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ABREVIATURAS

A. aegypti Acdes aegypti

AMP Ampicilina

BSA Albiimina sérica bovina

Bt Bacillus thuringiensis

Bti Bacillus thuringiensis subsp. israelensis
Dis-C3-(5)  3,3’-dipropiltiodicarbocianina

DNA Acido desoxiribonucleico

DO Densidad dptica

DTT Ditiotreitiol

EDTA Acido ctilendiaminotetraacético :
EGTA N,N,N,N",N"-dcido tetra acético ctl]eng,hcol -bis- (B ammoetll eter)
Ex+ Potencial de equilibrio de potasio

ERM Eritromicina

FITC Fluoresceina isotiocianato

g gramos

hr. Hora

HEPES Acido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etano sulfénico
[ litro

LCso Dosis letal media

LB Medio de cultivo Luria-Bertani

MeGuCl Cloruro de metilglucamina

min, Minuto

ON Over night (toda la noche)

PEG Polietilenglicol

PBS Solucién amortiguadora de fosfatos salina

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

pH Potencial de hidrégeno

PMSF Fenil metanosulfonil fluoruro.

Probit Unidades de probabilidad

PVDF Membrana de polivinilideno difluoruro

SAPO Estreptavidina acoplada a peroxidasa

SC Medio minimo para levadura

SDS Dodecilsulfato de sodio

SDS-PAGE Electroforesis en gel de acrilamida en condiciones desnaturalizantes
SpP Medio minimo para esporulacion de Bt

STET Buffer sacarosa — Tris — EDTA — tritén x100

TA Temperatura ambiente

TAE Buffer Tris — Acido bérico — EDTA 0.2

TE Buffer Tris 10mM pH 8.0 - EDTA | mM

TTN Buffer Tris — triton x100 - NaCl 300

VMMAs Vesiculas de membrana de microvellosidad apical
YPDA Medio rico para levadura

ZEO Zeocina
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RESUMEN

Baullus thw ingiensis (Bl) es una bacteria Gram positiva, aerobla estncw y ublcua

Durante su ciclo.de vida.cuenta con dos fases principales: la de crec1m1ento vegetatwo, en

donde las bactcnas se duplican por biparticién cada 30- 90 mm, a fése def' sporulacxon, la

cual es un-estadio.de. diferenciacion de bacteria.a. espora,qu 3

encuentra en -limitacién de nutrientes y en la cual : Z ) ~inc
cristalinas con actividad insecticida clasifi cadas en dos grandes z,rupos protemas Cry y

proteinas Cyt.

De emre todas las subespecies de B, Bacillus !hurmgwns:s subsp Israelensrs (Bti),
€s una de. ]as mas importantes, por su amplio uso en el control de msectos del orden
Dlplera, cspecxalmcme mosquitos como Aedes aegypti, vector de la enfermedad llamada
Dengue. Las d-endotoxinas que produce Bti en mayor proporcmn son: Cryd4A, Cry4B,

Cryl lA y CytlA Estas toxinas, individualmente, tienen la capacldad de inducir muerte en
larvas de 4. acgypti, pero su efecto téxico no es tan eficaz como ‘cuando se utiliza el cuerpo
paraesporal completo. Por ello es que se ha propuesto que cx;stc un efecto sinérgico entre
las diferentes toxinas que produce Bti, el cual, a la fecha, sold lyhafsidqn documentado a través
de bioensayos, de ahi el interés del estudio de las b‘as_é_s rfnolleculares que podrian estar

involucradas en dicho sinergismo.

En el presente trabajo, determinamos la LCso para las toxinas Cryl1A y CytlA.
Demostramos que a pesar de que Cytl A aplicada individualmente no esitan acﬁ?dcom’o
Cryl1A, en combinacidn, su efectividad aumenta contra larvas del 4° estadfo de A;fﬁ'aég))pli.
También demostramos que ambas toxinas tienen la capacidad de unirse a‘:'ﬂ've'si"‘cul‘éside
membrana de la microvellosidad apical (VMMASs) del intestino medio de larQés del 4°
estadio de 4. aegypti, pero con la diferencia de que 1a unién de Cry11A es especifica (unién
a proteinas de 65 y 62 kDa), mientras que la unién de Cyt1 A es totalmente inespecifica. Sin
embargo, cuando las VMMASs son preincubadas con toxina Cyt1A, la unién de Cry11A se

incrementa notablemente, lo que indica que CytlA es capaz de favorecer la unién de
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CrylTA en VYMMAs. Por otro lado, también observamos que‘ambas toxinas son capaces de
inducir la formacion de poros iénicos en VMMASs de 4. aegypti a través de mediciones de :
cambios en potencial de K' en membrana, pero no llegamos a establecer una

cooperatividad en dicho efecto cuando ambas toxinas se usan en combmacxon

Por ensayos de union en suspension se observé una mejora en la linién de CryllA a
VMMAs premcubadasr con Cyt]A Por ensayos dc upo hgand blot, comprobamos que
ambas toxinas son’ capaces de reconocerse en su forma desnaturahzada Usando la técnica '
de sistema de dos hibridos en levadura, demostramos que Cryl'lA es capaz de interactuar
con CytlA mcluso, cuando sélo se ocupan pcquenos fra;,mentos de la toxina Cyt. Por
microscopia de fluorescencia, comprobamos que la loxma CytlA en contacto con el
intestino de 4. aegypti, es capaz de favorecer la umon cn membrana de CryllA marcada
con FITC. Todo lo anterior indica que Cryl1A'y CytlA uenen la capacndad de mteractuar
una con otra, y que Cytl1A favorece la unién de Cryl lA Este esun prlmer paso para un

andlisis detallado del proceso sinérgico ejercido por las toxinas Cryl 1Ay CytlA.
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2. INTRODUCCION

2.1 Antecedentes.

Los insectos del orden Diptera, como mosquitos, son vectores de muchas
enfermedades infecciosas de amplia distribucion mundial, entre ellas malaria, dengue y
filariasis. El dengue constituye un problema de salud publica, debido a que es endémica en
mas de 100 paises tropicales y el nimero de individuos infectados se ha incrementado
durante los ultimos afios (Ghiteko ¢t a/., 2000; Rutstein, 2000). El dengue es transmitido
mediante la picadura del mosquito Aedes aegypti (figura 1, panel a), un antropofilico
estricto que se ha adaptado a vivir en areas urbanas, por lo que se le cataloga como un
mosquito doméstico. Las hembras manticnen el ciclo infectante y sus habitos de
alimentacion son diurnos. A. aegypti necesita de temperaturas templadas y de aguas
estancadas para la oviposicion y eclosion de los huevecillos, asi como para el desarrollo de
las larvas. Los nichos caracteristicos de este insecto en etapa larvaria (figura 1, panel b)

son: recipientes varios, latas, cestos, macetas, Hantas desechadas, ete. (Kumate e/ al., 1998).

Figura 1. dedes aegypti. A. Mosquito adulto. B. Larva del 4°. estadio.

El mosquito adquiere el virus del dengue cuando se alimenta de una persona
infectada y transmite la enfermedad a otros individuos durante la succién de sangre por el
resto de su vida (Bricefio ef al., 1996). El ciclo de infeccién que sigue el virus del Dengue

una vez que ha sido adquirido por el mosquito hembra de 4. aegypti es el siguiente: el virus
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infecta las células epiteliales del intestino medio- del mosquito, se disemina a través de la
lamina basal hacia la circulacién y termina por infectar las glandulas salivales. El virus-
cstablece una infeccidn persistente y se replica en grandes c;inlidades en estas células.
Posteriormente las glandulas lo secretan a la saliva. Tras picar al hospedero, la hembra del”
mosquito regurgita su saliva llena de virus hacia ]a sang,fe de su victima. El virus circula en
forma libre por el plasma y entra en contacto con ce]ulas suscepubles, como las células
endotehales de los capllares, macrofag,os monocxtos y demas células del sistema reticulo
endotelial.. El. virus - del dengue se replica en celulas de la medula osea, hlgado, te_udo

lmfoxde, bazo y pxel (Navarro y Gémez, 1995) Las mamfeswcmnes chmcas asocladas con

.éfalea, dolor retroorbnal mxalgxas,
omez, 1995 World Heath :

la mfecc:on por el virus del dengue mas comunes

artralgxas y cxan_tema. (Bricefio et al., 1996 Navarrov
Organizali;jn Technical Report, 271, 1986).

El dengue es producido por cuatro seroupos de. v1rus de ]

Desde el punto de vista cpidemioldgico, el deng,ue comprende cuatro varlantes nfermedad '

fcbrll no especifica, fiebre de dengue clésico (DF), ficbre de dengue hem rraglco (DHF),
sindrome de choque por dengue (DSS) y otros sindromes severos de Qengue’(enccfalopatyla
asociada a dengue, cardiomiopatia y hematuria macro y mjcyr'oscépié'a). No bbStahte, las
formas ch’nicas més cominmente observadas en América Latina ¥y que estan perfectame.hte.*-
bien definidas son la DF y la DHF, en presencia o ausencia de DSS (Isturiz ef al., 2000). La .
fiebre de dengue hemorrdgico (DHF), puede ser fatal y es hoy en dia una -causa-de-
mortalidad en nifios. En 1998, hubo mdas de 600,000 casos de dengue en América Céhtrql y ;
en Sudamdrica, de los cuales 11,000 casos fueron DHF. Esto es el doble decasos
registrados en la misma region en 1995 (Martinez, 1995; Rico-Hesse ef al., 1997). En 1 962’,“'“
como parte del programa de erradicacion de la fiebre amarilla, la Secretaria de- Salud
Publica en México reportd la eliminacion del mosquito 4. aegypti. Sin embargo, a partir de
1978 el dengue clésico reaparecio en el pais cuando se introdujo el serotipo 1 a través de la
frontera sur. Al afio siguiente se disemind rapidamente por los estados de Chiapas, Oaxaca,
Quintana Roo, Veracruz y Yucatan, En 1980 se presentd una de las mayores epidemias
registradas hasta el momento con 51,406 casos. En 1982 se detectd la transmision de los
serotipos 1 y 4 en los estados de Oaxaca, ‘Tamau]ipas, Sinalqé, Guerrero y Puebla. Entre

1994 y 1998 se registraron 155,011 casos de DF con una media anual de 31,000 casos
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(Direccion General  de Epide'miologlfa,,~México, 1997; Norma Oficial Mexicana de

Emergencia, 1999). -

Des;,racmdamente, ala fecha no. e\1slen vacunas ni medlcamemos que puedan '
prevenir o curar la enfermedad, por lo que el mejor método para controlar el dengue es
combatir al mosquito vector 4. acgyplti (Balrd 2000). El control de estos vectores se hace
principalmente con insecticidas quimicos, pero su uso ha comenzado a decaer debldo a Ios
altos costos que involucran, su escasa biodegradabilidad, ¢l desarrollo de resxstencna que .
varias poblaciones blanco han registrado contra ¢llos y los riesgos visibles hacia el medio
ambiente y la salud humana que producen (Federici, 1995). Por ejemplo,.la utilizacién
mundial de DDT tuvo éxito en controlar mosquitos solo durante 8 afios, despues de esto,
los mosquitos desarrollaron resistencia a este insecticida (Baird, 2000). Debldo a lo anlenor
se ha desarrollado un interés creciente en la investigacién sobre nuevos agentes para«el
control de vectores, siendo el uso de bacterias entomopatogénicas, la alternativa 'v‘i‘able para
llevar a cabo dicho control. Entre estas bacterias la més importante es Bacillus thuringiensis

subespecie israclensis (Bti). (Lacey y Lacey, 1990).

2.2 Generalidades de Bacillus thuringiensis (Bt).

Bacillus thuringiensis (Bt) (figura 2) es una bacteria Gram positiva, acrobia estricta
y ubicua, pues ha sido aislada de diversos sistemas como suelo, agua, hojas de plantas,
insectos muertos, telarafias, entre muchos otros (Schnepf er al., 1998). Duranté su cicl(r)-"d'e ’
vida cuenta con dos fases principales: la de crecimiento vegetativo, en donde:las bactefias
se duplican por biparticion cada 30-90 min, y la fase de ¢sporulacidn, que es un programa
de diferenciacion de bacteria a espora que consta de siete fases y que se dlspara cuando Bt

se encuentra en limitacion de nutrientes. La fase-I (7 horas) es ~aquella‘ dondqse induce la

formacion del filamento axial de Bt. En lafase 11 (de 7 a8 horas)i se ~e'"_¢p’_tq espora

bra's) inicia‘la"

de division asimétrica que mvolucra mesosoma ;'En lafa.s"’III:'(de 8

sintesis del cristal insecticida, se- dan. camb:o’ cn p asma y se forma

la espora. En las fases 1V a Vi (9 a 12\‘ or

ma. "exospono ‘la pared celular
primordial, la corteza y las capas dc pro‘teccl,on;’d 1]a~-espor»a.fP0r ultimo, en la fase VII
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(evento posterior a las 12 horas) se da la maduracion de la espora y la sintesis de enzimas

liticas que liberan a los cristales insecticidas (Bechtel et al., 1976).

Como mencionamos antes, durante las fases HI a VIdel ciclo de esporulacion; Btes™”

capaz de producir uno o mas cristales paraesporales de carédcter proteinico 6 - §-endotoxinas
que se pueden clasificar en dos grandes grupos; Cry y Cyt (Bechtel et al., 1976). Las
proteinas Cry (70 6 130 kDa) han sido definidas como cualquier proteina paraesporal de Bt
que muestre un ef’eétb lrc')xrico haéia algﬁnr insecto y que pueda sef éomprobébl; pbr

bioensayos. Por su parte, las proteinas que se definen como Cyt (30 kDa), son todas

aquellas inclusiones - paracsporales de Bt que muestran actividad hemolitica y tienen
similitud con la secuencia de las toxinas Cyt (Crickmore et-al., 1998). A la fecha se han "

clonado y secuenciado mas de 160 genes cry y 16 genes ot Los 6rdénes‘def irisectbs

contra los que muestran actividad téxica son: Lepidoptera,- Dlptera Coleoptera (Beeg,le, et
al., 1992), Hymenoptera, FHlomoptera, Orthoptera y Mallophaga (Feitelson, 1993), asi como

nematodos y protozoarios (Feitelson ef al., 1992).

Figura 2. Bacillus thuringiensis (Bt).
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2.3 Clasificacibn dc Ins Sr-cnrdotoxinas de Bt.

En l] 989; Hofte y Whiteley propusieron una nomenclatura para las d-endotoxinas
Cry basada en la especificidad de la actividad insecticida. Sin embargo, esta primera
c]asxﬁcacxon promo resulté inadecuada, pues se empezaron a encontrar proteinas Cry que
eran muy scme_]anlcs pero con especificidad dlferente, toxinas Cry con actividad dual -
hacia dos distintas érdenes de insectos, lo que creé una gran confusion en la nomenclatura.
Fue por ello que se estipulé una nucva forma de clasificacion, que fuera més sistcmétiéa y
basada exclusivamente en la similitud de la sccucncm primaria (Crickmore et al 1998)
Esta nomenclatura estipulé el cambio de numeros romanos por ardbigos, la agrupacxon de
las toxinas en grupos y subgrupos y el establecnmxcmo de los limites de identidad que
marcarian las diferencias entre catcgorias. De esta manera quedd establecido que el nimero
arabigo que lleva cl nombre de la toxina, se designa con la primera fila que corresponde
hasta el 45% de identidad en secuencia primaria entre toxinas Cry; la segunda hilera
cataloga a las proteinas con una letra mayuscula y corresponde a identidades de 45 a 78%;
la tercera fila asigna una letra minuscula y corresponde a identidades de 78 a 95%; vy la

ultima fila incluye un nimero ardbigo al final de la nomenclatura indicando mas de 95% de

identidad (figura 3).
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Figura 3. Arbol filogenético de las toxinas Cry. Tomado de Crickmore 7 al., 1998.
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2.4 Protcinas Cry.

La sintomatologia que presentan:las: ]arvas de mscctos susccpubles por efecto de los -

cristales y esporas de Bt son: cese de: mz,esta parahsns del mtestmo, vomxto,

paralisis total y finalmente la muerte (Aronson et?al‘y,' 1986) Lalarva merte presenta'un T
color negro caracteristico de la enfermedad. Por estudlos hlstopatologxcos se ha demoslrado
que las células columnares del intestino medlo son Ias estructuras afectadas 1mcnalmente y
en particular la microvellosidad apncal que se destruye en su tolahdad (Ebersold et al ,

1978; Percy et al., 1983).

Las proteinas Cry son sintetizadas como protoxinas inactivas, las_cuales, después de
ser ingeridas por el insecto blanco, son solubilizadas en su intestino medio y activadas por
proteasas digestivas. Las toxinas activadas se unen a receptores especificos de la mémbra.na
de la microvellosidad apical de las células del intestino (Bravo et al., 1992), creando horos :
transmembranales que causan el rompimiento de la célula por un proceso de lisis ‘osr_hc')tica
(Knowles y Ellar, 1987). ’

2.4.1 Estructura de las toxinas Cry.

A la fecha se ha elucidado la estructura cristalografica de cuatro toxinas Cry: Cry3A
(Li et al, 1991) y Cry3Bbl (Galitsky et al., 2001) con especificidad hacia coledpteros,
CrylAa (Grochulski e al., 1995) con especificidad hacia lepidépteros y Cry2Aa (Mofse ‘ei

al., 2001) activa contra dipteros (figura 4). Estas estructuras difieren en algunas regnones a

detalle, pero muestran un plegamiento comun consistente de tres dommlos glob"”'ares :

es el responsable de la insercién en la membrana y la formacién del poro 1on1co (

1991; Grochulski er al., 1995). El -dominio Il es un prisma de tres hOJaS [5 plegadas
antiparalelas, que estd involucrado en union a receptor y eSpccxﬁcndad hacia el insecto -
blanco (Ge ¢t al., 1989; Sclmepf el ‘aI.’,' 1990; Smith y Ellar, 1994; Smedley y Ellar, 1996;
Morse et al., 2001). Por su parte, cl ‘dominio Il consiste de dos laminas P antiparalelas
formando un B-sandwich. Eéie doxﬁinio también participa en la determinaciéon de la
especificidad (Lee et al., 1995; de Maagd et al., 1996; Burton ef al., 1999) y posiblemggtf_w
TESIZ CON
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en la regulacion de actividad de canales idnicos (Chen et al., 1993; Wolfersberger et al.,
1996; Schwartz et al., 1997). A la fecha, no se han resuelto las estructuras de las toxinas
Cry producidas por Bti, sin embargo, ya se han logrado purificar y obtener cristales de la
toxina Cry4B quimiotripsinada (Boonserm et a/., 2003). Los alineamientos de secuencia de
aminodcidos entre diferentes toxinas Cry, ha comprobado que Cry4B tiene los cinco
bloques conservados (Héfte y Whiteley, 1989; Hodgman y Ellar, 1990) que forman el
nicleo estructural de las toxinas Cry (Li ef al, 1991; Grochulski er al., 1995), y datos
preliminares sugieren que su estructura tendria un plegamiento similar y por lo tanto un

mecanismo de accion semejante. (Boonserm ef al., 2003)

A B C

ﬂ)om nlo ) Dowmlnio 1

Dominlo t

Domialo 1H

Dominio 11

'\

N A
~Asa CULE !
— ! b /\'n..mnn.. i
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L R $a 2 ‘["‘\Asal

Asaa

Figura 4. Estructura de las toxinas Cry. A) CrylA. B) Cry3Aa. C) Cry2Aa.

2.4.2 Mecanismo general de accidn de las toxinas Cry.

El mecanismo de accion por el cual actiian las 8-endotoxinas Cry estd dividido en

varios pasos: solubilizacion del cristal, procesamiento de las protoxinas, unién al receptor,
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insercion en la membrana, formacion de poro y citélisis (figura 5).
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a) Produccion del b) Ingestion y ¢) Activacion
cristal y esporulaciéon solubilizacion protcolitica

f) Insercion, oligomerizacién y ¢) Cambio d) Union al receptor
formacion del poro conformacional

Figura 5. Mecanismo general de accién de las toxinas Cry,

2.4.2.1 Solubilizacion y procesamiento de las protoxinas Cry

Los cristales producidos por Bt se solubilizan a pH alcalino liberando a la protoxina
en un medio reductor (Gringorten er al., 1992). Las proteinas Cry se producen como
protoxinas, que para ser activas, deben ser procesadas por las proteasas del intestino medio
de los insectos. El procesamiento tipico de las toxinas Cryl se da por el corte de los
primeros 28 residuos del extremo N-terminal en un sitio conservado (Bravo ef al., 2002) y
de los dltimos 500 residuos del extremo C-terminal, obteniéndose un fragmento resistente a
proteasas de entre 55 y 65 kDa que ¢s la foxina activa. La posicion del sitio de corte en el
extremo C-terminal no es constante en todas las toxinas Cry sino que se localiza en la
region entre los residuos 609 y 630 (Wabiko et al., 1986; Martens e¢f al., 1995; Strizhov et
al., 1996).

2.4.2.2 Union de las toxinas Cry al receptor
Las toxinas Cry se unen a sitios especificos localizados en la microvellosidad apical

de las células columnares del intestino medio de larvas de insectos susceptibles (Hofmann
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et al., 1988; Bravo ef al., 1992). Dicha union es determinante para la toxicidad, y gracias a
estudios con larvas de lepidépteros y toxinas de tipo Cryl (Pietrantonio et al., 1996),y a
estudios con Cry3A y el coledptero Tenchbrio molitor (Belfiore et al., 1994), se ha mpstr‘éd,o‘v '
que la cinética de unidn de las toxinas Cry a vesiculas de membrana en la micrdVélid'Sidad o
apical (VMMA) de los insectos susceptibles es bifdsica, compuesto de un paso reversi'blye'yﬁ :
otro irreversible (Van Rie er al., 1989; Jenkins ¢t al., 2000). Las regiones de ]arto'x'iné‘ qﬁe
participan en la interaccién con el receptor se localizan en los dominios 11 y 1L L‘stas
regiones han sido identificadas por medio de andlisis de mutantes smo-dmgldas (Lee et aI
1996), y en el dominio II son: el asa de la a-hélice 8 de dominio I que une con dominio Il'y
las asas 1 (entre B2y B3), 2 (ehifé' [36y B7)y 3 (10 y B11). Se ha visto que algunas
mutacionés afectan la etapa ihiéial',de la interaccién con- el recéptor (unién reversible)
produciendo proteinas con menor afinidad y con menor toxicidad, como las realizadas en el
asa 1 de la toxina Cry3A (Wu et al., 1996) o en el asa 2 de la.toxina CrylAc (Dean et al.,
1996). Otras mutaciones causan cambios cn la segunda ctapa de la interaccién con el
reccptor (unién irreversible) conduciendo también a una baja ipxicidad, como las realizadas
en el asa 1 de CrylAc (Srﬁedley y Ellar, 1996). La mutagénesis del dominio 11 también ha
gencrado toxinas con mejor capacidad de unién y que por cénsiguiente resultaron ser mas -
téxicas, como en el caso de la CrylAb N372A-A282G-L283S (en los loops 1y 2 de

dominio II), que presenta una afinidad 18 veces mayor y 36 veces mayor t‘o‘xivcida}d que la

forma siivcstre (Rahamojan et al., 1996) Por su parte, el dominio I tam ién pamcnpa en
la determinacién de la cspecxf cidad. (Caramon et al., 1991). La construccmn-de b;otelnas '
qunmerncas entre. Cry1Cy Cry]Ea mostro que el dommlo 111 de: la pnmera era detennmante |
para la especificidad hacia Spodoptera cngua y. Mameslra brasucae (de Maagd et al.,

1996). Inclusive, la quimera entre las protemas Cry]Ab y Crle resulto en una proteina 10

veces mds toxica hacia S. exigua que la Cryl C(de Maagd et al.; 1996).

