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RESUMEN 

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram positiva, aerobia estricta y ubicua. 

Durante su ciclo de vida cuenta con dos fases principales: la de crecimientoveget~tivo, en 

donde las bacterias se duplican por bipartición cada 30-90 mi~, yla fase de esporulación, la 
, , __ - ' 

cual es un estadio de diferenciación de bacteria a esp()ra. que; se'-dispara,cuando Btse 

encuentra en limitación de nutrientes y en la cual es capai de pr~dÜ¿i~'inclusiones 
cristalinas con actividad insecticida clasificadas en dos grande~. g~pos: · próteínas Cry y 

proteínas Cyt. 

De entre todas las subespecies de Bt, Baci/lus thuringiensis subsp. israelensis (Bti), 

es una de las más importantes, por su amplio uso en el control de insectos del orden 

Diptero, especialmente mosquitos como Aedes aegypti, vector de .la enfermedad llamada 

Dengue. Las o-endotoxinas que produce Bti en mayor proporción son: Cry4A, Cry4B, 

CryJ JA y CytlA. Estas toxinas, individualmente, tienen la capacidad de inducir muerte en 

larvas de A. aegypti, pero su efecto tóxico no es tan eficaz como cuando se utiliza el cuerpo 

paraesporal completo. Por ello es que se ha propuesto que existe un efecto sinérgico entre 

las diferentes toxinas que produce Bti, el cual, a la fecha, solo ha sido documentado a través 

de bioensayos, de ahí el interés del estudio de las bases moleculares que podrían estar 

involucradas en dicho sinergismo. 

En el presente trabajo, determinamos la LCso para las toxinas CryJ lA y CytJA. 

Demostramos que a pesar de que CytlA aplicada individualmente no es tan activa como 

Cryl lA, en combinación, su efectividad aumenta contra larvas del 4° estadio de A; aegypli. 

También demostramos que ambas toxinas tienen la capacidad de unirse a vesículas de 

membrana de la microvellosidad apical (VMMAs) del intestino medio de larvas del 4° 

estadio de A. aegypli, pero con la diferencia de que la unión de Cryl JA es específica (unión 

a proteínas de 65 y 62 kDa), mientras que la unión de CytJA es totalmente inespecífica. Sin 

embargo, cuando las VMMAs son preincubadas con toxina CytJA, la unión de CryJ JA se 

incrementa notablemente, lo que indica que CytlA es capaz de favorecer la unión de 
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Cryl IA en VMMAs. Por otro lado, también observamos que ambas toxinas son capaces de 

inducir la formación de poros iónicos en VMMAs de A. aegypti a través de medi~ºiones de 

cambios en potencial de K+ en membrana, pero no llegamos a .·establecer una 

coopcratividad en dicho efecto cuando ambas toxinas se usan en eombinaºción. 

Por ensayos de unión en suspensión se observó una mejora en la unión de Cryl IA a 

VMMAs preincubadas con CytlA. Por ensayos de tipo ligand blot, comprobamos que 
----- - -· -

ambas toxinas son capaces de reconocerse en su forma desnaturalizada. Usando la técnica 

de sistema de dos híbridos en levadura, demostramos que Cryl IA es capaz de interactuar 

con CytlA, incluso, cuando sólo se ocupan pequeños fragmentos de Ja toxina Cyt. Por 

microscopia de fluorescencia, comprobamos que Ja toxina CytlA en contacto con el 

intestino de A. aegypti, es capaz de favorecer Ja unión en membrana de Cryl lA marcada 

con FITC. Todo lo anterior indica que Cryl IA y CytlA, tienen Ja capacidad de interactuar 

una con otra, y que CytlA favorece la unión de CryllA.c Este es un primer paso para un 

análisis detallado del proceso sinérgico ejercido por las toxinas Cryl lA y CytlA. 

rrrP~T~ ('nr•r 
l!:Jt,.1!tuo ..IV lJ 
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2. INTRODUCCIÓN 

2.1 Antecedentes. 

Los insectos del orden Díptera, como mosquitos, son vectores de muchas 

enfermedades infecciosas de amplia distribución mundial, entre ellas malaria, dengue y 

filariasis. El dengue constituye un problema de salud pública, debido a que es endémica en 

más de 100 países tropicales y el número de individuos infectados se ha incrementado 

durante los últimos años (Ghiteko et al., 2000; Rutstein, 2000). El dengue es transmitido 

mediante la picadura del mosquito Aedes aegypli (figura 1, panel a), un antropofilico 

estricto que se ha adaptado a vivir en áreas urbanas, por lo que se le cataloga como un 

mosquito doméstico. Las hembras mantienen el ciclo infectante y sus hábitos de 

alimentación son diurnos. A. aegypli necesita de temperaturas templadas y de aguas 

estancadas para la oviposición y eclosión de los huevecillos, así como para el desarrollo de 

las larvas. Los nichos característicos de este insecto en etapa larvaria (figura 1, panel b) 

son: recipientes varios, latas, cestos. macetas, llantas desechadas, cte. (Kumate et al., 1998). 

Figur:i l. ..letle.\· 11egypti. A. Mosquito adulto. B. Lar\'11 del 4". csladlo. 

El mosquito adquiere el virus del dengue cuando se alimenta de una persona 

infectada y transmite la enfermedad a otros individuos durante la succión de sangre por el 

resto de su vida (Briceño et al., 1996). El ciclo de infección que sigue el virus del Dengue 

una vez que ha sido adquirido por el mosquito hembra de A. aegypli es el siguiente: el virus 
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infecta las células epiteliales del intestino medio del mosquito, se disemina a través de la 

lámina basal hacia la circulación y termina por infectar las glándulas salivales. El virus 

establece una infección persistente y se replica en grandes cantidades en estas células. 

Posteriormente las glándulas lo secretan a la saliva. Tras piCar al hospedero, la hembra del 

mosquito regurgita su saliva llena de virus hacia la sangre de su víctima. El virus circula en 

forma libre por el plasma y entra en contacto con células susceptibles, como las células 

endoteliales de los capilares, macrófagos, monocitos y demás células del sistema retículo 
-- o·--~ -_c;-o =- -=-=-----

endotelial. El virus del dengue se replica en células de la t;nédula ósea, hígado, tejido 

linfoide, bazo y piel (Navarro y Gómez, 1995). Las mallirestaciones clínicas asociadas con 

la infección por el virus del dengue más comunes son: cefalea, dolor retroorbital, mialgias, 
. .. . ·, 

artralgias y exantema. (Briceño et al., 1996; Navarro y Gómez, 1995; World Heath 

Organization Technical Report, 271, 1986). 

El dengue es producido por cuatro serotipos de virus de la 'ramilia;Flaviviridae. 
; <'·,- ! ~-, -.. - '.. .. . 

Desde el punto de vista epidemiológico, el dengue comprende cuatro vrufantes: enfermedad 
. .. .. ., 

febril no específica, fiebre de dengue clásico (DF), fiebre de dengue hemorrágico (DHF), 

síndrome de choque por dengue (DSS) y otros síndromes severos de dengue (encefalopatía 

asociada a dengue, cardiomiopatía y hematuria macro y microscópica). No obstante, las 

formas clínicas más comúnmente observadas en América Latina y que están perfectamente 

bien definidas son la DF y la DHF, en presencia o ausencia de DSS (Isturiz el al., 2000). La 

fiebre de dengue hemorrágico (DHF), puede ser fatal y es hoy en día una causa de 

mortalidad en niños. En 1998, hubo más de 600,000 casos de dengue en América Central y 

en Sudamérica, de los cuales 11 ,000 casos fueron DHF. Esto es el doble de casos 

registrados en la misma región en 1995 (Martínez, 1995; Rico-Hesse el al., 1997). En 1962, 

como parte del programa de erradicación de la fiebre amarilla, la Secretaría de Salud 

Pública en México reportó la eliminación del mosquito A. aegypli. Sin embargo, a partir de 

1978 el dengue clásico reapareció en el país cuando se introdujo el serotipo 1 a través de la 

frontera sur. Al año siguiente se diseminó rápidamente por los estados de Chiapas, Oaxaca, 

Quintana Roo, Veracruz y Yucatán. En 1980 se presentó una de las mayores epidemias 

registradas hasta el momento con 51,406 casos. En 1982 se detectó la transmisión de los 

scrotipos 1 y 4 en los estados de Oaxaca, Tamaulipas, Sinaloa, 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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(Dirección General de Epidemiología, México, 1997; Norma Oficial Mexicana de 

Emergencia. 1999). 

Desgraciadamente, a la fecha no~existCri vacunas ni medicamentos que püeaan 

prevenir o curar la enfermedad, por lo que el mejor método para controlar el dengue es 

combatir al mosquito vector A. aegypli (Baird, 2000). El control de estos vectores se hace 

principalmente con insecticidas químicos, pero su uso ha comenzado a decaer debido a los 

altos costos que involucran, su escasa biodegradabilidad, el desarrollo de resistencia que 

varias poblaciones blanco han registrado contra ellos y los riesgos visibles hacia el medio 

ambiente y la salud humana que producen (Fcderici, 1995). Por ejemplo, la utilización 

mundial de DDT tuvo éxito en controlar mosquitos solo durante 8 años, después de esto, 

los mosquitos desarrollaron resistencia a este insecticida (Baird, 2000). Debido a lo anterior 

se ha desarrollado un interés creciente en la investigación sobre nuevos agentes para el 

control de vectores, siendo el uso de bacterias entomopatogénicas, la alternativa viable para 

llevar a cabo dicho control. Entre estas bacterias Ja más importante es Bacillus thuringiensis 

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

2.2 Generalidades de Bacil/us tl111ringiensis (Bt). 

Bacil/us thuringiensis (Bt) (figura 2) es una bacteria Gram positiva, aerobia estricta 

y ubicua, pues ha sido aislada de diversos sistemas como sucio, agua, hojas de plantas, 

insectos muertos, telarañas, entre muchos otros (Schnepf et al., 1998). Durante su ciclo de 

vida cuenta con dos fases principales: la de crecimiento vegetativo, en donde las bacterias 

se duplican por bipartición cada 30-90 min, y la fase de e~porulación, que es un programa 

de diferenciación de bacteria a espora que consta de siete fases y que se dispara cuando Bt 

se encuentra en limitación de nutrientes. Lafase I (7 horas) es aquella d.onde se induce la 

formación del filamento axial de Bt. En lafase/I(de 7 a 8 horas)se fümfá el se¡:>to espora 

de división asimétrica que involucra mesosomas. En. lafa~·e JI! (el~ g:~,9:;hbras) inicia la 

síntesis del cristal insecticida, se dan cambios a nivel ele llleinbr~~~Y citoplasma y se forma 

la espora. En las fases IV a VI (9 a 12 ho~as)se fdrma ~I ex()sporio, lapared celular 

primordial, Ja corteza y las capas de profo~Ci6n:cle l~ e2
sp6ra. Pól' último, en la fase VII 
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(evento posterior a las 12 horas) se da la maduración de la espora y la síntesis de enzimas 

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

Como mencionamos antes, durante las fases III a VI del ciclo de esporulación, Bt es 

capaz de producir uno o más cristales paraesporales de carácter proteínico ó 8-endotoxinas 

que se pueden clasificar en dos grandes grupos: Cry y Cyt (Bechtel et al., 1976). Las 

proteínas Cry (70 ó 130 kDa) han sido definidas como cualquier proteína paraesporal de Bt 

que muestre un efecto tóxico hacia algún insecto y que pueda ser comprobable por 

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

aquellas inclusiones paraesporales de Bt que muestran actividad hemolítica y tienen 

similitud con la secuencia de las toxinas Cyt (Crickmore et al., 1998). A la fecha se han 

clonado y secuenciado más de 160 genes cry y 16 genes cyt . Los órdenes de insectos 

contra los que muestran actividad tóxica son: Lepidoptera, Díptera , Coleoptera (Beegle, et 

al., 1992), Hymcnoptera, Homoptera, Orthoptcra y Mallophaga (Feitelson, 1993), así éomo 

nemátodos y protozoarios (Feitclson et al., 1992). 

Fi¡:urn 2. Bt1ci1111s th11ri11gie11sis (Ht). 
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2.3 Clasificación de las 15-cndotoxinas de Bt. 

En 1989, Hofte y Whiteley propusieron una nomenclatura para las B-endotoxinas 

Cry basada en la especificidad de la actividad insecticida. Sin embargo, esta primera 

clasificación pronto resultó inadecuada, pues se empezaron a encontrar proteínas Cry que 

eran muy semejantes pero con especificidad diferente, ó toxinas Cry con actividad dual 

hacia dos distintas órdenes de insectos, lo que creó una gran confusión en la nomenclatura. 

Fue por ello que se estipuló una nueva forma de clasificación, que fuera más sistemática y 

basada exclusivamente en la similitud de la secuencia primaria (Crickmore et al., 1998). 

Esta nomenclatura estipuló el cambio de números romanos por arábigos, la agrupación de 

las toxinas en grupos y subgrupos y el establecimiento de los límites de identidad que 

marcarían las diferencias entre categorías. De esta manera quedó establecido que el número 

arábigo que lleva el 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 proteínas con una letra mayúscula y corresponde a identidades de 45 a 78%; 

la tercera fila asigna una letra minúscula y corresponde a identidades de 78 a 95%; y la 

última fila incluye un número arábigo al final de la nomenclatura indicando más de 95% de 

identidad (figura 3). 
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Figura 3. Árbol filogcnético de las toxinas Cry. Tornado de Crickmore et al., 1998. 

18 



2.4 Proteínas Cry. 

La sintomatología que presentanlaslaryas de insectos susceptibles por efec_to de los 

cristales y esporas de Bt son: cese de ingesta, parálisis del intestino, vómi~o, diarrea, 

parálisis total y finalmente la muerte (A.ronson eial.;-1986). ta Ia.r\fiCinertepresenfu uii .·· 
color negro característico de la enfermedad. Por estudios histopatológicos se ha demostrado 

que las células columnares del intestino medio son las estructuras afectadas inicialmente, y 

en particular la microvellosidad apical, que se destruye en su totalidad (Ebersold et al., 

1978; Percy et al., 1983). 

Las proteínas 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 específicos de la membrana 

de la microvellosidad apical de las células del intestino (Bravo e/ al., 1992), creando poros 

transmembranalcs que causan el rompimiento de la célula por un proceso de lisis osmótica 

(Knowles y Ellar, 1987). 

2.4.1 Estructura de las toxinas Cry. 

A la fecha se ha elucidado la estructura cristalográfica de cuatro toxinas Cry: Cry3A 

(Li et al., 1991) y Cry3Bb 1 (Galitsky e/ al., 2001) con especificidad hacia coleópteros, 

Cry 1 Aa (Grochulski e/ al., 1995) con especificidad hacia lepidópteros y Cry2Aa (Morse et 

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

detalle, pero muestran un plegamiento común consistente de tres dominios glob~lares 

constituidos cada uno por cerca de 200 aminoácidos. El dominio I es un racimo cÍe,si¿ie Cx.

hélices antiparalelas y antipáticas, donde seis de ellas rodean a la a.~hélice 5~ Este dorllinio 

es el responsable de la inserción en la membrana y la formación del poro iónibo (Ü ~tal., 
1991; Grochulski et al., 1995). El dominio IJ es un prisma de tres hojas f3-plegadas 

antiparalelas, que está involucrado en unión a receptor y especificidad hacia el insecto 

blanco (Ge el al., 1989; Schnepf et al., 1990; Smith y Ellar, 1994; Smedley y Ellar, 1996; 

Morse et al., 2001). Por su parte, el dominio 1II consiste de dos láminas p antiparalelas 

formando un 13-sandwich. Este dominio también participa en la determinación de la 

especificidad (Lee et al., 1995; de Maagd el al., 1996; Burton et al., 1999) y posibl:!Eente 

TEl"'ITI":' r()l\T .. ::n..; ~·. i"J 
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en la regulación de actividad de canales iónicos (Chen et al., 1993; Wolfersberger el 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 el al., 2003). Los alineamientos de secuencia de 

aminoácidos entre diferentes toxinas Cry, ha comprobado que Cry4B tiene los cinco 

bloques conservados (HOfte y Whiteley, 1989; Hodgman y Ellar, 1990) que forman el 

núcleo estructural de las toxinas Cry (Li el al., 1991; Grochulski et al., 1995), y datos 

preliminares sugieren que su estructura tendría un plegamiento similar y por lo tanto un 

mecanismo de acción semejante. (Boonserm el al., 2003) 

A B 

/lnlnlll 

e 

': ,¡ 

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

2.4.2 Mecanismo general de acción de las toxinas Cry. 

El mecanismo de acción por el cual actúan las 15-endotoxinas Cry está dividido en 

varios pasos: solubilización del cristal, procesamiento de las protoxinas, unión al receptor, 

inserción en la membrana, formación de poro y citólisis (figura;...5;;.)1..:.·----------i 
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a) Producción del 
cristal y csporulación 

f) Inserción, oligomcrización y 
formación del poro 

\1) 
b) Ingestión y 
solubilización 

e) Cambio 
conformacional 

c) Activación 
protcolítica 

d) Unión al receptor 

Figura 5. Mecanismo general de acción de las toxinas Cry. 

2. 4. 2.1 Solubi/ización 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 et al., 1992). Las proteínas Cry se producen como 

protoxinas, que para ser activas, deben ser procesadas por las proteasas del intestino medio 

de los insectos. El procesamiento típico de las toxinas Cryl se da por el corte de los 

primeros 28 residuos del extremo N-terminal en un sitio conservado (Bravo et al., 2002) y 

de los últimos 500 residuos del extremo C-terminal, obteniéndose un fragmento resistente a 

proteasas de entre 55 y 65 kDa que es la loxina activa. La posición del sitio de corte en el 

extremo C-terminal no es constante en todas las toxinas Cry sino que se localiza en la 

región entre los residuos 609 y 630 (Wabiko et al., 1986; Martens et al., 1995; Strizhov et 

al., 1996). 

2.4.2.2 Unión de las toxinas Cry al receptor 

Las toxinas Cry se unen a sitios específicos localizados en la microvellosidad apical 

de las células columnares del intestino medio de larvas de insectos susceptibles (Hofmann 
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el al., 1988; Bravo el al., 1992). Dicha unión es determinante para la toxicidad, y gracias a 

estudios con larvas de lepidópteros y toxinas de tipo Cryl (Pietrantonio et al., 1996), y .a 

estudios con Cry3A y el coleóptero Tenebrio molitor (Belfiore el al., 1994), se ha mostrado 

que la cinética de unión de las toxinas Cry a vesículas de membrana en la micrcivellosidad 

apical (VMMA) de Jos insectos susceptibles es bifásica, compuesto de un paso reversible y 

otro irreversible (Van R.ie et al., 1989; Jenkins el al., 2000). Las regiones de la toxina que 

participan en la interacción con el receptor se localizan en los dominios TI y III. Estas 

regiones han sido identificadas por medio de análisis de mutantes sitio-dirigidas (Lee et al., 

1996), y en el dominio JI son: el asa de la a-hélice 8 de dominio 1 que une con dominio II y 

las asas 1 (entre p2 y P3), 2 (entre p6 y P7) y 3 CPlO y Pl 1). Se ha visto que algunas 

mutaciones afectan la etapa inicial de la interacción con el receptor (unión reversible) 

produciendo proteínas con menor afinidad y con menor toxicidad, como las realizadas en el 

asa 1 de Ja toxina Cry3A (Wu el al., 1996) o en el asa 2 de Ja toxina CrylAc (Dean eta/., 

1996). Otras mutaciones causan cambios en la segunda etapa de Ja interacción con el 

receptor (unión irreversible) conduciendo también a una baja toxicidad, como las realizadas 

en el asa 1 de CrylAc (Smedley y Ellar, 1996). La mutagénesis del dominio 11 también ha 

generado toxinas con mejor capacidad de unión y que por consiguiente resultaron ser más 

tóxicas, como en el caso de la CrylAb N372A-A282G-L283S (en los loops 1 y 2 de 

dominio JI), que presenta una afinidad 18 veces mayor y 36 veces mayor toxic_idad que la 

forma silvestre (Rahamojan et al., 1996). Por su parte, el dominio 1II también participa en 

la determinación de la especificidad (Cararnori et al., 1991). La construcción Cle proteínas 

quiméricas entre Cryl C y Cryl Ea mostró que el dominio III de la primera era determinante 

para la especificidad hacia Spodoptera exigua y Mamestra bra~'sicae (de Maagd et al., 

1996). Inclusive, la quimera entre las proteínas CrylAb y Cryl C resultó en una proteína 10 

veces más tóxica hacia S. exigua que la Cfyl C(de Maagd et al., 1996). 

La mayoría de las toxinas CrylA se unen con alta afinidad a. glicoproteínas de dos 

tipos: uno perteneciente a la familia de las aminopcptidasas de tipo N unida a membrana 

mediante un ancla de glicosilfosfatidilinositol GPI (Garczynski y Adang, 1995) con peso 

molecular cercano a 120 kDa, y la otra es un miembro de la familia de las caderinas 

(c:adherine-like) con un peso de 21 O kDa (Vladamudi et al., 1995). 
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2.4.2.3 Inserción e11 membrana y formación de poro 

La fase irreversible de la unión de las proteínas Cry a la membrana s~ considera 

como llna eviaencia de q~e éstas se insertan en la membrana para luego causar Ja 

destrucción del tejido intestinal de las larvas de insectos susceptibles (Van Rie et al., 1989; 

Jenkins et al., 2000). Se ha demostrado que a dosis de micromolar las toxinas Cry son 

capaces de interactuar con membranas lipídicas artificiales en ausencia de receptor e 

insertarse en las mismas, formando canales permeables principalmente a cationes (English 

et al., 1991), pero también a aniones y solutos neutros (Yunovitz y Yawetz, 1988; Schwartz 

et al., 1993; Lorence et al., 1995), aunque a concentraciones fisiológicamente relevantes 

(pM-nM), las proteínas Cry no se insertan de manera espontánea en membranas artificiales 

(Knowles, 1994; Lorence et al., 1995). 

