C
terminal de la protoxina de CrylAb(c)Mod por el de Cryl1C, es capaz de devolver tanto la
solubilidad como la toxicidad a pH 10.5 que CrylAb(c)Mod perdian al expresarse bajo el
promotor de Cry3A. En el caso de la quimera p3A-CrylAbMod/Cry1C, ésta no exhibe una
diferencia en toxicidad estadisticamente significativa respecto a CrylAbMod, expresada
bajo su promotor nativo. No obstante es de considerar por el patrén observado en los
carriles 5y 6 de la figura 11, que esta construccion posiblemente sea inestable y que las
bandas de menor peso molecular que 130 kDa que se observan y que ademads fueron
detectadas mediante Western blot con el anticuerpo antiCrylAb (figura no mostrada),
correspondan a proteina degradada. Por lo que presumiblemente la cuantificacidon de
proteina quimera integra adicionada en los bioensayos esté sobreestimada. Por otra
parte, en el caso de la quimera p3A-CrylAcMod, perdié aproximadamente 2.6 veces la
toxicidad respecto a CrylAc expresada bajo su promotor nativo. De las tres construcciones
realizadas en el presente trabajo, la mutante CrylCMod exhibié la mayor toxicidad con
una LDsqg correspondiente a 370.1 (260.4-462.5) ng/mL (véase tabla 5).

Es interesante que nuestras construcciones quiméricas exhiban diferentes toxicidades
respecto a CrylAbMod y CrylAcMod expresadas bajo su promotor nativo, pues contrasta
con lo reportado previamente por Raymond y colaboradores (1990) quienes mediante
guimeras demostraron que es el fragmento de toxina activado proteoliticamente, por si
mismo, es el que determina tanto la actividad como la especificidad insecticida y no el
fragmento C terminal de protoxina. Por otra parte, nuestros resultados apoyan la reciente
propuesta de Gomez y colaboradores, quienes demuestran la formacién de dos diferentes
pre-poros funcionales, lo cuales se forman después de la unién a caderina, bien como
protoxina o como toxina activada por proteasas, previa a la insercidon a la membrana. En

este articulo lo autores proponen que no sélo los diferentes insectos poseen diferentes
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receptores, sino también diferentes proteasas intestinales que pueden influir en la
velocidad de la activacion de las toxinas o protoxinas [83]. En este mismo articulo se
demuestra que CrylAbMod como protoxina es capaz de oligomerizar, pero no asi como
toxina activada, lo cual explica la pérdida de potencia de ésta ante insectos susceptibles
[83]. Con base en lo anterior, podemos proponer que la diferencia en toxicidad se deba a
qgue las proteinas quimeras construidas en el presente trabajo, posiblemente formen un
pre-poro distinto, al que forman como CrylAbMod o CrylAcMod con su fragmento de
protoxina C terminal nativo. O bien que éstas quimeras (como protoxinas) interaccionen
de distinta manera con los receptores del intestino del insecto, como previamente se ha
reportado que sucede con CrylAcy caderina [84].

Vale la pena destacar también que la sustitucién del fragmento C terminal de protoxina de
CrylAbMod y CrylAcMod por el de Cry1C, afecta asimismo la capacidad de cristalizacion
bipiramidal tipica, pues en lugar de exhibir los clasicos cristales bipiramidales de la familia
de Cryls, ambas quimeras forman inclusiones cristalinas irregulares y pequeias. Estos
resultados son congruentes con lo reportado en [79], quienes comprueban que sus
guimeras son incapaces de cristalizar. Asimismo cabe resaltar que si bien la quimera p3A-
CrylAcMod/CrylC fue estable bajo nuestras condiciones de trabajo, la quimera p3A-
CrylAbMod/Cry1C, presumiblemente sea mas inestable.