La mayoria de las toxinas CrylA se unen con a,lta‘ afinidad éfglicopr,otéfnﬁ‘sf de dos
tipos: uno perlcneciénte ala fémilia ac las aminopeptidasas de tipo N unida a mvembraﬁa
mediante un ancla de g,hcosnlfosfaudnlmosnol GPI (Garczynski y Adang, 1995) con peso
molecular cercano a 120 kDa, y la ofra es un miembro de la familia de las caderinas

(cadhenne-hke) con un peso de 210 kDa (Vladamudi ef al., 1995).
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2.4.2.3 ]nserc/an en membl anay formaczon de poro .

La fase 1rrcversxblc de la unién: de las proteinas Cry a la membrana se consu:lera
como u una_‘ evidencia de que éstas se insertan en la membrana para luego causar la
destrucéién del tejido intestinal de las larvas de insectos susceptibles (Van Rie ef al., 1989;
Jenkins et al., 2000). Se ha demostrado que a dosis de micromolar las toxinas Cry son
capaces de interactuar con membranas lipidicas artificiales en ausencna de reccptor e
insertarse en las mismas, formando canales permeables prmcnpalmente a catxones (Engllsh :
et al., 1991), pero también a aniones y solutos neutros (Yunovitz y Yawetz,‘ 1988; Schwartz
et al.; 1993; Lorence ef al., 1995), aunque a concentraciones ﬁsid]égicamemé rclevadtgs
(pM-nM), las protefnas Cry no se insertan de manera espontanca en membranas értiﬁcizﬂes

(Know]es,1‘994; Lorence et al., 1995),

" Con base en el conocimiento que se tiene acerca de la insercién de otras toxinas
bacterianas formadoras de poro, se han propuesto dos modelos de insercién de toxinas Cry
en membrana. El primer modelo, llamado de “abrecartas” (figura 6, panel b), propone que
las o-hélices 5 y 6 se insertan en la membrana como consecuencia de un cambio
conformacional regulado por el receptor, sin mayor participacion de las hélices y dominios
restantes. El otro modelo, denominado de “paraguas” (figura 6, panel a), plantea que
después de la union con el receptor, se inserta la region de las hélices a4-a5, mientras que
el resto de las hélices se aplanan sobre la superficie de la bicapa lipidica exponiendo hacia
ella su cara hidrofébica (Knowles, 1994). Hasta el momento, mas evidencias sustentan el

maodeclo de paraguas (Schwartz e al., 1997; Masson et al., 1999).

Experimentos de proteccién osmética “demuestran que dcspués de . unirse 'a
membrana e insertarse en clla, las toxinas Cry forman poros con un didmetro de 1 a 2 nm
(Knowles y Ellar, 1987). El tamaiio de estos -poros aunado a la: aparicién -frecuente de
multiples cstados de conductancia en los estudios de la actividad de las proteinas Cry en
bicapas lipidicas planas (Slatin er al., 1990; Schwartz et al., 1993; Grochulski et al., 1995;
Schwartz et al., 1997) son evidencias de la formacién de agregados de las 8-endotoxinas.

De hecho, se postula que se requieren de cuatro toxinas Cry para formar un poro en donde
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las hélices a4 y oS se encuentran insertadas en la membrana (Schwartz et al., 2002; Gomez

et al., 2002).

VN7, N

Figura 6. Modclos de insercién de las toxinas Cry en la microvellosidad apical
del intestino medio. Las hélices a estin enumeradas a partir del N-terminal. El
receptor se indica como R. a) Modelo de paraguas (Li et al., 1991). Las hélices
ad y o5 se insertan mientras las hélices restantes se manticnen sobre la
superficie de la membrana. b) Modelo de abrecartas (Hodgman y Ellar, 1990).
Las hélices oS y o6 se insertan a la membrana sin mayor reordenamiento
estructural de las demds hélices. (Imagen tomada de Knowles, 1994).

2.4.2.4. Citolisis

Las toxinas Cry causan la muerte de las células epiteliales por citélisis osmotica.
Las toxinas Cry aumentan la permeabilidad de la microvcllosida‘d_aj‘jircg_l a-cationes,
aniones, agua y moléculas de mayor tamaifio. Esto genera que se:c'ol,aps‘é"”'lé,‘diferencia de

potencial y por tanto se pierda la fierza motriz que dirige la entrada de aminoécidos al

interior celular, asi como la redistribucién de los cationes entre el lumen'y el citoplasma. Se

considera que un efecto devastador cn este proceso es la alcalinizacién del citoplasma, ya
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que esto interfiere con el metabolismo celular normal, que tiene como consecuehcia final la

destruccion del epneho intestinal. Una vez que las cclulas se destruyen, las. esporas de Bt

destruccion del intestino medio y la prohferacmn de bactenas de la

en la mucrte de las larvas por inanicién y scphcemla (Knowles” /

2.5 Protunas Cyt

de las S-endolomnas cnstalmas p' _ducxdas por Bt que deben suv r ombre a -he ch;.de poseer

una actividad citolitica in wlro contra varios tipos de células, como ernroc:tos, lmfoc1tos y '
fibroblastos (Knowles y Ellar, 1987; Thomas y Ellar, 1983) "Una varxedad de dxferemes
toxinas Cyt han sido encontradas en cepas con actividad t6xica contra mosqultos m v:vo, y‘ '
los genes de muchas de ellas han sido identificados y secuenciados; estos son CytlAal,de,
B. thuringiensis subsp. israclensis, CytlAa2 de B. thuringiensis subsp. mbfri&oni éepa'
PG14 (Earp y Ellar, 1987; Waalwijk et al., 1985), Cyt2Aal de B. thuringiensis subSp.
kyushuensis (Koni et al., 1993), que también ha sido encontrada en B. thurihgiensis subsp.
darmstadiensis 73-E10-2 y ¢l gen que codifica para la toxina Cyt1C en B. thuringiensis

subsp. fukuokaensis (Yu et al., 1991).

2.5.1. Estructura de Cyt1 A,

El primer intento para modelar la estructura tridimensional de Cyt1 A fue descritaen

una publicacién de 1988 (Ward et al., 1988). Este modelo capturd algunas caracteristicas d'e“
la estructura, como abundancia de ldminas B y dos ramilletes de a-hélices hnt'ipr'c»i"f‘él'eiés:,'[

pero no pudo proveer de una descripcion del arreglo tridimensional de los elementos de la:

estructura secundaria. La prediccion de la estructura de Cyt1A llegé a ser >osible solo
después de que Li ef al, en 1996, determinaron la estructura en rayos‘ X"d 1a
Cy12Aal, antes nombrada CytB (figura 7). Al'igual que Cyt2Aa1 Cyt1A< )

de dos horqunllas a-helicoidales externas (hehces A B y C D) ﬂanqueanddun nucleo de

c n'sis'tf‘rf

hojas B (laminas 1 a 7).
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Figura 7. Estructura de la toxina Cyt2Aal de Bacillus thuringiensis subsp. Kyushuensis.

Imagen extraida de Li er al., 1996.

Cuando las sccuencias de aminoacidos de Cytl Aal (Bacillus thuringiensis subsp.
israelensis), Cytl Aa3 (B. thuringicensis subsp. morrisoni), Cytl1 Abl (B. thuringiensis subsp.
medellin), Cyt1Bal (B. thuringiensis subsp. neoleoensis), Cyt2Bal (B. thuringiensis subsp.
israelensis) y Cyt2Aal (B. thuringiensis subsp. kyushuensis) fueron alineadas (Butko, P
2003), se observo la presencia de 4 bloques con alto grado de similitud y significancia
estadistica:

1) lahélice A (PYILQAIQLANAFQGALDP%).

2) el asa después de la hélice D mas la ldmina 34 ('74TF'I'NLNTQKDEAWIFW189 ,
3) las laminas B5y 6 ('*)TNYYYNVLFAIQNEDTGGVMACVPIGFE®?) y

4) la hoja B6ay el asa subsiguiente hacia oE (**LFFTIKDSARY?*),
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Ward et al,, en 1988, fueron los primeros en desarrollar mutagénesis sistemadtica de
la toxina Cyt1A. Este grupo reemplazé residuos cargados (los cuales estan usualmente
expuestos sobre la superficie de las proteinas) por alanina, observandose que de 13
mutantes, solo cinco (154, 163, 164, 213 y 225) tuvieron efectos imporlar'lte'_s"en"éujimto"a ‘
toxicidad y unién a lipidos. El hecho de que estas mutantes se encontraran en las asas entre
aD-B4, p4-B5, B6-aE y oE-B7, sugiere que dichas regiones son de vital imporlan'cié_zﬁen la

actividad in vivo de Cyt.

2.5.2 Inhibicién de toxicidad inducida por lipidos.

E En‘19$3, Thomas y Ellar, mostraron que la preparacién de toxinas‘ de Bacillus
thuringiensis subsp. israelensis (Bti) pierde su actividad bajo incubacién con lipidos. Al
mismo tiempo, demostraron que las determinantes importantes para la unién de toxina eran
las cabezas polares de los lipidos (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y esfingomielina)
y la presencia de cadenas de dcidos grasos insaturados. Haider y Ellar, a su vez; en 1989,
encontraron que la adicién de toxinas de Bti a una suspension de vesnculas multxlamelares
causa un incremento inmediato en turbidez, el cual fue atribuido a la reorgamzacxén de los
lipidos, los cuales incluyen vesicularizacion y agregacion y/o fusién. Usando hposomas
multilamelares (Drobniewski y Ellar, 1988; Haider y Ellar, 1989) y blcapas hpxdlcas
(Knowles et al., 1989) se ha demostrado que la accion citolitica de Cyt1A es mediada porla

interaccion toxina-lipido (Butko, 2003).

2.5.3. Canales selectivos a cationes. segmentos de toxina y modelo de formacidn de poro.

En 1989, Knowles ¢t al., reportaron que CytlA forma canales en bicapas lipidicas
planas, pero solo a un pH de 9.5. Un andlisis mas exhaustivo de los canales de Cyt2Aal (B.
thuringiensis var. kyushuensis) (Knowles et al., 1992) probd inequivocamente la presencia
de canales de potasio después de la incorporacién de la toxina activada en bicapas lipidicas
planas. Estos autores también observaron que la incorporacién de la toxina induce la

liberacién total de glucosa.en liposoias previamente cargadas con dicho aziicar.
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Los resultados anteriores apoyan la idea del mecanismo. de lisis coloide-osmética
de CytlA-mediado por dafio celular (Knowles y Ellar, 1987); es (Virgrcjrr,,;que: el proceso de
cquilibrio en las concentraciones de cationes a través de membraﬁa re'splta} en un
movimiento osmético dc agua con subsecuente hinchazén yre'\"eﬂ‘tu'al:'fﬁptﬁra'dé lacélula;
Sin cmbargo, aunque estos resultados podrian ser un fuerte indicio de ‘que la toxina CytlA
se inserta en la membrana, se ha visto que las cuatro a-hélices de CyllAal qué contienen
de 11 a 15 aminodcidos, son demasiado cortas para cruzarla (Butko ef al., 1997). De ahi
que Li ef aI., en-1996, sugiriera que las hojas B antes éuer las ort:hélices estan'aﬁ implicadas

en unién a membrana, insercién y formacién del poro.

Un modelo hipotético. propuesto. para elfiporq formado por Cyt consiste de 6
moléculas de toxina ensambladas como 1u}17’501‘vuv1bri‘lyla abierta, El"aAs/a de la sombrilla
comprende las cadenas 85 a 7, atravésa'ndq 1a membrana lipidica, miehttaé 'duér;en,/lafparte
alta dc la sombrilla se localizan las a-hélices desplegadas sobre la supcfﬁcié (Prom'd‘onkoy,
1999; Promdonkoy y Ellar, 2003). Por otro lado, la agregacion de CytlA en‘la membrana
parece jugar un papel importante en la hipStesis de formacion de poro. Cuando el poro
transmembranal es formado, a menudo diversas moléculas de toxina se ensamblan para
crear la alineacion del poro, como en la toxina de antrax (Falnes y Sandvig, 2000). En
1997, Gazit et al., mostraron que las moléculas de Cytl A pueden interactuar una con otra
via las hélices A y C, esto gracias a los resultados que observaron con péptidos sintéticos
que mimetizaban dichas regiones y que fueron analizados por espectros de fluorescencia.
No obstante, solo hay un reporte publicado sobre el aislamiento fisico de agregados de
Cyt1A por-gradiente de sacarosa, en el cual, Chow et al, 1989, estudiaron la unic’m de
Cyt1A marcada con '?*] a eritrocitos y células de A. albopictus.y Chorx.sloneura fumzferana

Una limitante de este estudio es que la composicion de los agregados es erta, debldo al ‘

uso de las células completas, por lo que CytlA podria estar- umda

proteinas de membrana y no consigo misma. Como los canales ©.por 1m¢nt‘e »

formados por pequeiias subunidades proteicas ensambladas entre 51 con na:mayor o menor
constante estequiométrica, la hipotesis del poro solo podra ser soportada ‘encontrando

oligémeros de bajo niimero de subunidades (Butko, 2003).
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2.5.4 Cyt1A como deterpente.
-La escasa informacién que se tiene para poder determmar la veracidad de ]os poros.

que forma la toxina CytlA in vivo, ha generado la idea de” otro mecamsmo de acmon
diferente al ya planteado. Dicho mecanismo podria estar basado en la posnbllldad de que los ‘

agregados de Cytl A puedan destruir completamente la membrana cn la forma que Io hana*

un detergente, resultando en la completa ausencia de una vesncula (Butko 2003) Esta S

observacion estéd sustentada por el trabajo de Butko et al en 1996 en

que CytlA opera por un mecanismo de todo o nada, p. eJem las célula;

después de estar en contacto con la toxina estan ¢ intactas & comp]etament rotas; no’se L

encontraron vesiculas que solo tuvieran pérdida parcial de su comcmdo

importante, la accién de detergente no requiere ni ensamblaje estequll memc de la toxmaf

ni penetracion-estable de. ella a través de la bicapa hpxdxca por- lo que podna ser mas.’

factible que CytlA actuase de este modo.

Sea cual sea el mecanismo de lisis celular de la toxina CytlA, es importzinte
mencionar que ¢l modelo de formacion de poro (figura 8, panel a) y de detergente (figura 8,
panel b) no son mutuamente excluyentes. Cada uno puede operar a diferentes
concentraciones de toxina o sobre diferentes escalas de tiempo. Mientras é bajas
concentraciones la toxina puede formar poros oligoméricos, a altos radios toxina/lipido, la
membrana puede no ser capaz de acomodar el gran nimero de moléculas de toxina

asociadas y, por lo tanto, romperse completamente por un mecanismo detergente (Butko,

2003).
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a. Modelo de formacidén de poro b. Modelo de accion detergente

Figura 8. Modeclos de accién hipotéticos de la toxina CytlA. 1) La toxina soluble
difunde ¢n la fase extracelular. 2)Durante ¢l acceso a la membrana, la toxina cambia
de conformacion y s¢ unc a los lipidos. 3) Las moléculas de toxina se insertan en la
bicapa lipidica, donde forman poros oligoméricos 6 se localizan como agregados
extendidos sobre la superficie de 1a membrana, la cual puede ser fragmentada en
complejos toxina-lipido. (Imagen extraida de Butko, 2003). ‘

2.6 Genes cry.

El genoma de las cepas de Bt abarca entre 2.4 y 5.7 millones de pb (Carlson et al
1994). La diversidad remarcable de las toxinas Cry de Bt se debe al alto ;,rado de
rccombinacion que presentan sus genes, los cuales residen en plasmidos mov1les (Gonzalez
et al., 1981), comunmcnte flanqucados por cstructuras compucstas que mcluyen elemenlos
moéviles genclxcos como lransposones (Kronstad et al., 1984; Lereclus et al., 1984) Se ha:

sugerido la co- cvolucxon de genes cry con las diferentes especies de msectos blanco.

Estudios filogenéticos apoyan esta idea de evolucién a partir de un orlgen comun, yf

ademds, sustentan que la alta diversidad de cstas proteinas pudo ser: ;_._,enerada por

divergencia en secuencia y por recombinacion homdloga, lo que permlte
intercambios de dominios estructurales entre las diferentes toxinas (Bravo, 1997 de Maagd
el al., 1999). Lo anterior sugiere que podria haber una amplia dxstnbucu’m de los f,enes cry

en la naturaleza directamente relacionados con la localizacion de diferentes especies de
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insectos. Meadows et al., en 1993, analizé tres nichos hipotéticos y prevalentes-para Bt en

el ambiente:

1) como entomopatdgeno, en su forma vegetativa;

2) como filéfago, residente en materia organica en descomposicion, también en su
forma vegetativa;

3) y como un microorganismo de suclo, en su forma esporulada.

2.7 Subespecies de Bt con actividad mosquitocida. ‘

Por 40 afios, los ensayos seroldgicos han sido ocupados comb un “sistema de
clasificacion para Bt. Estas prucbas se basan en la determinacién-del antigeno flagelar
descrito por de Barjac y Bonnefoi en 1962. Las reacciones de aglutinacion que se observan
con el antigeno flagelar H son un fuerte indicio de la enorme diversidad genética entre las
diferentes subespecies de Bt que han sido ais]adas; Gracias a ello se ha establecido una
clasificacion de subespecies de B. 1hurfngicn$‘i.§ que ‘producen inclusiones téxicas hacia
dipteros, como israelensis (Goldberg et al., 1977), morrisoni (Padua et al., 1984),
Sukuokaensis (Yu et al., 1991), darmstadiensis (Padua et al., 1980) y kyushuensis (Ohba et
al., 1979). Recientemente se han identificado otras cepas de Bt con actividad mosquitocida
(Ragni et al., 1996). De entre cstas, Bacillus thuringiensis subsp. jegathesan y Bacillus
thuringiensis subsp. medellin son las més prometedoras, pues ambas producen proteinas de

alta actividad contra mosquitos como: Cryl1Bal y Cryl11Bbl.

2.8 Bacillus thuringiensis subespecic israelensis.

La primera subespecie de Bt identificada con actividad contra larvas de mosquito
fue Bacillus thuringiensis subespecie israelensis (Bti), que ademds es la que produce las
inclusiones cristalinas mas téxicas. Esta bacteria fue descubierta en Israel por Goldberg y
Margalit en el afio de 1977. Bti ha mostrado ser téxi(:a’ipara diptéros del suborden
Nematocera, incluyendo’ mosquilos de las familias Culicidaq Simuliidae, Tipulidae y
Chironomidae, asi como. para insectos del género Aedes sp (agente vector de Dengue),

Culex sp (vector de f' ]anasns) Mansonia sp, Anopheles sp (vector de malana) y Simulium

sp (Federici- BA 1995) Las inclusiones crlstalmas que produce Bt1 son principalmente

cuatro: Cry4Aal Cry4Ba1 CryllAal y CytlAaly. BtLalberg,a plasmidos que abarcan
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rangos de tamafio de entre 3 a 135 MDa (Gonzilez et al., 1984). Uno de estos plasmidos,
con tamafio de 75 MDzi, e's'el rcspbnsabie de la'actividad t6xica contra larvas de mosquitos,

ya que contiene los ;_.,enes Cry4A Cry4B Cryl1A y Cyt1A, que codifican para protemas de

' aproxnmadameme 134 ]28 72 y. 27 kDa respectivamente. (de Barjac - el a::, 1990

Dclécluse el aI 1991 Porter et aI 1993) En este plasmido también se encuentra mapeado

el g,cn regulatono que codxf' ca para un polipéptido de 20 kDa (protema helper), el cdal se
1989, Hbfte etral

:_requlere _para’. la produccmn efi cxente de las proteinas. (Adams et al.,
1989). ‘

" Bti es una baclcna que se ha ocupado con gran exno en pro;,ramas‘ operaclonales de

control de vectores. Bioinsecticidas comerciales realizados a. bas de: esta cepa han sido

exitosamente aplicados en campo como agentes de contro] bxol_

vlCO de mosquitos y
moscas en diversas regiones del mundo, y Bti ha probado ser una a]tematnva practica al
control quimico (Kurtak ef al., 1989). Parte de la aceptacion’ que tiene el uso de Bti como
insecticida biolégico es su alta y especifica actividad larvicida cohtra insectos del orden
diptero. Dicha especificidad toxica es sumamente importante, pues no conlleva ningtin tipo
de efecto adverso sobre otros organismos en el ambiente (Georghiou et al, 1997),
incluyendo scres humanos. No obstante, el uso de Bti a nivel mundial es aun limitado,
debido a la baja eficacia que algunas de las preparaciones comerciales han mostrado. Las
principales razones de lo anterior son: o
1) hundimiento de Ia muestra en el fondo del agua (Rashed ef al 1989)
2) absorcion de la mucstra en matena orgamca (Margaht el aI 1984 : Ohana et al,
1987). b T .
3) consumo de la :muestra por'otros orgamsmos para‘losicualesino’e toxnca (Blaustem
et al, ]991)

4) mactwac:on por.radiaciéon. solar (Cohen S,

1991: Pus

Una manera de superar las anterlores llmltantes ‘es: clonar los genes que codifican
para la toxinas de Btl (a pamr de la lecno]oz,la de DNA recombmante) en organismos
capaces de ‘habitar ambientes acudticos propxos para el crecimiento de las larvas de

mosquitos y que ademds puedan servir como fuente de alimentacién para las mismas, como
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lo hicieron Wu et al., en 1997 con Anabaena, 6 realizando andlisis exhaustivos sobre
formulaciones adecuadas de la preparacién insecticida, como los que generaron la creacion
de VectoBac y Tecknar, preparaciones efectivas en costo y almacenamiento, fabricados por
Valent Bio-Sciences y Certis respectivamente, y de amplio uso en Estados Unidos por su

resistencia a la luz UV, su estabilidad en agua y nula precipitacién (Federici, 1995).

