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Resumen

Las proteínas producidas por Bacillus thuringiensis son una alternativa para 

el control de diferentes ordenes de insectos plaga e insectos vectores de 

enfermedades. Estas toxinas son altamente específicas y hasta la fecha se ha 

demostrado que la especificidad y toxicidad depende de la interacción con 

proteínas receptoras en el intestino medio del insecto blanco, por lo que el estudio 

de los sitios de interacción entre las toxinas y sus receptores es importante para 

entender acerca del mecanismo de acción de estas toxinas, para su mejor 

aprovechamiento. 

En el caso de la toxina Cry1Ab ya han sido caracterizadas las regiones de 

interacción entre las asas 2, 3 y α8 del dominio II y el receptor caderina del 

lepidóptero Manduca sexta, sin embargo, no se han determinado si existen 

regiones del dominio III que interaccionen con los receptores de este insecto.

En este trabajo haciendo uso de la técnica de despliegue en fago logramos obtener 

anticuerpos scFv que reconocen el dominio III de la toxina Cry1Ab tomando como 

herramientas dos bibliotecas de anticuerpos inmunes contra la toxina Cry1Ab (una 

obtenida del bazo y una de la médula ósea). Tres de estos anticuerpos 

denominados como M15, M21 y M22 presentaron la capacidad de inhibir la 

interacción de la toxina Cry1Ab con el receptor aminopeptidasa, mientras que no 

inhibieron la interacción con el receptor caderina. Estos anticuerpos también 

presentaron la capacidad de neutralizar el efecto tóxico en larvas de M. sexta y en 

particular el anticuerpo M22 no presenta la capacidad de inducir la oligomerización 

a diferencia de los anticuerpos que reconocen al dominio II como el anticuerpo 

scFv73. El anticuerpo M22 reconoce un epítope que se encuentra expuesto tanto 

en el monómero como en el oligómero. Estos resultados sugieren que el papel del 

dominio III de la toxina Cry1Ab es el responsable de la interacción con el receptor 

aminopeptidasa.     
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Introducción

Características Generales

Bacillus thuringiensis (Bt) es el nombre que designa a una familia de 

bacterias que tiene como principal característica la producción de cristales 

proteicos durante su periodo de esporulación. Bt es miembro del grupo de Bacillus 

cereus, B. anthracis y B. mycoides, la característica que lo distingue son sus 

propiedades entomopatógenas (Helgason et al., 2000). El primer reporte sobre 

estas bacterias se llevó a cabo en Japón, donde se aisló a partir de larvas de 

gusano de seda (Ishiwata, 1901). Diez años después fue descubierta otra cepa en 

Alemania, aislada de larvas de gusano de maíz. Esta cepa fue descubierta en la 

provincia de Thuringia, por lo que se le nombró Bacillus thuringiensis (Berliner, 

1915).

Bt es una bacteria aerobia Gram positiva, formadora de esporas y cristales 

durante la fase estacionaria de su crecimiento. Sus principales nichos los 

constituyen el suelo, follaje de algunas plantas y el intestino de algunos insectos. 

Inicialmente fue reconocida como patógeno de insectos y esta actividad fue 

atribuida a los cristales que produce. Estas observaciones llevaron al desarrollo de 

bioinsecticidas para el control de ciertas especies de insectos pertenecientes a 

diferentes órdenes (Lepidópteros, Dípteros y Coleópteros), y recientemente se han 

encontrado cepas activas contra algunos otros órdenes (Hymenópteros, 

Homópteros, Orthópteros y Mallophagos) y contra nemátodos, ácaros y 

protozoarios (Feitelson, 1993, Crickmore et al., 1998).