Con base en el conocimiento que se tiene acerca de Ja inserción de otras toxinas 

bacterianas formadoras de poro, se han propuesto dos modelos de inserción de toxinas Cry 

en membrana. El primer modelo, llamado de "abrecartas" (figura 6, panel b), propone que 

las ex-hélices 5 y 6 se insertan en la membrana como consecuencia de un cambio 

conformacional regulado por el receptor, sin mayor participación de las hélices y dominios 

restantes. El otro modelo, denominado de "paraguas" (figura 6, panel a), plantea que 

después de la unión con el receptor, se inserta la región de las hélices cx.4-cx.5, mientras que 

el resto de las hélices se aplanan sobre la superficie de la bicapa lipídica exponiendo hacia 

ella su cara hidrofóbica (Knowles, 1994). Hasta el momento, más evidencias sustentan el 

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

Experimentos de protección osmótica demuestran que después de unirse a 

membrana e insertarse en ella, las toxinas Cry forman poros con un diámetro de 1 a 2 nm 

(Knowles y Ellar, 1987). El tamaño de estos poros aunado a la aparición frecuente de 

múltiples estados de conductancia en los estudios de la actividad de las proteínas Cry en 

bicapas lipídicas planas (Slatin et al., 1990; Schwartz et al., 1993; Grochulski et al., 1995; 

Schwartz et al., 1997) son evidencias de la formación de agregados de las o-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 a5 se encuentran insertadas en la membrana (Schwartz et al., 2002; Gómez 

et al., 2002). 

a b 

Figura 6. Modelos de inserción de las toxinas Cry en 111 micro\'ellosidad apical 
del intestino medio. Las hélices ex eshin enumeradas 11 partir del N-tcrminal. El 
receptor se indica corno R. a) Modelo de p11r11g1111s (Li et 11/., 1991). Las hélices 
cx4 y cx5 se insertan mientras las hélices restantes se nrnntienen sobre 111 
superlicie de In membrnn11. b) Modelo de 11hremrt11s (llodgman y Ellar, 1990). 
Lns hélices cx5 y cx6 se insertan u la membrana sin mayor reordcnamiento 
estructural de las demás hélices. (Imagen to11111da de Knowles, 1994). 

2.4.2.4. Citó/isis 

Las toxinas Cry causan la muerte de las células epiteliales por citólisis osmótica. 

Las toxinas Cry aumentan la permeabilidad de la microvcllosidad apical a cationes, 

aniones, agua y moléculas de mayor tamaño. Esto genera que se col,~pse lá diferencia de 

potencial y por tanto se pierda la fuerza motriz que dirige la en.tracia de runinoácidos al 

interior celular, así como la redistribución de los cationes entreel ltÚnenfél citoplasma. Se 

considera que un efecto devastador en este proceso es la alcalinizadón del citoplasma, ya 
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que esto interfiere con el metabolismo celular normal, que tiene corno consecuencia final la 

destrucción del epitelio intestinal. Una vez que las células se destruyen, las esporas deBt 

tienen acceso al hernolinfa, medio en el que proliferan. La consecuenci~ finat de Ja 

destrucción del intestino medio y la proliferación de bacferiasCié la herií·olinfa'"aesemooca 

en la muerte de las larvas por inanición y septicemia (Knowles y El lar,> 1987)~ . 

2.5 Proteínas Cyt. 

Como ya se había mcnciori.ado con anterioridad, las protcínaseCyt S()!l U~ s4bgrupo 

de las cS:-endotoxinas cristalinas p~ciducidas por Bt que deben. su·nbrnb~c ~!.hecho.de poseer 

una actividad citolítica in vitro contra varios tipos de células, como eritrocitos, linfocitos y 

fibroblastos (Knowles y Ellar, 1987; Thornas y Ellar, 1983). Una variedad de diferentes 

toxinas Cyt han sido encontradas en cepas con actividad tóxica contra mosquitos in vivo, y 

los genes de muchas de ellas han sido identificados y secuenciados; estos son CytlAal de 

B. thuringiensis subsp. israe/ensis, Cyt1Aa2 de B. thuringiensis subsp. morrisoni cepa 

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. thuringiensis subsp. 

darmstadiensis 73-EI 0-2 y el gen que codifica para Ja toxina Cytl C en B. thuringiensis 

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

2 .5. 1 . Estructura de Cvt 1 A. 

El primer intento para modelar la estructura tridimensional de CytlA fue descrita en 

una publicación de 1988 (Ward et al., 1988). Este modelo capturó algunas características de 

la estructura, como abundancia de láminas 13 y dos ramilletes de a-hélices antiparalelas, 

pero no pudo proveer de una descripción del arreglo tridimensional de Jos elementos de la 

estructura secundaria. La predicción de la estructura de CytlA llegó a ser pO,sible solo 

después de que Li et al., en 1996, determinaron Ja estructura en rayos X d~ · l~ )oxina 

Cyt2Aal, antes nombrada CytB (figura 7). Al igual que Cyt2Aal, CytlAal~are~e c:Ónsistir 

de dos horquillas a-helicoidales externas (hélices A-B y C-D) flanqueando un núcleo. de 

hojas 13 (láminas 1 a 7). 
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Figura 7. Estructura Lle la toxinn Cyt2Aa 1 de /J11cil/11.1· thurit1Kit!11.1·i.v subsp. kyus/1ue11.fis. 

hnngen extraída de Li et 11/., 1996. 
__ ._j 

Cuando las secuencias de aminoácidos de Cyt 1Aa1 (Bacillus thuringiensis subsp. 

israe/ensis), Cyt 1 Aa3 (B. thuringiensis subsp. morrisoni), Cyt 1Ab1 (B. thurinKiensis subsp. 

medellin), Cyt 1 Sal (B. thuringiensis subsp. neoleoensis), Cyt2Bal (B. thuringiensis subsp. 

israelensis) y Cyt2Aal (B. thuringiensis subsp. kyushuensis) fueron alineadas (Butko, P. 

2003), se observó la presencia de 4 bloques con alto grado de similitud y significancia 

estadística: 

1) la hélice A (79YILQAIQLANAFQGALDP96
). 

2) el asa después de la hélice D más la lámina 134 (174TFTNLNTQKDEA WIFW189
), 

3) las láminas j35 y 6 (2 12TNYYYNVLFAIQNEDTGGVMACVPIGFE239
) y 

4) la hoja f36a y el asa subsiguiente hacia aE (254LFFTIKDSARY264
). 
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Ward el al., en 1988, fueron los primeros en desarrollar mutagénesis sistemática de 

la toxina Cyt 1 A. Este grupo reemplazó residuos cargados (los cuales están usualmente 

expuestos sobre la superficie de las proteínas) por alanina, observándose que de 13 

mutantes, solo cinco (154, 163, 164, 213 y 225) tuvieron efectos importantes encuantoa 

toxicidad y unión a lípidos. El hecho de que estas mutantes se encontraran en las asas entre 

aD-f34, f34-f35, f36-aE y aE-f37, sugiere que dichas regiones son de vital importancia en la 

actividad in vivo de Cyt. 

2.5.2 Inhibición de toxicidad inducida por lípidos. 

En 1983, Thomas y Ellar, mostraron que la preparación de toxinas de Bacillus 

1huringiensis subsp. israe/ensis (Bti) pierde su actividad bajo incubación con lípidos. Al 

mismo tiempo, demostraron que las determinantes importantes para la unión de toxina eran 

las cabezas polares de los lípidos (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y esfingomielina) 

y la presencia de cadenas de ácidos grasos insaturados. 1-Iaider y Ellar, a su vez, en 1989, 

encontraron que la adición de toxinas de Bti a una suspensión de vesículas multilamelares 

causa un incremento inmediato en turbidez, el cual fue atribuido a la reorganización de los 

lípidos, los cuales incluyen vcsicularización y agregación y/o fusión. Usando liposomas 

multilamelares (Drobniewski y Ellar, 1988; Haider y Ellar, 1989) y bi~apas lipídicas 

(Knowles el al., 1989) se ha demostrado que la acción citolítica de CytlA es mediada por la 

interacción toxina-lípido (Butko, 2003). 

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

En 1989, Knowles el al., reportaron que Cytl A forma canales en bicapas lipídicas 

planas, pero solo a un pH de 9.5. Un análisis más exhaustivo de los canales de Cyt2Aal (B. 

1huringiensis var. kyushuensis) (Knowles el al., 1992) probó inequívocamente la presencia 

de canales de potasio después de la incorporación de la toxina activada en bicapas lipídicas 

planas. Estos autores también observaron que la incorporación de la toxina induce la 

liberación total de glucosa en liposomas previamente cargadas con dicho azúcar. 
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Los resultados anteriores apoyan la idea del mecanismo de lisis coloide-osmótica 

de Cyt 1 A-mediado por daño celular (Knowles y El lar, 1987); es decir, que el proceso de 

equilibrio en las concentraciones de cationes a través de membrana res1;1lta en un 

movimiento osmótico de agua con subsecuente hinchazón y eventúal rüptüra de la célula. 

Sin embargo, aunque estos resultados podrían ser un fuerte indicio de que la toxina CytlA 

se inserta en la membrana, se ha visto que las cuatro ex-hélices de CytlAal que contienen 

de 11 a 15 aminoácidos, son demasiado cortas para cruzarla (Butko et al., 1997). De ahí 

que Li et al., en 1996, sugiriera que las hojas f3 antes que las ex-hélices estarían implicadas 

en unión a membrana, inserción y formación del poro. 

Un modelo hipotético propuesto para el poro formado por Cyt consiste de 6 

moléculas de toxina ensambladas como un sombrilla abierta. El asa de la sombrilla 

comprende las cadenas f35 a 7, atravesando la membrana lipídica, mientras que en la parte 

alta de la sombrilla se localizan las ex-hélices desplegadas sobre la superficie (Promdonkoy, 

1999; Promdonkoy y Ellar, 2003). Por otro lado, la agregación de CytlA en la membrana 

parece jugar un papel importante en la hipótesis de formación de poro. Cuando el poro 

transmcmbranal es formado, a menudo diversas moléculas de toxina se ensamblan para 

crear la alineación del poro, como en la toxina de ántrax (Falnes y Sandvig, 2000). En 

1997, Gazit et al., mostraron que las moléculas de CytlA pueden interactuar una con otra 

vía 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 

CytlA por gradiente de sacarosa, en el cual, Chow et al, 1989, estudiaron la unión de 

Cytl A marcada con 1251 a eritrocitos y células de A. albopictus y Choristoneurafumiferana. 

Una limitante de este estudio es que la composición de los agregadós es incierta, debido al 

uso de las células completas, por lo que CytlA podría estar unida•ª uri'{~tfill·nllmero de 

proteínas de membrana y no consigo misma. Como los canales o poros· e~tárf.U~Ü~lrriente 
formados por pequeñas subunidades proteicas ensambladas entre sí con un~·m~yóro menor 

constante cstequiométrica, Ja hipótesis del poro solo podrá ser sopÓrtad~ ··encontrando 

oligómcros de bajo número de subunidades (Butko, 2003). 
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2.5.4 Cytl A como detergente. 

La escasa información que se tiene para poder determinar la veracidad de los poros 

que forma la toxina CytlA in vivo, ha generado la idea de otro mecanismo de .acCión 

diferente al ya planteado. Dicho mecanismo podría estar basado en la posibilidad de que los 
·_,_ ·__ ---;·- -_-___ ·--

agregados de Cyt 1 A puedan destruir completamente la membrana en la forma que lo haría 

un detergente, resultando en la completa ausencia de una vesícula (Bütko, 2003). Esta 

observación está sustentada por el trabajo de Butko et al., en 1996, en el CUf!l se opse!Vó 

que CytlA opera por un mecanismo de todo o nada, p. ejem., las céJ\11a,s.c~:ve~Ícl1lás 
después de estar en contacto con la toxina están ó intactas ó completanient~ rÓfu; no se 

encontraron vesículas que solo tuvieran pérdida parcial de su contenido; Iiéqu~ es más· 

importante, la acción de detergente no requiere ni ensamblaje éstequiolliétrlcoid~'.1a toxiria 

ni penetración estable de ella a través de la bicapa lipídica, por lo que podría• ser más 

factible que CytJA actuase de este modo. 

Sea cual sea el mecanismo de lisis celular de la toxina CytlA, es importante 

mencionar que el modelo de formación 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 a bajas 

concentraciones Ja toxina puede formar poros oligoméricos, a altos radios toxina/lípido, la 

membrana puede no ser capaz de acomodar el gran número de moléculas de toxina 

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

2003). 
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a. Modelo de formación de ooro b. Modelo de nl·rión deter2entc 

Figura 8. Modelos de acción hipotéticos de la toxina CytlA. 1) La toxina soluble 
difunde en In fase extrncelular. 2)Durunte el acceso a la membrana, la toxina cambia 
de conformación y se une a los lipidos. 3) Lns moléculas de toxina se insertan en la 
bicnpa lipídica, donde forman poros oligornéricos ó se localizan como agregados 
extendidos sobre la superficie de la membruna, la cual puede ser fragmentada en 
complejos toxinn-llpido. (Imagen eximida 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 grado de 

recombinación que presentan sus genes, los cuales residen en plásmidos móviles (González 

el al., 1981), comúnmente flanqueados por estructuras compuestas que incluyen el.ementos 

móviles genéticos como transposones (Kronstad et al., 1984; Lereclus et al., 1984). Se ha 

sugerido Ja co-cvolución de genes c1J1 con las diferentes especies de insectos blanco. 

Estudios filogenéticos apoyan esta idea de evolución a partir de un origen com¡ffi, y 

además, sustentan que la alta diversidad de estas proteínas pudo ser gener~da por 

divergencia en secuencia y por recombinación homóloga, lo que permite posibles 

intercambios de dominios estructurales entre las diferentes toxinas (Bravo, 1997; dé Maagd 

el al., 1999). Lo anterior sugiere que podría haber una amplia distribución de los genes cry 

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

el ambiente: 

1) como entomopatógeno, en su forma vegetativa; 

2) como filófago, residente en materia orgánica en descomposición~ también en su 

forma vegetativa; 

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

2.7 Subcspccics de Bt con actividad mosquitocida. 

Por 40 afios, los ensayos scrológicos han sido ocupados como un sistema de 

clasificación para Bt. Estas pruebas se basan en la determinación del antígeno flagelar 

descrito por de Barjac y Bonnefoi en 1962. Las reacciones de aglutinación que se observan 

con el. antígeno flagelar H son un fuerte indicio de la enorme diversidad genética entre las 

diferentes subespccies de Bt que han sido aisladas. Gracias a ello se ha establecido una 

clasificación de subespccies de B. thuringicnsis que producen inclusiones tóxicas hacia 

dípteros, como israelensis (Goldberg et al., 1977), morrisoni (Padua et al., 1984), 

fukuokaensis (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 estas, Bacillus thuringiensis subsp. jegathesan y Bacil/us 

thuringiensis subsp. medellin son las más prometedoras, pues ambas producen proteínas de 

alta actividad contra mosquitos como: Cryl lBal y Cryl lBbl. 

2.8 Bucil/m; tl111ringiensis subcspccic israelensis. 

La primera subespccie de Bt identificada con actividad contra larvas de mosquito 

fue Bacillus thuringicnsis subespecie israelensis (Bti), que además es la que produce las 

inclusiones cristalinas más tóxicas. Esta bacteria fue descubierta en Israel por Goldberg y 

Margalit en el año de 1977. Bti ha mostrado ser tóxica para dípteros del suborden 

Nematoccra, incluyendo mosquitos de las familias Culicidae; Simuliidae, Tipulidae y 

Chironomidae, así como .para insectos del género Aedes sp (agente vector de Dengue), 

Cu/ex sp (vector de filariasis), Mansonia sp, Anopheles sp.(vector de malaria) y Simulium 

sp (Federici ·BA., 1995). Las inclusiones cristalinas qlle produce Bti son principalmente 

cuatro: Cry4Aal, Cry4Bal, Cryl lAal y CytlAal. Bti alberga plásmidos que abarcan 
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rangos de tamaño de entre 3 a 135 MDa (González et al., 1984). Uno de estos plásmidos, 

con tamaño de 75 MDa, es el responsable de la actividad tóxica contra iarvas de mosquitos, 

ya que contiene los genes Cry4A, Cry4B, Cryl lA y CytlA, que codifican para proteínas de 

aproximad~rl1ente
0

134,~cí2iC.72º y .27 kD~, respectivamente. (de Barjaé etar: i99Ó; 

Dclécluse el al., 1991 ;Portcr,et al., 1993). En este plásmido también se encuentra rt1apeado 

el gen regulatorio que ~odifica para ~n polipéptido de 20 kDa (proteína hel~er), el ~~al se 

rcquiere~para]a PrC>!ll1cción ~ficiente de las proteínas. (Adaras et al., 1989; Hl>fte et al., 

1989). 

Bti es una bacteria que se ha ocupado con gran éxito en programas operáciorÍales de 

control de vectores. Bioinsecticidas comerciales realizados a bi{Se de ~st8 cepa han sido 

exitosamente aplicados en campo como agentes de control biológico de mosquitos y 

moscas en diversas regiones del mundo, y Bti ha probado ser una' alternativa práctica al 

control químico (Kurtak et al., 1989). Parte de la aceptación· que tiene el uso de Bti como 

insecticida biológico es su alta y especifica actividad larvicida contra insectos del orden 

díptero. Dicha especificidad tóxica es sumamente importante, pues no conlleva ningún tipo 

de efecto adverso sobre otros organismos en el ambiente (Georghiou et al., 1997), 

incluyendo seres humanos. No obstante, el uso de Bti a nivel mundial es aún limitado, 

debido a la baja eficacia que algunas de las preparaciones comerciales han mostrado. Las 

principales razones de lo anterior son: 

1) hundimiento de la muestra en el fondo del agua (Rashed et al., 1989). 

2) absorción de la muestra en materia orgánica (Margalit et al., 1984; Ohana et al., 

1987). 

3) consumo dela lriuesfrapor otros organismos p~ra los cuaJ6s.no 'Cstóxica (Blaustein 
' . . - ·' ' . ' . '. -. : . : ., . ·: -. •,, : . :, _, ··' . ., ' " . . ' ' ; '.· ~ ' ' ,: , 

eta/., 1991). 

4) inactivacion porradfaciÓn ~oirif (CC>ii6n §'~, 1991; i>'i:ísZ!ai'e(á/., Í991), 

Una manera de superar las anteriores limitantes es donar los genes que codifican 

para la toxinas de Bti (a partir de la tecnología de DNA recombinante) en organismos 

capaces de habitar ambientes acuáticos propios para el crecimiento de las larvas de 

mosquitos y que además puedan servir como fuente de alimentación para las mismas, como 
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Jo hicieron Wu et al., en 1997 con Anabaena, ó realizando análisis exhaustivos sobre 

formulaciones adecuadas de la preparación insecticida, como los que generaron Ja creación 

de VcctoBac 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 Ja luz UV, su estabilidad en agua y nula precipitación (Federici, 1995). 

2.9 Sincrgisme> cn~re toxinas Cry y Cyt de Bti. 

Wu y Chang, en 1994, fueron los primeros en observar que cuando las proteínas del 

cristal de Bti eran mezcladas y probadas contra larvas de A. aegypti, la actividaa de algunas 

de estas combinaciones era mayor que Jo que se esperaría de la suma'.cle~'a'chvidad de las 

proteínas individuales. Lo que estos investigadores hicieron ,rué-Ú~re~ar diversas 

combinaciones de los genes de las toxinas de Bti en Ja cepa acristaHfera4Q7, con el fin de 

poder expresar por separado las diferentes proteínas Cry y Cyt. Sus conclusiones muestran 

que la presencia simultánea de CytlA y Cryl lA resulta en una tüxicidad de cuatro a cinco 

veces más alta que la de las proteínas solas. Este es un dato importante que soporta la idea 

de un proceso sinérgico entre CytlA y Cryl lA (Chang et al., 1993; Ptitsyn et al., 1990; 

Wu y Federici, 1994) y de la participación de CytlA en el vencimiento de Ja resistencia de 

insectos a las toxinas Cry (Wirth et al., 1997). Por consiguiente, se reconoce la importancia 

de la potencia de Cyt 1 A en mezclas sinérgicas de Bti y en su actividad contra la resistencia 

que generan los insectos a dichas toxinas. 