Asimismo, nuestros resultados son congruentes con lo reportado por Soon Kim y
colaboradores (1998), quienes construyeron dos proteinas quimeras mediante el
intercambio de la region codificante del fragmento C terminal de protoxina de CrylAb
proveniente de la cepa de B. thuringiensis AF101, por un lado, y por otro por el C terminal
de CrylAb proveniente de B. thuringiensis serotipo kurstaki (HD-1). La quimera AF101,
exhibié una toxicidad similar que la parental hacia larvas de B. mori, mientras que la
guimera HD-1 resulté menos tdxica con respecto a su parental y atribuyen esta diferencia
a 4 cisteinas en las que difieren ambas regiones C terminal de protoxna que podria estar
relacionada con cierta inestabilidad estructural, aunque los autores no lo comprueban

[85]. Con base en ello, podriamos sugerir por analogia que posiblemente la pérdida de
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toxicidad de la quimera p3A-CrylAcMod/Cry1C con respecto a p1-CrylAcMod, se atribuya
a cierta inestabilidad estructural, dada la conformacidn irregular del cristal de ésta.

En el presente trabajo se construyé también la proteina no quimérica p3A-CrylCMod, que
fungidé asimismo como un control interno en la caracterizacién de las quimeras, pues ésta
posee su regidn nativa C terminal de protoxina. Como era de esperarse, esta proteina, al
expresarse bajo el promotor de Cry3A, fue soluble y sus cristales conservaron la forma
clasica bipiramidal.

Se ha propuesto que los grupos tiol del cristal proteico solubilizado a pH alcalino y
condiciones reductoras, se exponen en la superficie de la molécula y los puentes disulfuro
intercatenarios estabilizan |la estructura cristalina [78]. Nuestros resultados arrojan que el
hecho de que las dos quimeras construidas, hayan recobrado tanto su solubilidad como la
toxicidad que perdian al expresarse bajo el promotor de Cry3A, podria sugerir que este
fragmento C terminal de protoxina de CrylC le provee cierta conformacién estructural
qgue le permite solubilizarse bajo las condiciones de interés. Se sugiere que podria ser de
utilidad realizar estudios posteriores para determinar si este cambio se atribuye a un
arreglo particular de los puentes disulfuro y si esta propiedad también se logra con

fragmentos C terminal de protoxina de otras proteinas Cry.
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Figura 12. Alineamiento entre la protoxina C terminal de Cry7Ba (secuencia superior) y

la protoxina C terminal de Cry1C (secuencia inferior).Con flecha roja se ha resaltado la

cisteina C854 mutagenizada puntualmente en Cry7Ba que le confirio solubilidad.
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Figura 13. Alineamiento entre la region de protoxina C terminal de Cry1Ab (secuencia

superior), Cry1C (secuencia media) y CrylAc (secuencia inferior). Con flechas rojas se

sefialan las cisteinas C654 y C729 mutagenizadas puntualmente en p3A-Cry1AbMod y
C730S en p3A-CrylAcMod, mutacion tal que le confirid solubilidad cuando las

respectivas toxinas se expresaban bajo el promotor de Cry3A.
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10.0 Conclusiones

a)

b)

c)

d)

e)

Se logré la construccidn de las toxinas quimeras mediante la técnica de empalmes,
con buen rendimiento de la reaccién de PCR y sin productos inespecificos, lo cual
reduce en gran medida el trabajo, costo y tiempo para la realizacién de este tipo

de construcciones.

Se demostré que modificando el fragmento de C terminal de las protoxinas,
Cry1lAb(c)Mod por el de Cry1C, las quimeras obtenidas son capaces de recuperar la
solubilidad y toxicidad que perdian cuando se expresaban bajo el promotor de

Cry3A en su forma no quimérica.

La sustitucion del fragmento C terminal de protoxina de CrylAb(c)Mod, afecta la

capacidad de cristalizaciéon bipiramidal.

Se logré asimismo la construccién de CrylCMod, la cual fue soluble a pH 10.5,

exhibio cristales bipiramidales y fue téxica hacia S. frugiperda.