La actividad entomopatógena de Bt se debe a los cristales que produce, los 

cuales están constituidos por proteínas denominas toxinas Cry y Cyt. Las toxinas 

Cry se caracterizan por ser altamente selectivas para los insectos blanco y hasta la 

fecha se han aislados más de 300 diferentes genes de toxinas Cry, los cuales 

constituyen un arsenal importante para el control de una amplia variedad de 

insectos plaga y de insectos vectores de enfermedades humanas. Por estas 

razones, las toxinas producidas por Bt son una alternativa para el reemplazo de los 
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insecticidas químicos, evitándose así el daño al ecosistema y el desarrollo de 

resistencia de los insectos a estas sustancias químicas (Feitelson, 1993).

Clasificación de las toxinas Cry  

Las proteínas Cry comprenden 40 subgrupos con más de 300 miembros. El 

criterio para incluir una toxina en la clasificación es: tener una identidad en la 

secuencia de aminoácidos con una o varias toxinas que se encuentran en la 

nomenclatura o ser una proteína paraspoidal de Bt que exhibe alguna actividad 

pesticida o algún efecto tóxico verificable experimentalmente hacia algún insecto 

(Crickmore et al., 1998). 

La clasificación de las proteínas Cry está basada en la identidad de la 

secuencia de aminoácidos. La nomenclatura es jerárquica y se definieron cuatro 

categorías de acuerdo al porcentaje de identidad entre las secuencias. Las líneas

verticales presentes en la figura 1 representan los límites en identidad que dividen

las diferentes categorías en la nomenclatura. El número arábigo designa la primera 

fila y corresponde hasta 45 % de identidad. 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 %. 

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

del 95 % de identidad. Es importante señalar que al hacer el análisis filogenético 

algunos grupos de secuencias mostraron tener distancias infinitas, lo que indicaba 

que estas secuencias eran muy diferentes y por lo tanto fueron tratadas como 

grupos independientes. Este es el caso de las toxinas Cyt, Cry6, Cry15 y Cry22 

(Crickmore et al., 1998).
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Figura 1. Árbol filogenético de las toxinas Cry. Las líneas verticales marcan las 

cuatro categorías utilizadas para la clasificación de las toxinas Cry (tomado de 

Crickmore et al., 1998). 
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Estructura de las toxinas Cry

A la fecha se han reportado las estructuras tridimensionales de seis toxinas 

Cry. Las toxinas Cry1Aa (Grochulski et al., 1995) específica para lepidópteros, las 

toxinas Cry3Aa (Li et al., 1991) y Cry3Bb1 (Galitsky et al., 2001) específicas para 

coleópteros, la toxina Cry2Aa con actividad dual para dípteros-lepidópteros (Morse 

et al., 2001) y la toxina Cry4Ba específica para dípteros (Boonserm et al., 2005).

El alineamiento de las secuencias de aminoácidos entre múltiples toxinas 

Cry ha indicado la existencia de cinco bloques altamente conservados que se 

localizan en las regiones centrales y de contacto entre los dominios, lo cual hace 

suponer que la estructura tridimensional está muy conservada (Höfte y Whiteley, 

1989). Las estructuras cristalográficas de las toxinas reportadas hasta el momento 

apoyan esta teoría pues muestran una topología muy similar compuesta por tres 

dominios (Figura 2) (Boonserm et al., 2005).

Dominio I

La parte amino teminal del fragmento tóxico comprende seis hélices 

anfipáticas (α-1, 2, 3, 4, 6 y 7) con una hélice central hidrofóbica (α5) las cuales 

constituyen el dominio I (Figura 3) (Grochulski et al., 1995). Este dominio es el 

responsable de la inserción en la membrana y formación de poro en el epitelio 

intestinal del insecto blanco. Además, este dominio presenta similitud estructural 

con otras toxinas bacterianas formadoras de poros como la colicina 1a y N, 

hemolisina E, el domino de translocación en membrana de difteria y la exotoxina 

de Psuedomona. El dominio formador de poro de la colicina A consiste de dos 

hélices centrales (α8 y α9) rodeada por ocho hélices α antiparalelas (Parker and 

Pattus, 1993). La formación de poro en la colicina A se lleva acabo por la inserción 

en la membrana  de las hélices hidrofóbicas α8 y α9 (Duche et al., 1994). Así 

mismo, la toxina de difteria entra a la membrana por medio de un asa localizada 

entre hélices hidrofóbicas, seguido por un cambio conformacional inducido por pH 
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(Zhan et al., 1994). Por analogía a estos mecanismo, se ha propuesto el modelo de 

inserción de las toxinas Cry denominado como el modelo de sombrilla, en el cual 

las hélices α4 y α5 son capaces de iniciar la formación de poro (Li et al., 1991).