2.9 Sinergismo. tntre toxinas Cry y Cyt de Bti.

Wu y Chang, en 1994, fueron los primeros en obscrvar que cuando]as protemas del :

cristal de Bti eran mezcladas y probadas contra larvas de 4. aeg:pn, la actl i

de estas combinaciones era mayor que lo que se esperaria de la sum de ctxvxdad»de las

proteinas individuales. Lo que estos investigadores thleron”fu xpresar ‘diversas

combinaciones de los genes de las toxinas de Bti en la cepa acnstalfferaz4Q7 con el fin de

poder expresar por separado las diferentes proteinas Cry y Cyt, Sus ‘conclusmnes muestran
que la presencia simultinea de Cyt1A y Cryl1A resulta en una tox:cxdad de cuatro a cinco
veces mas alta que la de las proteinas solas. Este es un dato importante que soporta la idea
de un proceso sinérgico entre CytlA y Cryl1A (Chang et al., 1993; Ptitsyn et al., 1990;
Wu y Federici, 1994) y de la participacién de Cyt1A en el vencimiento de la resistenéia'de :
insectos a las toxinas Cry (Wirth ef al., 1997). Por consiguiente, se reconoce la 1mportancxa‘ P
de la potencia de Cytl A en mezclas sinérgicas de Bfi y en su actividad contra la resnstencna

que generan los insectos a dichas toxinas.

Otros reportes posteriores (Angsuthanasombat et al., 1992; Chang et al., 1993;
Chilcott et a]., ~1998'§ Crickmore et al., 1995; Delécluse et al., 1993; Poncet et al., 1995; Wu
et al., 1994) confirmaron interacciones sinérgicas entre las toxinas de Bti. Sin embargo,
evaluar estos estudios y establecer con precisién cual es la contribucién de cada proteina a
la toxicidad global de la inclusién nativa resulta dificil. Parte del problema es la gran
variacion reportada en cuanto a las toxicidades obtenidas para las toxmas de forma
individual, probablementc debido a las diferencias en las condncnones experlmenta]es en

que se rcalizan los bioensayos. Al;,unos de los factores que tamblen complican la

observacion son: diferencias en la espec:e de larvas usadas (aparememente las toxinas no
alidad y solubilidad de los

matan igual a un género de mosquito que a otro) tamano,
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cristales; variacién en las condiciones del bioensayo, incluyendo tipo de dieta, temperatura,
pH y salinidad; variacion natural en las poblaciones de insectos (uso de insectos en
difercntes fases de desarrollo); inactivacion potencial (o, posiblemente, activacion
accidental por impurezas con proteasas) durante procedimientos de purificacién por
cromatografia; complejidad inmune en las especies de mosquitos; diferentes condiciones de
cria de los insectos y diferencias en las formulaciones de Bti con que se alimenta a las

larvas (esporas intactas, cristales solubilizados, cristales reprecipitados, y/o esporas

encapsuladas o cristales) (Schnepf et al., 1998).

Un estudio de Crikmore er al., en 1995, intenté resolver ﬁun,pdéb‘l‘,ési.'p"rqble'rﬁas”
anteriores estableciendo constantes experimentales de bioensayo. Fue aanueusando larvas
del 4°. estadio de 4. aegypti a una temperatura de 25°C,; se obscﬁé ci{;e :]vzi prcvksutféh‘cia en.yltat‘s[
actividades relativas de las toxinas de forma individual contra.dicho inéeéto SOH; de la mds -
a la menos activa: Cryl 1A, Cry4B, CrydA y CytlA, esto tomdijdo énfcuéﬁiﬂ los ‘valo're's de
dosis letal media LCsp (Schnepf et al., 1998). Al mismo tiempo se demostré la existencia
de interacciones sinérgicas con todas las combinaciones posibles de toxinas, aunque el
alcance de csta interaccion fue dependiente de la combinacidon. Sin embargo, ninguna
combinacion fue tan activa como el cuerpo de inclusién completo de Bti. Una de las.
razones para explicar la observacién anterior, es que quizas el cristal nativo de Bti se.,
ingiricra mcjor y se solubilice mas facilmente en el intestino mcdlo del msecto que los
cristales provenientes de cepas recombinantes. Adicionalmente, la presencna de las cuatrov: :
toxinas en un solo cristal puede de alguna manera ser mds ef' cxente que la mezcla de dlchas :

toxinas cn un bioensayo. (Schnepfer al., 1998)

Una alternativa ‘para estudiar las conmbucxones relauvasde las-toxinas: de Btl fue
construir cepas en las. cuales el gen de crylld & el de cyr icame

inactivados. El efecto de-la inactivacién de cry] 14 (Poncet el dl

toxicidad. En contraste, la inactivacion del gen cytlA (Delecluse et aI prodUJo una
cepa con towcldad similar a la cepa nativa, sugiriendo que. Ia toxma Cyt]A* no es esencial
para la actividad mosquﬂocxda Sin embargo, este dato debe mterpretarse con precaucxén ya

que recientemente se ha reportado que Bti también contiene genes que codifican para las

T.E.ma 0 «.rON
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proteinas CytlAa2, CytlAaS, Cyt2Bal, Cyt2Ba2 y Cyt2Ba9, por lo que el efecto: de la

ausencia de la toxina Cyt1A puede verse compensado por la presencia de-estas otras

proteinas Cyt.

ng}dov et al., en 1995, también demostraron las interacciones sinérgicas, mediante

la clonarciéryly dé. los genes que codifican para las proteinas Cry4A, CryllA y la pfdteiha

_ helper. de 20 kDa, en siete posibles combinaciones dentro de dos vectores de expresion en
E. coli. (pUHE y. pT7). Las cuatro combinaciones que contenian Cry4A mostraronx'altos -

ruveles de’ achvndad larvicida. La toxicidad mostrada por la combinacién de Cry4A y

Cry11A fue siete veces mayor de la que mostraba Cry4A sola, lo cual, muestra ngcvamente

un efecto sinérgico entre toxinas de Bti.

No obstante todas las pruebas de la interaccion sinérg,ica ya mencior.ladas:aunqno‘se

se' lleva a

ha reportado ningtn trabajo que explique el mecanismo de accxon por e cu“
cabo el sinergismo entre estas toxinas. Una comparacion de curvas de dosxs-respuesta para
las toxinas individuales de Bti (Crickmore ef al., 1995) muestra una clara dlferenma entre la
accién de las toxinas Cry y la toxina Cytl A. Por consiguiente, se puede postular que CytlA
actta de forma distinta a como lo hacen las toxinas Cry. Si analizainbs esta’ situacion,
veremos que esto no es tan extrafio de pensar, pues de hecho la toxina CytlA tiene una
estructura completamente diferente al 'den’ las toxinas Cry (Li ef al., 1996) y parece

interactuar con la membrana apical de forma muy diferente (Thomas ef al., 1983).

La hipdtesis que sustenta el proyecto es la sxgu1eme EI efeclo smerg:co entre las

toxinas CryllA y CytiA de Blt, se debe-a. mteraccxones mtermoleculares entre eslas
proteinas. La toxina Cyt pucde fauhlar Ia union'e mlez nahzauon de- la loxma Crylld en

la membrana.
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3. OBJETIVOS

~ 3.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar el mecamsmo de accxon de ]as S-endotoxinas Cry] 1A y CytlA de Bti en

larvas -de Acdes aegypn conSIderando los diferentes pasos -del’ mecamsmo de accion, .y

utlllzando para el ana]xsxs a dlchas toxmas de manera mdwrdual y cn mezclas que ayuden a-

cntender el smerglsmo

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analizar la toxicidad de las toxinas Cryl1A y CytlA contra larvas del 4° estédio de A.
aegypti, de forma individual y en combinaciones. h

2) Determinar la interaccién de estas toxinas con su receptor por medio de ensayos de
union y ligand blot a vesiculas de membranas de microvellosidad apical: (VMMAGS) del
intestino medio de 4. aegypti.

3) Analizar la actividad formadora de poro de Cryl 1A y CytlA en VVMMAs de A aegypti,
tanto de forma individual como conjunta.

4) Determinar la posible interaccion entre las prolemas Cry] lA y CytlA a traves de ensayo
tipo ligand blot y sistema de dos hibridos en levadura.

5) Analizar la interaccion de CryllA'y ‘CyﬂAr in vivo con el iniestino de A.“degypri,

utilizando a las toxinas marcadas fluorescentemente por medio de estudios de microscopia.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Cepas.
Las cepas utilizadas para la realizacion de este trabajo fueron:

- Bacillus thurmgwnst.s CG6, que conllene el lasmido pWF26 (resistente a

emromlclna) que expresa la proteina Cryl lA

- Bacillus Ihurmgwns:s 4Q7 que contlene e

fésniidd'; pWF45 f”_;‘(rés.i‘steme a:
eritromicina) que expresa la proteina CytlA. . | A

- Bacillus thuringiensis subespecie zsraelens1s IID9]6 i

- Saccar omyces cerevisiae L40. Genotipo: MATa hts3A200:lrp1 901 Iau2 3] 12 ade2
LYS2::(4lexAop-HIS3)URA3::(8lexAop- IacZ)GAL4 Fenolnpo Hls Trp s Leu,
Ade’. Fuente: Kit Hybrid Hunter, Invnrogen . . A s

- Escherichia coli XL-10 gold. Genotipo: EndA Laclq eplsoma F Rec A Fucme

Stratagene.

4.2 Aminoscidos.
Las soluciones de aminoécidos fueron cstenlxzadas ocupando ﬁltros mlhpore de 0. 2

Hm desechables, triptéfano, lcucma Y ademna ﬁJeron ocupados en una concenlracnon de

100 pg/ml; la histidina a 50 pg/ml.

4.3 Seleccion de antibiotico.
Las concentraciones estandar de anllbloucos que se usaron a lo largo de este trabajo
se presentan en la siguiente tabla. chhas concentramones se usaron tanto en medlo liquido

como en solido.

(‘\f’l( \]
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Tabla 1. Concentraciones de antibidtico usado en medios de cultivo

Antibidtico Stock Concentracién final

Ampicilina 100 mg/ml 100 pg/ml

Eritromicina 10 mg/ml 25 pg/ml (Bt CG6)
10 pg/ml (Bt 4Q7)

Zeocina 100 mg/ml 100 pg/ml (E. coli XL-10

Gold) o
300 pg/ml (S cerevisiae
L40)

4.4 Purificacion y procesamiento de proteinas Cry

La cepa de Bt CG6, clonada con el plasm1d0 pWT26 que expresa la proteina
CryllA, y la cepa de Bt 4Q7 con el piésmido'pWF45 clon'a‘dé pafa expresar la proteina
CytlA, se colocaron en medio mmlmo ]lC]LIldO SP (con su respecuva concentracién de

eritromicina) para favorecer su esporulacnon y produccnon de mclusmnes cristalinas.

Una vez que el medlo se encontro 100% esporulado (chequeo por mlcroscopxo), se

recuperé el cultivo centnfugando a ]0000 rpm por. 10 minutos (centrxfuga Beckman J2-HS,

rotor JA-20), cllmmando cl sobrenadame Se resuspcndlo y lavé la pastllla en una soluc1on

de 0.3 M'de NaCl y 0.01:M de EDTA 'pH 8.0. Posteriormente se centrifugo a’ 10000 rpm‘ .

por 10 min, se eliminé el sobrenadante y se someti6 al pellet al mismo proceso anterlor por o

2 veces mas. Se resuspendié y lavé la pastilla en una solucion de PMSF. 1 mM,, Se =

centrifugo 10 min a 10000 rpm y se elimind cl sobrenadante. Se volvio a resuspender el -

pellet en buffer TTN (Tris 20 mM, triton x-100 0.1%, NaCl 300 mM, pH 7.2,ajusv;a7doﬁ cqn L

HCI) y se sonicé dando tres pulsos de 60” a 20 watts x 1° de descanso para lueéb "s"o'm'éié'r a.

la suspensién a un gradiente de sacarosa utilizando las siguientes concentracxones 84%,"‘\"7

75%, 72% y 67%. Cada una de las concentraciones de azicar llevaban adlmonalmente los :

siguientes reactivos: 400 pl de tritén 1%, 2 ml Tris-HCl 1 M:pH 8.0 y 80 ul de NaCl 5M.
Se centrifugd a 23000 rpm, 20° a 15°C (ultracentrifuga Beckman L-80, rotor SW28) y

luego se recuperd la fraccion donde se encuentran los cristales (que para ambas proteinas es
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entre 79 y 72%) y se eliminé la sacarosa lavando tres veces con tritdn x-100 al 0 01%
centrifugando a 10000 rpm por 10 min. Finalmente se resuspendié la pasn]la en una

solucion de PMSF 1 mM y Tris 50 mM pH 8.0 y se 5uardo la muestra de crlstales a 4°C

para su conservacion.

0‘01' M 8 4°c

Los cristales de Cryl1A se so]ublhzaron en una solucmn,de
1 ' (centnfuga

por 60°. Se recuperd el sobrenadante centnfugando a;“4000 TpI

Eppendorf 5415 C). Posteriormente se actxvaron ]os cnsta]es con tnpsma maréa SIGMA en
una proporcién enzima/protoxina dejﬁlb 0, 7°C por 30°. Por su parte, los cristales de
CytlA se solubilizaron en buffer carbonatosZO.OS ‘M (stock de NaCO3 0.5 My NaHCO;;
0.5M) cn presencia de 0.01 M de DTT a 37°C por 60°. El sobrenadante se recupero
centrifugando a 14000 rpm por 10" (cemrlfuz,a Eppendorf 5415 C). Posteriormente se
activaron los cristales con protcinasa K marca SIGMA cn una proporcién enzima/protoxina

de 1:20, a TA por 30°.

4.5 Purificacion de vesiculas de membrana de microvellosidad apical

(VMM AS).

Se realizo la disecciéon de aproximadamente 1000 larvas del 4°. estadio de A.
acgypti. Los intestinos obtenidos se homogenizaron en presencia de buffer MET (300 mM
de manitol/ 5 mM de EGTA /200 mM de Tris-HCl pH»7;4 )y MgCl; 24 mM. Se agito, se
dejé en hielo por 20' y posteriormente se centrifugé a 3000x g, recuperando el
sobrenadante. Este proceso se repitidé una vez mds, solo que una velocidad de 2000x g. Los
sobrenadantes de ambas centrifugaciones, se juntaron yksometieron a un nuevo proéeso de
centrifugacion por 10" a 100000x g (Ultracentrifuga OplimaTM Beckman, rotor MLA 13( )).
Se desecho el sobrenadante y el pellet obtenido se resuspendié en 100 pl de buffer MET.
LLas VMMA's se guardaron a -70°C, no sin antes verificar su patrén de proteinas por medio
de un gel de SDS-PAGE al 10% y checar su actividad de aminopeptidasa. (Houk et al.,
1986)
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4.6 Determinacion de actividad de aminopeptidasa.
En una celda de poliestireno de 1 ml se mezclaron: 445 ul de agua MQ, 200 pl de.

tris-HCl 1 M pH 8.0, 250 pl de NaCl 1 My 5 pl de VMMAs (volumen final 900}1.1) Se :
2 88 mg enl

t

adicionaron 100 ml de un stock 10.mM de L- leucma-p-mtroamhda (SIG
ml de H,0 MQ). Se agitd perfectamcnte y se siguié la cinética de la reaccion. durantc tres.
minutos en un espcctrofotometro (Pharmacia LKB Ultraspec II) a la longitud de onda (A)

de 405 nm.-

4.7 Determinaéiéh_de concentracion de proteina total.

La detenﬁinééic’)n de la concentracion de proteina total de VMMAs y toxinas.
activadas se realizo por método de Bradford. En un volumen de 790 pl de égﬁa, se
agregaron 10 pl de la-muestra a medir. Se agit6 perfectamente bien y luego se adlcxonaron
200 pl de reactivo de Bradford (Bio-Rad). Se tomé la lectura de absorbancia a x de 595 nmr
ocupando un espectrofotémetro (Pharmacia LKB Ultraspec 11) y los va]ores se mterpolan a

una curva estdndar de albumina sérica bovina (BSA) en un rango de concentracxones dela

20 pg/ml.

4.8 Bioensayos con larvas de A. aegypti.

Los bioensayos se¢ realizaron con larvas de 4o. estadio de 4. aegypti utilizando
esboras/cristalcs de Cryl1A y CytlA. Los ensayos fueron desarrollados en un volumen de
aproximadamente 100 ml de agua desclorada, donde se colocaron 10 larvas de 4. aegypti.
Por método de Bradford se determiné la concentracion total de proteina de las diferentes
muestras de esporas/cristales y con este dato se calculé la dosis requerida como se muestra

en el siguiente ejemplo:

TESIZ CON
FALLA DE ORIGEN

40



Concentracién de esporas cristales de HD916 1,72 w,/p.l

Dosis a aplicar: 10 ng,/ml

Cantidad de nanogramos quesereqvuwrenparaoblcnerunadomsde10 ng/ml en

100 ml de agua desclorada:

Tpg ooy ul=0.58 ,ul

Por lo tanto, de un tubo de esporas/cristales HD916 con una concentracién de 1.72
pg/pl, se tomaron 0.58 4 o 58 wd ’de ;maw' dilucion 1:100 del concentrado (stock
HD916:agua), y se agregaron al volumen de final de 100 ml de agua desclorada, que
contenia las diez larvas de mosquitos. La morialidad presentada en el bioensayo se analiz6
después de 24 y 48 hrs. de agregar la dosis. Como control positivo se utilizé la cepa de Bti
(HD916) en una dosis de 25 ng/ml, mientras que como control negativo se ocupd
unicamente agua desclorada Los datos_de mortalidad fucron analizados por la prueba
Probit de log dosis contra porccntaje de mortalidad (Finney, 1971). Las LCsp se obtuvxeron e
utilizando el programa POLO de LeOra. Para mayor informacién acerca del anahsxs Probit

revisar la seccién de Anexos (pédgina 109).

4.9 Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-

PAGE).
El SDS-PAGE para analizar el patron de bandeo de las proteinas solubilizadas,
activadas y en unién con VMMAs, se llevé a cabo en un gel desnaturalizante de

poliacrilamida al 10 6 12% con un gel stacking al 5% como se describe por Laemmli ef al.,
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1970. El gel se 1ifi6 con colorante Coomassie (Bio-Rad). Los marcadores de peso molecular
Bio-Rad fueron utilizados como estandares. :
4.10 Biotinilacion de proteinas. T

Se empacé una columna con sephadex G25 o G50 (del reactivo Sephadex G25 o

G50 (SIGMA) se tom6 1 g y se resuspendié en 4-6 ml de PBS 1x preparado segun Mamatls

et al., 1992). Se lavo la columna con al menos 15 ml de buffer PBS 1x para e

Posteriormente, se colocé 1a columna en un tubo de ensayo de vidrio y éste: er

tubo Falcon de 15 ml, Se cenmfugo la calumna a 2000x g por 2" para ehmmar‘ I'excedente.

marcada, se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa ECL (Amersham utlhzando'ifr k
camara himeda por 45" a 350 mA (buffer de transferencia: stock sin SDS le, metano, al
20%) y se incubd con estreptavidina acoplada a peroxidasa (SAPO) para posterlormcnte

detectar la sefial dada por la toxina utilizando reactivos quimioluminiscentes (Pierce).

4.11 Ensayo de union clasico con VMMASs en suspension.

Se descongelaron las VMMASs de A. aegypti. Se tomaron 10 pug de vesiculas y se
incubaron con 10 nM de toxina marcada con biotina por 60" a TA (volumen ﬁhal‘ de
reaccion: 100 pl en buffer binding (BB): PBS 1x, BSA 0.1% y tween 0.1%). Se cenﬁiﬁ;gé
a 14000 rpm. por 10" (centrifuga Eppendorf 5415 C). Se recuperd el pellet y se V‘o:‘lv‘ié a
resuspender en 100 pl de BB por tres veces. La ultima resuspensién se hizo en 15 pl de
PBS 1x. Se desnaturalizaron las proteinas en un gel de SDS al 12%. Se transfirié a una
membrana de ln:ilr‘ocelu]osa ECL (Amersham) utilizando cdamara himeda por 45’ a 350 mA
(buffer de transferencia: stock sin SDS 10x, metanol al 20%). Se renaturalizé la membrana

en buffer PBS 1x por 15°. Se bloqued la membrana con 50 ml de buffer PBS 1x + tween 20
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2% por 60° 6 toda la noche (ON). Se bloqued la membrana con 40 ml de buffer PBS 1x +
tween 20 0.05% por 5°, dos veces. Se incu'bér con cslreptavidipa a¢qplada a peroxidasa
(SAPO) (Amersham) en 50 ml de buffer PBS 1x + tween 20 0.05% (radio 1:6000) por 60°.
Se lavé con agua MQ y con buffer PBS 1x+ tween 20 0.05% (de'5 a’ 10 la((adGS' con 30 mi
cada vez) para retirar el exceso de SAPO. Se ]évé, con 40 ml de buffer PBS 1x + tween 20
0.05% por 10, dos veces. Se lavé con 40 ml de buffer PBS 1x por 10°. La sefial obtenida se

reveld con reaclivos quimioluminiscentes (Pierce).

4.12 Ensayo de union a ligando (ligand blot).

Se descongelaron las VMMASs de A. aegypti. Se tomaron 10 ug de vesncu]as y se
colocan en un gel de SDS-PAGE al 12%. Las proteinas se transfi rieron a una membrana de
PVDF Immobilon-P (Milipore) utilizando camara humeda por 45 a 350 mA Se :
renaturalizo la membrana por 15 ¢n PBS 1x. Se enjuagé con PBS 1x + tween 0.1% pqr 15
min. Se bloqueé toda la noche (ON) con PBS 1x + BSA 1% + tween 0.1%. Se enjuagé dos
veces con PBS 1x + tween 0.1%. Se incubé tres veces con 40 ml de PBS 1x + tween 0.1%
por 15 min. Se incub6 10° con 0.5 ml de buffer de incubacién (PBS 1x, 0.2% BSA, 0.1%
tween 20). Se incubé 120" con la toxina en buffer de incubacion. Se enjuagé con PBS 1x + k
0.01% tween 20. Se incubd tres veces con PBS 1x + 0.1% tween 20 por 15 min. Se incubé
con SAPO en concentracion 1:6000 por 60°. Se enjuagd exhaustivamente con agua MQ Y
luego cuatro veces con PBS 1x + tween 0.1 %. Se incub6 con PBS 1x por 15” dos veces. La

sefial obtenida se reveld con reactivos qulmlolummlscentes (Pierce).