Otros reportes posteriores (Angsuthanasom bat et al., 1992; Chang et al., 1993; 

Chilcott et al., 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 precisión cuál es la contribución de cada proteína a 

la toxicidad global de la inclusión nativa resulta difícil. Parte del problema es la gran 

variación reportada en cuanto a las toxicidades obtenidas para las toxinas de forma 

individual, probablemente, debido a las diferencias en las condiciones experimentales en 

que se realizan los bioensayos. Algunos de los factores que taJTlbién complican la 

observación son: diferencias en la especie. ele larV'as usa~as (ap~rentemente las toxinas no 

matan igual a un género de mosquito que a otro); tam~ñ~, c~lidad y solubilidad de los 

------·---·--~ 
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cristales; variación en las condiciones del bioensayo, incluyendo tipo de dieta, temperatura, 

pH y salinidad; variación natural en las poblaciones de insectos (uso de insectos en 

diferentes fases de desarrollo); inactivación potencial (o, posiblemente, activación 

accidental por impurezas con proteasas) durante procedimientos de purificación por 

cromatografia; complejidad inmune en las especies de mosquitos; diferentes condiciones de 

cría 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 et al., en 1995, intentó resolver un poco los problemas 

anteriores estableciendo constantes experimentales de bioensayo. Fue así que usando larvas 

del 4°. estadio de A. aegypti a una temperatura de 25ºC, se observó que la potencia en las 

actividades relativas de las toxinas de forma individual contra dicho insecto son, de Ja más 

a la menos activa: Cryl IA, Cry4B, Cry4A y CytIA, esto tomando en cuenta los valores de 

dosis letal media LCso (Schnepf et al., 1998). Al mismo tiempo se demostró la existencia 

de interacciones sinérgicas con todas las combinaciones posibles de toxinas, aunque el 

alcance de esta interacción fue dependiente de Ja combinación. Sin embargo, ninguna 

combinación fue tan activa como el cuerpo de inclusión completo de Bti. Una de las 

razones para explicar la observación anterior, es que quizás el cristal nativo de Bti se 

ingiriera mejor y se solubilice más fácilmente en el intestino medio del insecto .que los . 

cristales provenientes de cepas rccombinantes. Adicionalmente, la presencia de. las cuatro 

toxinas en un solo cristal puede de alguna manera ser más eficiente que lá mezcla de dichas 

toxinas en un biocnsayo. (Schncpf et al., 1998) 

Una alternativa para estudiar las contribuciones relátiva's de lrts toxinas de Bti fue 

construir cepas en las cuales el gen de cryl JA ó el de cfytJÁ fúerari gel1éticarrierite 

inactivados. El efecto de Ja inactivación de cryl JA (Poncetet al., l 995)~~d~j.~ a Ja mitiid Ja 

toxicidad. En contraste, la inactivación del gen cytlA (Delécluse ~i al.: 1Q9l)ptodujo una 

cepa con toxicidad similar a la cepa nativa, sugiriendo que la toxina C:ytlA f1o es esencial 
--·--

para la actividad mosquitocida. Sin embargo, este dato debe interpretarse con precaución ya 

que recientemente se ha reportado que Bti también contiene genes que codifican para las 
-·--·--·--. 
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proteínas Cytl Aa2, Cyt1Aa5, Cyt2Bal, Cyt2Ba2 y Cyt2Ba9, por lo que el efecto de Ja 

ausencia de la toxina CytJA puede verse compensado por la presencia de estas otras 

proteínas Cyt. · 

Ben-dov et al., en 1995, también demostraron las interacciones sinérgicas, mediante 

la clonación de los genes que codifican para las proteínas Cry4A, Cryl lA y la proteína 

he/per d; ~O k.Da, en siete posibles combinaciones dentro de dos vectores de expresión en 

E. co/i (pUHE y pT7). Las cuatro combinaciones que contenían Cry4A mostraron altos 

niveles de actividad larvicida. La toxicidad mostrada por la combinación de Cry4A y 

Cryl tAfue siete veces mayor de la que mostraba Cry4A sola, lo cual, muestra nµevamente 

un efecto sinérgico entre toxinas de Bti. 

No obstante todas las pruebas de la interacción sinérgica ya menci()nagas; aun no se 

ha reportado ningún trabajo que explique el mecanismo de acción por ei cual ~e lleva a 

cabo el sinergismo entre estas toxinas. Una comparación de curvas de dosis-respuesta para 

las toxinas individuales de Bti (Crickmore et al., 1995) muestra una clara diferer¡cia entre la 

acción de las toxinas Cry y Ja toxina CytlA. Por consiguiente, se puede postular que CytlA 

actúa de forma distinta a como lo hacen las toxinas Cry. Si analizamos esta situación, 

veremos que esto no es tan extraño de pensar, pues de hecho la toxina CytlA tiene una 

estructura completamente diferente al de las toxinas Cry (Li et al., 1996) y parece 

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

En este trabajo de investigación se analizaron las bases 111()lécUlar~s d~I sinergisino 

entre las toxinas Cryl 1 A y Cytl A utilizando VMMAs de A: begypÚ, i11secto vector del 

Dengue, para estudiar su comportamiento individual y también enc¿rnbÍnaciones. 
;,·· ... '.•. . ·. ,'/". ' 

La hipótesis que sustenta el proyecto es la siguiente: El efecto sinergico.entre las 
.... ' -· 

toxinas Ctyl JA y CytJA de Bti, se debe a interacciones inlermoleculares entre estas 

proteínas. La toxina Cyt puede facilitar la un ion e fnternalización de la toxina Cryl JA en 

la membrana. 

111t"C'T!;! CQ'f:"" 
j f2.H:.JJ.....i .. ,\,~ 
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3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GENERAL 

Analizar el mecanismo de._ acción de las 8-endotoxinf!.S fry!JAX fytlA de _Bti en 

larvas de Aedes aegypti, considerando los diferentes pasos del mecanismo de acción, y 

utilizando para el análisis a dichas toxinas de manera individual y en mezclas que ayuden a 

entender el sinergismo. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1) Analizar la toxicidad de las toxinas Cryl lA y CytlA contra larvas del 4° estadio de A. 

aegypli, de forma individual y en combinaciones. 

2) Determinar la interacción de estas toxinas con su receptor por medio de ensayos de 

unión y ligand blot a vesículas de ~embranas de microvellosidad apical (VMMAs) del 

intestino medio de A. aegypti. 

3) Analizar la actividad formadora de poro de Cryl JA y CytlA en VMMAs de A. aegypti, 

tanto de forma individual como conjunta. 

4) Determinar la posible interacción entre las proteínas Cryl lA y CytlA a través de ensayo 

tipo ligand blot y sistema de dos híbridos en levadura. 

5) Analizar la interacción de Cryl lA y CytlA in vivo con el intestino de A. aegypti, 

utilizando a las toxinas marcadas fluorescentemente por medio de estudios d.e microscopia. 
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4. MATERIAL Y MÉTODOS 

4.1 Cepas. 

Las cepas utilizadas para Ja realización de este trabajo fueron: 

Bacillus thuringiensis CG6, que contiene el pJásmido pWF26 (resistente a 

eritromicina) que expresa Ja proteína Cryl IA. 

Bacillus Jhuringiensis 4Q7 que contiene el plásmido p\YF45 (resistente a 

eritromicina) que expresa Ja proteína CytlA. 

Bacil/us thuringiensis subespecie israelensis HD916. 

Saccaromyces cerevisiae L40. Genotipo: MATa his36.200 trpl-90/leu2-3112 ade2 
\•• . . 

LYS2::(4lexAop-HJS3)URA3::(8/exAop-lacZ)GAL4. Fenotipo: His·, Trp", Leu·, 

Ade-. Fuente: Kit Hybrid Hunter, Invitrogen. 

Escherichia coli XL-10 gold. Genotipo: EndA", LaéJq, episoma F', Réc A". Fuente: 

Stratagene. 

4.2 Aminoácidos. 

Las soluciones de aminoácidos fueron esterilizadas ocupando filtros rrÍilipore de 0.2 

~Lm desechables; triptófano, Jeucina y adenina fi.¡eron ocupados én una concentración de 

100 ~1g/ml; Ja histidina a 50 µg/ml. 

4.3 Selección de antibiótico. 

Las concentraciones estándar de antibióticos que se usaron a Jo largo de este trabajo 

se presentan en Ja siguiente tabla. Dichas concentraciones se usaron tanto en medio líquido 

como en sólido. 
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Tabl11 l. Concentraciones <le antibiótico 11s11<10 en medios <le cultivo 

Antibiótico 

Ampicilina 

Eritromicina 

Zeocina 

Stock 

100 mg/ml 

JO mg/ml 

100 mg/ml 

Concentración final 

100 µg/ml 

25 ~1g/ml (Bt CG6) 

1 O µg/ml (Bt 4Q7) 

1 00 µg/ml (E. coli XL-1 O 

Gold) 

300 µg/ml (S. cerevisiae 

L40) 

4.4 Purificación y procesamiento de proteínas Cry. 

La cepa de Bt CG6, clonada con. el plásmido pWF26 que expresa la proteína 

Cryl JA, y la cepa de Bt 4Q7 con el plásmido pWF45 clonada para expresar la proteína 

Cyt 1 A, se _colocaron en medio mínimo líquido SP (con su respectiva concentración de 

critromicina) para favorecer su csporulacióny producción de inclusiones cristalinas. 

Una vez que el medio se .encontró 100% esporulado (chequeo por microscopio), se 

recuperó el cultivo centrifugando a 10000 rpm por lO minutos (centrífuga Beckma.11 J2-HS, 

rotor JA-20), eliminando el sobrenadaritc. Se resuspcndió y lavó la pastilla en una solueión 

de 0.3 M de NaCI y 0.01 M de EDTA pH 8.0. Posteriormente se centrífugo a 10000 rpm 

por 1 O min, se eliminó el sobrenadante y se sometió al pcllet al mismo proceso anterior p~or 

2 veces más. Se rcsuspendió y lavó la pastilla en una solución de PMSF 1 mM~ Se 

centrífugo 1 O min a l 0000 rpm y se eliminó el sobrenadante. Se volvió a resuspender el 

pcllct en buffer TTN (Tris 20 mM, tritón x-100 0.1 %, NaCl 300 mM, pH 7.2 ajustado con 

1-ICl) y se sonicó dando tres pulsos de 60" a 20 watts x 1' de descanso para luego som~ter a 

la suspensión a un gradiente de sacarosa utilizando las siguientes concentraciones: 84%, 

79%, 72% y 67%. Cada una de las concentraciones de azúcar llevaban adiciorialm_ente los 

siguientes reactivos: 400 µI de tritón 1 %, 2 mi Tris-BCI 1 M pH 8.0 y 80 µl de NaCl 5 M. 

Se centrifugó a 23000 rpm, 20' a l 5ºC (ultraccntrífuga Beckman L-80, rotor SW28) y 

luego se recuperó la fracción donde se encuentran los cristales (que para ambas proteínas es 
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entre 79 y 72%) y se eliminó la sacarosa lavando tres veces con tritón x-100 al 0.01% y 

centrifugando a 10000 rpm por 1 O min. Finalmente se resuspendió la pastilla ~n una 

solución de PMSF 1 mM y Tris 50 mM pH 8.0 y se guardó la muestra de .cristales.a 4ºC 

para su conservación. 

Los cristales de Cryl lA se solubilizaron en una solución.deNaÓH O.Ql M a 4ºC 

por 60'. Se recuperó el sobrenada1_1te ~C:e'l!Üfuga!15!gº~ª :L~OQO rp1!1 pC>_r J~(r (centrífuga 

Eppendorf5415 C). Posteriormente se activ~oÜJo~ccristales con tripsina marca SIGMA en 

una proporción cnzima/protoxina deJ :?O, a 37ºC por 30'. Por su parte, los cristales de 

CytlA se solubilizaron en buffer carb.onatos 0.05 M (stock de Na2C03 0.5 M y NaHC03 

0.5M) en presencia de 0.01 M de DIT a 37ºC por 60'. El sobrenadante se recuperó 

centrifugando a 14000 rpm por 10' (centrífuga Eppendorf 5415 C). Posteriormente se 

activaron los cristales con protcinasa K marca SIGMA en una proporción enzima/protoxina 

del :20, a TA por 30'. 

4.5 Purificación de vesículas de membrana de microvellosidad apical 

(VMMAs). 

Se realizó la disección de aproximadamente 1000 larvas del 4°. estadio de A. 

aegypti. Los intestinos obtenidos se homogenizaron en presencia de buffer MET (300 mM 

de manito!/ 5 mM de EGTA / 200 mM de Tris-HCI pH 7A) y MgCh 24 mM. Se agitó, se 

dejó en hielo por 20' y posteriormente se centrifugó a 3000x g, recuperando el 

sobrenadante. Este proceso se repitió una vez más, solo que una velocidad de 2000x g. Los 

sobrcnadantes de ambas centrifugaciones, se juntaron y sometieron a un nuevo proceso de 

centrifugación por 1 O' a 1 OOOOOx g (Ultraeentrífuga Optima™ Beckman, rotor MLA 130). 

Se desechó el sobrenadante y el pellet obtenido se resuspendió en 100 µ1 de buffer MET. 

Las VMMA's se guardaron a -70ºC, no sin antes verificar su patrón de proteínas 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 Determinación de actividad de aminopeptidasa. 

En una celda de poliestireno de 1 mi se mezclaron: 445 µl de agua MQ; 200 µLde 

tris-BCI 1 M pH 8.0, 250 µl de N.~Cl 1 M y 5 µ1 de VMMAs (v(llu111~ffil1~ 9~00¡.t.I). Se 

adicionaron 1 00 mi de un stock 1 O mM de L-leucina-p-nitroanilida (SIGMA; 2.88 mg en 1 

mi de H20 MQ). Se agitó perfectamente y se siguió la cinética de la reacción durante.tres 

minutos en un espectrofotómetro (Pharmacia LKB Ultraspec II) a la longitud de onda (l.) 

de 405 nm. 

4.7 Determinación de concentración de proteína total. 

La determinación de la concentración de proteína total de VMMAs y toxinas 

activadas se realizó por método de Bradford. En un volumen de 790 µl de agua, se 

agregaron 1 O µl de la muestra a medir. Se agitó perfectamente bien y luego se a.dicionaron 

200 µl de reactivo de Bradford (Bio-Rad). Se tomó la lectura de absorbancia a A. de 595 nm 

ocupando un espectrofotómctro (Pharmacia LKB Ultraspec 11) y los valores se interpolan a 

una curva estándar de albúmina sérica bovina (BSA) en un rango de concentraciones de 1 a 

20 µg/ml. 

4.8 Biocnsayos con larvas de A. aegypti. 

Los bioensayos se realizaron con larvas de 4o. estadio de A. aegypti utilizando 

esporas/cristales de Cryl JA y CytlA. Los ensayos fueron desarrollados en un volumen de 

aproximadamente 100 mi de agua desclorada, donde se colocaron 10 larvas de A. aegypti. 

Por método de Bradford se determinó la concentración total de proteína de las diferentes 

muestras de esporas/cristales y con este dato se calculó la dosis requerida como se muestra 

en el siguiente ejemplo: 
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Concentración de esporas cristales de HD916: l. 72 µg/µI 

Dosis a aplicar: 1 O ng/ml. 

Cantidad de nano gramos que se- req-llie;en para obtener una dosis de 1 O ng/ml en 

100 mi de agua desclorada: 

1 O ng --------- 1 mi 

x ng --------- 100 mi = !QQO!Jg <) tµg. 

Cantidad de esporas/cristales a agregar a partir de un stock de esporas/cristales 

HD916 a una concentración de 1.72 ~tg/µI: 

l. 72 µg --------- 1 µI 

l µg --------- X µI = 0.58 µJ. 

Por Jo tanto, de un tubo de esporas/cristales HD916 con una concentración de 1.72 

~tg/~tl, se tomaron 0.58 µJ o 58 µJ de 1111a di/11ción 1:100 del concentrado (stock 

HD916:agua), y se agregaron al volumen de final de 100 mi de agua desclorada, que 

contenía las diez larvas de mosquitos. La mortalidad presentada en el bioensayo se analizó 

después de 24 y 48 hrs. de agregar la dosis; Como control positivo se utilizó la cepa de Bti 

(HD916) en una dosis de 25 ng/ml, mientras que como control negativo se ocupó 

únicamente agua desclorada. Los datos de mortalidad fueron analizados por la prueba 

Probit de log dosis contra porcentaje de mortalidad (Finney, 1971). Las LC50 se obtuvieron 

utilizando el programa POLO de LeOra. Para mayor información acerca del análisis Probit 

revisar la sección de Anexos (página 109). 

4.9 Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-

PAGE). 

El SDS-PAGE para analizar el patrón de bandeo de las proteínas solubilizadas, 

activadas y en unión con VMMAs, se llevó a cabo en un gel desnaturalizante de 

poliacrilamida al 10 ó 12% con un gel stacking al 5% como se describe por Laemmli et al., 
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1970. El gel se tiñó con colorante Coomassic (Bio-Rad). Los marcadores de peso molecular 

Bio-Rad fueron utilizados como estándares. 

4.10 Biotin ilación de proteínas. 

Se empacó una columna con scphadcx 025 o 050 (del reactivo scphadex 025 ó 

050 (SIGMA) se tomó 1 g y se rcsuspcndió en 4-6 mi de PBS Jx preparado según Maniatis 

et al., 1992). Se lavó la columna con al menos 15 mi de buffer PBS lx para equilibrarla. 
-- --,=c-=.-o-o-_;==-----·~-'C''=~"--' 

Posteriormente, se colocó la columna en un tubo de ensayo de vidrio y éste dentro de ur1 

tubo Falcon de 15 mi. Se centrifugó la columna a 2000x g por 2' para eliminar.el excedente 

de buffer PBS 1 x. La proteína previamente dializada en buffer de boratos Úcido 'borico 

0.05M; NaOH 0.05M; NaCI 0.15 M pH 8.6 ajustado con 1-ICJ) se incubó con un és~éd~ 
biotina (Amersham) por 45 · a TA. (por cada 0.6 mg/ml de proteína a marcar, se agregaaron 

20 ~d de reactivo de biotinilación). La muestra incubada con biotina se colocó' eri la 

columna de scphadex y se centrifugó a 2000 rpm por 2' para recuperar la inUesfra 

biotinilada. La concentración de proteína total obtenida después del marcaje se det~rtT1in6 

por método de Bradford. Se corrió un gel de SDS page al 12% con 5 µ1 de Ja muestra 

marcada, se transfirió a una membrana de nitrocelulosa ECL (AmersharII) •• utiÜ~do . ' ·-.. ,;. ->·~"- -·">. ,. ; 

cámara húmeda por 45 · a 350 mA (buffer de transferencia: stock sin SDS lOx, metan~i al 
20%) y se incubó con cstreptavidina acoplada a pcroxidasa (SAPO) para posteriormente 

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

4.11 Ensayo de unión clásico con VMMAs en suspensión. 

Se descongelaron las VMMAs de A. acgypti. Se tomaron 1 O µg de vesículas y se 

incubaron con 10 nM de toxina marcada con biotina por 60' a TA (volumen final de 

reacción: 100 µ1 en buffer binding (BB): PBS 1 x, BSA 0.1 % y twcen 0.1 %). Se centrifugó 

a 14000 rpm. por 1 O' (centrífuga Eppcndorf 5415 C). Se recuperó el pellet y se vólvió a 

rcsuspendcr en 100 ~ti de BB por tres veces. La última resuspensión se hizo en 15 µl de 

PBS 1 x. Se dcsnattiralizaron las proteínas en un gel de SDS al 12%. Se transfirió a una 

membrana de nitrocelulosa ECL (Amersham) utilizando cámara húmeda por 45' a 350 mA 

(buffer de transferencia: stock sin SDS 1 Ox, metano! al 20%). Se renaturalizó la membrana 

en buffer PBS lx por 15'. Se bloqueó Ja membrana con 50 mi de buffer PBS lx + tween 20 
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2% por 60' ó toda la noche (ON). Se bloqueó la membrana con 40 ml de buffer PBS lx + 

tween 20 0.05% por 5', dos veces. Se incubó con estreptavidina acoplada a peroxidasa 

(SAPO) (Amcrsham) en 50 mi de buffer PBS 1 x + twecn 20 0.05% (radio 1 :6000) por 60'. 

Se lavó con agua MQ y con buffer PBS lx+ tweeri 20 0.05% (de 5 a 10 lavados con 30 ni! 

cada vez) para retirar el exceso de SAPO. Se lavó. con 40 mi de buffer PBS lx + tween 20 

0.05% por 10', dos veces. Se lavó con 40 mi de buffer PBS lx por 1 o·. La señal obtenida se 

reveló con reactivos quimioluminiscentes (Pierce). 

4.12 Ensayo de unión a ligando (ligand blot). 

Se descongelaron las VMMAs de A. aegypti. Se tomaron 10 µg de vesículas y se 

colocan en un gel de SDS-PAGE al 12%. Las proteínas se transfirieron a una membrana de 

PVDF Immobilon-P (Milipore) utilizando cámara húmeda por 45' a 350 mÁ;. Se 

rcnaturalizó la membrana por 15 · en PBS 1 x. Se enjuagó con PBS 1 x + tween 0.1 % por 15 

min. Se bloqueó toda la noche (ON) con PBS 1 x + BSA 1 % + tween 0.1 %. Se enjuagó 'dos 

veces con PBS lx + twecn 0.1%. Se incubó tres veces con 40 mi de PBS lx + tween 0.1% 

por 15 min. Se incubó 10' con 0.5 mi de buffer de incubación (PBS lx, 0.2% BSA, 0.1% 

twecn 20). Se incubó 120' con la toxina en buffer de incubación. Se enjuagó con PBS lx + 

O.O 1 % tween 20. Se incubó tres veces con PBS 1 x + 0.1 % tween 20 por 15 min. Se incubó 

con SAPO en concentración 1 :6000 por 60'. Se enjuagó exhaustivamente con agua MQ y 

luego cuatro veces con PBS lx + tween 0.1 %. Se incubó con PBS lx por 15' dos veces. La 

señal obtenida se reveló con reactivos quimioluminiscentes (Pierce). 