Figura 2. Estructura cristalográfica de las toxinas Cry2Aa, Cry4Ba, Cry1Aa y 

Cry3Aa. El dominio I se muestra en azul, el dominio II se muestra en color verde y 

el dominio III se muestra en color violeta (tomada de Boonserm et al., 2005).
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Experimentos realizados mediante la creación de puentes disulfuro dentro 

del dominio I y entre los dominios I y II apoyan al modelo descrito anteriormente, 

en el que las hélices α4 y α5 se insertan en la membrana, mientras que el resto de 

la toxina queda fuera de la membrana en forma de sombrilla (Schwartz et al., 

1997). Sin embargo, el análisis estructural de este trabajo abre la posibilidad de 

que la unión de los puentes disulfuro insertados  bloquee la habilidad de estas 

proteínas para penetrar a la membrana.

Por otro lado, se ha propuesto otro mecanismo de inserción denominado 

abrecartas, el cual se basa en la similitud de la inserción de la colicina A. Este 

modelos propone que las hélices α5 y α6 son las que se insertan en la membrana, 

mientras que las demás hélices del dominio I no sufren cambio alguno (Hodgman 

y Ellar, 1990).   

El dominio I es capaz de insertarse en vesículas de fosfolípidos, no obstante 

su actividad de formación de poro es diferente comparada con la de la toxina 

completa (Von Tersch et al., 1994). 

Experimentos con péptidos sintéticos han demostrado que las hélices α4 y 

α5 son capaces de insertarse en membranas lípidicas, lo cual es evidencia 

importante de la función de éste dominio y apoya el modelo de sombrilla (Gazit y 

Shai, 1995).

Figura 3. Estructura cristalográfica del dominio 1 de la toxina Cry1Aa (tomada y 

editado de Grochulski et al., 1995).
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Dominio II

El dominio II esta conformado por tres láminas β antiparalelas acomodadas 

en forma de prisma bipiramidal (figura 4). Las dos primeras láminas están 

constituidas por cuatro hojas β mientras que la tercera lámina tiene sólo tres 

hojas. Las láminas se encuentran unidas por asas (asa 1, 2, 3 y α8) y es en estas 

regiones donde se observa la mayor variabilidad entre las toxinas Cry. Este arreglo 

de asas es similar en estructura a los sitios de unión al antígeno en las 

inmunoglobulinas, por lo que originalmente se propusieron como candidatos de 

sitio de unión a los receptores y por lo tanto, responsables de la especificidad en 

las toxinas Cry. 

Mutaciones en las asas 2 y 3 del dominio II de las toxinas Cry1Ab y Cry1Ac 

afectan tanto la toxicidad como la unión a vesículas de membrana de la 

microvellosidad apical del intestino medio (VMMA) de Manduca sexta, Heliothis 

virescens y Lymantria dispar demostrando así la importancia de éstas regiones 

(Rajamohan et al., 1996a; Rajamohan et al., 1996b; Lee et al., 2000). Por otro 

lado, mutaciones en el asa α8 del dominio II de la toxina Cry1Ac mostraron

reducción de toxicidad y unión a VMMA de M. sexta y L. dispar lo cual demuestra 

que aquellas regiones que unen las láminas β de dominio II son importantes en la 

interacción con el receptor (Lee et al., 2001).