4.13 Ensayos de formacién de poro. -
El potencial de membrana en las VMMAGS de 4. aegypli se obtuvo monitbreando la
particion del colorante fluorescente cargado positivamente 3-3 '-dipropiHiodiCarbocianiha
[dis-C3-(5)] (SIGMA) a una concentracion final de 1.2 uM. Las VMMAS fueron dializadas
toda la noche (ON) contra buffer KCl 150 mM, EGTA 2 mM, EDTA 0.5 mM y HEPES 10
mM a pH 7.4. La fluorescencia fue medida a A 620/670 nm excitacién/emisién. Los
ensayos se realizaron en. un volumen de 900 pl de buffer de cloruro de N-metil-D-
glucamina 150 mM; HEPES 10 mM pH 7. 4, a 25°C con agitacién constante. Se adiciond
cianina (1.2 ]JM), despues 10 pg de VMMAS de A. aegyplz, esperando a que el colorante
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alcance el equilibrio (1- min). Posteriormente, se agregé la valinomicina o toxina, que
produjo una hipe’fpo]arizacién debido a la salida de iones K del interior de las vesiculas,

Esto provoco la entrada del colorante tipo cianina en las VMMAs generand0 un
decremento en el mdlce de fluorescencia. La depolarmacnon produjo el efecto contrario. La
cahbracxon del co]orante y la determinacion del potencial de membrana restante se.
desarrollaron en. presencla de valinomicina (2 mM) por adiciones sucesivas de KCI (3.3,
6.7, 13.3, 26.7, 533, 106.7 y 213.3 mM) a las VMMAs (10 pg) suspendidas en buffer de ,
cloruro de N-métil-D-glucamina (MeGIuCl) 150 mM, 10 mM de HEPES pH 7.0.

dS-CA5)
AF

E ko

Figura 9. Esq(wma de los ensayos de fluorescencia para determinar el potencial de membrana en las
VMMASs de A. aegypti.

Para analizar los datos proporcionados por el ﬂuoromctro y obtener la pendiente de
la recta obtenida de graficar potencial de K* contra mcremento en ﬂuorescencxa por accion

de valinomicina se realizo lo siguiente:

Volumen de buffer de cloruro de N-metil-D-glucamina = 900 ul

Volumen de VMMA s correspondientes a 10 pg (stock 1.56 pg/pl) = 6.4 ul

Volumen de cianina = 1 pl .
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Volumen final de reaccién = 907.4 pl

A ‘partir- del. volumen final de 907.4 pl, se determiné cémo se incrementéd el
volumen de reaccion conforme se agrego KCI 3 M. Asi mismo, se determingé el éambid en
conccntfacién de K" externo inducido por valinomicina tomando en consideracion la
formula C;V,=C2V,. Con esos daios se ‘determind el Eg (Ex=25.69 * In [K+]e/[K+];) y el
porcentaje de incremento en fluorescencia (%AF=(Fn — Fo) * 100). La ,‘??‘??}es‘l}m@ los

datos obtenidos. :

Tabla 2, Anﬁli'si‘s de datos de p'c‘rmeiibirlijdac‘l h K por accién de.S'alihémiéinn en VMM ASs de A. aegypti.

’ \Volu:m'cn cn Volumcnﬁnalde [K*]c 0 DIY: Fn |%AF ;
plde KCI3 | reacciénenpl | mM | -
M agrcgado .
o 507.4 T [-12872| 178 | 10
1 908.4 4 | -93.10 | 190 | 22
2 910.4 10 | -69.56 | 2.00 | 32
3 914.4 73 | 4817 | 214 | 46
g 9324 49 [ 2874 | 231 | 63
16 938.4 100 | -10.41 | 252 | 84
32 970.4 198 | 713 | 271 ] 103
64 1034.4 383 | 24.08 | 292 | 124

e Elvalor de [K*]; es sicmpre 150 mM, pues se cargaron las VMMASs de . aegypiti con dicha concentracion de KCI
. Los valores de Fn y Fo son proporcionados por el fluordmetro. Fo es 1a fluorescencia inicial con la que se comenz6 ¢l ensayo

y s¢ mantiene constante. En esic caso Fo tuvo un valor de 1.68.
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La gréfica obtenida para valinomicina (control positivo) se muestra a continuacién:

o y=0765%+93231 r=09
150 ——————
:‘00,- - A‘;:, messnesincoan
%AF
50
0 T T a|
g g 3 ° 2
L] )
Ek
Figura 10. Gréfica de potencial de K* contra’ %AF -
(unidades arbitfarias de ﬂudrescencin) para vnlinomicina.‘ :

Los datos para é\'éiuar'la,permeabilidad a K,+,induci’daik’por,acéién,de’ Cryl-iA y
Cyt1A en VMMAs de 4. degyj)ti,' tanto de forma individual,:%éonio conjunta, se 'anal_iifaroh
de la misma forma artes ‘mostrada para valinomiciha.‘,Las_g‘réﬁ'cas QUe’,n"i’uestran las
pendientes obteni"déé»"coh dichas toxinas se muestran en ¢l apértado‘ de Resultadb:sf' (pégina

78).
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4.14 Prcparacnon de células competentes de E. colt o ’
-Un: cu]uvo de doce horas de E. coli XL-10 Gold fue subcu]tlvado en medxo LB y,,

crccxdo a73’77°C hasta consegunr una DOsoo de 05 Las cclulas fueron recuperadas por s

antes de la transformacxon De manera altematlva, las: celulas ﬁJeron resuspcndldas en €1 ml o

de CaClz 50 mM frio con 15% de glicerol y almacenadas a —70°C para- ubsecuentes B

transformaciones.

4.15 Transformacion de células competentes de E. coli.
El DNA (10 pg) se mezcl6 con las células competentes (200 pl) y se incub6 en hielo
por 30°. Transcurrido este tiempo, las células se incubaron:.a 42°C durame 2'

inmediatamente se colocan en hlelo por 10° mas.. Se agregd cmonces O 8 ml de LB y se

incubé a 37°C duramc 30 con Ave] objeto de permmr que se. expresen lo :

resistencia. Postenormente las celulas se platearon en medios selectivos y se mcubaron a

37°C durante toda la noche.

4.16 Recuperacion DNA a pértir de fragmentos de gel de agarosa.
Se utilizé el kit de extraccion de DNA Genomics (Millipore) siguiendo las

instrucciones del fabricante en todos los pasos.

4.17 Purificacion de DNA plasmidico.
Se utilizé el kit de extraccion de DNA plasmidico Wizard® Plus SV Minipreps

(Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante en todos los pasos.

4.18 Digestion con enzimas de restriccion.
La digestion del DNA requerido se realizd con las enzimas Kpnl y Sphl (Biolabs)
usando el buffer | (Biolabs). Al menos 1 unidad de enzima fue adicionada por 1 pg de

DNA. El volumen de erizima adicionada fue un décimo del volumen total de reaccion. Las
. [
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digestiones fueron incubadas por 1-1.5 h a 37°C. Los fragmentos fueron analizados por gel

de agarosa y posteriormente purificados.

4.19 Ligacion de fragmentos de DNA in vitro. ,

Las reacciones de ligacion fueron desarrolladas de acuerdo aMamans et al, 1982
en 1X de buffer de ligacion (USB) por 12-16 hr. a 14°C. La mezéia V(:‘:Qnt‘VUVdeoé:unidades
de T4 DNA ligasa (USB) por 200 ng de DNA en un volumen total.de 20 ui;, i

4.20 Geles de agarosa.

Los geles de agarosa para DNA fueron realizados de acuerdo con Man‘iatis,vet'ql.,
1982, Un gramo de agarosa (SIGMA) se agrego a 100 m] de buffer TAE 1X'(8.9: mM Tris :
base, 8.9 mM de dcido bérico y 0.2 mM de EDTA, pH 8.0). La agarosa se dxsolvxo por
calentamiento. Se dejo enfriar un poco y se afiadi6 bromuro de etidio: (0.5 pg/ml)
Posteriormente se colocd en una cédmara para geles y se dejo solidifi icar, para despues
proceder a cargar las muestras y llevar a cabo la e]ectrofore51s a voltaje constante (80 V)
Después de la electroforesis, el gel se observé en un transiluminador (Ultra Lum) a 260 nm,
y se tomé una fotografia usando equipo Sony adptado al equipo. El marcador de peso o

molecular ocupado fue ladder 100 (Biolabs).

4.21 Diseiio de oligonucledtidos.
Se discfiaron oligos de entre 30 y 40 bases de longitud utilizando el programa

OLIGO 4. Posteriormente se mandaron a sintetizar en la “Unidad de sintesis” de 1BT,

Tabla 3. Secuencias de oligonucledtidos usados para amplificar fragmentos de Cytl1 A,

Nombre del primer Secuencia (5°- 3")

Fid GGG GTA CCG AAA ATT TAA ATC
ATT GTC CAT TAG AAG AT ‘

Flr ACA TGC ATG CAC CCA TCG GTG
TAATTGTGTTTGC

Fad . GGG GTA CCA ATA ACC AAG TAA
GTG TTA TGA TTA ATA AAG TC

F2r ACA TGC ATG CGA GGG TTC CAT
TAA TAGCGCTAGT

48 TESKE CON
FAul /s 1 W ME ‘IEN




F3r ' ACA AGC ATG CCATTT TGG ATT GCA
AACAGGACATT

Fad~ — GGG GTA CCG CAA ACA CAA TTA
: CACCGA TG
“F4r—oee ACA TGC ATG CACTTG AGC TAA CTA =
ATGGTTGTGC
F5r ACA TGC ATG CTG CTT CAT: TTT TTT
' GAGTATTTAATTT

Fé6d GGG GTA CCA CAA ATA CGT TTA
CAAATTTAAATACTC AA -

4.22 Amplificacion de DNA.

‘Fue desarrollada en un termociclador (Perkin Elmer). La reaccién de PCR se llevé a
cabo utilizando dNTPs y enzima Taq (Biolabs). El programa de PCR ocupado fue el
siguiente; ; ‘ : , , : ;

- 1ciclo de 2 min a 98°C - |
- . 30 ciclos de; 1'min a 98°C, 1 min a 50°Cy 1 min a 72°C
- 1lciclo "deViS:rt‘lin a72°C

4.23 Sistema de dos hibridos en levadura.

S El:"“'sj’is‘tcma de dos hibridos en levadura cs una técnica molecular ampliamente
utilizﬁda’ para i_"c‘omprobar la intcraccidén entre dos proteinas (Golemis ef al,; 1996; Gyrus, et
al,, 1996)'.3’ En‘esta metodologia se construyen proteinas hibridas (quiméricas) compuestas
por. un dommlo de unién a DNA (DNA Binding Domam) o el dommlo de activacion
(Actn\'atlon Domam) de un factor de transcripcion fusnonados a'una o dos proteinas que
interactian entre si, y que son denominadas como el dommlo, anzuelo “bait” y el dominio
presa “prey?’. Si éélulas de levadura se someten a lransfccciéﬁ con genes codificadores de
ambos hl'bribdos, las porciones carnada y pez de las protél'nas quiméricas interactian entre si-
para producir un activador transcripcional funcional (ﬁgura 11, panel b). Un extremo de
este complejo proteico se fija a la secuencia de actiyaciéh corriente arriba (UAS) de un gen
de prueba (por ejemplo, el gen HIS3); el otrrpﬂyext;qup, compuesto por el dominio de
activacion, estimula el ensamblaje del compl‘ejd{'dé‘ ;_i'knkiciacic')n de la transcripcion en el

promotor. En el caso de que las proteinas quiméricas no interactien entre si, no habra
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expresién de actividad transcripcional que desencadene ningin ensamblaje (figura 11,.

panel a).

a. Si no hay interacci6n entre las proteinas, no existe expresién de BlgélaCtoSidésa

Sin expresion

Gen‘,’repq'rtcro% 5

LexA UAS
b. Si hay interaccion entre las proteinas, existe expresién de B-galactosidasa ¢ induccion de Ia
transcripcién
Activacién de la
transcripcién
>

LexA UAS

Figura 11. Representacién esquemsitica del'sistema de dos hibridos en levadura.

Basicamente el sistema de dos hibridos que nosotros montamos involucré_cuatro
pasos principales: B ) L i :
1. Construccion del plasmido anzuelo, que involucré clonar en el plasmido pHyBLex/Zeo

dos construcciones:

- C7: proteina Cry! 1A completa. = S :
- C10: dominios 1l y 11 de Cryl l‘A.lDaLAO'QU‘efél quminioyl estd involucrado en el

proceso de formacién de poro, se decidié hacer una construccién donde solo los
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dominios II y III, involucrados en el proceso de unién, fueran clonados. De esta
_manera, se intentaria ver_la posible interaccién-con la toxina CytlA basindonos

unicamente en su interaccién con dominio II'y 111,

2. Construccion del pldsmido presa, que en nuestro caso involucré clonar en el pldsmido
pYESTrp2 la protéx’na Cyt]A completa y fragmentos pequefios de la misma (ﬁgu'ra 13),

esto_ultimo con. el fin de identificar la regién minima de interaccion de Cyt]A con.la

proteina Cryl 1A completa y con los dominios I y I1I.
3. Cotransformacién de ambos pldsmidos en levadura.

4. Deteccién de interacciones positivas por. seleccion en placa y determinacion de

expresion de f-galactosidasa,

Las dos construcciones del plasmido anzuelo con la toxina Cryl1A completa y los
dominios II'y III fueron realizados en colaboracién con el Dr. Jiang Guang Sun, usando el

plasmido pHybLex/Zco (figura 12).

Sirp2:
.

l;!lbnl‘l‘o:
Figura 12. Plismidos usados ¢n ¢l ensayo de dos hibridos.

A) Plismido anzuclo pHybLex/Zeo. B) Plasmido presa pYESTrp2.

unlialalatyi
[ VTRV IR WA Y]
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Por otro lado, para llevar a cabo las construcciones que involucran el pldsmido presa
se desarrollé la siguiente estrategia. El vector pYESTrp2 (ﬁ;,ura 12) se punﬁco Y. dlgmo_j'
ocupando ]as cnzlmas de restricciéon Kpnl y Sphl. Sxmultaneamenle' por PCR :se
amplificaron los dlferentes fragmentos de CytlA (ﬁg,ura 13), pz;r A Apostenormente' :
purificarlos y digerirlos con las enzimas Kpnl y Sphl (Biolabs). Los fra;,mentos puros y
digeridos de la toxina CytlA se clonaron en el plismido pYESTrpZ, y con esta
construccion se procedié a transformar la cepa XL-10gold de E. coli, bajo seleccién de
ampicilina. Las clonas positivas fueron recuperadas en medio LB-ampicilina (100 pg/nil)
para posteriormente extraer su DNA, el cual fue nuevameﬁtc digerido por Kpnl y Sphl,

para asegurar la presencia de los fragmentos deseados.

A partir de este momento, se trabajé con el DNA de las clonas confirmadas como
positivas, y con éste y el proveniente de las construcciones C7y C10 se cotransformé la
cepa de levadura S. cerevisiae L40, que en su forma silvestre, requiere de los aminodcidos
histidina, leucina, triptofano y de la base nitrogenada adenina, para poder crecer. Por ello es
que las transformantes positivas se seleccionaron en placa mediante uso de zeocina (300
pg/ml), His™ y Trp~. El antibidtico zcocina es el marcador de resistencia del plasmido
anzuelo, la histidina es el marcador de auxotrofia determinado para la levadura L40 y el
triptofano es el marcador de resistencia del pldsmido presa. Solo si las colonias son capaces
de crecer en ausencia de triptofano y en presencia de zeocina, se puede asegurar que se
logro la incorporacion de los dos plasmidos en la levadura. Sin embargo, esto no basta para
que las colonias sean consideradas como candidatas positivas de interaccion. Solo si las
transformantes son capaces de crecer en ausencia del marcador de auxotrofia Histidina y
por ensayo de B-galactosidasa generan coloracién azul (por activacion de la transcripcion),

se podra considerar a las transformantes como candid"'afla‘s positivas de interaccién.
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-F1 (B1 - aB + loop)
-F2 (aC - B7)
3B 35)

-5 aC —abD)
-F6 ( loop aD+p4 —B7) N

B1-B2-0tA-0tB-B3-0tC-cD-Bd-B5-B6-tli-p7

Figura 13. Representacién esquemitica de las diferentes construcciones de CytiA

4.2.4 Transformacion de levadura.

Un cultivo de doce horas de S. cerewwae L40 fue subcultlvado a (DOG()()—O 07) en

medio YDPA y crecido a 30°C hasta conscz,ulr una DOsoo de 0. 5 Postenormente se

recuperd el cultivo centrifugando a 3000x g por-1°. Se agrego al pellet de.células. los
siguientes reactivos: 240 pl de PEG-3350 al 50%, 36 pl de LiAc 1.0 M, 50 ul de ss-DNA
(2 mg/ml), 10 pl del DNA deseado (0.1-5.0 pg) y 24 ul de agua MQ estéril. Se agité

vigorosamente para resuspender. Se incubd 30 a TA y posteriormente se dio un choque

térmico a las c€lulas en un bafio de agua a 42°C por 30°. Se centrifugaron las células a la
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velocidad mdaxima de una microcentrifuga por 1 min y se removid la mezcla de
transformacion. Se agregaron 500 pl de medio YPDA y resuspendieron suavemente con
' mncroplpeta Se paso esta mezcla a un tubo de v1dno, al cual se le agregaron 1.5 ml mds de
7 YPDA. Se dejé |ncubar 3hbr.a 30°C Sc centnfugo en microcentrifuga a maxima velocidad
por. 1’y se descartd el sobrcnadante El pellet se resuspendié suavemente con micropipeta.

en 500 pl de agua estéril. Se platearon cinco cajas en el medio de seleccién SC con los

aminoacidos.y anublotxco correspondlcntes En una 200 pl, en dos 100.pul.y en: las dos s

restantes 50 ul, esto con el fin de elegir aquella en donde se observaran colomas alsladas

Se incubod a 30°C durante 4 a 6 dias. (Agatep et al., 1998).

4.25 Extraccion de DNA plasmidico a partir de levadura, ;

Se creci6 la levadura S. cerevisiae 1.40 en 1.5 ml de medio YPDA por 12 horas. Se
recuperaron las células por centrifugacion, 5000x g, por 5°. Después se resuspendi6 en 100
pl de buffer STET (8% de sacarosa, 50 mM de Tris pH 8.0, 50 mM de EDTA 5% de tritén
X-100) y se agregaron 0.2 g de perlas de vidrio de 0.45 mm. Se az,lto v1gorosamente por5’,
Después se adicionaron 100 pl mds de STET, volviendo a az,ltar brevemente con vértex'y
se colocd en un bafio de agua hirviendo por 3°. Se enfrié envhlelp por unos segqndos y se
centrifugé 10° a 4°C. Se transfirieron 100 pl del sobrenadante a un tubo que contenia 50 pl
de 7.5 M de acetato de amonio, precongclado a -20°C por 1 hr., y se centrifugo por 10" a
4°C, Se agregaron 100 ul del sobrenadante a 200 pl de etanol precongelado y se recuper¢ el
DNA por centrifugacién. Se lavé con 70% de etanol y se recuperé el DNA por
centrifugacion. Se seca el pellet obtenido y se resuspende en 200 pl de buffer TE. De dicho

DNA, se usaron 10 pl para transformar células competentes de E. coli.

4.26 Prueba cualitativa de expresion de B-galactosidasa en levadura
(ensayo de filtro).

Se agrego nitrogeno liquido a un contenedor. Se colocé un trozo de membrana de
nitrocelulosa Hybond-C (Amersham) sobre las colonias de levaduras a probar. Se prepar6
una caja petri con 3.5 ml de buffer Z (60 mM Na;HPO4, 40 mM NaH,PO4, 10 mM KC|, 1
mM MgSOy, pH 7.0) y 350 pl de X-gal 20 mg/ml. Se mezclé bien y luego se colocd
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cuidadosamente papel filtro Whatman #1 sobre la solucién de buffer Z y X-gal tratando de
evitar la formacién de burbujas. Se removié cuidadosamente la nitrocelulosa que estd sobre
las colonias y sc¢ colocd dentro del contenedor con nitrégeno liquido. Se dejo flotar sobre
papel aluminio por 30" y posteriormente se hunde por 5. Se retiré la nitrocelulosa y se
esper6 a que el filtro se descongelara. Posteriormente se colocé cuidadosamente la

membrana de nitrocelulosa sobre el papel filtro (siempre con las colonias ~viendo' hacia .-

arriba) evitando hacer burbujas. Se cubri6 la caja petri con a]ummxo Y lue 0:se mcubo a

30°C y se esperé a que se muestre la coloracién azul caractenstxca de la prueba, la cual ;
puede darse en los primeros 30° 6 hasta 12 horas despues dependlendo la mtensxdad dela

interaccion.
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5. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion involucran tres

secciones:

- Bioensayos y pruebas de sinergismo entre Cryl 1Ay CytlA

" Ensayos de union y formacién de poro de Cryl1A y CytlA usando vesnculas de

membrana de microvellosidad apical (V MMAs) de A. aegypti.
- Ensayos para la determinacion de posibles interacciones protema/proteina a pamr
de experimentos tipo ligand blot, sistema. de dos hibridos en levaduray detecclon de

toxinas marcadas con FITC por microscopia de fluorescencia en intestino de 4.

aegypli.