4.13 Ensayos de formación de poro. 

El potencial de membrana en las VMMAs de A. aegypti se obtuvo monitoreando la 

partición del colorante fluorescente cargado positivamente 3-3 · -dipropil-tiodicarbocianina 

[dis-C3-(5)] (SIGMA) a una concentración final de 1.2 µM. Las VMMAs fueron dializadas 

toda la noche (ON) contra buffer KCI 150 mM, EGT A 2 mM, EDT A 0.5 mM y HEPES 1 O 

mM a pH 7.4. La fluorescencia fue medida a A. 620/670 nm excitación/emisión. Los 

ensayos se realizaron en un . volumen de 900 µI de buffer de cloruro de N-metil-D

glucamina 150 mM, HEPES 1 O rrÍM pH 7.4, a 25ºC con agitación constante. Se adicionó 

cianina (1.2 µM), después 1 O µg de VMMAs de A. aegypli, esperando a que el colorante 
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alcance el equilibrio (1 min). Posteriormente, se agregó la valinomicina o toxina, que 

produjo una hiperpolarización debido a la salida de iones K+ del interior de las vesículas. 

Esto provocó la entrada del colorante tipo cianina en las VMMAs generando un 

de~relllento e~ ~Ííndice de fluorescencia. La depolarización produjo el efecto contrario. La 

calibración del colorante y la determinación del potencial de membrana restante se 

desarrollaron en presencia de valinomicina (2 mM) por adiciones sucesivas de KCl (3.3, 

6.7, 13.3, 2~'.1• 53.~, 106.7 y 213.3 mM) a las VMMAs (10 µg) suspendidas en buffer de 

cloruro de N-metil-D-glucamina (MeGluCI) 150 mM, 1 O mM de HEPES pH 7.0. 

> 

RT [KJatuera 
Ek= -F-ln 

IKladenlro 

Figura 9. Esquema de los ensayos de íluorescencia para determinar el potencial de membrana en las 

VMMAs de A. uegypti. 

Para analizar los datos proporcionados por el fluorómetro y obtener la pendiente de 

la recta obtenida de graficar potencial de K+ contra incremento en fluorescencia por acción 

de valinomicina se realizó lo siguiente: 

Volumen de buffer de clomro de N-metil-D-glucamina = 900 µl 

Volumen de VMMAs correspondientes a 10 ~tg (stock 1.56 µg/µl) = 6.4 µl 

Volumen de cianina = 1 µl ----------
TF. t;i1" ,...,.). ~J 

,;; •. )l,; \ ...... .• : 
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Volumen final de reacción= 907.4 µI 

A partir del volumen final de 907.4 µI, se determinó cómo se incrementó el 

volumen de reacción conforme se agregó KCI 3 M. Así mismo, se determinó el cambio en 

concentración de K+ externo inducido por valinomicina tomando en consideración la 

fórmula C1V1=C2V2. Con esos datos se determinó el EK (EK=25.69 · ln [K+]e/[K+)¡) y el 

porcentaje de incremento en flt1ort!sccncia (%Lff=(Fn - Fo) · l 00). La tabla 2 resume los 

datos obtenidos. 

Tabla 2. Análisis de dntos de permeabilidad a K+ por acción de Yalinomieina en VMMAs de A. aegypt/. 

: 
Volumen en Volumenfinal d~ tir1. ·. EK Fn %16.F 

µI de KC13 reacción en µI mM 

M agregado 

o 907.4 l -128.72 1.78 10 

l 908.4 4 -93.1 o 1.90 22 

2 910.4 10 -69.56 2.00 32 

4 914.4 23 -48.17 2.14 46 

8 922.4 49 -28.74 2.31 63 

16 938.4 100 -10.41 2.52 84 

32 970.4 198 7.13 2.71 103 

64 1034.4 383 24.08 2.92 124 
.. 

El \'Olor de [K ], c-s siempre 150 mM, pues se cnrguron lus VMMAs de A. ae¡:,171/i con d1clm conccntrnc1ón de KCI. 

Los \'Olores de Fn y Fo son proporcinnudos por el fluorúmctro. Fo es la tlunrcsccncia inicinl con In que se comenzó el cnsoyo 

y se munticnc constnnte. En este cnso Fo tuvo un valor de 1.68. 
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La gráfica obtenida para valinomicina (control positivo) se muestra a continuación: 

•·• '·· ·c.'. - -O 

- y= 0;7G5x +93;Q3 J~ r = 0.971 - O ;_ - ~Vnlinomicina -' 
150-.-~~~~~~~~~~~~~~-,--. 

%~F 

Ek 

Figura JO. Gráfica de potencial de K+ contra %~F 

(unidades arbitrarias de nuorescencia) para valinomicina. 

Los datos para evaluar la permeabilidad a K+ inducida por acción de CryllA y 

CytlA en VMMAs de A. aeg;pli, tanto de forma individual, como conjunta, se analizaron 

de la misma forma antes mostrada para valinomicina. Las gráficas que muestran las 

pendientes obtenidas con dichas toxinas se muestran en el apartado de Resultados (página 

78). 
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4.14 Preparación de células competentes de E. co/i. 

Un cultivo de doce horas de E. coli XL-10 Gold fue sÚbcultivado en medio LB y 

crecido_ a ~ ?~C hasta conseguir una .1:'º6°.º ~e. ~·S,;_~~ª¿' f~)u}~~ !ue~~~~!:~~pe:"a~~. por 

centrifugación a 5000x g por 5'. El pellet fue lavado 'en CaCh 50 mM frÍ() antes de la 

resuspensión en 20 mi dela.misma solución. La meiclafuejncubada·e11 hie16'.P~I')O'. Las 

células fueron precipltadas y resuspendidas con cuidadÓ en. J rnlf d~ c~C::12'. so mM frío, 

antes de la transformación. De manera alternativa, las células fueron resusJ'endi_d_{ls enJ ml 

de CaCh 50 mM frío con 15% de glicerol y almacenadas a -70ºC para subsecuentes 

transformaciones. 

4.15 Transformación de células competentes de E. co/i. 

El DNA (1 O ~tg) se mezcló con las células competentes (200 µI) y se incubó en hielo 
1 

por 30'. Transcurrido este tiempo, las células se incubaron a 42ºC durante 2' e 

inmediatamente se colocan en hielo por 1 O' más. Se agregó entonces 0.8, ml d<? LB y .se 

incubó a 37ºC durante 30', con\;!¡ objeto de permitir que se expresen los •geÍ1~s de 

resistencia. Posteriormente las células se platearon e.n medios selectivos y se incubaron a 

3 7ºC durante toda la noche. 

4.16 Recuperación DNA a partir de fragmentos de gel de agarosa. 

Se utilizó el kit de extracción de DNA Genomics (Millipore) siguiendo las 

instrucciones del fabricante en todos los pasos. 

4.17 Purificación de DNA plasmídico. 

Se utilizó el kit de extracción de DNA plasmídico Wizard® Plus SV Minipreps 

(Promega), siguiendo las instrucciom:s del fabricante en todos los pasos. 

4.18 Digestión con enzimas de restricción. 

La digestión del DNA requerido se realizó con las enzimas Kpnl y Sphl (Biolabs) 

usando el buffer 1 (Biolabs). Al menos 1 unidad de enzima fue adicionada por 1 µg de 

DNA. El volumen de erlzima adicionada fue un décimo del volumen total de reacción. Las 
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digestiones fueron incubadas por 1-1.5 h a 3 7ºC. Los fragmentos fueron analizados por gel 

de agarosa y posteriormente purificados. 

4.19 Ligación de fragmentos de DNA in vitro. 

Las reacciones de ligación fueron desarrolladas de acuerdo a Maniatis et al., 1982 

en JX de buffer de ligación (USB) por 12-16 hr. a 14ºC. La mezcla contuvo dos unidades 

de T4 DNA ligasa (USB) por 200 ng de DNA en un volumen total de 20 µl. 

4.20 Geles de agarosa. 

Los geles de agarosa para DNA fueron realizados de acuerdo con Maniatis et al., 

1982. Un gramo de agarosa (SIGMA) se agregó a 100 mi de buffer TAE lX (8.9 mM Tris 

base, 8.9 mM de ácido bórico y 0.2 mM de EDTA, pH 8.0). La agarosa se disolvió por 

calentamiento. Se dejó enfriar un poco y se añadió bromuro de etidio (0,5 µg/ml); 

Posteriorrnente se colocó en una cámara para geles y se dejó solidificar, para después 

proceder a cargar las muestras y llevar a cabo la electroforesis a voltaje constante (80 V). 

Después de la electroforesis, el gel se observó en un transiluminador (Ultra Lurn) a 260 nm, 

y se tomó una fotografia usando equipo Sony adptado al equipo. El marcador de peso 

molecular ocupado fue ladder 100 (Biolabs). 

4.21 Diseño de oligonucleótidos. 

Se diseñaron oligos de entre 30 y 40 bases de longitud utilizando el programa 

OLJGO 4. Postcriom1cntc se mandaron a sintetizar en la "Unidad de síntesis" de IBT. 

Tabla 3. Secuencias lle oligonuclcóti<los usados para amplificar fragmentos de CytlA. 

Nombre del primer 

Fld 

Flr 

F2d 

F2r 

Secuencia (5'- 3') 

GGG GTA eco AAA ATI TAA ATC 
ATI GTC CAT TAO AAG AT 
ACA TGC ATO CAC CCA TCG GTG 
T AA TTG TGT TIG C 
GGG GTA CCA ATA ACC AAG TAA 
GTGTTATGATTAATAAAGTC 
ACA TGC ATG CGA GGG TfC CAT 
TAA TAG CGC TAG T 
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F3r 

F4d 

F4r 

F5r 

F6d 

4.22 Amplificación de DNA. 

ACA AGC ATO CCA TTT TGG ATT OCA 
AAC AGG ACA TT 
GGG GTA eco CAA ACA CAA TTA 
CACCGATG 
ACA TGC A TG CAC TTG AGC TAA GTA~ -
ATGGTTGTGC 
ACA TGC A TG CTG CIT CATTTT TTT 
GAG TAT TTA AIT T 
GGG GTA CCA CAA ATA CGT TTA 
CAA A TT T AA ATA CTC AA 

Fue desarrollada en un termociclador (Perkin Elmer). La reacción de PCR se llevó a 

cabo utilizando dNTPs y enzima Taq (Biolabs). El programa de PCR ocupado fue el 

siguiente: 

1 ciclo de 2 min a 98°C 

30 ciclos de: l min a 98ºC, 1 min a SOºC y 1 min a 72°C 

1 ciclo de 5 min a 72ºC 

4.23 Sistema de dos híbridos en levadura. 

El·.· sistema de dos híbridos en levadura es una técnica molecular ampliamente 

utilizada para comprobar la interacción entre dos proteínas (Golemis et al., 1996; Gyrus, et 

al., 1996r En esta metodología se construyen proteínas híbridas (quiméricas) compuestas 

por un dominio de unión a DNA (DNA Binding Domain) o el dominio de activación 

(Activation Domain) de un factor de transcripción fusionados a una o dos proteínas que 

interactúan entre si, y que son denominadas como el dominio anzuelo "bait" y el dominio 

presa "prey". Si células de levadura se someten a transfecéión con genes codificadores de 

ambos híbridos, las porciones carnada y pez de las proteínas quiméricas interactúan entre sí 

para producir un activador transcripcional funcional (figura 11, panel b). Un extremo de 

este complejo proteico se fija a la secuencia de activación corriente arriba (UAS) de un gen 

de prueba (por ejemplo, el gen HIS3); el otro extremo, . compuesto por el dominio de 

activación, estimula el ensamblaje del complejo de iniciación de la transcripción en el 

promotor. En el caso de que las proteínas quiméricas no interactúen erytre sí, no habrá 
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expresión de actividad transcripcional que desencadene ningún ensamblaje (figura 11, 

panel a). 

a. Si no hay interacción entre las proteínas, no existe expresión de p~gálactosidasa 

n ______ _] Sin expresión 

LexA UAS 

b. Si hay interacción entre las proteínas, existe expresión de P-galactosid11sa e inducción de la 
transcripción 

-~1-"-® 

LexA UAS 

Activación de la 
transcripción 

Figura 11. Representación esquemática del sistema de dos híbridos en lev11dura. 

Básicamente el sistema de dos híbridos. que nosotros montamos involucró cuatro 

pasos principales: 

l. Construcción del p/ásmido anzuelo, que involUcró clonar en el plásmido pHyBLex/Zeo 

dos construcciones: 

- C7: proteína Cryl IA completa. 

- ClO: dominios II y IlI de Cryl lA. Dado qlle el dominio I está involucrado en el 

proceso de formación de poro, se decidió hacer una construcción donde solo los 
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dominios 11 y III, involucrados en el proceso de unión, fueran clonados. De esta 

manera, se intentaría ver la posible interacción con la toxina CytlA basándonos 

únicamente en su interacción con dominio II y Ill. 

2. Construcción del plásmido presa, que en nuestro caso involucró clonar en el plásmido 

pYESTrp2 la proteína CytlA completa y fragmentos pequeños de la misma (figura 13), 

estoúltimº COI} el fin de identificar la región mínima de inJera1,;ción de gytlt\ con la 

proteína Cryl lA completa y con los dominios II y III. 

3. Cotramformación de ambos plásmidos en levadura . 

./. Detección de interacciones positivas por selección en placa y determinación de 

expresión de P-galactosidasa. 

Las dos construcciones del plásmido anzuelo con la toxina Cryl lA completa y los 

dominios 11 y III fueron realizados en colaboración con el Dr. Jiang Guang Sun, usando el 

plásmido pHybLex/Zco (figura 12). 

A B 

Figura 12. Pl:ísmidos usados en el ensayo de dos híbridos. 

A) Phísmido anzuelo pHybLcx/Zeo. B) Phísmido presa pYESTrp2. 
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Por otro lado, para llevar a cabo las construcciones que involucran el plásmido presa 

se desarrolló Ja siguiente estrategia. El vector pYESTrp2 (figura 12) se purificó y digirió 

ocupando las enzimas de restricción Kpnl y Sphl. Simultáneamente, por PCR se 

amplifi~aron los diferentes fragmentos de CytlA (figma Ú), para ~posteriormente 
purificarlos y digerirlos con las enzimas Kpnl y Sphl (Biolabs). Los fragmentos puros y 

digeridos de la toxina CytIA se clonaron en el plásmido pYESTrp2, y con esta 

construcción se procedió a transformar Ja cepa XL- lOgold de E. co/i, bajo selección de 

ampicilina. Las clonas positivas fueron recuperadas en medio LB ampicilina (100 µg/ml) 

para posteriormente extraer su DNA, el cual fue nuevamente digerido por Kpnl y Sphl, 

para asegurar la presencia de los fragmentos deseados. 

A partir de este momento, se trabajó con el DNA de las clonas confirmadas como 

positivas, y con éste y el proveniente de las construcciones C7 y ClO se cotransfonnó Ja 

cepa de levadura S. cerevisiae L40, que en su forma silvestre, requiere de los aminoácidos 

histidina, Jeucina, triptofano y de Ja base nitrogenada adenina, para poder crecer. Por ello es 

que las transformantes positivas se seleccionaron en placa mediante uso de zeocina (300 

~tg/ml), His· y Trp·. El antibiótico zeocina es el marcador de resistencia del plásmido 

anzuelo, Ja histidina es el marcador de auxotrofía determinado para Ja levadura L40 y el 

triptofano es el marcador de resistencia del plásmido presa. Solo si las colonias son capaces 

de crecer en ausencia de triptofano y en presencia de zeocina, se puede asegurar que se 

logró Ja incorporación de Jos dos plásmidos en Ja levadura. Sin embargo, esto no basta para 

que las colonias sean consideradas como candidatas positivas de interacción. Solo si las 

transformantes son capaces de crecer en ausencia del marcador de auxotrofia Histidina y 

por ensayo de p-galactosidasa generan coloración azul (por activación de Ja transcripción), 

se podrá considerar a las transformantes como candidatas positivas de interacción. 
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-Fl (í31 - aB +loop) 
-F2 (aC - f37) 
.. ¡.·3 ( f) 1- f\5) 

_¡:5 ( uC - <xD) 

-F6 ( loop aD+f34 - f37) 

P l-P2-aA-aB-133-aC-aD-P4-P5-f{6-clE-f3 7 
FI 1·2 

11 

F5 --
F6 

Figura 13. Representación esquemática de las diferentes construcciones de CytlA 

4.2.4 Transformación de levadura. 

Un cultivo de doce horas de S. cerevisiae L40 fue subcu!Hvado a (D06oo=0.07) en 

medio YDPA y crecido a 30ºC hasta conseguir una D0600 de 0.5. Posteriormente se 

recuperó el cultivo centrifugando a 3000x g por l '. Se agregó al pellet de células Jos 

siguientes reactivos: 240 µ1 de PEG-3350 al 50%, 36 µ1 de LiAc 1.0 M, 50 µ1 de ss-DNA 

(2 mg/ml), 1 O µl del DNA deseado (0.1-5.0 µg) y 24 µI de agua MQ estéril. Se agitó 

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

térmico a las células en un baño de agua a 42ºC por 30'. Se centrifugaron las células a la 
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velocidad máxima de una microcentrífuga por 1 min y se removió la mezcla de 

transformación. Se agregaron 500 µ1 de medio YPDA y resuspendieron suavemente con 

micropipeta. Se pasó esta mezcla a un tubo de vidrio, al cual se Je agregaron 1.5 mi más de 

YPDA. Se dejó incubar 3 hr. a 30ºC. Se centrifugó en microcentrífuga a máxima velocidad 

por I ' y se descartó el sobrenadante. El pellet se resuspendió suavemente con micropipeta 

en 500 µl de agua estéril. Se platearon cinco cajas en el medio de selección SC con los 

aminoácidos y antibiótico correspondientes. En una 200 µ!, en dos 100 µLy enJas. dos 

restantes 50 µ!, esto con el fin de elegir aquella en donde se observaran colonias aisladas. 

Se incubó a 30ºC durante 4 a 6 días. (Agatep et al., 1998). 

4.25 Extracción de DNA phlsmídico a partir de levadura. 

Se creció la levadura S cerevisiae L40 en 1.5 mi de medio YPDA por 12 horas. Se 

recuperaron las células por centrifugación, 5000x g, por 5 '. Después se resuspendió en 100 

µI de buffer STET (8% de sacarosa, 50 mM de Tris pH 8.0, 50 mM de EDT A, 5% de tritón 

X-100) y se agregaron 0.2 g de perlas de vidrio de 0.45 mm. Se agitó vigorosamente por 5 '. 

Después se adicionaron 100 µ1 más de STET, volviendo a agitar brevemente con vórtex y 

se colocó en un baño de agua hirviendo por 3 ·. Se enfrió en hielo por unos seg~ndos y se 

centrifugó 10' a 4ºC. Se transfirieron 100 µl del sobrenadante a un tubo que contenía 50 µI 

de 7.5 M de acetato de amonio, precongclado a -20ºC por 1 hr., y se centrífugo por 10' a 

4°C. Se agregaron 100 µl del sobrenadante a 200 µl de etanol precongelado y se recuperó el 

DNA por centrifugación. Se lavó con 70% de etanol y se recuperó el DNA por 

centrifugación. Se seca el pellet obtenido y se resuspende en 200 µ1 de buffer TE. De dicho 

DNA, se usaron 1 O ~ti para transformar células competentes de E. coli. 

4.26 Prueba cualitativa de expresión de (3-galactosidasa en levadura 

(ensayo de filtro). 

Se agregó nitrógeno líquido a un contenedor. Se colocó un trozo de membrana de 

nitrocelulosa Hybond-C (Amcrsham) sobre las colonias de levaduras a probar. Se preparó 

una caja petri con 3.5 mi de buffer Z (60 mM Na2HP04, 40 mM NaH2P04, 10 mM KCI, 1 

mM MgS04, pH 7.0) y 350 µI de X-gal 20 mg/ml. Se mezcló bien y luego se colocó 
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cuidadosamente papel filtro Whatman #1 sobre Ja solución de buffer Z y X-gal tratando de 

evitar la formación de burbujas. Se removió cuidadosamente Ja nitrocelulosa que está sobre 

las colonias y se colocó dentro del contenedor con nitrógeno líquido. Se dejó flotar sobre 

papel aluminio por 30 .. y posteriormente se hunde por 5 ... Se retiró la nitrocelulosa y se 

esperó a que el filtro se descongelara. Posteriormente se colocó cuidadosamente Ja 

membrana de nitrocelulosa sobre el papel filtro (siempre con las colonias viendo hacia 

arriba) evitando hacer burbujas. Se cubrió Ja caja petri con aluminio y_ lueg.o se ~n~~bó a 

30ºC y se esperó a que se muestre la coloración azul característica de la prueba; la cual 

puede darse en los primeros 30' ó hasta 12 horas después, dependiendo lá intensidad de la 

interacción. 

------
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5. RESULTADOS 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigación involucran tres 

secciones: 

Bioensayos y pruebas de sinergismo entre Cryl lA y CytlA 

Ensayos de unión y formación de poro de Cryl JA y CytlA usando vesículas de 

membrana de microvellosidad apical (VMMAs) de A. aegypti. 

Ensayos para la determinación de posibles interacciones proteína/proteína a partir 

de experimentos tipo ligand blot, sistema de dos híbridos en levadura y detección de 

toxinas marcadas con FITC por microscopía de fluorescencia en intestino de A. 

aegypti. 

Los dos primeros apartados se relacionan directamente con el análisis detallado del 

mecanismo de acción de las B-endotoxinas' Cry y Cyt de manera individual y en forma 

conjunta. El último apartado, por su parte, está más enfocado a demostrar y soportar la 

hipótesis presentada en el trabajo sobre la interacción proteína"proteína que puede llevarse 

a cabo entre estas dos B-endotoxinas de Bti, y que de alguna manera, pudiera favorecer el 

sincrgismo que se atribuye a esta combinación de toxinas. 