Algunas mutaciones pueden mejorar la unión y toxicidad en algunos 

insectos, tal es el caso de una mutante triple de la toxina Cry1Ab (N372A, A282G y 

L283S), localizadas en las asas 2 y α8, que muestra un incremento de 18 veces en 

la unión a VMMA y 36 veces en la toxicidad contra el lepidóptero L. dispar

(Rajamohan et al., 1996). Experimentos de esta naturaleza aportan información 

acerca de la interacción toxina-receptor y pueden permitirnos la construcción de 

toxinas más potentes y eficaces, para un mejor uso de las toxinas.
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Figura 4. Estructura cristalográfica del dominio II de la toxina Cry1Aa (tomada y 

editado de Grochulski et al., 1995).

Dominio III

El dominio III está constituido por dos láminas β antiparalelas, arregladas 

en forma de emparedado (figura 5). Se propone que este dominio juega un papel 

importante en la especificidad de la toxina. El papel de domino III en la unión con 

el receptor ha sido explorada por muchos grupos. La construcción de quimeras 

entre diferentes toxinas ha demostrado que este dominio juega un papel 

importante en la especificidad (De Maag et al., 1996). Mutaciones en el dominio III 

de la toxina Cry1Ac (N506D, Q509E y Y513A) redujeron la capacidad de unión a 

VMMA de M. sexta y afectaron la actividad de formación de poro (Burton et al., 

1999). En el caso particular de la toxina Cry1Ac, la unión a su receptor natural 

(aminopeptidasa), es inhibida por la N-Acetilgalactosamina (GalNAc), sugiriendo 

que la toxina reconoce este azúcar dentro del receptor. La caracterización de una 

mutante triple en el dominio III de la toxina Cry1Ac (N506D, Q509E y Y513A) ha 
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demostrado que el sitio de reconocimiento para GalNAc se encuentra localizado en 

el dominio III, ya que en ensayos de competencia heteróloga la unión de esta 

mutante no es inhibida por GalNAc (Burton et al., 1999). La estructura 

tridimensional de la toxina Cry1Ac en presencia del azúcar demostró que estos 

residuos son importantes para el reconocimiento de la GalNAc y por lo tanto, este 

dominio juega un papel importante en el mecanismo de acción de las toxinas Cry 

(Li et al., 2001). En el caso de la toxina Cry1Aa, se han reportado dos regiones en 

el dominio III que interaccionan directamente con la aminopeptidasa de B. mori

(Atsumi et al., 2005).

C

N

C

N

Figura 5. Estructura cristalográfica del dominio III de Cry1Aa (tomada y editado de 

Grochulski et al., 1995).

Mecanismo de acción de las toxinas Cry

El mecanismo de acción de las proteínas Cry1A de Bt en M. sexta involucra 

varios pasos posteriores a la ingestión del cristal. El primer paso involucra la 

solubilización del cristal (protoxina de aproximadamente 130 kDa) y activación de 

la protoxina por proteasas presentes en el intestino del insecto (toxina activa de 

55-65 kDa). El segundo paso, involucra la unión de la toxina a la caderina (Bt-R1) 

localizada en la membrana apical de células del intestino. Esta interacción dispara 

la formación de un oligómero que pierde afinidad por el primer receptor y se une 
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al receptor aminopeptidasa. La aminopeptidasa lleva la toxina a microdominios de 

membrana en donde se favorece la inserción para formar canales iónicos o poros

que permiten la salida de iones y el ingreso de agua, provocando la muerte del 

insecto. El diagrama se muestra en la figura 6 (Schnepf et al., 1998; Gómez et al., 

2002; Rausell et al., 2004; Bravo et al., 2004).

Figura 6. Mecanismo de acción propuesto en insectos lepidópteros para las toxinas 

Cry. 1) El cristal después de ser ingerido es solubilizado liberando las protoxinas.  

2) La protoxina es procesada por proteasas presentes en el intestino, liberando 

una toxina activa. 3) La unión de la toxina al receptor Bt-R1 promueve el corte de 

la hélice α1. 4) El corte de la hélice α1 promueve la oligomerización. 5) El 

oligómero pierde afinidad por Bt-R1 y adquiere una mayor afinidad por su receptor 

aminopeptidasa. 6) La aminopeptidasa acarrea el oligómero a microdominios de 

membrana, donde se realiza la inserción y formación de poro. 