Los dos primeros aparlados se rclacnonan directamente con el anahsns detallado del
mecanismo de accidn de las S-endotoxmas Cry y Cyt de manera md1v1dual y en forma
conjunta. El tltimo apartado, por su. parte, esta mas .enfocado a demostrar y .soportar la
hipdtesis presentada en el trabaJo sobre ]a mleraccnon protema protefna que puede llevarse
a cabo entre cstas dos d-endotoxinas de Btl y que de alz,una manera pudlera favorecer el

sinergismo que se atribuye a esta combmacxon de toxmas

5.1 Bioensayos y pruebas de sivn‘ergisﬁlﬁ(.)"‘f"eﬂxt‘réuCryi 1A y CytlA.

Los biocnsayos se realizaron:con larvas de 4° estadio de 4. aegypri utilizando
esporas/cristales, protoxina solublllzada y toxinas de CryllA, CytlA y Bt (control
positivo). Los datos obtenidos -con esporas/cristales arrojaron resultados - positivos
(mortalidad de las larvas) ademds de ser repfoducib]es, a diferencia de los_res"u]tados
obtenidos con protoxina solubilizada y io‘(iné ﬁctivada con. proteasas, en dondé no hubo
indicio de mortalidad. P051blcmcnte las protomnas y toxinas solubles son poco estables en

agua y por ello pierden su actnvndad toxxca
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Para cada toxina de manera individual, se determiné su dosis letal media (LCso) que
se define como-la dosis a la cual se produce la muerte del 50% de los individuos de la .
poblacion . total- tratada. En las tablas y figuras subsecuentes, se muestran -los datos

oblenidoé enrlrdsrdivferrc'ntes bioensayos para CytlA, Cryi rlAry Bti (HD916).

Ensayo 1 | Ensayo 2 | Ensaye 3 | Ensayeo 4 %o
Dosis No. de No. de No. de No. de Total de |mortalidad
(ng/ml) mucrtos | muertos mucrtos | muertos | muertos | promedio
5000 10/10 10/10 10/10 10/10 40/40 100
4500 10/10 10/10 9/10 10/10 39/40 97.5
4000 9/10 9/10 8/10 8/10 34/40 85
3500 6/10 7/10 9/10 8/10 30/40 75
3000 6/10 5/10 5/10 5/10 21/40 52.5
2500 5/10 4/10 3/10 5/10 17/40 42.5
2000 3/10 3/10 3/10 5/10 14/40 35
1500 1/10 2/10 2/10 2/10 7/40 17.5
1000 2/10 1/10 1/10 1/10 5/40 12.5
500 1/10 0/10 0/10 2/10 3/40 7.5

Tabla 4. Toxicidad de Cyt1 A contra larvas de A. aegypti

Curva dosis/respuesta Cyt1A

*

Probit
N W s O N ©
’\n\

0 1 2 3 4
log dosis (ng/ml)

Figura 14. Andlisis Probit de la respuesta de 1a toxina Cyt1 A contra larvas del 4°. estadio de A. aegypti.
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A partir de los datos de la tabla 4 y distribuyéndolos en una curva dosis respuesta
basada en la prueba Probit, donde el porcentaje de mortalidad se cstablece ahora como
unidades Probit y la unidad Probit 5 corresponde al 50% de la poblaciéon muerta (figura 14),
se determiné por el programa POLO de LeOra para Windows, que la LCsg pafa la toxina
CytlA fue de 2268.70526 ng/ml (limites: 1665.777 a 2923.978), cantidad que en
comparacion con las dosis letal de otras toxinas Cry activas contra mosquitos (LCso
Cry4B=467 ng/ml, Crickmore et al 1995) es muy eclevada, por lo que se puede conclulr
que esta toxina es practicamente inocua contra larvas del 4° estadio de 4. aegyptz Los
valores estadisticos arrojados por el programa POLO para los bioensayos con CytlA se

muestran esquematizados a detalle en el apartado de Anexos (pagina 115).

La LCs para Cryll1A 1dmando en consideracidn los datos de la tabla 5, la curva'de
andlisis Probit de la figura 15.y el resultado arrojado por el programa POLO seria de .
468.60784 ng/ml (limites: 366. 4'76 a 579. 272) Este valor es 5 veces menor que la LCso de
CytlA, por lo que se puede conclulr que latoxina CryllA es mas toxlcarque la CytlA El

desplazamiento de la curva de 3. 3 log dosis para CytlA a 2.6 log d051s p 'la ( _1 A apoya

la afirmacién anterior. Los valores arrojados por el programa POLO pa los bloensayos

con Cryl1A se muestran e%qucmahzados a detalle en el apanado de Anexos (pagma 117).

Ensayol | Ensayo2 | Ensayo3 | Ensayod %
Dosis No. de No. de No. de No. de Total de imortalidad
(ng/ml) muertos | muertos | muertos | muertos | muertos | promedio
1000 10/10 10/10 10/10 10/10 40/40 100
900 9/10 8/10 10/10 10/10 37/40 92.5
800 7/10 9/10 9/10 9/10 34/40 85
700 7/10 7/10 6/10 5/10 30/40 75
600 5/10 5/10 4/10 5/10 19/40 47.5
500 4/10 4/10 3/10 4/10 15/40 37.5
400 4/10 2/10 5/10 2/10 13/40 32.5
300 2/10 3/10 3/10 2/10 10/40 25
200 1/10 2/10 1/10 1/10 5/40 12.5
100 1/10 0/10 0/10 1/10 2/40 5

Tabla 5. Toxicidad de Cryl1A contra larvas de A. aegypti
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Curva dosis/respuesta Cry11A

Probit
N W DS DO N O
N

1.5 2
log dosis (ng/ml)

3.5

Figura 15. Aniilisis Probit de 1a respuesta de 1a toxina Cryl1A contra
larvas del 4°. estadio de A. aegypii.

En el caso de Bti, que es la cepa nativa que contlene las toxmas Cry4A, Cry4B
Cryl1A y CytlA, el efecto toxnco fue mas e]evado, lo cua] es de esperarse, pues se trata del
cristal paraesporal comp]eto Los altos porcentajes de monahdad obtenidos a dosis bajas

(25 ng/ml), se muestran en la tabla 6.

Ensayol | Ensayo2 | Ensayo3 | Ensayo4
Dosis No. de No. de No. de No. de Total de |%%mortalidad
(ng/ml) muertos | muertos | muertos | muertos murtos promedio
25 10/10 10/10 10/10 10/10 40/40 100
22.5 10/10 10/10 10/10 9/10 39/40 97.5
20 9/10 9/10 9/10 9/10 36/40 90
17.5 9/10 9/10 8/10 9/10 35/40 87.5
15 8/10 8/10 9/10 7/10 32/40 80
12.5 7/10 7/10 6/10 5/10 25/40 62.5
10 5/10 510 5/10 5/10 20/40 50
7.5 4/10 5/10 4/10 4/10 17/40 . 425
5 3/10 4/10 4/10 3/10 14/40 35
2.5 2/10 4/10 2/10 2/10 10/40 25
Tabla 6. Toxicidad de Bti contra larvas de A. aegypti
S
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Curva dosislrespuesta Bti

8 *
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6 *°
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log dosis (ng/ml)

Figura 16. Andlisis Probit de Ja respuesta de Bti contra larvas del 4°. estadio de A. aegypli.

El desplazamiento de la curva normalizada para Bti a uh véldf‘de ’0:':8” log dosis
(figura 16) fue considerable en comparacién al mostrado por CryllA (log d051s 26) y
' epa nativa,'En este
caso la LCsg determinada por ¢l programa polo fue de 7. 00 ltés 4. 874 a 8.953),

casi 300 veces mas toxica que la proteina CytlA y 60 vecesrmas toxxca que Cryl 1A. Los

Cyt1 A (log dosis 3.3), mostrando asi el alto grado de 1ox1c1dad de ]

valores estadisticos arrojados por el programa POLO para los bloensayos con Bti se

muestran esquematizados a detalle en el apartado de Anexos (pagma 1 18)

Con el fin de investigar el posible efecto sinérgico ent"re CytlA y CryllA, se
realizaron bioensayos con mezclas de ambas toxinas. Ocupando larvas del 4° estadio de 4.
aegypti y tomando cn cuenta los porcentajes de mortalidad ya mencionados, se efectué un
nuevo experimento, en el cual se iniciéd.con una dosis (150 ng/ml) que individualmente
proporcionaba aproximadamente el 10% de muerie con 'Cryl 1A,y a partir de dicho punto,
se agregaron dosis crecientes de la toxina CytlA quc de manera individual, son totalmente

inocuas. Los resultados oblcmdos se muestran en la tabla 7y gréfica 17:
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Dosis Ensayol | Ensayo2 | Ensayo 3 | Ensayo4 %
(ng/ml) No. de No. de No. de No. de Total de |mortalidad
Cry:Cyt | muertos | muertos | muertos | muertos | muertos | promedio

150:0 2/10 1/10 1/10 1/10 5/40 12.5

150:50 4/10 5/10 5/10 3/10 17/40 42.5
150:100 5/10 6/10 5/10 5/10 21/40 52.5
150:150 5/10 7/10 7/10 7/10 26/40 65
150:200 9/10 8/10 10/10 10/10 37/40 92.5
150:250 10/10 10/10 10/10 10/10 40/40 100

Tabla 7. Toxicidad de las combinaciones de Cry y Cyt contra larvas de 4. aegypti

Incremento en mortalidad en presencia de dosis
crecientes deCyt

5

-] S T
@ ieen presencia de Cyt 1
g /W en ausencia de Cyt |
® .

10 o e a—
0 - -
0 100 200 300

Dosis de Cyt1A (ng/mil)

Figura 17. Curva de dosis respuesta de Cryl1A y CytlA en combinacién
contra larvas de A. aegypti.

Como se puede observar en la tabla 7 y grafica 1 7, manteniendo una dosis constante
de Cryl1A de 150 ng/ml, que causa el 12.5% de mortalidad, y adicionando dosis crecientes
de Cytl1 A (que tedricamente no rebasan el 6% de mortalidad a la maxima concentracion), la
actividad téxica hacia larvas del 4° estadio de 4. aegypti se incrementé notablemente. Por
ejemplo, en el caso de la combinacion de 150 ng/ml de Cryl 1A (12.5% mortalidad) y 100
ng/ml de CytlA (2.3% mortalidad), teéricamente tendriamos un valor de 14.8% de
mortalidad. Sin embargo, en el bioensayo se obtuvo un 52.5% de mortalidad (tabla 7). El
efecto anterior no podria ser de ningliin modo aditivo, pues la mortalidad que se obtiene

para ambas toxinas (52.5%) supera en mucho la suma teérica de 14.8%, lo cual demuestra
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el sinergismo existente entre las toxinas Cryl1A y CytlA apartir dé bioensayos, incluso a

dosis que son inocuas de manera individual.

La curva de normélizacién por Probit (ﬁgural Ssidicryié;éd;ﬂ)i'hacién obtenida con
Cryl1A y Cytl A muestra que la reéta de la combinacion Vde‘er+‘Cyt esta desplazada hacia
la izquierda de'lo que se observaba con las toxinas de fornﬁa‘individual; llegando a un valor
de 1.8 log dosis. No obstante, su desplazamiento no es tan pronunciado como el que mostr6
Bti (0.8 log: dosis), por consiguiente, se confirma el hecho.de que las toxinas Cryl1A y-
Cyt1A de Bti actuan sinérgicamente cuando se ethent;an juntas, pero no presentan un
efecto superior al observado usando el cristal naﬁ?o ‘comp‘leto, que ademas contiene las

toxinas Cry4A y Cry4B

Curva dosis/respuesta Cry11A + Cyt1A

% mortalidad
w
N\
4

0 0.5 1 15 2 2.5 3
log dosis (ng/ml)

Figura 18. Curva logaritmica dosis respuesta de la combinacion de

CryllA + Cyt1A contra larvas de A. aegypii.

En resumen, la actividad individual de Cryl11A y Cytl A contra larvas del 4°. estadio
de A. aegypti en comparacion-a Io que se observa con el cristal paraesporal completo de Bti,

fue significativamente menor. La toxina Cry fue mas téxica que la Cyt, y usadas en
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combinacién, generan un efecto sinérgico

efectividad muy elevada (1abla 8 y figura 19).

entre estas dos toxinas, mostrando una

Esporas/Cristales Dosis letal media (ng/ml)
CytlA 2268.7
CryllA 468.6
Bti 7.0

Tabla 8. Valores de L.Cy, obtenidos para Cry, Cyt y Bti

Curvas dosis respuesta para Cry, Cyt, Bti y Cry+Cyt

8- e
7 A / *
Y
/ , + e CytlA |
5 . . . . Cr_y11A[
a a / g .0 s+ Bti |
. / Cry+Cyt |
4.
L 4
|
| 3
!
s‘ 2 .
0 1 2 3 4

log dosis (ng/mi)

Figura 19. Anslisis Probit comparativo de las curvas de toxicidad de Cryl1A, CytlA, Btiy

Cry11A+Cyt1A contra larvas del 4°. estadio de A. aegypti.
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5.2 Ensayos de unién y formacion de poro de CryllA y Cyt]A en
VMMAs de A. aegypti. g S

El- objetivo de estos ensayosy -fue--estudiar -in - vitro -los diferenlesr:paSOSéf en;, el
mecanismo de accion general de las toxinas Cry. Es importante recordar, "que en la
actualidad, la mayoria de los avances en los estudios sobre mecanismo de acci6n de dichas
toxinas se debe a estudios de toxinas tipo Cry1 activas contra inscctos lepiddpteros, siendo
el drea de toxinas contra dipteros, poco cstudiada. De ahi la importancia de larealizacién de

este tipo de pruebas experimentales.

Como s¢ mencioné en la introduccion, el mecanismo -de accién general de las 8-
cndotoxinas Cry abarca cinco pasos principales:
1. Produccion de S-endotoxinas que serin ingeridas por el i'nseclo blanco.
2. Solubilizacion de protoxina.
3. Procesamiento para la obtencion de proteina activa.
4. Union de toxina a la parte apical del intestino medio del insecto blanco.

5. Formacion de poro.

5.2.1. Produccion de &-endotoxinas.

Como primer punto importante, se requirié producir las toxinas de interés a partir
de Bt para posteriormente purificarlas y procesarlas, a fin de ser 1itiles en los ensayos. Para
c¢llo se hizo uso de las cepas de Bt que producen las §-endotoxinas Cryl1A (Bt CG6
pWF26) y CytlA (Bt 4Q7 pWF45). Se favorecid su esporulacidn, asi como la produccion
de cristales inoculando las cepas en medio minimo SP, que contiene sales minerales como
MgSOy4, MnCl,, KC], FeSO4 y CaCly. Posteriormente los cristales se purificaron por
gradiente de sacarosa segin protocolo de Thomas y Ellar, 1983. Las muestras se
observaron al microscopio y también por gel de acrilamida al 12% (dato no mostrado) para
verificar la presencia de las proteinas deseadas. Una vez realizado lo anterior, se llevd a
cabo el procesamiento de las proteinas, que consta de dos pasos importantes: solubilizacién

y activacion proteolitica.

TESIS CON
64 FALLA DE ORIGEN




5.2.2. Solubilizacion de protoxina.
Por experiencia prcvxa en ¢l trabajo con toxinas del grupo Cryl se comcnzo a
trabajar con buffer carbonatos para lograr la solubilizacion de las toxmas, pero dlChOV::V
proceso solo fue adecuado para la toxina CytlA, mientras que para CryllA se tuvo que-
utilizar NaOH 0.01M (figura 20). Las condiciones especificas a las cuales se solubilizo

cada una de las protoxinas se resumen en la tabla 9.

TOXINA BUFFER TEMPERATURA | TIEMPO
CryllA NaOH 0.01M 4°C 60’
CytlA Carbonatos 0.05 M + 0.01- M DTT 37°C 60’

Tabla 9. Condiciones de solubilizacidon para los cristales de Cry11A y CytlA
La protoxina de Cryl1A también puede ser solubilizada en NaOH 200 mM, 5 min a
TA (temperatura ambiente), pero el rendimiento fue mucho menor. La cOnccntracién de
DTT reportada para CytlA varia entre 1-15 mM, pero los resu]tadosidénedé en cuanto a:

rendimiento se obtuvieron con la concentracion de 10 mM.,

5.2.3. Aétibacio’n proteolitica. , ,
El procesamlcnto proteolitico de las toxinas. se OptlleO para cada caso “en

parucular Por medio de la realizacién de curvas de procesamxento con la proteasa"

proteinasa K, en una relacién 1 20 en21ma protoxma que generd un- fragmento ‘activo de

aproximadamente 25 kDa (f igura 20). Las: con lcmnes especxf’ icas de -procesamiento

proteolitico se resumen en la tabla 10.
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TOXINA | Proporcién [ TEMPERATURA |- TIEMPO ENZIMA
enzima/ptox
CryllA 1:50 37°C 30 min Tripsina
CytlA 1:20 TA 30 min proteinasa K

Tabla 10. Condiciones de procesamicnto proteolitico para Cryl1A y Cytl A,

La toxina CytlA puede activarse con tripsina en una relacion de 1:50,
enzima:proteina, a 37°C durante 30 min, sin embargo, con dicha enzima solo se obtiene
procesamiento en la region N-terminal, lo cual, no basta para su complela aCtivécién“’Por'
ello, es recomendable trabaJar con prolcmasa K, que-corta tanto el ewtremo N como el C-
terminal. (Said ef al., 1995) :

CryliA CryllA CytA CytlA
protox,  tosine protox. toxina

—
68 kDa ' - H [

£ 36 kDa
o 32kDa

Figura 20. Patrones de solubilizacién y activacién de las proteinas Cryl1A 'y
CytlA en SDS-PAGE al 12%

27kDa ——P
4—— 25kDa

N
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5.2.4. Union de toxina a la microvellosidad apical de la membrana del intestino medio de

A. aegypti.

Para analizar la union de las toxinas Cryl 1A y Cyt]A a las VMMAS de 4. aegypti y

estudiar si ambas prolemas pueden competir. la umon a sus recepto es naturales, se utilizo el

ensayo -de union en suspension. Dicho ensayo permlte observar la interaccién entre las
toxinas Cry o Cyt con proteinas presentes en las VMMAS de A aegypn El experimento
consisti6 en incubar las VMMAs con la toxina Cryo Cyt prevxamente marcadas con biotina
en presencia o ausencia de excesos molares de tomnas 'sin marcar. Una competencia
homéloga se define como el ensayo donde se utiliza como compctxdor la misma toxina sin
marcar, - La competencia heteréloga, por su. parte, 'es el ensayo donde se usa:como
competidor una toxina diferente a la marcada. La toxina que no se unié, y que péflo" tanto
quedd en suspension, se separ6 mediante centrifugacion, en donde solo precipitan las
VMMAs. La toxina unida a las VMMASs de 4. aegypti se visualizé después de separar por
SDS-PAGE al 12% y transferir ¢l complejo de proteinas a una membrana de nitrocelulosa,
que fue incubada con. estreptavidina acoplada a peroxidasa (SAPO) para que la seiial

obtenida pueda detectarse por reactivos quimioluminiscentes. (Bosch et al., 1994)

Para la realizacion de estos ensayos se requiri6 de VMMASs obtenidas a partlr de
mtcstmos de 4. aegypti en su fase larvaria. El patrén de proteinas que se obtuvo de las
vesiculas en un gel de SDS-PAGE al 10% presenta un gran niimero de protemas tanto de

alto como de bajo peso molecular (figura 21).
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* Figura 21. Gel de SDS-PAGE 10% tciiido con Coomassic que muestra
el patrén de proteinas de VMMAs de A. aegypti.

Diez microgramos de VMMAs de A. aegypti se incubaron con cada una de las
toxinas biotiniladas durante 60 min, cn una concentracién de 10 nM, observandose unién
tanto de Cryl11A (figura 22) como de CytlA (figura 26). Al mismo tiempo, se realizaron
experimentos de competencia homologa y heteréloga con él fin de poder determinar si la

interaccidon de las toxinas es especifica y si ambas toxinas interaccionan con un mismo

receptor,

Los experimentos de competencia homologa para la toxina CryllA demostraron
que la unién de Cryl1A biotinilada a VMMAs de 4. aegypti fue desplazada conforme la
concentracion de toxina Cryl 1A fria aumenté (figura 22). Lo amerlor nos permlte conc]ulr

que la unién de la toxina Cryl 1A a VMMAs de A aeg)pn es altameme espeCIﬁca

GEN
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Competidor (nM) - Cryll1A

1000 100 10 0

<4—-36 kDa

——
- -——- <4—32 kDa

- Figura 22, Competencia homdloga. Union de Cryl1A biotinilada a VMMAs deA. m.gypll
en presencia y ausencia toxina Cryl1A fria e

: . L 7 .
Con el programa Kodak 1D para andlisis de iméagenes, se delermmo el area ocupada

para cada una- de las bandas mostradas c¢n la figura 22. Al area de 3929 plxeles que ,

representa la unién de 10 nM de toxina Cryl1A biotinilada en ause

(competidor) se le asigné un porcentaje de 100% de union a: VMMA k,kA part : 'de dlcho ,

valor, se calculd el porcentaje de unién correspondlente en-cada caso en pamcular (tabla
11) y se concluyd que el porcentaje de unién de 10 nM- de Cry] 1A blotmllada dlsmmuye

conforme se incrementa la concentracion de Cryl1A fria (figura 23).

Concentracion | Concentracion | Area de la % unidn
de Cryll1A competidor banda
biotinilada Cryl1A fria (pixeles?)
(nM) (nM)

10 0 3929 100
10 10 1320 33.6
10 100 754 19.2
10 1000 260 6.6

Tabla 11.
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entre Cryl 1A biotinilada y Cryl11A fria

TESXS CON

-, DR Of 1GEN




100
90
80 -}
70 -
60 |
50 -}
40
30
20 +
104

% unién

0 10 100 1000
Competidor Cry11A fria (nM)

Figura 23. Afinidad de Cryl1A biotinilada en presencia de competidor (Cry11A fria)

Cuando realizamos la competencia heterdloga de CryllA biotinilada -utilizando
concentraciones crecientes de Cytl A sin marcar como competidor (10, 100 y 1000 nM), se
demostré que la uniéon de CryllA biotinilada a VMMASs de 4. aegypti es desplazada
conforme se incrementd la concentracién molar de compcetidor (toxina Cytl A fria), por lo
que se concluye que la toxina Cyt interfiere en la unién de Cryl1A a su receptor natural
(figura 24). Lo anterior también estda apoyado por los valores de drea de las- bandas

arrojados por el programa Kodak 1D (tabla 12 y figura 25).