5.1 Biocnsayos y pruebas de sinergismo entre Cryl lA y CytlA. 

Los biocnsayos se realizaron con~ larvas de 4° estadio de A. aegypti utilizando 

esporas/cristales, protoxina solubilizada y toxinas de Cryl lA, CytlA y Bti (control 

positivo). Los datos obtenidos con esporas/cristales arrojaron resultados positivos 

(mortalidad de las larvas) además de ser reproducibles, a diferencia de los resultados 

obtenidos con protoxina solubilizada y toxina activada con proteasas, en donde no hubo 

indicio de mortalidad. Posiblemente las protoxinas y toxinas solubles son poco estables en 

agua y por ello pierden su actividad tóxica. 
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Para cada toxina de manera individual, se determinó su dosis letal media (LCso) que 

se define como Ja dosis a Ja cual se produce la muerte del. 50% de Jos individuos de Ja 

población total tratada. En J~s tablas y figuras subsecuentes, se muestran Jos datos 

obtenidos en los diferentes bioensayos para CytlA, Cryl lA y Bti (HD916). 

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4 º/u 
Dosis No. de No. de No. de No. de Total de mortalidad 

(ne/mi) muertos muertos muertos muertos muertos promedio 
5000 10110 10110 1011 o 10110 40/40 100 
4500 10/10 10/10 9/10 10/10 39/40 97.5 
4000 9110 9/10 8/1 o 8/10 34/40 85 
3500 6110 7110 9110 8/10 30/40 75 
3000 6110 5110 5/10 5110 21/40 52.5 
2500 5110 4/10 3/10 5110 17/40 42.5 
2000 3110 3/10 3/10 5110 14/40 35 
1500 111 o 2110 2/1 o 2/10 7/40 17.5 
1000 2/10 1/10 1/10 1/1 o 5/40 12.5 
500 1110 O/JO 0/10 2/10 3/40 7.5 

Tabla 4. Toxicidad de Cytl A contra larvas de A. uegypti 

------~----------, 
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Figura 14. Análisis Probit de la respuesta de la toxina CytlA contra lan•as del 4". cstadfo de A. uegypti. 
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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 establece ahora como 

unidades Probit y la unidad Probit 5 corresponde al 50% de la población muerta (figura 14), 

se determinó por el programa POLO de LeOra para Windows, que la LC50 para la toxina 

CytlA fue de 2268.70526 ng/ml (límites: 1665.777 a 2923.978), cantidad que en 

comparación con las dosis letal de otras toxinas Cry activas contra mosquitos (LCso 

Cry4B=467 ng/ml, Crickmore et al., 1995) es muy elevada, por lo que se puede concluir 

que esta toxina es prácticamente inocua contra larvas del 4° estadio de A. aegypti. Los 

valores estadísticos arrojados por el programa POLO para los bioensayos con CytlA se 

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

La LCso para Cryl IA tomando en consideración los datos de la tabla 5, la curva de 

análisis Probit de la figura 15 y el resultado arrojado por el programa POLO sería de 

468.60784 ng/ml (límites: 366.426 a 579.272). Este valor es 5 veces menor que la LCso de 

CytlA, por lo que se puede concluir que la toxina Cryl lA es más tóxica que la .CytlA. El 

desplazamiento de la curva de 33 log dosis para CytlA a 2.6 log dosis p~a C:ryllA apoya 

la afirmación anterior. Los valores arrojados por el programa POLO. para los bioensayos 

con Cryl lA se muestran esquematizados a detalle en el apartado deAnex~~(pági~a 117). 

Ensnyol Ensnyo2 Ensayo3 Ensnyo4 %. 
Dosis No. de No.de No. de No.de Total de mortalidad 

(ng/ml) muertos muertos muertos muertos muertos oro medio 
1000 10/10 10110 10110 10110 40140 100 
900 9110 8/10 10/1 o 1011 o 37/40 92.5 
800 7110 9110 9110 9/10 34/40 85 
700 7110 7110 6/10 5110 30/40 75 
600 5110 5/10 4/10 5/10 19140 47.5 
500 4/10 4/10 3/10 4110 15/40 37.5 
400 4/10 2110 5110 2110 13140 32.5 
300 2/10 3/10 3110 2110 10/40 25 
200 1/10 2110 1/10 1/10 5/40 12.5 
100 1110 0110 0/10 111 o 2/40 5 

Tabla 5. Toxicidad de Cryl IA contra larvas de A. uegypti 
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Figura 15. Am\lisis Probit de la respuesta de la toxina Cryl IA contra 

larvas del 4º. estadio de A. aegypti. 

3.5 

En el caso de Bti, que es la cepa nativa que contiene las toxinas Cry4A, Cry4B, 

Cryl lA y CytlA, el efecto tóxico füe más elevado, lo cual es de esperarse, pues se trata del 

cristal paraesporal completo. Los altos porcentajes de mortalidad obtenidos a dosis bajas 

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

Ensayol 
Dosis No. de 

(nl!/m)) muertos 
25 10110 

22.5 10110 
20 9/10 

17.5 9/10 
15 8/10 

12.5 7/10 
JO 5/10 
7.5 4/10 
5 3110 

2.5 2/10 

Ensayo2 Ensayo3 Ensayo4 
No. de No.de No.de Total de 0/omortnlidad 

muertos muertos muertos murtas promedio 
10110 10/10 10/1 o 40/40 100 
10/10 1 O/JO 9/10 39140 97.5 
9110 9/10 9/10 36/40 90 
9/10 8/10 9110 35/40 87.5 
8/10 9/10 7110 32/40 80 
7/1 () 6/10 5/10 25/40 62.5 
510 5110 5110 20/40 50 
5110 4/10 4110 17/40 , 42.5 
4/10 4/10 3/10 14/40 35 
4/10 2/10 2/10 10/40 25 

T11bl11 6.Toxicidad de Hti contra lan'as de A. uegypti 
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Figura 16. Ani\lisis l'robit de la respuesta de Bti contra lan·11s del 4°. estad fo de A. uegypti. 

El desplazamiento de la curva normalizada para Bti a un valorde 0.8 log dosis 

(figura 16) fue considerable en comparación al mostrado por Cryl lA (log dosis 2.6) y 

Cytl A (log dosis 3.3), mostrando así el alto grado de toxiéid~d de Ja c~pa nativa. En este 
" - -· .. ',. 

caso la LCso determinada por el programa polo fue de 7.001 riglml(Hmites: 4.874 a 8.953), 

casi 300 veces más toxica que la proteína CytlA y 60 veces má~ toxica que Cryl lA. Los 

valores estadísticos arrojados por el programa POLO para los bioensayos con Bti se 

muestran esquematizados a detalle en el apartado de Anexos (página 118). 

Con el fin de investigar el posible efecto sinérgico entre CytlA y Cryl lA, se 

realizaron bioensayos con mezclas de ambas toxinas. Ocupando larvas del 4° estadio de A. 

aegypli y tomando en cuenta los porcentajes de mortalidad ya mencionados, se efectuó un 

nuevo experimento, en el cual se inició con una dosis (150 ng/ml) que individualmente 

proporcionaba aproximadamente el 10% de muerte con Cryl 1 A, y a partir de dicho punto, 

se agregaron dosis crecientes de Ja toxina Cytl A, que de manera individual, son totalmente 

inocuas. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 7 y gráfica 17: 
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Dosis 
(ng/ml) 
Cry:Cyt 

150:0 
150:50 

150:100 
150:150 
150:200 
150:250 

Ensayol Ensayo2 Ensayo 3 Ensayo4 -x. 
No. de No. de No. de No. de Total de mortalidad 

muertos muertos muertos muertos muertos promedio 
2/10 111 o 1/10 1/1 o 5140 12.5 
4/10 5/10 5110 3/10 17/40 42.5 
5/10 6/10 5/10 5/10 21/40 52.5 
5/10 7110 7110 7/10 26/40 65 
9/10 8/10 IO/ 1 O 10/10 37/40 92.5 
10110 10/10 10/10 1{)/1 o 40/40 100 

·--~·------ .___ 
Tabla 7. Toxicichul de las combinaciones de Cry y Cyl contra larvas de ..a. tlf!gyptl 
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Figura 17. Curva de dosis respuesta de Cry 11 A y Cytl A en combinación 

contra larvas de A. tlt!gyptl. 

Como se puede observar en la tabla 7 y gráfica 17, manteniendo una dosis constante 

de Cryl JA de 150 ng/ml, que causa el 12.5% de mortalidad, y adicionando dosis crecientes 

de CytlA (que teóricamente no rebasan el 6% de mortalidad a la máxima concentración), la 

actividad tóxica hacia larvas del 4° estadío de A. aegypti se incrementó notablemente. Por 

ejemplo, en el caso de la combinación de 150 ng/ml de Cry 11 A ( 12.5% mortalidad) y 100 

ng/ml de CytlA (2.3% mortalidad), teóricamente tendríamos un valor de 14.8% de 

mortalidad. Sin embargo, en el biocnsayo se obtuvo un 52.5% de mortalidad (tabla 7). El 

efecto anterior no podría ser de ningún modo aditivo, pues la mortalidad que se obtiene 

para ambas toxinas (52.5%) supera en mucho la suma teórica de 14.8%, lo cual demuestra 
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el sincrgismo existente entre las toxinas Cryl IA y CytlA a partir de bioensayos, incluso a 

dosis que son inocuas de manera individual. 

La curva de normalización por Pro bit (figur; 18) de la-combinación obtenida con 

Cryl lA y CytlA muestra que la recta de la combinación de Cry+Cyt es,tá desplazada hacia 

la izquierda de lo que se observaba con las toxinas de forma individual, llegando a un valor 

de 1.8 log dosis. No obstante, su desplazamiento no e~tan pronunciado como el que mostró 

Bti (0.8 log dosis), por consiguiente, se confirma el hecho de que las toxinas Cryl lA y 

CytlA de Bti actúan sinérgicamente cuando se encuentran juntas, pero no presentan un 

efecto superior al observado usando el cristal nativo completo, que además contiene las 

toxinas Cry4A y Cry4B 

Curva dosis/respuesta Cry11A + Cyt1A 

8. 

7-

'O 6-ca 
::2 
¡¡¡ 

5· t: 
o 
E 
:.e o 4 . 
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2 ·, 
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log dosis (ng/ml) 

Figura 18. Cun•11 log11rltmica dosis respuesta de la combinación de 

Cryl IA + CytlA contra larvas de A. 11eg_vptl. 

En resumen, la actividad individual de Cryl 1 A y Cytl A contra larvas del 4°. estadio 

de A. aegypti en comparación a lo que se observa con el cristal paraesporal completo de Bti, 

fue significativamente menor. La toxina Cry fue más tóxica que la Cyt, y usadas en 
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combinación, generan un efecto sinérgico entre estas dos toxinas, mostrando una 

efectividad muy elevada (tabla 8 y figura 19). 

... :.e 
o ... 
a. 

Esporas/Cristales Dosis letal media (nwml) 

8 

7 

6 

5· 

4 

3 

2· 

o 

CytlA 2268.7 
CryllA 468.6 

Bti 7.0 
Tabla 8. Valores de LC~0 obtenidos para Cry, Cyt y Bti 

Curvas dosis respuesta para Cry, Cyt, Bti y Cry+Cyt 
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Figura 19. Análisis Probit comparativo de las curvas de toxicidad de Cryl JA, CytlA, Bti y 

Cry 11A+Cyt1 A contra larvas del 4º. estadio de A. ucgypti. 
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5.2 Ensayos de unión y formación de poro de CryllA y CytlA en 

VMMAs de A. aegypti. 

El objetivo de estos ensayos fue estudiar in vitro los diferentes pasosº en el 

mecanismo de acción general de las toxinas Cry. Es importante recordar, que en la 

actualidad, la mayoría de los avances en los estudios sobre mecanismo de acción de dichas 

toxinas se debe a estudios de toxinas tipo Cryl activas contra insectos lepidópteros, siendo 

el iírea de toxinas contra dípteros, poco estudiada. De ahí la importancia de la realización de 

este tipo de pruebas experimentales. 

Como se mencionó en la introducción, el mecanismo de acción general de las B

endotoxinas Cry abarca cinco pasos principales: 

J. Prot/11cci<í11 de O.e11dotoxi11as que será11 i11geridC1s por el i11secto bla11co. 

2. So/11hilizació11 de protoxi11a. 

3. ProcesC1mie11to pam la ohte11ció11 de proteí11a C1ctiva. 

4. U11ió11 de toxi11C1 a la parte apical del i11testi110 medio del i11secto hla11co. 

5. FormC1ció11 ele poro. 

5.2.1. Prod11cció11 de O.e11dotoxi11as. 

Como primer punto importante, se requirió producir las toxinas de interés a partir 

de Bt para posteriormente purificarlas y procesarlas, a fin de ser útiles en los ensayos. Para 

ello se hizo uso de las cepas de Bt que producen las B-endotoxinas Cryl lA (Bt CG6 

pWF26) y CytlA (Bt 4Q7 pWF45). Se favoreció su esporulación, así como la producción 

de cristales inoculando las cepas en medio mínimo SP, que contiene sales minerales como 

MgS04, MnCh. ~CI, FcS04 y CaCh. Posteriormente los cristales se purificaron por 

gradiente de sacarosa según 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 proteínas deseadas. Una vez realizado lo anterior, se llevó a 

cabo el procesamiento de las proteínas, que consta de dos pasos importantes: solubilización 

y activación proteolítica. 
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5.2.2. So/11bilizació11 de protoxi11a. 

Por experiencia previa en el trabajo con toxinas del grupo Cryl, se comenzó a 

trabajar con buffer carbonatos para lograr la solubilización de las toxinas, pero dicho 

proceso solo fue adecuado para Ja toxina CytlA, mientras que para Cryl lA se tuvo que 

utilizar NaOH O.OIM (figura 20). Las condiciones específicas a las cuales se solubilizó 

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

TOXINA BUFFER TEMPERATURA TIEMPO 

Cryl IA NaOH O.OIM 4ºC 60' 

CytlA Carbonatos 0.05 M + 0.01 M DTI 37ºC 60' 

Tabla 9. Condiciones de solubili7.ación para los cristales de CryJ JA y CytJA 

La protoxina de Cryl IA también puede ser solubilizada en NaOH 200 mM, 5 mina 

TA (temperatura ambiente), pero el rendimiento fue mucho menor. La concentración de 

DTI reportada para Cyt 1 A varía entre 1-15 mM, pero los resultados idóneos en cuanto a 

rendimiento se obtuvieron con la concentración de 1 O mM. 

5.2.3. Activució11 proteo/ltica. 

El procesamiento protcolítieo de las toxinas se optimizó para cada caso en 

particular. Por medio de la realización de curvas de procesamiento con lá proteasa 

específica se pudo llegar a una proporción de enzima:proteína óptima para la obtención de 

la toxina activa. En el caso de Cryl IA, a una relación de 1 :50, énzima:proteípa;;oc11parido 

tripsina, se obtuvieron los fragmentos esperados de 36 y 32 kD~"(flgur~ Zb), foscuales 

forman un heterodímero activó (Dai y Gill, 1992); En el ¿asO-c dé CYtlÁ, se utilizó 
• • • > 

protcinasa K, en una relación 1 :20, enzim~:protoxina, que gen~ró un fragmento activo de 

aproximadamente 25 kDa (figura 20). Las condieiones específica5 de procesamiento 

proteo lítico se resumen en la tabla 1 O. 
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TOXINA Proporción TEMPERATURA TIEMPO ENZIMA 

cnzima/ptox 

Cryl JA l :50 37ºC 30min Tripsina 

CytlA l :20 TA 30min proteinasa K 

Tabla JO. Condiciones de procesamiento proteolítico para CryJ JA y CytlA. 

La toxina CytlA puede activarse con tripsina en una relación de 1:50, 

enzima:proteina, a 37ºC durante 30 min, sin embargo, con dicha enzima solo se obtiene 

procesamiento en la región N-terminal, lo cual, no basta para su completa activación: Por 

ello, es recomendable Jrabajar con proteinasa K, que corta tanto el extremoN éOmo el C

terminal. (Said et al., 1995) 

CryllA CryllA 
prvlo1. toaln1 

36 kl>n 
32 kl>n 

CyllA CytlA 
prttlos. 1u1lna 

lf•····· 

._ 25kl>a 

Figura 20. Patrones de solubilización y activación de las proteínas Cryl IA y 
CytlA en SDS-PAGE al J2% 
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5.2.4. U11ió11 de toxina a la microi1el/osi<lad apical tle la membrana del intestino medio de 

A. aegypti. 

Para analizar la unión de las toxinas Cryl IA y CytlA a las VMMAs de A. aegypli y 

estudiar si ambas proteínas pueden competir la uni.~n.EI Sl}~ rec.ep!ores naturales, se utilizó el 

ensayo de unión en suspensión. Dicho ensayo permite observar la interacción entre las 

toxinas Cry o Cyt con proteínas presentes en las VMMAs de A. aegypti. El experimento 

consistió en incubar las VMMAs con la toxina Cry o Cyt previamente marcadas con biotina 

en presencia o ausencia de excesos molares de toxinas sin marcar. Una competencia 

homóloga se define como el ensayo donde se utiliza como competidor la misma toxina sin 

marcar. La competencia heteróloga, por su parte, es el ensayo donde se usa como 

competidor una toxina diferente a la marcada. La toxina que no se unió, y que por lo tanto 

quedó en suspensión, se separó mediante centrifugación, en donde solo precipitan las 

VMMAs. La toxina unida a las VMMAs de A. aegypli se visualizó después de separar por 

SDS-PAGE al 12% y transferir el complejo de proteínas a una membrana de nitrocelulosa, 

que fue incubada con. estreptavidina acoplada a peroxidasa (SAPO) para que la señal 

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

Para la realización de estos ensayos se requirió de VMMAs obtenidas a pártir de 

intestinos de A. aegypti en su fase larvaria. El patrón de proteínas que se obtuvo de las 

vesículas en un gel de SDS-PAGE al 10% presenta un gran número de proteínas, tanto de 

alto como de bajo peso molecular (figura 21). 

TPr:1·~ riou ~, .... : .... ~ 1v lfJ 
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Figura 21. Gel de SDS-PAGE IO'Y., teñido con Coomnssie que muestra 
el patrón de protcín:1s de VMMAs de A. 11egypti. 

Diez microgramos de VMMAs de A. aegypli se incubaron con cada una de las 

toxinas biotiniladas durante 60 min, en una concentración de 1 O nM, observándose unión 

Janto de Cryl lA (figura 22) como de CytlA (figura 26). Al mismo tiempo, se realizaron 

experimentos de competencia homóloga y heteróloga con el fin de poder determinar si la 

interacción de las toxinas es específica y si ambas toxinas interaccionan con un mismo 

receptor. 

Los experimentos de competencia homóloga para la toxina Cryl IA demostraron 

que la unión de Cryl JA biotinilada a VMMAs de A. aegypti fue desplazada conforme la 

concentración de toxina Cryl JA fría aumentó (figura 22). Lo anterior nos permite concluir 

que la unión de la toxina Cryl 1 A a Vl'vtMAs de A. aegypti es altamente específica. 
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Competidor (nM)- Cryl IA 

1000 100 10 o 

-- ~6kDa 
~2kDa 

Figura 22. Competeneiu ho1111íluga. Unión de Cryl IA hiotinilada a VMMAs de A. aegypt/ 
en presencia y :111sencia toxina Cryl IA frfa 

Con el programa Kodak 1 D para análisis de imágenes, se determinó (!! área ocupada 

para cada una de las bandas mostradas en la figura 22. Al área de.3Q29 pixeles2 que 

representa la unión de 10 nM de toxina Cryl lA biotinilada en ause11ciade CryllA fría 
.. \ --· : 

(competidor) se le asignó un porcentaje de 100% de unión a· VMJV1As~ A partir de dicho 
- - . - -

valor, se calculó el porcentaje de unión correspondiente en cada caso en particular (tabla 
~.. . __ ·-" - .-.-

11) y se concluyó que el porcentaje de unión de 10 nM de Cryl 1 A biotinilada disminuye 

conforme se incrementa la concentración de Cryl JA fría (figura 23). 

Concentración Concentración Arca de la ºA• unión 
de Cryl JA competidor banda 
biotinilada Cryl tA fría (pixcles2

) 

(nM) (nM) 
10 o 3929 100 
10 10 1320 33.6 
10 100 754 19.2 
10 1000 260 6.6 

Tabla 11. Datos de :írea de las lmndas en compell'ncia homíiloga 

entre Cryl IA biotinilad11 y Cryl IA fria 
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Figura 23. Afini1h11l de Cryl IA biotinilada en presencia de competidor (Cryl JA fria) 

Cuando realizamos la competencia hetcróloga de Cryl lA biotinilada utilizando 

concentraciones crecientes de CytlA sin marcar como competidor (10, 100 y 1000 nM), se 

demostró que la unión de Cryl lA biotinilada a VMMAs de A. aegypti es desplazada 

conforme se incrementó la concentración molar de competidor (toxina CytlA fría), por lo 

que se concluye que la toxina Cyt interfiere en la unión de Cryl IA a su receptor natural 

(figura 24). Lo anterior también está apoyado por los valores de área de las bandas 

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

36 kDa 
32 kDa 

Competidor (nM)- CytlA 

IU 100 IOllU 

- --
Figurn 24. Competencia hctcrúloga. Unilin de Cryl IA hiotiniluda a VMMAs de A. aegypti 

en presencia y ausencia de competidor. 