6) 

1) 2) 3)

4) 5)

Protoxina

Inserción y formación 
del poro

Acarreo a 
microdominios
de membrana

Oligomerización

Cristal 
proteíco

Unión a Bt-R1 y corte 
de la hélice α-1 

Toxina activa
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Solubilización y activación proteolítica

Una vez que el insecto ingiere el cristal producido por Bt, la solubilización 

del cristal depende del pH del intestino del insecto. En el caso de lepidópteros y 

dípteros es alcalino, mientras que los coleópteros presentan un pH que va de 

neutral a ligeramente ácido (Dow, 1986). La región amino terminal de las 

protoxinas presenta muchos residuos de cisteína que forman puentes disulfuro en 

los cristales, por lo tanto, la reducción de éstos es un paso necesario para la 

solubilización de las proteínas Cry (Du et al., 1994).     

La activación proteolítica de las proteinas Cry es un paso determinante en la 

toxicidad, pues se ha demostrado que un mal procesamiento disminuye la 

susceptibilidad de algunos insectos (Oppert et al., 1997; Shao et al., 1998). 

Además del pH, lepidópteros y coleópteros difieren en las proteasas presentes su

intestino. Las serinproteasas se encuentran principalmente en el intestino de 

lepidópteros y dípteros, mientras que las cisteinproteasas y asparticoproteasas son 

abundantes en el intestino de coleópteros (Terra y Ferreira, 1994). Se ha 

reportado que el aumento en la degradación de la toxinas Cry1C está asociada con 

la pérdida de sensibilidad de larvas de Spodoptera litorales (Keller et al., 1996). 

Otro ejemplo, es la baja toxicidad de la toxina Cry1Ab en larvas de S. frugiperda

debido a la rápida degradación de la toxina en el intestino del insecto (Miranda et 

al., 2001). 

Unión al receptor e inserción en la membrana

Una vez que las toxinas son activadas, éstas son capaces de unirse al 

receptor Bt-R1. La unión de la toxina con Bt-R1 promueve el corte de la hélice 1 y 

la exposición de residuos hidrofóbicos que conllevan a la formación de oligómeros 

de aproximadamente 250 kDa (Gómez et al., 2002). Una vez formado el 

oligómero, éste pierde afinidad por Bt-R1 y aumenta su afinidad por el receptor 

APN. El receptor APN arrastra la toxina hacia microdominios de membrana, donde 
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se lleva acabo la inserción de la toxina y la formación de poros que provocan un 

desbalance osmótico llevando al insecto a la muerte (Zhuang et al., 2002; Bravo et 

al., 2004).  

Receptores de las toxinas Cry

El principal determinante de la especificidad de las toxinas Cry es la 

interacción con receptores específicos en el intestino del insecto susceptible 

(Jenkins y Dean, 2000). La identificación de receptores es fundamental para 

determinar las bases moleculares de la acción de las toxinas Cry y poder manejar 

la resistencia de insectos que en muchos casos se ha demostrado que correlaciona 

con defectos en la unión con el receptor (Ferré y Van Rie, 2002).

La proteína de unión para las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac en M. sexta

es una caderina con un peso aproximado de 210 kDa (Bt-R1) (Vadlamudi et al., 

1995). Esta proteína es miembro de una gran familia de proteínas 

transmembranales dependientes de calcio que son responsables de mantener la 

integridad de contactos entre célula y célula en organismos multicelulares (Angst

et al., 2001). Está constituida por un ectodominio con 12 módulos, un péptido 

señal (amino terminal), un dominio transmembranal y por último un dominio 

citoplasmático, además contiene sitios de unión a calcio, secuencias de interacción 

con integrinas y secuencias de unión a caderinas (Dorsch et al., 2002). En el caso 

de B. mori se ha reportado que la proteína de unión para las toxinas Cry también 

es una caderina  de aproximadamente 175 kDa (Bt-R175) (Nagamatsu et al., 1999).