Competidor (nM) — Cyt1A

0 (11} 100 1oy

36 kDa B
2kpa ¥

Figura 24. Competencia heterdloga. Union de Cryl1A biotinilada a VMMASs de A, aegypti

en presencia y ausencia de competidor,
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Concentracién | concentracién| Arca dela % union
de CryllA competidor banda
biotinilada CytlA fria | (pixeles?)
(nM) (nM)

10 0 2764 100
10 10 910 329
10 100 806 29.2
10 1000 447 16,2

Tabla 12. Datos de drea de las bandas en competencia

heteriologa entre Cryl 1A biotinilada y CytlA fria

% unién

100
90
80 +
70 +
60 +
50
40 -+
20 4
10 s

10

100
Competidor Cyt1A fria (nM)

1000

71

Figura 25, Afinidad de Cry11A biotinilada en presencia de competidor (Cyt1A fria)

Por otro lado, experimentos similares utilizando Cyt1A biotihi]adaén competehcia
homdloga (C)ﬂlA fria como competidor), se observé que la uhiéb de "'CytklA_‘rriar’c‘ada a
VMMAs de A. aegypti no fue desplazada conforme aumenta la ‘conc‘entiﬁa;‘:iéh molar de
toxina CytlA fria (figura 26), por lo que se concluye que.la ‘uniréyn’fdej;ésta toxina es

inespecifica y que se cstd uniendo a un sitio no saturable abundante en las VMMAs.
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Competidor (nM) — CytlA

0 10 100

1000

25kba P

Figura 26. Competencia homologa. Union de Cytl1 A biotinilada a VMMAs de
A. aegypti en presencia y ausencia de competidor.

Lds datosfde drea de las bandas confirman la afirmacion anterior, y demuestran que
incluso, en ‘el caso en que se ocupa 100 nM de toxina Cytl A fria como competidor, el drea
de la banda sc mcremento notablemente, rebasando el valor inicial estipulado como 100%

(tabla 13 y fz,ura 27), lo que pudiera indicar agregacion entre la toxinas Cyt1 A,

Concentracion

concentracion | Area dela % union
de CytlA competidor banda
biotinilada Cyt1A fria (pixcles?)
(nM) (nM)
10 0 4400 100
10 10 3567 81.1
10 100 5184 117.8
10 1000 3534 80.3

Tabla 13, Datos de drea de las bandas en competencia homdloga entre Cyt1A biotinilada y Cyt1A fria
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Figura 27. Afinidad de Cyt1A biotinilada a VMMASs de A. aegypti

en presencia CytlA fria como competidor

En el caso de los experimentos de competencia heterdloga de Cytl A biotinilada
utilizando Cryl1A fria como competidor, se encontré un resultado muy similar al de la
compcetencia homdloga, ya que la unién de Cyt1 A marcada a VMMAS de 4. aegypti no fue
desplazada conforme aumenté la concentracion molar de la toxina CryllA fria
(competidor), por lo que se concluye que Cryl1A no fue capaz de interferir en la unién de

Cyt1A (figura 28). Esto mismo se demucstra con €l andlisis de area de las bandas (tabla 14

y figura 29).

Competidor (nkM) —Cryl1A

[} 1 100 1000

- en e an ¥

Figura 28. Competencia heterdloga, Union de Cyt1 A biotinilada a VMMASs
de A. aegypti en presencia y ausencia de competidor.
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Concentracion | concentracion| Area dela % union
de CytlA competidor banda
biotinilada Cryl1A fria | (pixcles?)

(nM) (nM)
10 0 6570 100
10 10 6373 97.0
10 100 5727 87.2
10 1000 5808 88.4

Tabla 14, Datos de drea de las bandas e¢n competencia heterdloga

entre Cytl A biotinilada y Cry11A fria

100
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10
0 T T
0 10 100 1000

Competidor Cry11A fria (nM)

% unién

Figura 29. Afinidad de Cyt1 A biotinilada a VMMAs de A. aegypti
en presencia Cryl1A fria como competidor

Los resultados anteriores sugieren que existe un sitio de unidn especifico para la
toxina Cryl1A a las proteinas de la VMMASs y que la toxina CytlA puede interferir en
dicha unién. Se decidié hacer un ensayo de union secuencial, con la ﬁnalidad de observar si
el pegado de la toxina Cyt en la membrana facilita la interaccion de lra toxina Cryl1A o la
interfiere. Se preincubaron las VMMASs de A. aegypti con 10 nM‘,de;toxiyna CytlA fria por
60’, se removio la toxina no unida mediante ccntrifugacién dera’s' membranas, para luego
observar ¢l patron de Llhidﬁ déflOiﬁM de toxina Cryll A-biotinilada'a dichas membranas.

En el caso de la VMMASs prei‘ncubadé‘s con CytlA fria, se.observo que la unién de Cryl1A

TESIS CON
¢&LLA DE ORIGEN

74



se incrementd notablemente, comparando con lo que se habia observado .con la VMMASs

sin preincubar (figura 30).

Preincubadas Cvt

Arcadela | Areadela
S— ‘ <— 36 kDa banda en banda en
[— 32 kDa VMMAs VMMAs
o s/Cyt ¢/Cyt
(pixclesz) (pixcles?)
2323 4560

Figura 30. Ensayo dc union secuencial. Unidn de Cryl 1A biotinilada a VMMASs
de A. aegypti preincubadas con 10 nM de CytlA fria.

Por ¢l contrario, la preincubacion de las vesiculas con 10 nM de la toxina CryllA
no incrementd o modificé en absoluto la unidén de la-toxina Cytl A biotinilada (figura 31) en
comparacién con el patréon de unidon observado en vesiculas sin preincubar (figura 31), por
lo que se concluye que Cryl1A ni interfirid, ni favorecio la unién de Cytl A a VMMASs de
A. aegypti.

Preincubadas Cyt

+

Arca dela Area dela
banda en banda en
VMMASs VMMAs
s/Cryl1A c/CryllA
(pixeles) (pixeles?)
¢—25kDa 4930 4560

Figura 31. Ensayo de union secuencial, Union de Cyt1A biotinilada a VMMASs de A. aegypti
preincubadas con 10 nM de Cryl 1A fria.
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Los resultados anteriores, muestran que la toxina que interacciona especificamente
con su receptor es tinicamente Cryl1A, y que la interaccién de Cyt1 A con la membrana es
inespecifica. Sin embargo, la toxina CytlA puede favorecer la unién de CryllA a la

membrana.

Se intenté determinar el peso molecular de]v’receptf‘or gdef'VCryillA a partir ,’dé‘ un
ensayo de unién a ligando o ligand blot. Este rénsayov "co;‘ms"istié en ,'Sep;irar
electroforéticamente las proteinas de las VMMA_S‘ en un 'écl . SDS-PAGE ,ilaly 10% y
transferirlas a membrana PVDF (floruro de ;Sdli\}inifidého); para luego mcubar dicha
membrana con la toxina Cryl1A biotinilada (Garczynski et al., 1991). El resultado ciue
obtuvimos fue que la toxina Cry11A se une a dos proteinas de las VMMAs de 4. aegypti,

una de 65 kDa y otra de 62 kDa (figura 32).

44— 6s5kDa
] 2

.

Figura 32. Ligand blot de Cry11A biotinilada a VMM As de A. aegypti

5.2.5. Ensayos de formacion de poro. ;

En este tipo de ensayos, la determinacién de la permeabilidad a K es analizada en
base a cambids dé fluorescencia de un colorante sensible a potencial de membrana (cianina
Dis C3-5). Los cambi’osb ‘dbeipotencial se producen por apertura de canales i6nicos. Aunque
es una medida indirecta del pfoceso de formacién de poro, esta forma de analisis ha

permitido analizar la actividad de las toxinas Cryl contra insectos lepiddpteros (Lorence, et
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al., 1995), por cllo el interés de desarrollar la técnica con toxinas activas hacia mosquitos,

como CryllA'y Cyt]A.”' o

reallzaron en un volumen

Los ensayos 3 ._900 p] de buffer de cloruro de

mculz,lucamma 150 ; ,C con ax,ltacxon constante.
kO m, ‘de. VMMAs de A aegypti,

Enseguxda se ag.,rego la toxma

Poslenormenle se ad1c10no "la c1an1na (1 2 pM), después

esperando Q. que el colorante a]cance el equxllbrﬁ

(Cry o Cyt) ‘auna concentracion dc 100 nM s-lo ‘que. genero una hlperpo]anzacxon
desencadenada por la salida de iones K* del mtenor dc la VMMA Esta hlperpolarlzacwn
mduce la' entrada de colorante a la vesncula Gy la dlsmmucnon en la ﬂuorescencna
Posteriormente se realizan adiciones crecientes de KC] (4 rvnM,a‘ 383 mM), que provocan
depolarizaciones por la entrada de K a las VMMAS y movnhzacxon del colorante al

exterior de la vesicula, por consiguiente aumento en la ﬂuorescencxa '

La figura 33a muestra el patrén de formacién de poro para Cryl]A y CytlA de
forma individual, utilizando una concentracién de 100 nM. de toxina. Tanto ny] 1A como
Cytl A, fueron capaces de formar poros en VMMAs de A. aegypti. La ‘pcndiente para
Cryl1A (0.505) resulta mayor que la de CytlA (0.452), y ambas fueron mayores que el
controi de canales. intrinsecos (0.050), lo que permite concluir que ambas toxinas forman

poros en VMMASs de 4. aegypti.

Por otro lado, para inferir el efecto de las toxinas de manera conjunta, se intenté
determinar la concentracién a la cual Cry11A - induce u’na actividad baja. Se probaron
concentraciones de 0.1 nM dre‘ ;(‘fry]rlA‘y‘0.0l‘ nM de CytlA, pero aun en cstas diluciones,
las pendientes obtenidas eran apreciables (Cryl1A=0.305; Cyt1A=0.399). Por lo tanto,
aunque observamos. que en cOmbinécién ambas toxinas inducen formacién de poro
(pendiente 0.489) en VMMAS de 4. aegypti, no podemos atribuir el efecto a un evento
sinérgico entre las toxinas (figura 33b). Los cdlculos para determinar las pendientes que
forman las toxinas individualmente y en combinacion se realizan de la misma forma en que

se muestra en e} apartado de Material y Métodos para valinomicina.
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Ensayo de formacién de poro de
Cryll1Ay CytlA en VMMAS de
A. aegypti
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Figura 33a. Permeabilidad a K* a través de VMMASs de A. aegypel para Ias toxinas Cryl1A y CytiA
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5.3 Ensayos para determinar la posible interaccion protel’na/protel"ha_‘

entre Cryll1A y CytlA.

La afinidad que CytlA prescma por ]a mcmbrana aplcal es: consnderab]ememe alta B

Ademas, el reporte de Gazit, et al., 1997, sobre la c'lpamdad que. txene la toxma Cyt de :
interactuar con ella misma, soporta la posnblhdad de:que las toxmas Cry y Cyi, se
reconozcan e interactden de: manera- 1mportante mducxcndo el smerz,lsmo en la toxlcxdad

Por cllo, se disefiaron ,expenmentos;qlxc;dcmostraran,la:mteraccxon entre estas“dos ,toxmas.

5.3.1 lnteracc:on entre toxinas. Cryl IA » CytIA por ensayo npo Ilgaml blot.

El sx;_.,uxenle ensayo se realizd para visualizar la posible interaccién entre las toxinas
Cryl1A y CytlA en ausencia de vesiculas. En un gel de SDS-PAGE al 12% se colocaron
10 pg de las toxinas Cryl 1A, Cyt1A, CrylAb y CrylAc (controles positivos). Las toxinas
CytlA y CryllA biotiniladas en una concentraciéon de 10 nM, se incubaron con la
membrana de PVDF durante 60 min. La toxina que no se unié se lavo y la unida se reveld
con estreptavidina acoplada a peroxidasa (SAPO). Se observo que la toxina CryllA-
biotinilada es capaz de unirse a si misma, a otras toxinas tipo Cry y también a la toxina
CytlA. La interaccion que cstablece la toxina Cryl1A con la toxina CytlA. fue la mds
evidente, aun mas que con ella misma (figura 34). Por su parte, la toxina Cyt1 A biotinilada,
también es capaz de unirse a si misma y a otras toxinas tipo Cry como la Cryl1A (figura

35), pero la interaccidn consigo misma nuevamente vuelve a ser la mds importante.

CryllA Cyt1A CrylAb CrylAc

Figura 34. Ensayo tipo ligand blot. Interaccion de 10 nM de
Cryl1A biotinilada con ella misma y otras toxinas Cry.

TESTS GOt
FALLA D ¢ omm

79



Cnylla CytlA CrylAb  CrylAc

-~

Figura 35. Ensayo tipo ligand blot. Interacciéon de 10 nM de
Cyt1A biotinilada con ¢lla misma y otras toxinasCry.

Estos ensayos muestran que tanto Cryl1A como CytlA son capaces de unirse a si
mismas en su forma desnaturalizada. Sin embargo, dicha interaccion tambiéh se lleva a
cabo con otro tipo de toxinas Cry, como CrylAb & CrylAc, lo que indica que el
reconocimiento cntre éstas toxinas no es altamente especifico. Sin embargo, las. toxinas
Cryl1A y Cytl A biotiniladas no mostraron interaccion con las proteinas de marcador de
peso molecular (Bio-Rad) y BSA (dato no mostrado), por lo que concluimos que el
reconocimiento toxina-toxina entre Cry y Cyt, puede ser un fenémeno impoﬂahte en las

interacciones sinérgicas de las proteinas de Bti.

5.3.2 Interaccion de proteinas Cryl 1A y CytlA por sistema de dos hibridos.

Los experimentos tipo ligand blot mostrados anteriormente sugieren que las t’o;*(iri‘as ,
de Cry y Cyt de Bti pueden interactuar atin en ausencia de VMMAs, lo que involucraria-un’
reconocimiento proteina-proteina entre ambas toxinas. Por cllo, para sustentar odescartar
csta jdea, se montd un sistema de dos hibridos clonando en los plésmidospHybLéx/Zéd y'
pYESTrp2 a las toxinas Cryl11A y CytlA, respectivamente, y probando su interaccion en’

un modelo de levadura (S. cerevisiae 1.40).

Los resultados obtenidos por el uso de esta técnica fueron los siguientes: la
transformante construida con los plasmidos que codifican para las proteinas CytlA y
Cry11A completas (CP13) fue positivo (crecimiento en His™ y coloracion azul en ensayo [3-

galactosidasa), lo que indica que las toxinas pueden interactuar una con otra (figuras 36 y
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37). Sin embargo, cuando solo estan presentes los dominios IT y 111 de Cryl 1A y la toxina

completa de CytlA (CP14), no hay interaccién positiva (figuras.36'y: 37) Una posnble o

cxpllcacxon seria que debido a un mal arreglo en la estructura del los domlmos II y III no:

se observa interaccién con toxina CytlA completa 6 que forzosamente se_ requiere del T

dominio I para observar interaccién. En cuanto a los fragmentos de Cyt1A que se muestran_

de manera esquematica en la figura 13 y se enlistan en la tabla 15, todas las construccxones :

de fragmentos de CytlA con la secuencia de Cry11A completa fueron posmvas (f;,urr 36 0y -

37), mientras que las que tenian solo los dominio I y 1II de Cryl1A, no presentaron el
mismo esquema. Solo CP4 (F2 + DIl y Il de Cry11A) y CP12 (F6 + DIl y 111 de Cryl lA)

positivas.
Nombre de la construccion Plismidos que conticne Interaccion .
CP1 F1/C7 Positiva
CP2 F1/C10 Negativa
CP3 F2/C7 Positiva
CP4 F2/C10 Positiva
CPS F3/C7 Positiva
CP6 F3/C10 Negativa
cpr7 F4/C7 Positiva
CP8 F4/C10 Negativa
CcP9 F5/C7 Positiva
CPI10 F5/C10 Negativa
CPl1 F6/C7 Positiva
CPI2 F6/C10 Positiva
CP13 Cyt1A/C7 Positiva
CPri14 Cyt1A/C10 Negativa

Tabla 15, Construcciones realizadas en pYESTrp2 de los diferentes fragmentos de CytiA
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Figura 36. Scleecion en placa (His") de interactuantes positivas. Se contd con seis

construcciones como  controles negativos: 1)Levadura L4 transformada solo
con ¢l plismido pYESTrp2; 2) Levadura L40 transformada con cl pliésmido
pYESTrp2+Cyt1A  completa; 3) Levadura  L40 transformada solo
con el plismido pHybLex/Zeo;4) Levadura L40 transformada solo
con ¢l plasmido pHybLex/Zeo+ Cryl1A completa; 5) Levadura L40 cotransform-
ada con los plasmidos pYESTrp2 y pHybLex/Zeo; 6) Levadura L40 nativa. Los ..

resultados se muestran por triplicado.

Las construcciones que llevan la toxina Cryl1A completa pueden interactuar con
CytlA completa y con los diferentes fragmentos en seleccion en placa (figura 36). La
coloracion en ensayo de B-galactosidasa, fue observada sobre todo con la construccion CP1
(figura 37). No obstante; resulta interesante ver -que existen dos construcciones que
contienen los dominios DII'y DIII de Cryl11A que también muestran un resultado positivo

(CP4 y CP12) tanto en seleccion en placa como en ensayo de [-galactosidasa,
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significar que quiza la zona de union es muy pequefia, y requiere de cierto plegamiento para
poder desarrollarse. Eso explicaria la causa por la cual las demds construcciones no

presentan reaccidn colorida en ensayo de B-galactosidasa.

Cepa RY0S control positivo

Controles negativos

Figura 37. Interactuantes positivas por ensayo de B-galactosidasa. En este ensayo se
ocuparon los mismo controles negativos mencionados en la figura 36. Ademds se
ocupd un control de interaccion positiva, la construccion RY0S, proporcionada
por ¢l laboratorio del Dr. Jorge Nieto y la Dra. Alejandra Covarrubias (1BT)

(recuadro pequeilo parte superior derecha). Los resultados se muestran por triplicado.
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5.3.3  Interaccion proteina-proteina por deteccidn de toxinas 'ma‘rcadas con FITC

(microscopia de fluorescencia) en intestino de A. aegypti. -

:O:t”rarmanera de visualizar interaccién prote;na/protelna enlreCry y Cyt, puede ser
sirmulanc(io el ambiente /n vivo e intentando vi}s’uali‘zarv qué oéurre' en'presencia de las
proteinas y lipidos de la parte apical dcl;imes'tino medio de la lai'va. Para este proposito, se
desarroll6é un experimento de localizacion dé la toxina Cryl1A marcada fluorescentiemente
enel intbestino de A. aegypti. La toxina Cryl 1A marcada con FITC fue proporcionada por el
Dr. Raul Miranda Casoluengo. Con esta toxina se alimentd a larvas del 4o. estadio de A.
aegypti por un lapso no mayor de 2 horas, a una dosis de 400 ng/ml. Posteriormente se

extrajo el intestino y se visualizé el patron de fluorescencia.

El intestino disectado que estuvo cn contacto con Cryl 1AMC, mostré un patrén de

fluorescencia basicamente en la zona anterior (cacca) y posterior del intestino (figura 39),

en comparacion con el control en ausencia de toxina (figura 38).

Parte Parte
posterior > ¢ anterior
(caeca)

Figura 38. Intestino control

Parte

posterior »

Parte
anterior
(caeca)

Figura 39, Intestino con Cryt1A™'"¢
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Como se ve en la figura 39, la zona que mayor fluorescencia en verde bajo la
presencia de Cry11AM"C fue basicamente la parte anterior (caeca) y la parte posterior del
intestino. Para observar ¢l efecto de la presencia de CytlA en la unién de Cryl11A™C, se
alimentaron larvas con ambas toxinas (CryllA marcada y CytlA fh’a) en dosis
cquimoleculares de ambas (400 ng/ml). Se observé que la fluorescencia incrementd

notablemente y que se podia observar a lo largo de todo el intestino (figura 40), por lo que

podemos concluir que la toxina Cytl1A favorece la unién de CryllA al intestino de 4.

aegypti, resultado que correlaciona perfectamente bien con los. datos de unién en
suspension, y los resultados de union secuencial de CytlA y CryllA a VMMAs

previamente mostrados.

Parte
anterior
(caeca)

Parte
posterior

—_—

Figura 40. Intestino con Cry11AY + Cyt1A

Los resultados de microscopia de fluorescencia, en conjunto con los mostrados en
sistema de dos hibridos y ensayos de tipo ligand blot, apoyan la idea de que la's,“toxinas
Cryl1A y Cytl A, tienen una alta capacidad de interaccidn, La interaccion entre las fdﬁ(inas
Cryl1A y Cytl A podria ser un paso clave en el mecanismo sinérgico observado enire éstas

toxinas.
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6. DISCUSION

Wu y Chang, en 1985, fueron los primeros en demostrar que no bastaba la presencia
de una sola de las 8-endotoxinas de Bti para tener una alta actividad mosquitocida. Afios
mas tarde, en 1994, Wu en colaboracién con Federici, clond y expresé los genes que

" codificaban para Cryl1A y CytlA en cepas acristaliferas de Bt. De esta manera, lograron
determinar las L.Csg para cada toxina de forma individual, y luego en combinaciones en las
cuales se usaban radios de proporciones distintas, que iban desde -cantidades
equimoleculares hasta excesos 10 veces mayores de una toxina con respecto a la otra. En
todos los casos, observaron que existia un efecto sinérgico marcado cuando se utilizaban a
las dos toxinas en conjunto. Un afio mas tarde, Crickmore ¢f al., 1995 y Poncet et al., 1995,
también realizaron experimentos de este tipo, pero ademds incluyeron combinaciones de las
otras dos 8-cndotoxinas de amplia proporcién en Bti: CrydA y Cry4B. Con esto fueron
capaces de establecer dosis letales medias para las diversas toxinas de Bti en combinacion,
y demostrar que de todas las mezclas posibles, una de las mds tdxicas siempre resultaba la
de Cryl1A+CytlA, sobre todo para 4. aegypti. Por nuestra parte, los bioensayos realizados
en este trabajo, ademds de apoyar aun mds el proceso di: sinérgismq; también demuestran
que a dosis totalmente inocuas de una y otra tox‘i'ria‘i,’, seqerceun ‘incremento notable en
toxicidad, pues la combinacién de Cry+Cyt es 10 veces mas t6xica que: la de la toxina -
Cyt1A sola y 2 veces mds téxica que la de Cryl 1A s:»c')'jav',"‘lo:,ci_:_i.ylalffué"kla obséryacién inicial

para el desarrollo del resto del trabajo.