70 



e 
-o 
'2 
::i 

~ 

Concentración concentración Arca de la % unión 
de CrylJA competidor banda 
biotinilada CytlA fría (pixclcs2

) 

(nM) (nM) 
10 o 2764 100 
10 10 910 32.9 
JO 100 806 29.2 
10 1000 447 16.2 

Tabla 12. Datos de área de las bandas en competencia 

hcterc'Jloga entre Cryl IA biotinilada y CytlA fria 

20 -
10 -
n _,___~~~~~~----:.~-~-----!--~-~~~~~ 

o 10 100 1000 

Competidor Cyt1A fria (nM) 

Figura 25. Afinidad de CrytJA biotinilada en presencia de competidor (CytlA fría) 

Por otro lado, experimentos similares utilizando CytlA biotinilada en competencia 

homóloga (CytlA fria como competidor), se observó que la unión de CytlA marcada a 

VMMAs de A. aegypti no fue desplazada conforme aumenta la concentración molar de 

toxina CytlA fría (figura 26), por lo que se concluye que lá unión de esta toxina es 

inespecifica y que se está uniendo a un sitio no saturable abundante en las VMMAs. 
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Competidor (nM) - Cytl A 

11 111 IOO 111011 

Figura 26. Competencia hnmr\loga. Uniiin de CytlA hiotinilada a VMMAs de 
A. 11egypti en pn•senria y ausencia de competidor. 

Los datos de área de las bandas confirman la afirmación anterior, y demuestran que 

incluso, .en el caS() en que se ocupa 100 nM de toxina Cyt 1 A fría como competidor, el área 

de la banda sé indreJ!)eritó notablemente, rebasando el valor inicial estipulado como 100% 

(tabla 13 y figura27), lo que pudiera indicar agregación entre la toxinas CytlA. 

Concentración concentración Arca de la % unión 
de CytlA competidor banda 

biotinilada CytlA fría (pixclcs2
) 

(nM) (nM) 
10 o 4400 100 
10 10 3567 81.1 
10 100 5184 117.8 
10 1000 3534 80.3 

'fnhla 13. Datos de úrea de las lrnndas en compctcnl'ia homc'iloga entre CytlA biotinilada y CytJA fria 
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Figur:t 27. Afinidad de CytlA biotinilada a VMMAs de A. 11egypti 

en presencia CytlA fria como competidor 

En el caso de los experimentos de competencia heteróloga de CytlA biotinilada 

utilizando Cry11A fría como competidor, se encontró un resultado muy similar al de la 

competencia homóloga, ya que la unión de Cyt 1 A marcada a VMMAs de A. aegypti no fue 

desplazada conforme aumentó la concentración molar de la toxina Cryl IA fría 

(competidor), por lo que se concluye que Cryl lA no fue capaz de interferir en la unión de 

CytlA (figura 28). Esto mismo se demuestra con él análisis de área de las bandas (tabla 14 

y figura 29). 

Competidor (nM)- Cryl IA 

IU 100 1000 

Figuru 28. Competencia hctcrtíloga. Unión de CytlA biotinihtda a VMMAs 
de A. 11egypti en presencia y ausencia de competidor. 
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Concentración concentración Arca de la % unión 
de CytlA competidor banda 

hiotinilada Cryl lA fría (pixclcs2
) 

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

Tabla 14. Dntos de úrea de las bandas en competencia hetcróloga 

entre CytlA biotinilada y Cryl IA fria 

---·~--- ---·-----------~ 
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Figura 29. Afinidad de CytlA biotinilada a VMMAs de A. aegyptl 

en presencia Cryl JA fria como competidor 

Los resultados anteriores sugieren que existe un sitio de unión específico para la 

toxina Cryl JA a las proteínas de la VMMAs y que la toxina CytlA puede interferir en 

dicha unión. Se decidió hacer un ensayo de unión secuencial, con la finalidad de observar si 

el pegado de Ja toxina Cyt en Ja membrana facilita la interacción de Ja toxina Cryl lA o la 

interfiere. Se preincubaron las VMMAs de A. aegypti con 1 O nM de toxina CytlA fría por 

60', se removió la toxina no unida mediante centrifugación de las membranas, para Juego 

observar el patrón de unión de 10 rlM de toxina Cryl lA biotinilada a dichas membranas. 

En el caso de Ja VMMAs preincubadas con CytlA fría, se observó que la unión de Cryl lA 
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se incrementó notablemente, comparando con lo que se había observado con la VMMAs 

sin preincubar (figura 30). 

Prcincubadas Cvt 

.·· 

~ 36kDa 
~ 32kDa 

Arca de la 
banda en 
VMMAs 

s/Cyt 
ixcles2 

2323 

Arca de la 
banda en 
VMMAs 

c/Cyt 
ixeles2 

4560 

Figura 30. Ensayo de 11ni1in secuencial. Unión de Cryl JA biotinilada a VMMAs 

de A. aegypti prcincubadas con 1 O nM de CytlA frfa. 

Por el contrario, la prcincubación de las vesículas con 1 O nM de la toxina Cryl 1 A 

no incrementó o modificó en absoluto la unión de la toxina CytlA biotinilada (figura 31) en 

comparación con el patrón de unión observado en vesículas sin prcincubar (figura 31 ), por 

lo que se concluye que Cryl IA ni interfirió, ni favoreció la unión de CytlA a VMMAs de 

A. aegypti. 

Preincubadas Cvt 

Arca de la 
banda en 
VMMAs 
s/Cryl lA 

ixclcs2 

4930 

Arca de la 
banda en 
VMMAs 
c/CryllA 

ixcles2 

4560 

Figura 31. Ensayo de 1111i1in secuencial. Unión de Cyt 1 A biotinilada a VMMAs de A. aegypti 

prcincubadas con IO nM de Cryl 1 A fria. 
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Los resultados anteriores, muestran que la toxina que interacciona específicamente 

con su receptor es únicamente CryJ JA, y que la interacción de CytlA con la membrana es 

inespccífica. Sin embargo, la toxina CytJA puede favorecer la unión de Cryl lA a la 

membrana. 

Se intentó determinar el peso molecular del receptor de CryJ JA a partir .de un 

ensayo de unión a ligando o ligand blot. Este ensayo consistió en separar 

electroforéticamente las proteínas de las VMl'vÍAs en un gel SDS-PAGE al JO% y 

transferirlas a membrana PVDF (floruro de polivinilideno), para luego incubar dicha 

membrana con la toxina CryJ JA biotinilada (Garczynski el al., J 99J). El resultado que 

obtuvimos fue que la toxina CryJ JA se une a dos proteínas de las VMMAs de A. aegypli, 

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

,~ - 65 klla 

' .__..:. - 62 klla 

... 

Figura 32. Liguncl blol ele Cryl IA hiolinih1cl1111 VMMAs ele A. 11egypt/ 

5.2.5. Ensayos de formació11 de poro. 

En este tipo de ensayos, la determinación de la permeabilidad a K+ es analizada en 

base a cambios de fluorescencia de un colorante sensible a potencial de membraria (cianina 

Dis C3-5). Los cambios de potencial se producen por apertura de canales iónicos. Aunque 

es una medida indifecta del proceso de formación de poro, esta forma de análisis ha 

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

como CryJ JA y CytJA. _ 

Los ensayos se realizaron en un ,;()fumen~ de'°-900- ¡i.I de ouffer ae cloruro -de 

mctilglucamina l 5Q Jl11\11,\
0

HEPES 10. mivl a prl 7~4, 25°C con agitación constante. 

Posteriormente s~udici~~ó la cianina (L2 µ~), desp~é~ 10. ~~g de VMMAs de A. aegypti, 
-_ ·.·: '·.,· _. , ' 

esperando a que el .colorante. alcance. el equi!LbJ'i9 P-~mi11). El"!,se_gui9!1 se ¡¡~~egó la _toxina 

(Cry o Cyt) a una concentración de 100 nM, lo que generó una hiperpolarización 

desencadenada por la salida de iones K+ del interior de la VrvtMA. Esta hiperpolarización 

induce la entrada de colorante a la vesícula y la dismipuciÓn en la fluorescencia. 

Posteriormente se realizan adiciones crecientes de KCI (4 mrvt a 383 ÍnM), que provocan 

depolarizaciones por la entrada de K+ a las VMMAs y movilización del colorante al 

exterior de la vesícula, por consiguiente aumento en la fluorescencia. 

La figura 33a muestra el patrón de formación de poro para CryllA y CytlA de 

forma individual, utilizando una concentración de 100 nM de toxina. Tanto Cryl JA como 

CytlA, fueron capaces de formar poros en VMMAs de A. aegypti. La pendiente para 

Cryl lA (0.505) resulta mayor que la de CytJA (0.452), y ambas fueron mayores que el 

control de canales intrínsecos (0.050), lo que permite concluir que ambas toxinas forman 

poros en VMMAs de A. aegypti. 

Por otro lado, para inferir el efecto de las toxinas de manera conjunta, se intentó 

determinar la concentración a la cual Cryl lA induce una actividad baja. Se probaron 

concentraciones de 0.1 nM de Cry11A y 0.01 nM de CytlA, pero aun en estas diluciones, 

las pendientes obtenidas eran apreciables (Cryl lA=0.305; CytlA=0.399). Por lo tanto, 

aunque observamos que en combinación ambas toxinas inducen formación de poro 

(pendiente 0.489) en VMMAs de A. aegypti, no podemos atribuir el efecto a un evento 

sinérgico entre las toxinas (figura 33b). Los cálculos para determinar las pendientes que 

forman las toxinas individualmente y en combinación se realizan de la misma forma en que 

se muestra en el apartado de Material y Métodos para valinomicina. 
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Ensayo de formación de poro de y= 0.050x + 1.675 r=0.712 o lnl 
Cryl IA y CytlA en VMMAs de 

y= 0.452x - 6.494 r=0.951 
2.4 A. aegypti <> Cyl IOOnM 

y= 0.505x + 2.927 r = 0.964 o Ctyl 1 IOOnM 

2.2 20 
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Figurit 33a. Permeabilidad a K+ a través de VMMAs de A. t1egyptl para las toxinas Cryl IA y CytlA 

Ensayo de formación de poro de 
Cryl IA+CytlA en VMMAs 

de A. 1ie1:1•pti ,- . . 
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Figura 33b. l'trmruhilldad a K' a trav~ dt VMMAs de A. aegyptl paro las toxinas Cryl IA y CyllA en combln11clón 
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5.3 Ensayos para determinar la posible interacción proteína/proteína 

entre Cryl lA y CytlA. 

La afinidad que CytlA prescntap~r la me1!1b~ana apical es conside~rab~emente alta. 

Además, el reporte de Gazit, el al., 1997, sobre la capacidad que tiene la toxina Cyt de 

interactuar con ella misma, soporta .. la posibilidad de que las toxinas Cry y Cyt, se 

reconozcan e interactúen de manera importante, induciendo el sinergismo en la toxicidad. 

Por ello, se diseñaron experimentos que demostraran la interacción entre estas dos toxinas. 

5.3.J /11teracció11 entre toxinas Cryl JA y CytlA por ensayo tipo ligand blot. 

El siguiente ensayo se realizó para visualizar la posible interacción entre las toxinas 

Cryl JA y CytlA en ausencia de vesículas. En un gel de SDS-PAGE al 12% se colocaron 

10 pg de las toxinas Cryl lA, CytlA, CrylAb y CrylAc (controles positivos). Las toxinas 

C)11A y Cryl IA biotiniladas en una concentración de JO nM, se incubaron con la 

membrana de PYDF durante 60 min. La toxina que no se unió se lavó y la unida se reveló 

con cstreptavidina acoplada a peroxidasa (SAPO). Se observó que la toxina Cryl IA 

biotinilada es capaz de unirse a sí misma, a otras toxinas tipo Cry y también a la toxina 

CytlA. La interacción que establece la toxina Cryl IA con la toxina CytlA fue la más 

evidente, aun más que con ella misma (figura 34). Por su parte, la toxina C)11A biotinilada, 

también es capaz de unirse a sí misma y a otras toxinas tipo Cry como la Cryl IA (figura 

35), pero la interacción consigo misma nuevamente vuelve a ser la más importante. 

Cr')'llA CytlA Cl")'IAh CrylAr 

- -
Figurn 34. Ensnyo tipo ligand hlot. lnterncciún de 10 nM de 

Cryl 1 A hiotinilmla l"Oll ellu misnrn y otrns toxinas Cry. 
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Cr,llA CyllA CrylAb CryJAc 

- -
Figura 35. Ensi1yo tipo ligand blot. Interacción de 10 nM de 

CytlA biotinilada con ella misma y otras toxinasCry. 

Estos ensayos muestran que tanto Cryl IA como CytlA son capaces de unirse a sí 

mismas en su forma desnaturalizada. Sin embargo, dicha interacción también se lleva a 

cabo con otro tipo de toxinas Cry, como CrylAb ó CrylAc, lo que indica que el 

reconocimiento entre éstas toxinas no es altamente específico. Sin embargo, las toxinas 

Cry 1 1 A y C)11 A biotiniladas no mostraron interacción con las proteínas 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 fenómeno importante en las 

interacciones sinérgicas de las proteínas de Bti. 

5.3.2 J11terac:ció11 ele proteínas Cryl JA y CytIA por sistema de dos híbridos. 

Los experimentos tipo ligand blot mostrados anteriormente sugieren que las toxirias 

de Cry y Cyt de Btí pueden interactuar aún en ausencia de VMMAs, lo que involucraría un 

reconocimiento proteína-proteína entre ambas toxinas. Por ello, para sustentar o descartar 

esta idea, se montó un sistema de dos híbridos clonando en los plásmidos pHybLex/Zeo y 

pYESTrp2 a las toxinas Cryl IA y CytlA, respectivamente, y probando su interacción en 

un modelo de levadura (S. cerevisiae L40). 

Los resultados obtenidos por el uso de esta técnica fueron los siguientes: la 

transformante construida con los plásmidos que codifican para las proteínas CytlA y 

Cryl IA completas (CP13) fue positivo (crecimiento en His" y coloración azul en ensayo 13-
galactosidasa), lo que indica que las toxinas pueden interactuar una con otra (figuras 36 y 

!j.1""" ((' "'ºl~ l .... ,:_' ,j \..¡ J. 
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37). Sin embargo, cuando sólo están presentes los dominios II y III de Cryl IA y la toxina 

completa de CytlA (CPl4), no hay interacción positiva (figuras 36 y 37). Una posible 

explicación sería que debido a un mal arreglo en Ja estructura del Jos dominios JI y III; no 

se observa interacción con toxina CytlA completa ó que forzosamente se -requfore del 

dominio 1 para observar interacción. En cuanto a Jos fragmentos de CytlA que se muestran 

de manera esquemática en la figura 13 y se cnlistan en Ja tabla 15, todas las construcciones 

de fragmentos de CytlA con la secuencia de Cryl JA completa fueron positivas (figura 36 y 

37), mientras que las que tenían solo Jos dominio II y III de Cryl IA, no presentaron el 

mismo esquema. Solo CP4 (F2 + DII y lII de Cryl JA) y CPl2 (F6 + DIIl y III de Cryl IA) 

positivas. 

Nombre de la construcción Phísmidos que contiene Interacción 1 

CPl Fl/C7 Positiva 

CP2 FI/CIO Negativa 

CP3 F2/C7 Positiva 

CP4 F2/CIO Positiva 

CPS F3/C7 Positiva 

CP6 F3/CIO Negativa 

CP7 F4/C7 Positiva 

CP8 F4/CIO Negativa 

CP9 F5/C7 Positiva 

CPIO FS/ClO Negativa 

CPI 1 F6/C7 Positiva 

CPl2 F6/CIO Positiva 

CPl3 CytlA/C7 Positiva 

CPI4 CytlA/CIO Negativa 

Tnbla 15. Construcciones realizadas en pYESTrp2 de los diferentes fragmentos de CytlA 
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Fii.:ura 36. Selecciún en placa (llis·) de intcractuantes positi\'llS. Se contú con seis 

construcciones como controles ncgati\'os: 1 )Levudura L40 transfor111111Ja solo 

con el phlsmido pYESTrp2; 2) Le\'adura L40 transformada con el plásmido 

pYESTrp2+CytlA completa; 3) Levadura L40 transformada solo 

con el phlsmido pllybLex/Zeo; 4) Levadura L40 transformada solo 

con el phlsmido pHybLex/Zeo+ Cryl IA completa; 5) Levadura L40 cotransform

ada con los plásmidos pYESTrp2 y pHybLex/Zeo; 6) Levadura L40 nativa. Los 

resultados se muestran por triplicado. 

Las construcciones que llevan la toxina Cryl IA completa pueden interactuar con 

Cyt 1 A completa y con los diferentes fragmentos en selección en placa (figura 36). La 

coloración en ensayo de [3-galactosidasa, fue observada sobre todo con la construcción CP 1 

(figura 37). No obstante, resulta interesante ver que existen dos construcciones que 

contienen los dominios DII y DIII de Cryl IA que también muestran un resultado positivo 

(CP4 y CP12) tanto en selección en placa como en ensayo de [3-~g~al~a~ct~o~s~id~a?.s~·a~~~'f"tlrctri'1 
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significar que quizá Ja zona de unión es muy pequeña, y requiere de cierto plegamiento para 

poder desarrollarse. Eso explicaría la causa por la cual las demás construcciones no 

presentan reacción colorida en ensayo de f3-galactosidasa. 

Figura 37. lnlcrncluantes Jlosilivas Jlor ensuyo de J3-gulactosidasa. En este ensayo se 

ocuparon los mismo controles negulivo.~ mencionados en la figura 36. Adermls se 

ocupó un control de interacción positiva, la construcción RYOS, Jlroporcionada 

por el laboratorio del Dr. Jorge Nieto y 111 Dra. Alejandra Covarrubias (IBT) 

(recuadro pcqueilo parte superior derecha). Los resultados se muestran por triplicado. 
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5.3.3 Interacción proteína-proteína por detección de toxinas marcadas con FITC 

(microscopía de fluorescencia) e11 intestino de A. aegypti. 

-- --- --- -- -
Otra manera de visualizar interacción proteína/proteína entre Cry y Cyt, puede ser 

simulando el ambiente in vivo e intentando visualizar qué ocurre en presencia de las 

proteínas y lípidos de la parte apical del intestino medio de la larva. Para este propósito, se 

desarrolló un experimento de localización de la toxina Cryl IA marcada fluorescentemente 

en el intestino de A. acgypti. La toxina Cryl IA marcada con FITC fue proporcionada por el 

Dr. Raúl Miranda Casoluengo. Con esta toxina se alimentó a larvas del 4o. estadio de A. 

acgypti por un lapso no mayor de 2 horas, a una dosis de 400 ng/ml. Posteriormente se 

extrajo el intestino y se visualizó el patrón de fluorescencia. 

El intestino disectado que estuvo en contacto con Cryl IAr:rrc, mostró un patrón de 

fluorescencia básicamente en la zona anterior (cacea) y posterior del intestino (figura 39), 

en comparación con el control en ausencia e.le toxina (figura 38). 

Parte 
posterior 

Parte 
posterior ... 

Figura 38. Intestino control 

Figura 39. Intestino con Cryl IA~·i H' 
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Como se ve en la figura 39, la zona que mayor fluorescencia en verde bajo la 

presencia de Cryl IAFITC fue básicamente la parte anterior (cacea) y la parte posterior del 

intestino. Para observar el efecto de la presencia de CytlA en la unión de Cryl lArtTc, se 

alimentaron larvas con ambas toxinas (Cryl JA marcada y CytlA fría) en dosis 

equimolcculares de ambas ( 400 ng/ml). Se observó que la fluorescencia incrementó 

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

podemos concluir que la toxina Cyt 1 A favorece la unión de Cry 11 A al intestino de A. 

aegypti, resultado que correlaciona perfectamente bien con los datos de unión en 

suspensión, y los resultados de unión secuencial de CytlA y Cryl IA a VMMAs 

previamente mostrados. 

Parte 
anterior 
(cacea) 

Figura 40. Intestino con Cryl IAHn· + CyllA 

Parte 
posterior 

Los resultados de microscopía de fluorescencia, en conjunto con los mostrados en 

sistema de dos híbridos y ensayos de tipo ligand blot, apoyan la idea de que las toxinas 

Cry 1 1 A y Cytl A, tienen una alta capacidad de interacción. La interacción entre las toxinas 

Cry 1 1 A y Cyt 1 A podría ser un paso clave en el mecanismo sinérgico observado entre éstas 

toxinas. 
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6. DISCUSIÓN 

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. Años 

más tarde, en 1994, Wu en colaboración con Fcdcrici, clonó y expresó los genes que 

codificaban para Cryl JA y CytlA en cepas acristalíferas de Bt. De esta manera, lograron 

determinar las LC50 para cada toxina de forma individual, y luego en combinaciones en las 

cuales se usaban radios de proporciones distintas, que iban desde cantidades 

equimolccularcs hasta excesos 1 O veces mayores de una toxina con respecto a la otra. En 

todos los casos, observaron que existía un efecto sinérgico marcado cuando se utilizaban a 

las dos toxinas en conjunto. Un año más tarde, Crickmorc et al., 1995 y Poncct et al., 1995, 

también realizaron experimentos de este tipo, pero además incluyeron combinaciones de las 

otras dos B-cndotoxinas de amplia proporción en Bti: Cry4A y Cry4B. Con esto fueron 

capaces de establecer dosis letales medias para las diversas toxinas de Bti en combinación, 

y demostrar que de todas las mezclas posibles, una de las más tóxicas siempre resultaba la 

de Cryl IA+CytlA, sobre todo para A. aegypti. Por nuestra parte, los bioensayos realizados 

en este trabajo, además de apoyar aun más el proceso de sinergismo, también demuestran 

que a dosis totalmente inocuas de una y otra toxina, se ejerce un incremento notable en 

toxicidad, pues la combinación de Cry+Cyt es JO vece~ rtlás tóxi.ca que la de la toxina 

CytlA sola y 2 veces más tóxica que la de Cryl JA sola, lo cual fue la observación inicial 

para el desarrollo del resto del trabajo. 