Nuestros resultados abren la puerta a futuros trabajos enfocados en la generacién
de nuevas toxinas Cry modificadas que al estar expresadas bajo el promotor de
Cry3A, no generen rearreglos en E. coli, que sean solubles a pH 10.5 propio del

intestino de la larva y, potencialmente, con mejoradas propiedades insecticidas.
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11.0 Anexos

11.1 Anexo 1: Oligonucleétidos utilizados

Anexo 1. Descripcion de los oligonucledtidos utilizados en la construccion y

secuenciacion de las quimeras p3A-Cry1Ab(c)Mod/Cry1C.

Oligo Secuencia Zona de hibridacion Sentido
A 5’-CTT GGA TCC ATG GCA Inicio de la toxina Directo
GGA CTA GTT GAT ATA ATA CrylAb(c)Mod
TGG
B 5’-ATT CACCGC CTT TTG Final de la toxina Reverso
TGCTCT TTC TAA ATC ATA CrylAbMod
TTC TGC CTC AAA GGT TAC
B2 5’- GGC ATT CACCGCCTT Final de la toxina Reverso
TTG TGC TCT TTC CAG ATT CrylAcMod
ATA TTC AGC CTC GAG TGT
TGC
C 5’-GTA ACCTTT GAG GCA Inicio de la protoxina Directo

GAA TAT GAT TTA GAA AGA (regién C-terminal) de
GCA CAA AAG GCG GTG AAT CrylC con residuo de
CrylAb

Cc2 5’- GCA ACA CTC GAG GCT Inicio de la protoxina Directo
GAA TAT AAT CTG GAA AGA (regién C-terminal) de
GCA CAA AAG GCG GTG AAT Cry1C con residuo de
GCC CrylAc
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D 5’-ACT GAC TGA CCC GGG Regidén 3’-UTR, 100 pb Reverso
GCT TAT TTT TAA GAG TAT  aprox. rio abajo del codén
GC de paro donde finaliza la

protoxina de Cry1C

F 5’-TAG GAT CTG CTT CCC Regidn interna de la Reverso
ACTCTCTAAA toxina de CrylAb

G 5’-TGT AGA AGA GCA AAA Regién interna de la Directo
CAACCACCGTTC protoxina de Cry1C

H 5-GAACGG TGG TTG TTT Regién interna de la Reverso
TGCTCT TCT ACA protoxina de Cry1C

5’-TGT AAG CGA TCG GAT Regidn interna de la Reverso
AACTCT GTG TAA protoxina de Cry1C

J 5’- CCC TAC AGG AGA AGC Regidn interna de la Reverso

CAT TAT TTG ATG CCC toxina de Cry1Ab(<)

K 5’- CAG GGC GTG TAT AGA Regidn interna de la Directo
ACATTATCGT
¢ ceTec toxina de Cry1Ab(c)
L 5'- GGACTG TAG GTTTTA Regidn interna de la Directo
CTACTCCG
toxina de CrylAb
M 5’- TGG ATA GCA CTC ATC Regidn interna de la Reverso
AAC GGT ACC
protoxina de Cry1C
N 5- CCA GAG TTG TCT GTG Regidn interna de la Directo
ATT CC

protoxina de Cry1C

0 5’- GGA ATC ACA GAC AAC Regidn interna de la Reverso
TCT GG
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protoxina de Cry1C

P 5’- CCG GCT GGT TAT GTA Regidn interna de la Directo
ACAAAG G protoxina de Cry1C
Q 5’- CCT TTG TTA CAT AAC Region interna de la Reverso
A
CAGCCGG protoxina de CrylC
R 5’- CTT GGA TCC ATG GGA Inicio de la toxina Directo
TTA ATA GATTTT GTA TGG CrylCMod

GG
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11.2 Anexo 2: Plasmidos utilizados

Para la sub-clonacién de las construcciones se utilizé el vector comercial pJET de Thermo Scientific
mostrado en la figura 14.
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Figura 14. Mapa del vector comercial pJET de Thermo Scientific.

El vector de expresidon empleado para las clonaciones en E. coli fue una versién modificada del
plasmido pHT315 de New England Biolab, la cual se esquematiza en la figura 15.
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Figura 15. Esquema del vector de expresion pHT315 de New England Biolab modificado por [80].
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