Por otro lado, analizando el comportamiento de las proteinas en cuanto a su
mecanismo de accion, corroboramos que el procesamicnto de la toxina Cry11A por medio
de tripsina genera fragmentos de 36 y 32 kDa (figura 20), aproximadamente. Estos dos
fragmentos estdn asociados conjuntamente, formando un heterodimero (Dai y Gill, 1993),
que por ensayos de union con VMMASs de Culex pipiens, demostrd ser bioldgicamente
activo y capaz de unirse a la membrana (Yamagiwa et a/., 2002). Esto mismo observamos
nosotros -con el uso de VMMASs de 4. aegypti (figuras’ 22 y 26). Por otra parte, la

activacion de la protoxina soluble de Cytl A genera fragmentos de aproximadamente 25
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kDa (figura 20). Por analisis de SDS-PAGE y secuenciacion del amino N-terminal, Said e?
al., en 1995, observaron que la toxina CyllA se procesa de forma similar gnrambo‘sr
extremos -cuando se ocupa proteinasa K o jugo gastrico de mosquito. La tripsina, por el
contrario, procesa a Cyt1A predominantemente solo en el N-terminal. Este procesamicnto
no basta para la completa activacion, pues en ensayos citoliticos in vitro sobre lineas
celulares de A. aegypti y ensayos hemoliticos contra eritrocitos de rata, se demostré qﬁe la

toxina Cyt1A procesada por ambos extremos era la forma mas activa (Sald et aI ]995)

Esto mismo observamos en este trabajo, pues la toxina CytlA lrlpsmada no se-umo :

reproduciblemente a VMMASs de 4. aegypti (dato no mostrado), a diferencia de la toxma :
Cytl A activada con prolemasa K (figuras 22 y 26). Lo cual concuerda con. observacmnes
previas de que CytlA debe ser perfectamemc procesada por ambos extremos (ammo yk
carboxilo) para que pueda ejcrcer su actxvndad in vitro.

A la fecha, héy’kc;ikbsfmodclds propuestos para explicar la accién de las toxinas Cyt.
En uno de ellos se proponc la formacién de mondémeros discretos de la toxina que forman
una estructura de poro dentro de la membrana (Promdonkoy y Ellar, 2003). En el segundo
modelo se propone que las toxinas Cyt e¢jercen su efecto a través de una accién tipo
detergente menos cspecifica, en donde agregados de CytlA destruyen completamente la
membrana (Butko e al., 1996). Los resultados obtenidos a través de ensayos de unién en‘
suspension, demuestran que la toxina Cytl1A no se une especificamente a VMMASs de A.
aegypti, por lo que la presencia de un receplor de membrana para Cyt no es sostenible.
Aparentemente la toxina Cytl A presenta una enorme afinidad por membranas. Lo anterior
explicaria la total inespecificidad obtenida en los ensayos de competencia homéloga de

CytlA (figura 26) y heterdloga (figura 28) utilizando como competidor a Cryl1A. .

La idea de que las toxinas tipo Cyt, 'sqn-_a»llam}(_anté afines a h’pidoS fue propuesta
desde 1989, cuando Knowles et al., bdéhidéirzii_fbri’ila:Hfonhaci()n de canales selectivos a
cationes en bicapas lipidicas planas. Este daio fue ‘posteriormente sustentado por Butko et
al., en 1996 y 1997, Esto explicaria el porqué, al realizar competencias de unién homologa
(figura 26) y heterdloga (ﬁgura728), Cyt no muestra desplazamiento por toxina fria. Esta

toxina no se une especificamente a algin receptor proteinico de las VMMAS de 4. aegypti,
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sino mas bien, es capaz de interaccionar con algun componente de membrana de amplia
distribucion, como podria ser algun lipido, lo que conllevaria a la explicacién de que aun Y.
con excesos de toxina fria (Cry 0.Cyt), Cyt1A podria unirse a la membrana.

Por cxpenmenlos tipo-ligand blot, Fons et al en 1995 demostraron que la protema ‘
Cryl1A se une a proteinas de 148 kDa en Anopheles .slephensz y a una de 78 kDa en szula

_ oleracea, ademés de mostrar alta interaccién con rotemas de 48 a 100 kDa de especxes de

lepiddpteros como. Manduca sexta. Sm embargo, ensu; forma trlpsmada, no’ se observor

absolutamente ninglin patrén de umon a VMMAs por llgand blot. Sin embar;,o, Kneger et :

al., en 1999, y posteriormente Buzdin et al en ”002 demostraron que la toxma CryllA -

activada en el heterodimero prewamcme descrno, es capaz de unirse a protemas d 65 y 62 o

unién tan marcado de la misma toxina entre una especie de mosqulto y otra, podn d

a la alta diversidad que presentan los diferentes mosquitos entre sn, lo’ cual suglere laj :
posible presencia de distintos receptores en las diferentes especies de mosquntos Esto;
explicaria el porque se ha observado que las toxinas Cry no matan igual a dedes sp. que a
Anopheles sp. 6 Culex sp en bioensayos. De manera similar otras toxinas mosqunt}ocxdays:
como las Bin de B. sphaericus, tienen fuerte accion insecticida solo contra Culex sp, snendo o

pricticamente inocuas para dedes sp.

Por otro lado, y comparando. con las tomnas Cry: actlvas férés los

receptores reportados para dichas toxinas son prmc:palmente dos la ammopeptldasa (120

kDa) y la caderina (210 kDa). En el caso de dxpterosl_y concretamentevde'A aegypti,

estariamos hablando de proteinas poco relacionadas con Ias de’ lcp1 s, lo'que sin duda

es importante, pues podria significar que en el caso de toxinas de Bt1 la interaccion con el
receptor dentro del mecanismo de accion varia su,mﬁcanvamente. Ademas, es interesante
observar que aunque Cyt tiene una gran afinidad por membranas, no. hay reportes de que
ejerza sinergismo con otras toxinas Cry activas contra lepidopteros 6 coledpteros. De

hecho, no hay reportes de que la toxina Cyt se una a VMMAs obtenidas a partir de

e
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intestinos de dichos inscctos. No obstante, podemos pensar que no seria extrafio. que Cytl‘A

tenga la capacidad de unirse'a membranas de insectos fuera del orden Dlptera, pero_eso

»

demostraria que no basta con que Cyt se una a membrana para que CJerza sufpapel 1ox100 y

coopcralwo con otras toxinas Cry

Una de las principales caracteristicas de todas ]as subespec:e :;de‘Bt que matan k
mosquitos, como Bti, es que siempre cuentan con una prolcma tlpo Cyt en su‘cuerpo

paraesporal (Crlckmore et al., 1998). ;Seria p051ble entonces pcnsar que la prewencna de

receptores especificos para CryllA, son fundamentales para que Cyt e_;erza su; actwndad"

,s0lo los receptores de mosquitos desencadenan la accion de Cyt? {por eso Cyt no‘eJerce

sinergismo con toxinas tipo CrylA activas contra lepidopteros? ¢les falta a estos msectos

alglin componcnte importante que desencadene la accion de Cyt y que nu ca ‘falte en '

membranas de mosquitos?. Es dificil contestar las preguntas anlenores y i pensamos
que el cristal producido por Bti estd conformado por varias protemas msectncxdas y no solo
por las que aqui hemos trabajado. Pero nucstros resultados dan. xdea de que la relacxon de
Cry y Cyt va mas alla de su mera presencia en Btl, y‘qu‘e ;ncluso,, posxb]emcntc, los
componentes de membrana apical del intestino medio demosfwitoé este’h'involucrados en -
ayudar al sinérgico. Lo anterior es una bucna forma de comcnzar a dlsectar el ampho - "

panorama que involucra el estudio mo]ecular del smer;,lsmo

Otros datos de unidn 'cvie loxinas de accién mosquitocida, fuérypnfpubliqi‘xdos pér 7
Krieger et al., en 1999, en donde se observd que tanto Cr"yl 1A cc’om'o‘Cr'y4‘lv3k se unen con
alta especificidad a VMMASs de 4. aegypti, y ademds, son capaces de competir entre ellas
por los sitios de union en VMMASs, Este resultado, aunado a los que se obtienen en este
trabajo con Cryl 1A (figuras 22y 24), demuestran claramente qué la especificidad de union

estd dada por las toxinas Cry, siendo Cyt, altamente inespecifica.

Los C\perlmentos de union sccucnc:a] en donde emsle una clara diferencia entre el
patrén de umon que muestra CryllA bloum]ada ‘en VMMAs preincubadas con toxina
Cytl A fria- y sin- premcubar (fbura 30), mdlcan que efecuvamente, la toxina Cyt tiene la

facultad de facnlnar ]a umon de. ]a 1oxma Cry] 1A, Ademas si la toxina Cyt es capaz de
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unirse inespecificamente a lipidos, una vez inmersa en la membrana, podria ser capaz de
ayudar a las toxinas Cry a internalizarse, lo que explicaria el porqué en presencia de Cyt el
fenémeno de resistencia a toxinas Cry es revertido en Culex gquinguefasciatus (Wirth et al.,

A™TC se incrementa

1997), y también explicaria el porqué el patron de unién de Cryll
notablemente cuando alimentamos a las larvas con toxina Cry11A marcada en presencia de
toxina Cyt1A sin marcar (figura 40). De esta manera, somos el primer grupo que presenta
datos conclusivos en experimentos de unién en suspension y de microscoﬁia de
fluorescencia que apoyan la hipértcsi}s dc qde CytlA facilita la unién de Cryl1A en

VMMASs de 4. acgypti.

En cuanto al proceso de formacién de poro, es importante mencxonar que la
determinacién de’ cambxos de potencial de membrana que se realnza con el colorante
fluorescente dis-C3-(5) en VMMAs de 4. aegvpu, estd basado en camblos provocadosr
debido a apertura de canales i6nicos. El cambio de potencnal de membrana es mayor sicel-
poro que se abre es altamente especifico y solo tranqurta \.unktnpo de lOl‘leS‘(}DOSIUVOS 6
negativos), por ejemplo, las toxinas tipo Cry] ‘ééli\;ésj ‘contra lcpidéptérds' son
principalmente catiénicos. Sin embargo, si ambos tipos de iones son transportados al
mismo tiempo por un canal, el cambio de potencial seria poco significativo de la capacidad
de transporte, de ese canal. De ahi que los cambios de permeabilidad a K* registrados pdr la~.
técnica del potencial de membrana, sean una medida indirecta del proceso de formaciénqde

poro y puedan arrastrar falsas interpretaciones del efecto de la toxina.

En nuestro caso, se observo que tanto Cryl11A como CytlA son capaces de ejercer
un cambio cn ¢l potencial de membrana a una concentracion de 100 nM (figura 33a). El
valor de la pendiente que genero Cryl1A fue de 0.505, mientras que para CytlA fue de
0.452. La combinacion de ellas, a dosis mucho menores (0.1 nM de Cryll1A y 1 nM de -
Cyt1A), genera un nivel parecido de formacion de‘ poro (cercano al de 100 nM) con una f.'»:‘
pendiente de 0.489 (figura 33b). Sin embargo, aunque este es un claro indicio de q‘ué existe
un proceso de permeabilizacién provocado por las toxinas y que la combinacién Cry+Cyt
es efectiva, no permite demostrar ¢l efecto sinérgico, pues individualmente, Cryl1A a una

dosis de 0.1 nM es capaz de inducir la formacién de poro, generando una pendiente de
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0.305, mientras que Cytl A a una dosis de 0.0f nM genera una pendiente de 0.399. Si el
efecto de potencial de membrana fucra lineal respecto a la-concentracién de la toxma ;
aplicada y la combinacion de Cry+Cyt fuera sinérgica, tendriamos que observar que la 7

pendiente resultante rebasara la suma tedrica de 0.704, 1o cual, no fue observado. -

A la fecha, no se tienen reportes de ensayos de formacién de poro cdri nyl 1A;‘f~bero ‘

si con Cyt. En 1996, Butko et al., observaron que la toxina CytlA es totalmente

inespecifica cuando actua sobre llposomas sintéticos, pues es capaz de hbe |
total de las mismas. Tomando en cuenta lo anterior, es que proponemos que en estu' 1:os '
posteriores, se adopte otro tipo de determinacion de canales idnicos para_ estudlar el efecto ’
de dichas toxinas, como podria ser el uso el sistema de liberacién de cal;cma, propuestp :
por el mismo Butko (1996) 6 el analisis de inscrcion de las toxinas Cryll'lA';y CytlA en
bicapas planas. Estos métodos son mucho mds especificos que el ulilizado‘én“ésté trabajb‘

pues ticnen la ventaja de determinar la formacién de poro en correlacnon dlrecta con la '

liberacién de calceina 6 con la corriente registrada cn el momcmo de apertura de un'canal

En cuanto a los datos de interaccién entre Cryl1A'y CytlA se ha reportado que las

mutaciones que suprimen la toxicidad de Cyt in vivo'y la umon a fosfolxpxdoﬁ in vztro

mapean en las asas que unen a 4 con B5, 36 con oE, aE con 7 y oD con B4 (ﬁgura 7),
esto a través de mutaciones que hacen a las asas menos hidrofilicas - (camb;ando
aminoacidos cargados por alanina) 6 mas rigidos (incoerporando prolinas). Po'rv."l‘o lt'arlt'o"f‘sc:
propone que el mecanismo de formacion de poro de las toxinas Cyt mvo]ucra un'
movimiento de bisagra de las hélices aC y oD alrededor de las asas, seg,undo de la-
insercion de las largas cadenas B anfifilicas (BS5, B6 y B7) dentro de la blcapa dejando a las
hélices expuestas sobre la superficie de membrana, listas. para pod‘er xnteractgar, con’ Otl‘a

toxina Cyt disponible (Ward et al., 1988).

Nosotros demostramos que Cryl1A puede interactuar con Cytl A en ensayos tipo
ligand blot (figuras 34 y 35), por lo que disecilamos experimentos para sustentar esta
interaccién, La primera estrategia fue el sistema de dos hibridos en levadura, en donde se

observéd que las construcciones de Cytl A F2 y Fé6 interactian posmvameme con los,DII wy
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11 de Cryl1A (figuras 36 y 37), por lo que podemos deducir que la parte importante en el
proceso de union Cry-Cyt, se encuentra en la region que une a la aD con la B7, puesenla

construccion que solo contenia la porcién aC-oD, sin asas (CP10) no hay interaccién

positiva. En cambio, las construcciones CP4 (DI y 1T de CryllA + ﬁ'agmento rz de

Cyt1A) y CP12 (DIl y Il de Cryl1A + fragmento F6 de CytlA) que si llevan cstas asas k

son las que presentan interaccion posmva

importante mencionar que esta construccién mc]uye a: ]a ho_|a B3 que en la toxma nauva se
aparca con puentes de hidrégeno con la [37. El he¢h0~ de que ]a ho_]a [33' se‘encuentre en el
extremo N-terminal cn este fragmento y esté fuera del contexto de~prdle1’na entera, podria
resultar en una estructura alterada que no fucra capaz de interactuar con los dominios 1 y
HI de Cryl1A. Lo mismo ocurriria con la construccion CP6, que contiene de Pl a BS de
CytlA y DIl y I de Cryl1A. Esta construccion también lleva el asa entre oD y B4, pero
por razones similares a CP8 su interaccion fue nula, ya que la B3 no tendria pareja para
interactuar y estructurarse. Esto podria apoyar la idea, de que efectivamente, las hojas 5 a
7 se insertan enla "membrana, mientras que el asa que conecta a oD con B4, quedaria
expucesto en la membrana y disponible para la union con el DIl y 11l de Cryl1A, aunque no
hay que descartar que los otras asas, hacia el C-terminal, como la que une p4-B5, 1a que une
B6-oE y 1a:.que une aE-B7, también puedan ser sitios importantes de interaccion proleina-
proteina, e incluso, podrfan considerarse mds representativos que el asa entre aD y P4, pues
solo en aquellas construcciones en donde cstaban presentes dichas asas siempre hubo
interaccion. La importancia que pudieran llegar a tener cada uno de las asas en el proceso
de interaccién proteina-proteina, solo podra confirmarse haciendo construcciones aun mas

pequeiias de las asas y clonarlas en los plismidos correspondientes para intentar un nuevo -

sistema de dos hibridos 6 elaborando péptidos sintéticos que mimeticen las asas entre oD youo

B4, cntre B4-BS, entre B6-oE y entre aE-P7, para luego ocuparlos en ensayos de unién en
suspension o de unién de ligando y verificar los cambios obtenidos en competencias

homdlogas y heterdlogas en la union a VMMAs.




Sin embargo, aunque los resultados involucrando DII y DIII son muy claros, existe
todavia el hecho de que todas las construcciones de fragmentos de CytlA: cuando-

interactian con la toxina Cryl1A completa, resultaron positivas, Posiblemente, en este

caso, pudiera pensarse que el sitio de interaccion entre el asa aD 'y B4, no es el tnico c;"ip"az”

de interactuar, y que probablemente existan mas sitios de unioén a Cryl 1A que mvolucren al
dominio 1, lo cual no seria nada raro, pues ya se tienen reportes de. que la’ toxmas CrylA ’
interactian con 2 difercntes receptores: aminopeptidasa tipo N (Garczynskl el aI ]995) y
caderina (Vladamudi et al., 1995), y que la interaccion puede ser-muy comple_]a Porr
ejemplo, la toxina Cryl Ab se une a caderina en VMMAs de Manduca sexta a través de dos
diferentes sitios: la a8 y el asa 2 de dominio I1 (Gomez ¢f al., 2003). Adéméﬁ, no debemos
pasar por alto, el hecho de que las construcciones de fragmentos de Cytl A cuando
interactian con la toxina Cryl 1A completa, en el ensayo de B-galactosidasa, no reproducen
su patrén de coloracion de manera palpable, por lo que no hay que descartar 'que
posiblemente algunas de estas construcciones pudiera ser artefactos de ensayo. En dado
caso, seria conveniente realizar nuevas construcciones de CryllA incluyendo solo el
dominio 1 y clonarlo en levadura para visualizar si existe interaccién con los diferentes
fragmentos de Cytl1A. Asi mismo, se podria continuar con la fragmentacion de la regién de -
CytlA que determinamos como interactuante O sintetizar péptidos sintéticos de lairegivén
scfialada para realizar ensayos de unién cn suspensién y ligand blot con el fin de visualizar
posible competencia. Otra opcion viable seria la realizacién de mutaciones puntualeé en las
asas de B4-a B5, de 6 a aE, aE a B7 y principalmente, de aD a B4 péfa _sh postéridf

andlisis por ensayos de toxicidad, de union e incluso ensayos de formacion de poro. -

La inmunolocalizacién de CryllA y CytlA realizada en | 1993 -por
Ravoahangimalala er al., utilizando como sustrato al insecto’ vector a Anoﬁheles gambie
demostré que tanto una como ofra toxina, se unen con mayor afinidad a la caeca géStriCa y
a la parte posterior del intestino, pero CytlA también presentaba unién en la parte media
del intestino. Sin embargo, estos investigadores no realizaron estudios de unién secuencial
o mezclas de toxinas para observar el efecto conjunto de las mismas. Nuestros ensayos de
microscopia de fluorescencia, por su parte, muestran que efectivamente la toxina Cryl1A

individualmente se une a la parte anterior y posterior del intestino de manera especifica
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(figura 39), pero que dicho patrén de fluorescencia se incrementa notablemente a-todo lo
largo del intestino cuando se alimenta a las larvas con Cryl1A marcada en presencia de

Cyt1A fria (figura 40). Lo que sustenta el hecho de que Cyt favorece la union de Cryl1A.

El proceso de agregacion tanto de las toxinas Cyt (Promdonkoy y Ellar, 2003),
como de las Cry ha sido documentado (Soberédn et al., 2000; Giiereca et al., i999) Sin’
embargo, no se sabe aun de la posxble formacnon de agreg,ados entre Cry-Cyt, que pudleran
tener algun efecto importante sobre el mecanismo de accion. Los ensayos de hgand blot yiﬂ 7
de dos hibridos que muestra este trabajo, podrlan ser el primer indicio de que: dlchas~
formaciones pueden ser posibles. Un expenmemo que proporcionarfa: informacién sobre la
existencia de un complejo Cry-Cyt, ¢s la inmunoprecipitacion de las proteinas nativas, ‘En
este experimento se incubarian ambas toxinas y se inmunoprecipitarian con un anticuerpo,
por ejemplo anti-Cryl1A. Posteriormente se determina la cantidad de toxina Cyt que fue
coprecipitada de Cryl1A, por medio de ensayos tipo Western blot utilizando anticuerpos
especificos. Al mismo tiempo, podria hacerse un experimento en el que se incorpora Cyt1A
a las VMMAs de 4. aegypti 6 con liposomas. Ambas membranas se incubarian con
Cryl1A y finalmente se solubilizarian con CHAPS al 0.5% para inmunoprecipitar Cyt y
analizar la coprecipitacion de Cryl1A. De esta manera, se podria tener informacion sobre
con qué Cyt interactia mejor Cryl 1A, con la nativa soluble o con la nativa incorporada en

membranas.
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7. CONCLUSIONES

 Las conclusiones a las que se llegé a partir del trabajo experimental se enlistan a-

continuacion:

1.

“sinérgica‘entre Cryl TA y CythA = o mmimsin st s coimts vvems e i e

Por bioensayos con larvas del 4° estadio de 4. ae;gypti se compfobé la capacidad

Tanto Cryl1A como CytlA son capaces de unirse a VMMAs de A acgzpt: La

diferencia es que la primera se une de ‘manera especifica (a protcmas de Y,M,de 62 y

65 kDa) y la segunda de manera 1ota]mente inespecifica.

La preincubacién de VMMAs de 4. aegypti con CytlA, favorece la uni6n de la
toxina CryllA, al mismo tiempo que compite con esta toxina por su sitio de unién,
lo que de manera mversa no ocurre. Por lo tanto, ]a especificidad esté dada por

Cry] 1A,

Por sxstema de dos hlbrldOS y ensayos tlpo hgand blot se. determmo que las toxmas
Cryl 1A y Cyt1A son capaces de interactuar entre si. Sm cmbarj,o, mmbnen se.vio
que esta interaccién proteina-proteina no es altament_,e, gspepxﬁca,, pues 13"9?“1“3;
Cryl1A es capaz de reconocer a otras toxinas Cry, lo mismo que a-la CytlA,y
viceversa. Esto puede deberse a la alta afinidad estructural existente cnti‘é tbdas‘ las"
8-endotoxinas producidas por Bt, lo cual, seria indicio de que no basta el
reconocimiento proteina-proteina para llevar a cabo el efecto sinérgico, sino que
hace falta el analisis de muchos otros acontecimientos dentro del ‘me“can’ismo de
accién, como la formacion de poro 6 la posible oligomerizacidn de-las toxinas.