Por otro lado, analizando el comportamiento de las proteínas en cuanto a su 

mecanismo de acción, corroboramos que el procesamiento de la toxina Cry11A por medio 

de tripsina genera fragmentos de 36 y 32 kDa (figura 20), aproximadamente. Estos dos 

fragmentos están asociados conjuntamente, formando un hcterodímero (Dai y Gill, 1993), 

que por ensayos de unión con VMMAs de Cu/ex pipiens, demostró ser biológicamente 

activo y capaz de unirse a la membrana (Yamagiwa et al., 2002). Esto mismo observamos 

nosotros con el uso de VMMAs de A. aegypti (figuras 22 y 26). Por otra parte, la 

activación de la protoxina soluble de CytlA genera fragmentos de aproximadamente 25 
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kDa (figura 20). Por análisis de SDS-PAGE y secuenciación del amino N-terminal, Said et 

al., en 1995, observaron que Ja toxina CytlA se procesa de forma similar en ambos 

extremos cuando se ocupa proteinasa K o jugo gástrico de mosquito. La tripsina, por el 

contrario, procesa a CytlA predominantemente solo en el N-terminal. Este procesa.111fonto 

no basta para la completa activación, pues en ensayos citolíticos in vitro sobre líneas 

celulares de A. aegypti y ensayos hemolíticos contra eritrocitos de rata, se demostró que la 

toxina CytlA procesada por ambos extremos era la forma más activa (Said et al., 1995). 

Esto mismo observamos en este trabajo, pues la toxina CytlA tripsinada no se unió 

reproduciblemente a VMMAs de A. aegypli (dato no mostrado), a diferencia de la toxina 

Cyt 1 A activada con proteinasa K (figuras 22 y 26). Lo cual concuerda con obsenlaciones 

previas de que Cytl A debe ser perfectamente procesada por ambos extremos (amino y 

carboxilo) para que pueda ejercer su actividad in vilro. 

A la fecha, hay dos modelos propuestos para explicar la acción de las toxinas Cyt. 

En uno de ellos se propone la formación de monómeros 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 ejercen su efecto a través de una acción tipo 

detergente menos específica, en donde agregados de CytlA destruyen completamente la 

membrana (Butko et al., 1996). Los resultados obtenidos a través de ensayos de unión en 

suspensión, demuestran que la toxina CytlA no se une específicamente a VMMAs de A. 

aegypti, por lo que la presencia de un receptor de membrana para Cyt no es sostenible. 

Aparentemente la toxina Cyt 1 A presenta una enorme afinidad por membranas. Lo anterior 

explicaría la total inespecificidad obtenida en los ensayos de competencia homóloga de 

Cyt 1 A (figura 26) y hetcróloga (figura 28) utilizando como competidor a Cryl 1 A. 

La idea de que las toxinas tipo Cyt, son altamente afines a lípidos fue propuesta 

desde 1989, cuando Knowles et al., demostraron la formación de canales selectivos a 

cationes en bicapas lipídicas planas. Este dato fue posteriormente sustentado por Butko et 

al., en 1996 y 1997. Esto explicaría el porqué, al realizar competencias de unión homóloga 

(figura 26) y heteróloga (figura 28), Cyt no muestra desplazamiento por toxina fría. Esta 

toxina no se une específicamente a algún receptor proteínico de las VMMAs de A. aegypti, 
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sino más bien, es capaz de interaccionar con algún componente de membrana de amplia 

distribución, como podría seralgún lípido, Jo q1.1e conllevaría a la explicación de que aun y 

con excesos de toxina fría (Cry o Cyt), CytlA podría unirse a la membrana. 

Por experimentos tipo ligand blot, Fons et al'., en 1995, demostraron que Ja proteína 

Cryl JA se une a proteínas de 148 kDa en Anopheles stephensi y a una de 78 kDa en Típula 

o/erac:ea, además de mostrar alta interacción con proteínas de 48 a 100 kDa de especies de 

lepidópteros como Manduca sexta; Sin embargo,<ensu forma tripsinada, no se observó 

absolutamente ningún patrón de unión a VMMAs por ligand blot. Sin embargo, Krieger et 

al., en 1999, y posteriormente Buzdin et al., en 2.002, demostraron que la toxina C~l iA 

activada en el hetcrodímero previamente descrito, es capaz de unirse a proteínas de 65 y 62 

kDa de VMMAs de A. aegypti. Estas evidencias concuerdan con nuestro ensayo de ligal1d 

blot (figura 32), ya que nosotros también observamos unión de. Cryl JA .acti~adá ccm. 

tripsina a dos proteínas de 62 y 65 kDa de A. aegypti. La razón de un caml>io de ~at'r~n de· 

unión tan marcado de la misma toxina entre una especie de mosquito y otra, podría deberse 

a la alta diversidad que presentan Jos diferentes mosquitos entre sí, Jo cua_I sugiere Ja 

posible presencia de distintos receptores en las diferentes especies de mosquitos. Esto 

explicaría el porque se ha observado que las toxinas Cry no matan igual a Aedes sp. que a 

Anophe/es sp. ó Cu/ex sp en bioensayos. De manera similar otras toxinas mosquiiocidas 

como las Bin de B. sphaeric:us, tienen fuerte acción insecticida solo contra CuÍex sp:, siendo 

prácticamente inocuas para Aedes sp. 

Por otro lado, y comparando con las toxinas Cry activas c_onl~a)l_epidÓpieros, Jos 

receptores reportados para dichas toxinas son principa_Jmente. dos:)~ a~iribpepticlasa (120 

kDa) y la caderina (21 O kDa). En el caso de dípteros, y coricret~enie dé A. aegypti, 

estaríamos hablando de proteínas poco relacionadas con las de ICpiclÓptéfós, lo que sin duda 

es importante, pues podría significar que en el caso de toxinas de Bti, la interacción con el 

receptor dentro del mecanismo de acción varía significativamente. Además, 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 lepidópteros ó coleópteros. De 

hecho, no hay reportes de que la toxina Cyt se una a VMMAs obtenidas a partir de 
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intestinos de dichos insectos. No obstante, podemos pensar que no sería extraño que CytlA 

tenga la capacidad de unirse a membranas de insectos fuera del orden Diptera; ·pero eso 

demostraría que no basta con que Cyt se una a membrana para que ejerZ!l su papeltóxico y 

cooperativo con otras foxinas Cry: 

Una de las principales características de todas l.as subespecies. de Bt qÚe matan 

mosquitos, como Bti, es que siempre cuentan con una proteína tipo Cyt en su cuerpo 

paraesporal (Crickmore el al., 1998). ¿Sería posible entonces pensar que la presencia de . - ·- -· -- . -

receptores específicos para Ci)'l I A, son fundamentales para que Cyt ejerza su, actividad?, 

¿sólo los receptores de mosquitos desencadenan la acción de Cyt? ¿por eso Cyt no ejerce 

sinergismo con toxinas tipo CrylA activas contra lepidópteros? ¿les falta a esfos insectos 

algún componente importante que desencadene la acción de Cyt y que nunca falte en 
'. ; .·'·: :,·. 

membranas de mosquitos?. Es dificil contestar las preguntas anteriores,ymás.si P.ensaínos 

que el cristal producido por Bti está conformado por varias proteínas insecticidas, y no solo 

por las que aquí hemos trabajado. Pero nuestros resultados dan idea de que lá relación de 

Cry y Cyt va más allá de su mera presencia en Bti, y que incluso, posiblemente, los 

componentes de membrana apical del intestino medio de mosquitos estén involuc.rados en 

ayudar ni sinérgico. Lo anterior es una buena forma ·de comenzar a disectar el amplio 

panorama que involucra el estudio molecular del sinergismo. 

Otros datos de unión de toxinas de acción mosquitocida, fueron publicados por 

Krieger el al., en 1999, en donde se observó que tanto Cryl JA como Cry4B se unen con 

alta especificidad a VMMAs de A. aegypti, y además, son capaces de competir entre ellas 

por los sitios de unión en VMMAs. Este resultado, aunado a los que se obtienen en este 

trabajo con Cry 11 A (figuras 22 y 24), demuestran claramente que la especificidad de unión 

está dada por las toxinas Cry, siendo Cyt, altamente inespecífica. 

Los experimentos de unión secuencial, en donde existe una clara diferencia entre el 

patrón de unión que muestra Cryl JA biotinilada en VMMAs preincubadas con toxina 

Cyt 1 A frfo y siri preincubar- (figura 30), indican cjtie efectivamente, la toxina Cyt tiene la 

facultad de facilitar la unión de la toxina Cryl IA. Además, si la toxina Cyt es capaz de 
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unirse inespccíficamcnte a lípidos, una vez inmersa en la membrana, podría ser capaz de 

ayudar a las toxinas Cry a internalizarse, lo que explicaría el porqué en presencia de Cyt el 

fenómeno de resistencia a toxinas Cry es revertido en Cu/ex quinquefasciatus (Wirth et al., 

1997), y también explicaría el porqué el patrón de unión de Cryl lAFITC se incrementa 

notablemente cuando alimentamos a las larvas con toxina Cryl lA marcada en presencia de 

toxina Cyt 1 A sin marcar (figura 40). De esta manera, somos el primer grupo que presenta 

datos conclusivos en experimentos de unión en suspensión y de microscopía de 

fluorescencia que apoyan la hipótesis de que CytlA facilita la unión de CryllA en 

VMMAs de A. aegypti. 

En cuanto al proceso de formación de poro, es importante mencionar que la 

determinación de cambios de potencial de membrana que se realiza con el colorante 

fluorescente dis-C3-(5) en VMMAs de A. aegypti, está basad.o en c.ambios provocados 

debido a apertura de canales iónicos. El cambio de potencial de membrana es rriayor si el .. 
poro que se abre es altamente específico y solo transporta un tipo de iones (positivos ó 

negativos), por ejemplo, las toxinas tipo Cryl activas contra lepidópteros son 

principalmente catiónicos. Sin embargo, si ambos tipos de iones son transportados al 

mismo tiempo por un canal, el cambio de potencial sería poco significativo de la capacidad 

de transporte, de ese canal. De ahí que los cambios de permeabilidad a K+ registrados por la 

técnica del potencial de membrana, sean una medida indirecta del proceso de formación de 

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

En nuestro caso, se observó que tanto Cry l l A como Cyt l A son capaces de ejercer 

un cambio en el potencial de membrana a una concentración de 100 nM (figura 33a). El 

valor de la pendiente que generó Cryl lA fue de 0.505, mientras que para CytlA fue de 

0.452. La combinación de ellas, a dosis mucho menores (0.1 nM de Cryl IA y 1 nM de 

Cyt 1 A), genera un nivel parecido de formación de poro (cercano al de 100 nM) con una 

pendiente de 0.489 (figura 33b). Sin embargo, aunque este es un claro indicio de que existe 

un proceso de permeabilización provocado por las toxinas y que la combinación Cry+Cyt 

es efectiva, no permite demostrar el efecto sinérgico, pues individualmente, Cryl lA a una 

dosis de 0.1 nM es capaz de inducir la formación de poro, generando una pendiente de 
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0.305, mientras que CytlA a una dosis de 0.01 nM genera una pendiente de 0.399. Si el 

efecto de potencial de membrana fuera lineal respecto a la concentración de la toxina 

aplicada y Ja combinación de Cry+Cyt fuera sinérgica, tendríamos que observar que la 

pendiente resultante rebasara Ja suma teórica de 0.704, Jo cual, no fue observado. 

A Ja fecha, no se tienen reportes de ensayos de formación de poro con Cryl IA, pero 

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

inespccífica cuando actúa sobre liposomas sintéticos, pues es capaz de liberar el c.ont(!ni?,o 

total de las mismas. Tomando en cuenta Jo anterior, es que proponemos que eri·estudio.s 

posteriores, se adopte otro tipo de determinación de canales iónicos para estudiar el efecto 

de dichas toxinas, como podría ser el uso el sistema de liberación de calceína, propuesto 

por el mismo Butko (1996) ó el análisis de inserción de las toxinas Cryl IA y CytlA en 

bicapas planas. Estos métodos son mucho más específicos que el utilizado en este tra,bajo, 

pues tienen Ja ventaja de determinar Ja formación de poro en correlación directa con Ja 

liberación de calceína ó con la corriente registrada en el momento de api;:rtura de un canal. 

En cuanto a Jos datos de interacción entre Cryl lA y CytlA, se ha reportado que las 

mutaciones que suprimen la toxicidad de Cyt in vivo y la unión a fosfolípiclo~ invitro, 

mapean en las asas que unen a 134 con 135, 136 con aE, a.E con 137 y a.D con 134 (figura 7), 

esto a través de mutaciones que hacen a las asas menos hidrofílicas ·(cambiando 

aminoácidos cargados por alanina) ó más rígidos (incorporando prolinas). Por lo tanto, se 

propone que el mecanismo de formación de poro de las toxinas Cyt involucra un 

movimiento de bisagra de las hélices a.C y a.D alrededor de las asas, seguido de la 

inserción de las largas cadenas 13 anfifílicas (¡35, 136 y ¡37) dentro de la bicapa, dejando a las 

hélices expuestas sobre Ja superficie de membrana, listas para poder interactuar con otra 

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

Nosotros demostramos que Cryl IA puede interactuar con CytlA en ensayos tipo 

ligand blot (figuras 34 y 35), por lo que diseñamos experimentos para sustentar esta 

interacción. La primera estrategia fue el sistema de dos híbridos en levadura, en donde se 

observó que las construcciones de Cyt 1 A F2 y F6 interactúan positivamente con lo.s.Dlby 
~; 
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IlI de Cryl lA (figuras 36 y 37), por lo que podemos deducir que la parte importante en el 

proceso de unión Cry-Cyt, se encuentra en la región que une a la a.D con la 137, pues en la 

construcción que solo contenía la porción a.C-aD, sin asas (CPlO) no hay _interacción 

positiva. En cambio, las construcciones CP4 (DII y lII de Cryl JA + frágmento Fr i:le 

CytlA) y CP12 (DII y IlI de Cryl lA +fragmento F6 de CytlA) que si llev~ estas asas 

son las que presentan interacción positiva. 

La construcción CP8 también Ileva el asa entre aD y j34)perono interaccionó. Es 

importante mencionar que esta construcción incluye ala hoja f33, que en la toxina nativa se 

aparca con puentes de hidrógeno con la 137. El hecho de que la hoja 133 se encuentre en el 

extremo N-tcnninal en este fragmento y esté fuera del contexto de proteína entera, podría 

resultar en una estructura alterada que no fuera capaz de interactuar con los dominios lI y 

llI de Cry 11 A. Lo mismo ocurriría con la construcción CP6, que contiene de 131 a 135 de 

CytlA y DII y IlI de Cryl lA. Esta construcción también lleva el asa entre a.D y f34, pero 

por razones similares a CP8 su interacción fue nula, ya que la 133 no tendría pareja para 

interactuar y estructurarse. Esto podría apoyar la idea, de que efectivamente, las hojas f35 a 

7 se insertan en la membrana, mientras que el asa que conecta a a.D con 134, quedaría 

expuesto en la membrana y disponible para la unión con el DII y IU de Cryl lA, aunque no. 

hay que descartar que los otras asas, hacia el C-tcrminal, como la que une 134-f35, la que une 

f36-aE y la que une uE-f37, también puedan ser sitios importantes de interacción proteína

proteína, e incluso, podrían considerarse más representativos que el asa entre a.D y f34, pues 

solo en aquellas construcciones en donde estaban presentes dichas asas siempre hubo 

interacción. La importancia que pudieran llegar a tener cada uno de las asas en el proceso 

de interacción proteína-proteína, solo podrá confirmarse haciendo construcciones aun más 

pequeñas de las asas y clonarlas en los plásmidos correspondientes para intentar un nuevo 

sistema de dos híbridos ó elaborando péptidos sintéticos que mimeticen las asas entre a.D y 

134, entre 134-135, entre 136-a.E y entre a.E-f37, para luego ocuparlos en ensayos de unión en 

suspensión o de unión de ligando y verificar los cambios obtenidos en competencias 

homólogas y heterólogas en la unión a VMMAs. 
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Sin embargo, aunque los resultados involucrando DII y DIII son muy claros, existe 

todavía el hecho de que todas las construcciones de fragmentos de CytlA cuando 

interactúan con la toxina Cryl l A completa, resultaron positivas. Posiblemente, en este 

caso, pudiera pensarse que el sitio de interacción entre el asa aD y 134, no es~el úrifoo capai 

de interactuar, y que probablemente existan más sitios de unión a Cryl IA que involucren al 

dominio 1, lo cual no sería nada raro, pues ya se tienen reportes de que la t.oxinas CrylA 

interactúan con 2 diferentes receptores: aminopeptidasa tipo N (Garczynski et al., 1995) y 

caderina (Vladamudi et al., 1995), y que Ja interacción puede ser muy compleja. Por 

ejemplo, la toxina CrylAb se une a caderina en VMMAs de Manduca sexta a través de dos 

diferentes sitios: la a8 y el asa 2 de dominio JI (Gomez et al., 2003). Además, no debemos 

pasar por alto, el hecho de que las construcciones de fragmentos de CytlA cuando 

interactúan con la toxina Cryl JA completa, en el ensayo de 13-galactosidasa, no reproducen 

su patrón de coloración de manera palpable, por lo que no hay que descartar 'que 

posiblemente algunas de estas construcciones pudiera ser artefactos de ensayo. En dado 

caso, sería conveniente realizar nuevas construcciones de Cryl lA incluyendo solo el 

dominio 1 y clonarlo en levadura para visualizar si existe interacción con los diferentes 

fragmentos de CytlA. Así mismo, se podría continuar con la fragmentación de la región de 

CytlA que determinamos como interactuante ó sintetizar péptidos sintéticos de la región 

señalada para realizar ensayos de unión en suspensión y ligand blot con el fin de visualizar 

posible competencia. Otra opción viable sería Ja realización de mutaciones puntuales en las 

asas de 134 a 135, de 136 a aE, aE a 137 y principalmente, de aD a 134 para _su posterior 

análisis por ensayos de toxicidad, de unión e incluso ensayos de formación de poro. 

La inmunolocalización de Cryl lA y CytlA realizada en 1993 por 

Ravoahangimalala et al., utilizando como sustrato al insecto vector a Anopheles gambie 

demostró que tanto una como otra toxina, se unen con mayor afinidad a la cacea gástrica y 

a la parte posterior del intestino, pero Cytl A también presentaba unión en la parte media 

del intestino. Sin embargo, estos investigadores no realizaron estudios de unión secuencial 

o mezclas de toxinas para observar el efecto conjunto de las mismas. Nuestros ensayos de 

microscopía de fluorescencia, por su parte, muestran que efectivamente la toxina Cryl JA 

individualmente se une a la parte anterior y posterior del intestino de manera específica 
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(figura 39), pero que dicho patrón de fluorescencia se incrementa notablemente a todo lo 

largo del intestino cuando se alimenta a las larvas con Cryl lA marcada .en presencia de 

Cyt 1 A fría (figura 40). Lo que sustenta el hecho de que Cyt favorece la unión de Cryl IA. 

El proceso de agregación tanto de las toxinas Cyt (Promdonkoy y Ellar, 2003), 

como de las Cry ha sido documentado (Soberón et al., 2000; Güereca el al., 1999). Sin 

embargo, no se sabe aun de la posible fonnación de agregados entre Cry-Cyt, que pudieran 

tener algún efecto importante sobre el mecanismo de acción. Los ensayos de ligand blot y 

de dos hibridos que muestra este trabajo, podrían ser el primer indic.io de que dichas 

formaciones pueden ser posibles. Un experimento que proporcionaría infonnación sobre la 

existencia de un complejo Cry-Cyt, es la inmunoprecipitación de las proteínas nativas. En 

este experimento se incubarían ambas toxinas y se inmunoprecipitarían con un anticuerpo, 

por ejemplo anti-Cryl lA. Posterionnente se detennina la cantidad de toxina Cyt que fue 

coprecipitada de Cryl 1 A, por medio de ensayos tipo Western blot utilizando anticuerpos 

específicos. Al mismo tiempo, podría hacerse un experimento en el que se incorpora CytlA 

a las VMMAs de A. aegypti ó con liposomas. Ambas membranas se incubarían con 

Cryl JA y finalmente se solubilizarían con CHAPS al 0.5% para inmunoprecipitar Cyt y 

analizar la coprecipitación de Cryl JA. De esta manera, se podría tener infonnación sobre 

con qué Cyt interactúa mejor Cryl lA, con la nativa soluble o con la nativa incorporada en 

membranas. 
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7. CONCLUSIONES 

Las conclusiones a las que se llegó a partir del trabajo expcri111ent1.tl se enlistan ª. 
continuación: 

1. Por bioensayos con larvas del 4° estadío de A. aegypti se comprobó la capacidad 

sinérgica entre Cryl IA y CytlA. 

2. Tanto Cryl JA como CytlA son capaces de unirse a VMMAs de ,4. fiCgypti. La 

diferencia es que la primera se une de manera específica (a proteínas de PM. de 62 y 

65 kDa) y la segunda de manera totalmente inespecífica. 