La unión a las caderinas es un paso importante en el mecanismo de acción 

de las toxinas Cry, la expresión del receptor Bt-R175 de B. mori en células Sf9 de S. 

frugiperda confiere sensibilidad a la toxina Cry1Aa sugiriendo que este receptor es 

importante para la toxicidad y susceptibilidad (Nagamatsu et al., 1999). Sin 

embargo, la expresión de Bt-R1 y Bt-R175 en otros tipos de células requiere de una 

alta concentración de toxina para causar lisis en una pequeña proporción de las 

mismas (Tsuda et al., 2003), sugiriendo que algunos factores (otros receptores 
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proteasas, pH, etc.) propios del insecto pueden contribuir a la toxicidad (Hua et al., 

2004). La toxina Cry1Aa puede lisar células intestinales de B. mori, sin embargo, 

su efecto tóxico disminuye al preincubar las células con un antisuero anti-Bt-R175

(Hara et al., 2003). La disrupción del gene de caderina por la inserción de un 

retrotrasposon resulta en un nivel de resistencia del 40 al 80 % a la toxina Cry1Ac 

en larvas de H. virescens YHD2 (Gahan et al., 2001). Por otro lado, el aislamiento 

de un anticuerpo que reconoce a la toxina Cry1Ab (denominado como scFv73) que 

tiene la característica de mimetizar al receptor Bt-R1 e inhibir la interacción de la 

toxina con este receptor, mostró reducción en la toxicidad de la toxina Cry1Ab en

bioensayos con larvas de M. sexta, demostrando que la participación de Bt-R1 es 

esencial para la toxicidad (Gómez et al., 2001). Todos estos datos demuestran que 

las caderinas juegan un papel importante en la toxicidad de las toxinas Cry.

En M. sexta se ha reportado a la aminopeptidasa N (APN) de 

aproximadamente 120 kDa como receptor de las toxinas Cry1,  mientras que en H. 

virescens la toxina  Cry1Ac reconoce dos proteínas, una de 120 kDa y otra de 170 

kDa, ambas identificadas como aminopeptidasas (Gill et al., 1995). Las 

aminopeptidasas son proteínas glicosiladas ancladas a la membrana por un enlace

glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) y localizadas en regiones denominadas 

“microdominios de membrana o rafts” (Knight et al., 1994). Mutantes de la toxina 

Cry1Ac afectadas en la unión con APN presentan niveles de toxicidad similares a la 

toxina silvestre en larvas de M. sexta (Burton et al., 1999), mientras que la 

expresión de este receptor en sistemas heterólogos no resulta en sensibilidad a las 

toxinas Cry1 probablemente esto se debe a una mala glicolsilación en la expresión 

de la proteína (Denolf et al., 1997). Estos datos sugieren que el papel de APN no 

es esencial para la toxicidad de las proteínas Cry. Sin embargo, reportes recientes 

demuestran lo contrario. La reducción de la expresión de APN utilizando el 

silenciamiento de genes por dsRNA in vivo, disminuye la toxicidad de Cry1C en 

Spodoptera litura (Rajagopal et al., 2002) y la expresión heteróloga de la APN de 

M. sexta en el intestino de Drosophila melanogaster  resulta en un incremento en la 

sensibilidad a la toxina Cry1Ac lo cual habla de la importancia de estas proteínas 
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de membrana (Gill et al., 2002). Por otro lado, se ha reportado que la 

incorporación de APN a bicapas lipídicas aumenta la actividad de formación de 

poro de la toxina Cry1Aa (Schwartz et al., 1997), y experimentos con membranas 

del intestino medio M. sexta rasuradas con fosofolipasa C (que cortan la unión de 

GPI) demostraron que el corte de APN previene la localización del oligómero de 

Cry1Ab en microdominios de membranas y esto atenúa la inserción en la 

membrana aunque se encuentre el receptor Bt-R1 (Bravo et al., 2004). Estos 

resultados sugieren que el receptor APN juega un papel importante en el 

mecanismo de acción de las toxinas Cry.