Cuando larvas del 4° estadio de A. aegypti son -alimentadas con Cry]lAF ITC se
observé un patrén de fluorescencia primordi‘alm‘cnt'e en la‘fparte,ahierior (caeca) y
posterior del intestino. Sin embargo, cuando: s“er ali’rﬁeﬁiﬁréﬁ larvas del 4° estadio de

AFITC

A. aegypti con ambas toxinas (Cryll Y CytlA frna) el mvel de fluorescencia
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cambié considerablemente, situdndose a todo lo largo del intestino, ‘por -lo.que

apoyamos la idea de que la toxina Cyt1A ayuda a mejorar la unig’){)rde;CrylllA. )

“Haciendo uso de la técnica de determmacxon de camblos en el;
membrana a potasxo como medida indirecta del proceso de formamén de poro,
dclermmamos que tanto Cryl 1A como CytlA son capaces de formar poros xomcos'

en VMMAs de A aegyptl a dosxs de 100 nM

otencial ‘de
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8. PERSPECTIVAS

El estudio del mecanismo molecular que involucra el sinergismo entre las toxinas
Cry y Cyt de Bti es extremadamente amplio. Por cllo es que ‘.S?,PTO'PPQ‘?\CO:DﬁﬂUaE con.el

trabajo en base a las siguientes vertientes:

1. Ensayo de sistema de dos hibridos con nuevas construcciones que 1nvolucrenrsolo :
DI de Cryl1A, con el objeto de verificar si la falta de interaccion de; ]os dommlos 1
y Il de Cryl1A con la toxina completa de CytlA y sus fragmemos es por un mal :
arreglo estructural, o porque la interaccién se da especificamente en una reglon del
dominio 1. i ‘
|
2. Sc realizardn mutaciones sitio-dirigidas sobre la region aC-B7 (principglmemc en
asas que concctan a B4-B5, B6-aE, oE-B7 y aD-B4) para obtener mutantes que
puedan presentar fallas en interaccion con Cryl1A y en unién'y formacién‘de porb

ocupando VMMASs de 4. aegypti.

3. Se desarrollardn estudios de permcabxh7ac10n en membrana en veswulas
unilamelares grandes (LUVs).y VMMAs de A. aegypti cargadas con calceina, para
analizar la cooperatividad en el _proccso de formacién de poro entre CryllA -y

CyllA, tanto dcj‘_':or,rrvxa‘irjdiividqa]‘,j;ormo conjunta, segtn Butko ef al., 1996. -

4. Ensayos de mmunoprempnlacnon cntre Cryl 1A y CytlA, con el fin de demostrar la

prcscncna de: a&,regados entre Cry y Cyt.

5. Sintesis de péptidos simétit:os de las asas que unen a 4 con 35, aB6 con aE; a aE
con B7 y a aD con 34, para trabajar con ellos en ensayos de unién en suspension y
ligand blot. Esto con el fin de reconocer el drea minima que une a CytlA con

VMMAS de 4. aegypti y también el drea de interaccién minima entre Cry-Cyt.
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6. Realizacién de nuevos ensayos de fluorescencia haciendo uso de microscopia

cofocal y utilizando como marcador fluorescente Alexa I‘luor que pcrrmte una. .

mejor observacion de unién de toxina marcada. Esto con el objetr de

unién de toxina marcada no solo a nivel superficial, sino a traves ‘decortes’ mtemos S

7. Ensayos para determinar la sensibilidad de células sF9y de mtestmo de 14: ) pn a 2

CytlA ya Cry] 1A, tanto de manera mdlvldual como conJunta ara’ estableéér un

nuevo modelo de anahsls del’ smergxsmo

8. Usando anucuerpos pohclona]es espccxﬁcos hacia CryllA y CytlA se analizara
por mjcroscopia de luz, el patron de unién de las 10\mas ala mlcrovellosndad apical
del intestino medio de A acgypti embebldos en paraﬁna, asi como la posible
internalizacién de unadelas toxinas 6 de ambas. Esto con el fin de identificar la

posible cooperatividad entre las toxinas Cryy Gyt
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10. ANEXOS

10.1 Medios de cultivo.

10.1.1 Medio LB (Luria-Bertani)
Medio para serﬁbraf y mantener las cepas de Bty E. coli.
Volumen f'nal 1 é

A 950 ml de ag,ua destllada agregar:

Bacto-triptona =~ 10 g'
Bacto-extraéto de lev’zidufa ' 5g

NaCl , : 10g
Bacto-agar (solo para medio s6lido) 20g

Disolver los tres primeros reactivos en ¢l agua. Posteriormente ajustar el pH a 7.0
con NaOH 5 M (= 0.2 ml). Aforar ¢l volumen de la solucién a 1 € con agua destilada.,
Agregar el agar (en caso de ser necesario) y esterilizar por autoclave por 20 minutos a 15
Ib/sq. Una vez que el medio se ha enfriado, puede agregarse el antibiético correspondiente
cn la concentracion adecuada. Por ejemplo, la concentracién de la cepa de Bt CG6 es de 25

pg/ml de eritromicina; mientras que para la cepa de Bt 4Q7 es de 10 pg/ml de eritromicina.

10.1.2 Medio minimo SP
Medio para favorccer la esporulacién de las cepas de Bt
Volumen final: 1 £

A 950 ml de agua destllada af,regar

Caldo nutritivo : - 8g

MgSO, ‘ 025g
KCr .o S lg
Stock1 L | - I'ml

MnCl; - 4 H50 (disolver 0.198 g en 100 ml de agua)
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Stock 2 e : 2ml
I"eSO4 7 1120 (dxsolver 9. 15 gen 250 ml de agua)
, HzSO4 (tomar 7 ml de un stock 1 N para 250 ml de agua)
Stock3 BN m]
CaCl, ' 2H,0 (disolver 9.8 g en 100 ml de az,ua) :

‘Bacto-agar (solo para medio SOlldO) ; R 20 g

Dnsolvcr 1odos los reacuvos (a excepclon del

ajustar el pH a 7.0 con KOH 5 M Aforar el vo]umen‘ de la soluc:on a‘l £" con agua e

destilada. Agregar el agar (en caso de ser, necesar H) y ‘es ,nhzarvpor au clave por: 20 ;

minutos a 15 lb/sq Una vez quc el m”dl

seyha cnfrnado, pucde agregarse_ 1 antlbnotxco

corrcspondnente en la concentraclon adecua

10.1.3 Medw YPDA
Medio para mantcner las cepas de levadura
Volumen fi nal 1 £

A 600 ml de az,ua destllada agregar

Extracto de le\'adﬁra' 10g

Bacto-peptona. ‘ o 20g
Bacto-agar ‘ ' i o 20g

Dlsolver todos los rcacllvos (a excepcxon del agar) en el agua. A_]ustar el volumen"

de la solucxén a 890 ml con ag,ua destilada. Agregar el agar (en caso de ser necesano) y:

esterilizar por autoclave por 20 mmutos a 15 lb/sq. Una vez que: el medlo se: h:
agregar 10 ml de slock 100x de adenina (0.5 g de sulfato de ademna en 50 ml de agua
destilada) y IOO m] de solucién de dextrosa al 20%. Ambas soluc1ones se: deben encontrar

prevnamenle csu.rlhzadas También se puede a;,re;,ar anhblotlco si. se requlere
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10.1.4 Medio mtmmo SD
. Medio para la’e expreswn de poslb]es candldatas _positivas de levadura en S|stema de
dos hl'bndos '

Volumen ﬁnal e

A 950 ml de agua destllada a{,regar

_.Basede. mtrogeno para ’Vvadura (YNB) o 6. 7 8
Dextrosa "~ e e 20, g
Bacto-agar o o 20g

Dlsolvcr todos los reactwos (a cxcepcnon del agar) en el agua Ajustar el volumen

de la solucién a 1 (5 con agua dcsulada Agregar el agar’ (en caso- de ser- necesano) y

P

esterilizar por autoclave por 20 mmutos a 15 lb/sq Una vez que el m‘ dio

agregar los. ammoacndos corrcspond:enles, asi como el antlblotnco 51 se equlere

TESIS CON
FALLA DIE ORIGEN

108



10.2 Bases del analisis Probit.

Los biocnsayos rcalizados con .Bacillus thuringiénsis se fundamentan én 7 Vlros',
siguicntes tres postulados bdsicos: a) un individuo manifestara el efecto;, esperado al
administrarle una dosis determinada de la toxina; b) dicha dosificacién variard de un
individuo a otro;.c) y el cfecto sobre una poblacion de individuos mostraré_limités,ml’ﬁimos
y méximos de dosificacién. En otras palabras, el efecto de una dosis s6lo podra ser valido si
se mide sobre una poblacion homogé'nea de individuos. El rango de dosis mostrard un
umbral en el que la dosis minima de ese umbral causara el efecto descado a un minimo de
la poblacion probada, micntras que la dosis méaxima de ese umbral causard el efecto
esperado a un mdximo de la poblacién. Esto implica que si se desca establecer una relacion
entre las dosis probadas y la mortalidad causada por las preparaciones de Bt, cada dosis
deberd probarse con una poblacién representativa de individuos tal que refleje los efectos
reales de la 3-endotoxina. De esta forma, los datos podrdn ser analizados estadisticamente y‘
se podra estimar un parametro estadistico que represente, con un nivel de probabilidad:

dado, la toxicidad de la preparacion en prueba.

La correlacién entre las diferentes dosis de un agente téxico con sus consecuentes
porcentajes de mortalidad no es del tipo lineal, sino una linea sigmoidea extendida; es decir,
la seccidn de la curva correspondiente a las dosis méxim;is y a las mortalidades maximas se
extienden a la derecha, provocando que la curvé se muestre asimétrica (figura 41a). Un
primer intento de equilibrar la curva se obtiene al transformar las dosis probadas én el
biocnsayo a logaritmos. Si bien el resultado sigue siendo-una curva sigmoidea, ésta se ﬁace

asimétrica en sus regiones asintdticas (figura 41b).
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Figura 41. Relacidn teérica entre Iaiddsis d¢ un agenfe téxico y la mortalidad causada
en una poblacion de ins'ectolys.'A) Las dosis no han sido transformadas.
. B) Ins dosis han sido trtinsforﬁladés 8 rLog.

Por -otro' lado, ‘una curva sigmoidea simétrica también representa la respuesta
acumulada-de una poblacion con-distribucion normal. En otras palabras, la distribucién de

mortalidad - de una’ poblacion: puede ahora representarse por el drea contenida en una
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campana o curva de Gausse, en dénde, el 50% del drea (la media) coincide con el punto
medio de la curva y con cero unidades de desviacion estandar. En una distribucién normal,
las desviaciones estdndar se distribuyen aritméticamente en la abscisa de la curva,
rcpresenlahdo un drea especifica. Asi, el cero representa 50% del area, el 1 el 84%, el =1 el
15.9%, el 2 el 97.7%, el =2 el 2.3%, y asi sucesivamente (figura 42). En otras palabras, si
equiparamos la mortalidad con el efecto acumulativo de las desviaciones estandar de una
curva normal, entonces podemos representar aritméticamente a los porcentajes de
mortalidad, lo cual significa que la curvatura causada por la distribuciéon de la mortalidad
puede transformarse en una linea recta si a su vez se transforman los porcentajes en

unidades de desviaciones estandar.

Figura 42. Dispersion de la desviacion estiandar dentro de una distribucién normal,

y las dreas que cubren cada una de ellas en la curva.

Con esta transformacion, el 50% de mortalidad se convertiria en 0, por lo que las
mortalidades mendfeé"al 50% estarfan representadas por unidades negativas. Por esta razon,
arbitrariamente se corre la escala 5 unidades, de tal forma que el cero corresponde al 5, el 1

al 6, el 2 al 7, el -1 al 4, el -2 al 3, y asi sucesivamente. Con esta modificacion,
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convenientemente se cvita trabajar con niumeros negativos. Estas unidades son las llamadas
Probit, y al andlisis de regresion entre las dosis transformadas a logaritmos: y los
porcentajes de mortalidad transformados a unidades Probit, se le conoce como anéiisis
Probit (figura 43), el cual, relaciona las variables mediante la técnica de méxima similitud~
por pruebas de bondad de ajuste consecutivas, en vez de utilizar la técnica de minimos
cuadrados, propia de un andlisis de regresion normal. Esto se debe al hecho de trabajar con
unidades discretas (muerto o no muerto), en vez de continuas. Asimismo, la técnica de
méxima similitud asegura la obtencion de estimadores consistentes (como LCsp=dosis que
tedricamente mata el 50% de la poblacién bajo ensayo), no esta propensa a sesgos y, sobre
todo, es cficiente en muestras grandes y pequeiias. De esta forma se establece una relacién

lineal simple entre log dosis contra mortalidad expresada en unidades Probit (Ibarra y Del

Rinedn, 2001).
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Figura 43. Comparacion grafica entre los datos originales y transformados de una

relacién Dosis-mortalidad, y 1a linea recta resultante.
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L.os principales parametros resultantes de un analisis Probit son: el estimador medio
(LCs), sus limites fiduciales, cl valor de ji-cuadrada (%) y la pendiente de la linea de
regresion. Al estimador medio generalmente se le conoce como dosis letal media (1.Csp) o
sca la dosis que tedricamente mata el 50% de la poblacioén bajo ensayo. Sin embargo, una
dosis representa una determinada cantidad del elemento téxico que es administrado a cada
uno de los individuos. Normalmente, ésta no es la técnica que se sigue cuando se prueban
productos de Bt, ya que los individuos cominmente se exponen a concentrac:ones de
toxina, desconociendo la cantidad precisa que ingiere cada individuo. Es por eso.’que en las

prucbas con Bt normalmente se estima la LCsg.

La précisién de los estimadores medios en el analisis Pryobi'l_'se‘reﬂeja*énfla amplitud
de sus limites fiduciales. Estos representan el rango o intervalo del ‘estimador ai un
determinado nivel de probabilidad (generalmente 95 &°99%): Entre més estrecho sea este
intervalo, mds preciso y confiable ¢s el estimador. La grafica de los limites fiduciales
(valores mdximos y minimos) de todos los valores de la linca de regresién no se observa
como lineas paralelas de ésta, sino que son arcos que se estrechan exactamente en el punto
del estimador medio, y'luego divergen en sus extremos (figura 44). En otras palabras, de
todos los puntos que conforman la linca de regresion, es la LC50 el estimador mas preciso,
en cuanto que rcpresenta los limites fiduciales mas estrechos. De ahi que se escoja al
estimador medio como el pardmetro estadistico que representa ¢l nivel de toxicidad de
algan agente, sobre una poblacion y bajo las condiciones probadas. Es por esa razon que las
pruebas con Bt tienen como principal objetivo estimar la LC50 de cada preparacion, como
punto de comparacién cntre cepas, entre productos formulados, entre cristales puros, etc., y
¢s un parametro ¢l que determina si una cepa es mds o menos toxica que los estandares; si
una poblacion de insectos desarroll6 o no resistencia a algun producto a base de Bt; o si a
un lote de produccion debe agregéfsc]e mayor.o menor cantidad de ingredientes inertes,

para estandarizar el nivel de actividad de un lote comercial.
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Figura 44. Representacion grifica de los limites fiduciales de 1a

linea de regresion dosis-mortalidad.

Existen dos pardmetros adicionales importantes en el andlisis Probit: la xz y la
pendiente. La primera es resultado de la técnica de méaxima similitud, ya que se basa en una
scrie consecutiva de pruebas de bondad de ajuste de los datos obscrvados contra los datos
esperados, representados por los puntos que conforman la linea de regresion. El valor de la -
%* refleja el nivel de similitud entre los datos obtenidos del bioensayo y los représehtadOS s
por la linea de regresion 6 tedricos. Es evidente que entre mayor sea esta similitﬁd, mas
confiables serdn los estimadores medios provenientes del andlisis. Un valor ml'ni'rrio de %2
expresa una maxima similitud. En lo referente al valor de la pendiente de la linea de
regresion, éste refleja, adicional a la magnitud del efecto de la variable independiente (log

dosis), la utilidad del rango de dosis probada. En otras palabras, si la pendiente es muy baja,

114




debemos estrechar ¢l rango de dosis en posteriores bicensayos y de esta forma distribuir los
diferentes niveles de hﬁnortalidad mds equilibradamente; por el contrario, si la pendiente es
muy alta, esto signiﬁéa qﬁe el efecto estd concentrado en un espacio muy pequefio de la
grifica y es necesario ampliar el rango de dosis, con los mismos propésitos-descritos

anteriormente.

Este razonamlcmo de prueba Problt es e] que nosotros ocupamos para analizar
nuestros ‘datos de bxoensayo A partir dc Ia recta provemcme de ;,raﬁcar log de la dosis
contra morlalidad en unidades Probit, dctermmamos qué. valor de las abscisas corresponde
a la ordenada 5, o sea, ¢l 50% de la’ pob]acmn que presemo efecto de muerte. Esa cantidad
representa la dosis letal media LC50 Dxcha dosis se obtlene por medio del programa POLO
de LeOra para Windows. Esle programa ademas de proporc:onar el valor de LCsy,
proporcxona un listado detallado de los limites ﬁduc:ales obtenidos, el valor de 'x, yla.

pendleme de la recta obtenida.

A continuacion, se muestran los resultados estadisticos desplegados por el programa

POLO de LeOra para los bioensayos con CytlA, Cryl1A y Bti.

POLO-PC
©® Copyright LeOra Software 1987

Input file > CLACYT
input: =CLAU
input: *c

input: 5000 40 40
input: 4500 40 39
input: 4000 40 34
input: 3500 40 30
input: 3000 40 21
input: 2500 40 17
input: 2000 40 14
input: 1500 40 7
input: 1000 40 5
input: 500 40 3
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dose locg-dose subjects responses resp/subj

5000.00000 3.698970 40 40 1.000
4500.00000 3.653213 40 39 .975
4000.00000 3.602060 40 34 .850
3500.00000 3.544068 40 30 .750
3000.00000 3.477121 40 21 .525
2500.00000 3.397940 40 17 -425
2000.00000 3.301030 40 14 .350
1500.00000 3.176091 40 7 ‘ .175
1000.00000 3.000000 40 5 .125
500.00000 2.698970 40 R Rt s Q] B

Chi-squared goodness of fit test

Index of significance for potency estimation (g) goodness of
fit test :

subjects responses expected Deviation probability Probit

- unit
40. 40. : 35.779 4.221 .894466 8.00
40. 39. : 34.432 4.568 .860793 7.05
40. 34. 32.611 1.389 .815270 6.04
40. 30. 30.148 -0.148 .753692 5.67
40. 21. 26.833 -5.833 .670824 5.08
40. 17. 22.442 -5.442 .561055 4.82
40. 14. 16.837 -2.837 .420932 4.61
40. 7. 10.252 -3.252 .256298 4.07
40. 5. 3.896 1.104 .097401 3.87
40. 3. 0.334 2.666 .008344 3.59
chi-square 40.292 degrees of freedom 8
log(L)=-185.6 slope=3.644+-.330
heterogeneity 5.04 g(.95)=0.219
LD10=1009.4091 limits: 425.195 to 1439.856
LD50=2268.705 limits:1665.777 to 2923.978
LD90=5098.631 limits:3747.610 to 10339.985
STOP - Program terminated.
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POLO-PC
© Copyright LeOra Software 1987

Input file > CLACRY
input: =CLAU
input: *c

input: 1000 40 40
input: 900 40 37
input: 800 40 34
input: 700 40 30
input: 600 40 19
input: 500 40 15
input: 400 40 13
input: 300 40 10
input: 200 40 5
input: 100 40 2

dose log-dose subjects responses resp/subj,
1000.00000 3.000000 40 40 1.000 '
900.00000 2.954243 40 37 .925°
800.00000 2.903090 40 34 : -850
700.00000 2.845098 40 130 ' ©.150..
600.00000 2.778151 40 19 S .475
500.00000 2.698970 40 15 .375
400.00000 2.602060 40 13 .325.
300.00000 2.477121 40 10 .250
200.00000 2.301030 40 5 .25
100.00000 2.000000 40 2 .050

Chi-squared goocdness of fit test

Index of significance for potency estimation~(g) gobdness of
fit test . . L

subjects responses expected deviation probability Probit

unit

40. 40. 35.340 4.660 .883494 8.00
40. 37. 33.910 3.090 .847756 6.48
40. 34. 31.999 2.001 799976 6.04
40. 30. 29.445 .555 736122 5.67
40. 19. 26.053 7.053 . 651322 4.95
40. 15. 21.625 6.625 540631 4.69
40. 13. 16.066 3.066 .401651 4.56
40. 10. 9.657 .343 241427 4.07
40. 5. 3.607 1.393 .090174 3.87
a0. 2. .302 1.698 007543 3.36
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chi-square 28.900 degrees of freedom 8

log(L)=-189.0 slope=3.623+-.336
heterogeneity 3.61 g(.95)=.165 EI
LD10=207.528 limits: 106.062 to..284.266 .
LD50=2268.705 limits: 366.426 to‘1579;272
Lp9%0=5098.631 limits: 802.905 to 1861.181

STOP - Program terminated.

POLO~PC
©® Copyright LeOra Software 1987

Input file > CLABTI

input: =CLAU

input: *c

input: 25 40 40

input: 22.5 40 39

input: 20 40 36

input: 17.5 40 35

input: 15 40 32

input: 12.5 40 25

input: 10 40 20

input: 7.5 40 17

input: 5 40 14

input: 2.5 40 10

dose log-dose subjects responses resp/subj
25.00000 1.397940 40 40 1.000

22.50000 1.352183 40 39 .975

20.00000 1.301030 40 ' 36 .900
17.50000 1.243038 40 35 : .875
15.00000 1.176091 40 32 ‘ .800
12.50000 1.096910 40 ;25 .625
10.00000 1.000000 40 ‘ 20 .500
7.50000 .875061 40 17 .425
5.00000 .698970 40 5 14 .350
2.50000 .397940 40 10 ; .250

Chi-squared goodness of fit test

Index

of significance for potency estimation (g) goodness of

fit test
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subjects responses expected deviation probability Probit

S i unit
400 o 40 e 36 0875 3.125 .921870 8.00
40. - 39, 36.131 2.869 .903268 7.05
40 ;i3 6 o i35 0154 .846 .878840 6.28
40. 35. .. -33.850 1.150 .846247 6.18
40. 32.. °....32.080 ~-0.080 .801993 5.84
40. 25 29.630 -4.630 .740756 5.33
40. 20. : 26.174 -6.174 .654362 5.00
40. 17. 21.222 ~4,222 .530561 4,82
40, L4 > 14.154 -0.154 .353846 4.61 .
40. 10. 5.027 4.973 .125683 4.33
chi-square 20.592 degrees of freedom 8
log(L)=-194.2 slope=2.565+-,256
heterogeneity 2.57 g(.95)=0.136
LD10= 2.216 limits: .867 to 3.508
LD50= 7.001 limits: 4.874 to 8.953
LD90=22.122 limits:16.392 to 38.171 :
STOP - Program terminated.
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