' 1 

3. La preincubación de VMMAs de A. aegypti con CytlA, favorece la unión de la 

toxina Cryl IA, al mismo tiempo que compite con esta toxina por su sitio de unión, 

lo que de manera inversa no ocurre. Por lo tanto, la especificidad está dada· por 

Cryl IA. 

4. Por sistema de dos híbridos y ensayos tipo ligand blot se determinó que las toxinas 

Cryl lA y CytlA son capaces de interactuar entre sí.Sin.embargo, también se.vio 

que esta interacción proteína-proteína no es altamente específica, pues la toxina 

Cryl IA 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 entre todas las 

8-cndotoxinas producidas por Bt, lo cual, sería indicio de que no basta el 

reconocimiento proteína-proteína para 11evar a cabo el efecto sinérgico, sino que 

hace falta el análisis de muchos otros acontecimientos dentro del mecanismo de 

acción, como la formación de poro ó la posible oligomerización de las toxinas. 

5. Cuando larvas del 4° estadio de A. aegypti son alimentadas con Cryl lAFrrc se 

observó un patrón de fluorescencia primordialmente en la parte anterior (cacea) y 

posterior del intestino. Sin embargo, cuando se aliinentaron larvas del 4° estadio de 

A. aegypti con ambas toxinas (Cryl IAFITC y CytlA fría) el nivel de fluorescencia 
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cambió considerablemente, situándose a todo lo largo del intestino, por lo que 

apoyamos la idea de que la toxina CytlA ayuda a mejorar la unión de Cryl IA. 

6. Haciendo uso de la técnica de determinaCión de cambios en°' el poteffcialcde .. 

membrana a potasio como medida indirecta del proceso de forma.ción de poro, 

determinamos que tanto Cry11A como Cyt1A son capaces de formar poros iónicos 

en VMMAs de A. aegypti a dosis de 100 nM. 
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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 ello es que se propon<? continuar con el 

trabajo en base a las siguientes vertientes: 

1. Ensayo de sistema de dos híbridos con nuevas construcciones que iÍ1volucren solo 

DI de Cryl lA, con el objeto de verificar si la falta de interacción de los dominios II 

y 111 de Cryl lA con la toxina completa de CytlA y sus fragmentos, es por un. mal 

arreglo estructural, o porque la interacción se da específicamente en una región del 

dominio l. 

2. Se realizarán mutaciones sitio-dirigidas sobre la región aC-137 (principalmente en 

asas que conectan a 134-135, 136-aE, aE-137 y aD-134) para obtener mutantes que 

puedan presentar fallas en interacción con Cryl lA y en unión y formación de poro 

ocupando VMMAs de A. aegypti. 

3. Se desarrollarán estudios de permcabilización en membrana en vesículas 

unilamelares grandes (LUVs) y VMMAs de A. aegypti cargadas con calceína, para 

analizar la cooperatividad en el proceso de formación de poro entre Cryl IA y 

Cyt 1 A, tanto de forma individual, como conjunta, según Butko et al., 1996. 

' 
4. Ensayos de inmtinoprecipitación entre Cryl lA y CytlA, con el fin de demostrar la 

presencia de agregados entre Cry y Cyt. 

5. Síntesis de péptidos sintéticos de las asas que unen a 134 con 135, a 136 con aE, a aE 

con 137 y a aD con 134, para trabajar con ellos en ensayos de unión en suspensión y 

ligand blot. Esto con el fin de reconocer el área mínima que une a Cytl A con 

VMMAs de A. aegypti y también el área de interacción mínima entre Cry-Cyt. 
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6. Realización de nuevos ensayos de fluorescencia haciendo uso de microscopía 

cofocal y utilizando como marcador fluorescente Alexa Flúor, que pennite una 

mejor observación de unión de toxina marcada. Esto con el objeto .df! o~servar la 

unión de toxina marcada no solo a nivel superficial, sino a través:décortes int~mos;~ 

7. Ensayos para determinar la sensibilidad de células sF9 y de iritesiino"de:l.Faegypti a 

CytlA y a Cryl JA, tanto de manera individual como coiiju~~;\p;a establecer un 

nuevo modelo de análisis del sinergismo. 

8. Usando anticuerpos policlonales específicos hacia Cryl JA y CytlA, se analizará 

por microscopía de luz, el patrón de unión de las toxinas a la microvellosidad apical 

del intestino medio de A. aegypti embebidos en parafina, así como la posible 

internalización de una de las toxinas ó de ambas. Esto con el fin de identificar la 

posible cooperatividad entre las toxinas Cry y Cyt. 
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10.1 Medios de cultivo. 

10.1.1 Medio LB (Luria-Bertani) 

10. ANEXOS 

Medio para sembrar y mantener las cepas de Bt y E. coli. 

Volumen final: l t. 

A 950 mi de agua destilada agregar: 

Bacto-tri ptona 

Bacto-extracto de levadura 

NaCI 

Bacto-agar (solo para medio sólido) 

10 g 

5g 

10 g 

20 g 

Disolver los tres primeros reactivos en el agua. Posteriormente ajustar el pH a 7.0 

con NaOH 5 M (:: 0.2 mi). Aforar el volumen de la solución a 1 t con agua destilada. 

Agregar el agar (en caso de ser necesario) y esterilizar por autoclave por 20 minutos a 15 

lb/sq. Una vez que el medio se ha enfriado, puede agregarse el antibiótico correspondiente 

en la concentración adecuada. Por ejemplo, la concentración de la cepa de Bt CG6 es de 25 

~tg/ml de eritromicina; mientras que para la cepa de Bt 4Q7 es de 1 O µg/ml de eritromicina. 

10.1.2 Medio mínimo SP 

Medio para favorecer la csporulación de las cepas de Bt. 

Volumen finaJ:.1 t 

A 950 mi de agua destilada agregar: 

Caldo nutritivo 

MgS04 

KCI 

Stock 1 

MnC)z · 4 H20 (disolver 0.198 gen 100 mi de agua) 

106 

8g 

0.25 g 

1 g 

1 ml 
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Stock 2 2ml 

FeS04 • 7 H20 Jdisolver 9;15 gen 250 mi de agua) . 

1-hS04 (tomar 7 mi de un stock. J N 1mra 250 mi de agua) 

Stock 3 · · Trol·. 

CaCh · 2H20 (disolver 9.8 gen 100 mi de agua) 

Bacto-agar (solo para medio sólido) 20 g 

Disolver todos los reactivos (a excepción del · agar) en el agua. PosteriC>rmente 
. . . 

ajustar el pH a 7.0 con KOH 5 M. Aforar .el volumen. de la solución a 1 t con agua 
'. . ' 

destilada. Agregar el agar (en caso de ser necesario) y esterilizar por at1to~lave por 20. 

minutos a 15 lb/sq. Una vez que el .. m~dio se. ha enfriado, puede agreg~r~e;el antibiótico 

correspondiente en la concentración adecu11~a; 

10.J.3 Medio YPDA 

Medio para mantener las cepas de levadura. 

Volumen final: 1 t 

A 600 mi de agua destilada agregar: 

Extracto de levadura· 

Bacto-peptona 

Bacto-agar 

10 g 

20 g 

20 g 

Disolver todos los reactivos (a excepción del agar) en el agua. Ajustar el volumen 

de la solución a 890 mi con agua destilada. Agregar el agar (en caso de ser necesario) y 

esterilizar ¡for autoelave por 20 minutos a 15 lb/sq. Una vez que el medio se. ha erifri.ado, 

agregar 10 mi de .'stock j OOx de adenina (0.5 g de sulfato de adeniria en 50 Írll de agua 

destilada) y 100 mi d~ solución de dextrosa al 20%. Ambas soluciones se deben en~o~trar 
previamente esterilizadas. También se puede agregar antibiótico si se requiere. 
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10.1.4 Medio mínimo SD 

Medio para la expresión de posibles candidatas positivas de levadura en sistema de 

dos híbridos. 

Volumen final; l t. 

A 950 mi de ag11a destilada agregar: 

Base de. n_itrgg(!})O Pli~~ levad~a (YNB) 

Dextrosa 

Bacto-agar 

6.7 g 

20g 

20 g 

Disolver todos los reactivos(a excepción del agar) en el agua. Ajustar el volumen 

de la solución a 1 t. con agua destilada. Agregar el agar (en caso de ser nec;esario) y 

esterilizar por autoclave por 20 minutos a 15 Jb/sq. Una vez que el medió ~Se ha enfriado, 

agregar Jos aminoácidos corr~spondientes, así como el antibiótico, sise r~qUiere. 
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l 0.2 Bases del análisis Pro bit. 

Los biocnsayos realizados con Bacillus thuringiensis se fundamentan en los 

siguientes tres postulados básicos: a) un individuo manifestará el efecto esperado al 

administrarle una dosis determinada de la toxina; b) dicha dosificación variará de un 

individuo a otro; c) y el efecto sobre una población de individuos mostrarálímites mínimos 

y máximos de dosificación. En otras palabras, el efecto de una dosis sólo podrá ser válido si 

se mide sobre una población homogénea de individuos. El rango de dosis mostrará un 

umbral en el que la dosis mínima de ese umbral causará el efecto deseado a un mínimo de 

la población probada, mientras que la dosis máxima de ese umbral causará el efecto 

esperado a un máximo de la población. Esto implica que si se desea establecer una relación 

entre las dosis probadas y la mortalidad causada por las preparaciones de Bt, cada dosis 

deberá probarse con una población representativa de individuos tal que refleje los efectos 

reales de la 5-endotoxina. De esta forma, los datos podrán ser analizados estadísticamente y 

se podrá estimar un parámetro estadístico que represente, con un nivel de probabilidad 

dado, la toxicidad de la preparación en prueba. 

La correlación entre las diferentes dosis de un agente tóxico con sus consecuentes 

porcentajes de mortalidad no es del tipo lineal, sino una línea sigmoidea extendida; es decir, 

la sección de la curva correspondiente a las dosis máximas y a las mortalidades máximas se 

extienden a la derecha, provocando que la curva se muestre asimétrica (figura 41 a). Un 

primer intento de equilibrar la curva se obtiene al transformar las dosis probadas en el 

bioensayo a logaritmos. Si bien el resultado sigue siendo una curva sigmoidea, ésta se hace 

asimétrica en sus regiones asintóticas (figura 41 b ). 
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Figura 41. Rclnción teórica entre la dosis de un 11gente tóxico y la mortalidad c1111sada 

en 111111 pobl11ción de insectos. A) Lns dosis 110 han sido transformadas. 

B) las dosis han sido trunsform11das a Log. 

Por otro lado, una curva sigmoidea simétrica también representa la respuesta 

acumulada de una población con distribución normal. En otras palabras, la distribución de 

mortalidad de una población puede ahora representarse por el área contenida en una 
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campana o curva de Gausse, en dónde, el 50% del área (la media) coincide con el punto 

medio de la curva y con cero unidades de desviación estándar. En una distribución normal, 

las desviaciones estándar se distribuyen aritméticamente en la abscisa de la curva, 

representando un área específica. Así, el cero representa 50% del área, el 1 el 84%, el -1 el 

15.9%, el 2 el 97. 7%, el -2 el 2.3%, y así sucesivamente (figura 42). En otras palabras, si 

equiparamos la mortalidad con el efecto acumulativo de las desviaciones estándar de una 

curva normal, entonces podemos representar aritméticamente a los porcentajes de 

mortalidad, lo cual significa que la curvatura causada por la distribución de la mortalidad 

puede transformarse en una línea recta si a su vez se transforman los porcentajes en 

unidades de desviaciones estándar. 

Figurn 42. ()ispersión de la desviación estándar dentro de una distribución normal, 

y las 1\reas c¡ue cubren cada una de ellas en la curva. 

Con esta transformación, el 50% de mortalidad se convertiría en O, por lo que las 
' ' 

mortalidades menores al 50% estarían representadas por unidades negativas. Por esta razón, 

arbitrariamente se córre la eséala 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 así sucesivamente. Con esta modificación, 
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convenientemente se evita trabajar con números negativos. Estas unidades son las llamadas 

Probit, y al análisis de regresión entre las dosis transformadas a logaritmos y los 

porcentajes de mortalidad transformados a unidades Probit, se le conoce como análisis 

Probit (figura 43), el cual, relaciona las variables mediante la técnica de máxima similitud 

por pruebas de bondad de ajuste consecutivas, en vez de utilizar la técnica de mínimos 

cuadrados, propia de un análisis de regresión normal. Esto se debe al hecho de trabajar con 

unidades discretas (muerto o no muerto), en vez de continuas. Asimismo, la técnica de 

máxima similitud asegura la obtención de estimadores consistentes (como LC50=dosis que 

teóricmnente mata el 50% de la población bajo ensayo), no está propensa a sesgos y, sobre 

todo, es eficiente en muestras grandes y pequeñas. De esta forma se establece una relación 

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

Rincón, 2001 ). 
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Figura 43. Comparación gráfica entre los d11tos originales y tr11nsformados de una 

rcl11ción Dosis-mortalidad, y la llnc11 recta resultante. 
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Los principales parámetros resultantes de un análisis Probit son: el estimador medio 

(LCso), sus límites fiduciales, el valor de ji-cuadrada (X.2) y la pendiente de la línea de 

regresión. Al estimador medio generalmente se Je conoce como dosis letal media (LCso) o 

sea la dosis que teóricamente mata el 50% de la población bajo ensayo. Sin embargo, una 

dosis representa una determinada cantidad del elemento tóxico 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 comúnmente se exponen a concentraciones de 

toxina, desconociendo la cantidad precisa que ingiere cada individuo. Es por eso.que en las 

pruebas con Bt normalmente se estima la LCso. 

La precisión de los estimadores medios en el análisis Probit se refleja en la amplitud 

de sus límites fiduciales. Estos representan el rango o intervalo del estimador a: un 

determinado nivel de probabilidad (generalmente 95 ó 99%). Entre más estrecho sea este 

intervalo, más preciso y confiable es el estimador. La gráfica de los límites fiduciales 

(valores máximos y mínimos) de todos los valores de la línea de regresión no se observa 

como líneas 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 línea de regresión, es la LC50 el estimador más preciso, 

en cuanto que representa los limites fiduciales más estrechos. De ahí que se escoja al 

estimador medio como el parámetro estadístico que representa el nivel de toxicidad de 

algún agente, sobre una población y bajo las condiciones probadas. Es por esa razón que las 

pruebas con Bt tienen como principal objetivo estimar la LC50 de cada preparación, como 

punto de comparación entre cepas, entre productos formulados, entre cristales puros, etc., y 

es un parámetro el que dett:rmina si una cepa es más o menos tóxica que Jos estándares; si 

una población de insectos desarrolló o no resistencia a algún producto a base de Bt; o si a 

un lote de producción debe agregársele mayor o menor cantidad de ingredientes inertes, 

para estandarizar el nivel de actividad de un Jote comercial. 
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Figura 44. Representación grálica de los limites liduciales de la 

linea de regresión dosis-mortalidad. 

Existen dos parámetros adicionales importantes en el análisis Probit: la x_2 y la 

pi.:ndicnte. La primera es resultado de la técnica de máxima similitud, ya que se basa en una 

serie consecutiva de pruebas de bondad de ajuste de los datos observados contra los datos 

i.:spi.:rados, representados por los puntos que conforman la línea de regresión. El valor de la 

x.2 refleja el nivel de similitud entre los datos obtenidos del bioensayo y los representados 

por la línea de regresión ó teóricos. Es evidente que entre mayor sea esta similitud, más 

confiables serán los estimadores medios provenientes del análisis. Un valor mínimo de x_2 

i.:xprcsa una máxima similitud. En lo referente al valor de la pendiente de la línea de 

ri.:grcsión, éste refleja, adicional a la magnitud del efecto de la variable independiente (lag 

dosis), la utilidad del rango de dosis probada. En otras palabras, si la pendiente es muy baja, 
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debemos estrechar el rango de dosis en posteriores bioensayos y de esta forma distribuir los 

diferentes niveles de mortalidad más equilibradamente; por el contrario, si la pendiente es 

muy alta, esto significa que el efecto está concentrado en un espacio muy pequeño de la 

gráfica y es necesario ampliar el rango de dosis, con los mismos propósitos descritos 

anteriormente. 

Este razonamiento de prueba Probit es el que nosotros ocupamos para analizar 
- - -- - -- ,--- - . --_-___ - - - -

nuestros datos de bioensayo. A partir de la recta proveniente de graficar log de la dosis 

contra mortalidad en unidades Probit, determinamos qué valor de las abscisas corresponde 

a la ordenada 5, o sea, el 50% de la población que presentó efecto de muerte. Esa cantidad 

representa la dosis letal media LCso. Dicha dosis se obtiene por medio del programa POLO 

de LcOra para Windows. Este programa además de proporcionar el valor de LC50, 

proporciona un listado detallado de los límites fiduciales obtenidos, el valor de r! y la 

pendiente de la recta obtenida. 

A continuación, se muestran los resultados estadísticos desplegados por el programa 

POLO de LcOra para los bioensayos con Cyt!A, Cryl IA y Bti. 

POLO-PC 
© Copyright LeOra Software 1987 

Input file > CLACYT 
input: =CLAU 
input: *e 
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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dos e 
5000.00000 
4500.00000 
4000.00000 
3500.00000 
3000.00000 
2500.00000 
2000.00000 
1500.00000 
1000.00000 

500.00000 

log-dose 
3.698970 
3.653213 
3.602060 
3.544068 
3.477121 
3.397940 
3.301030 
3.176091 
3.000000 
2.698970 

subjects 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
40 

Chi-squared goodness of fit test 

responses 
40 
39 
34 
30 
21 
17 
14 
7 
5 
3 

resp/subj 
l. 000 

.975 

.850 

.750 

.525 

.425 

.350 

.175 

.125 

.075 

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

subjects responses expected Deviation probability Probit 

40. 
40. 
40. 
40. 
40. 
40. 
40. 
4 o. 
40. 
40. 

40. 
39. 
34. 
30. 
21. 
17. 
14. 

7. 
5. 
3. 

chi-square 40.292 
log(L)=-185.6 
heterogeneity 5.04 
LD10=1009.491 
LD50=2268.705 
LD90=5098.631 

35.779 
34.432 
32.611 
30.148 
2 6. 8 33 
22.442 
16.837 
10.252 

3.896 
0.334 

4.221 
4.568 
1.389 

-0.148 
-5.833 
-5.442 
-2.837 
-3.252 

1.104 
2.666 

.894466 

.860793 

.815270 

.753692 

.670824 

.561055 

.420932 

.256298 

.097401 

.008344 

degrees of freedom 8 
slope=3.644+-.330 
g(.95)=0.219 
limits: 425.195 to 1439.856 
limits:1665.777 to 2923.978 
limits:3747.610 to 10339.985 

STOP - Program terminated. 
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7.05 
6.04 
5.67 
5.08 
4.82 
4.61 
4.07 
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POLO-PC 
© Copyright LeOra Software 1987 

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

dos e 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 30 .750 
600.00000 2.778151 40 19 .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 .125 
100.00000 2.000000 40 2 .050 

Chi-squared goodness of fit test 

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

subjects responses expected deviation probability Probit 

40. 
4 o. 
40. 
40. 
40. 
40. 
4 o. 
40. 
40. 
40. 

4 o. 
37. 
34. 
30. 
19. 
15. 
13. 
10. 

5. 
2. 

35.340 
33.910 
31.999 
29. 445 
26.053 
21. 625 
16.066 

9.657 
3.607 

.302 

4.660 
3.090 
2.001 

.555 
7.053 
6.625 
3.066 

.343 
l. 393 
l. 698 
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.883494 

.847756 

.799976 

.736122 

. 651322 

.540631 

.401651 

.241427 

.090174 

.007543 

unit 
8.00 
6.48 
6.04 
5. 67 
4. 95 
4. 69 
4.56 
4.07 
3.87 
3.36 

of 



chi-square 28.900 
log(L)=-189.0 
heterogeneity 3.61 
LD10=207.528 
LD50=2268.705 
LD90=5098.631 

degrees of freedom 8 
slope=3.623+-.336 
g(.95)=.165 
limits: 106.062 to 284:266. 
limits: 366.426 to 579~272 

limits: 802.905 to 1861;181 

STOP - Program terminated. 

POLO-PC 
© Copyright LeOra Software 1987 

Input file > CLABTI 
input: =CLAU 
input: *e 
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 

dos e 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 . 87 5 
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 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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subj ects responses expected deviation probabili ty Probi t 

40. 
40. 
40" 
40. 
40. 
40. 
40. 
40. 
40. 
40. 

40. 
39. 

---- 36 .~--
35. 
32. 
25. 
20. 
17. 
14. 
10. 

chi-square 20.592 
log(L)=-194.2 
heterogeneity 2.57 
LDlO= 2.216 
LD50= 7.001 
LD90=22.122 

36.875 
36.131 
35.154 
33.850 
32.080 
29.630 
26.174 
21. 222 
14.154 

5.027 

3.125 
2.869 

.846 
1.150 

-0.080 
-4.630 
-6.174 
-4.222 
-0.154 

4.973 

. 921870 

.903268 

.878840 

. 84 6247 

. 801993 

.740756 

. 654362 

.530561 

.353846 

.125683 

degrees of freedom 8 
slope=2.565+-.256 
g(.95)=0.136 
limits: .867 to 3.508 
limits: 4.874 to 8.953 
limits:16.392 to 38.171 

unit 
8.00 
7.05 
6.28 
6.18 
5.84 
5.33 
5.00 
4.82 
4. 61 
4.33 

STOP - Program terminated. 
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