Recientemente, mediante un análisis proteómico fue identificada una nueva 

proteína capaz de unir a la toxina Cry1Ac, el análisis bioquímico determinó que se 

trata de una fosfatasa alcalina  (ALP) de aproximadamente 65 kDa en larvas de M. 

sexta (McNall y Adang, 2003). La interacción específica entre Cry1Ac y ALP bajo 

condiciones nativas resulta en la inhibición de la actividad de fosfatasa alcalina en 

M. sexta (Sangadala et al., 1994) y H. virescens (English y Readdy, 1989), sin 

embargo, no se ha demostrado que la disminución de actividad de ALP este 

involucrada con la intoxicación por las toxinas Cry. Por otro lado, el análisis 

comparativo de larvas de H. virescens (YHD2) resistentes a la toxina Cry1Ac y 

larvas susceptibles, ha demostrado que la resistencia correlaciona con la ausencia 

de la proteína ALP, lo que sugiere que esta proteína puede tener un papel 

funcional en las toxicidad de las proteínas Cry (Jurat-Fuentes y Adang, 2004). Por 

otro lado, también en dípteros fue reportada una proteína de 65 kDa con actividad 

de fosfatasa alcalina como receptor funcional de la toxina Cry11A en el intestino de 

Aedes aegypti (Fernández et al., 2006).

Antecedentes particulares

El desarrollo de resistencia de insectos a las toxinas Cry, es la mayor 

preocupación para el uso de Bt en el control biológico de plagas. Los receptores 

son las moléculas determinantes de la efectividad de estas toxinas y se han 
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realizado estudios exhaustivos en la identificación y caracterización de los mismos. 

Algunos mecanismos de resistencia en poblaciones de insectos se han 

caracterizado y el mecanismo seleccionado con mayor frecuencia afecta la 

interacción de la toxina con el receptor (Ferré y Van Rie, 2002; Griffitts y Aroian et 

al., 2005). Por lo tanto, la identificación de epítopes involucrados en la interacción 

toxina-receptor  nos provee las bases moleculares de la especificidad de insectos y 

permite hacer un estudio más profundo sobre la resistencia de los mismos en la 

naturaleza, lo cual, permitirá hacer un uso racional de las toxinas. Algunos 

epítopes de unión ya han sido mapeados para algunas toxinas. Los dominios II y 

III son las regiones más variables entre las toxinas Cry y se han sometido a 

estudios por mutagénesis para conocer su papel en el reconocimiento al receptor 

(Rajamhojan et al., 1996; Jenkis et al., 2000; Lee at al., 2000; 2001). Sin 

embargo, estos estudios únicamente dan referencia a regiones de la toxina que 

pueden interaccionar con los receptores y no dan información sobre los epítopes 

dentro del receptor que son reconocidos por la toxina, por lo que se necesitan 

otras técnicas que permitan tener ambos epítopes de interacción.

En un intento por mapear estas regiones en nuestro grupo se aisló un 

anticuerpo scFv (scFv73) mediante la tecnología de despliegue en fagos, capaz de 

inhibir la interacción de la toxina Cry1Ab con el receptor Bt-R1 y además tiene la 

particularidad de inhibir el efecto tóxico de la toxina en larvas de M. sexta (Gómez 

et al., 2001). El análisis de las secuencias de aminoácidos y las regiones 

determinantes de complementariedad (CDR´s) permitió mapear una región de 8 

aminoácidos en Bt-R1 (869HITDTNNK876) que interacciona directamente con el asa 2 

del dominio II de la toxina Cry1Ab (Gómez et al., 2002a). Por otro lado, mediante 

la expresión de péptidos truncados de Bt-R1 y su capacidad de unir a las toxinas 

Cry1A, se logró identificar una región de 69 aminoácidos como sitio de unión de 

estas toxinas (Dorsch et al., 2002). La caracterización de esta región mediante 

experimentos de competencia utilizando péptidos sintéticos de las asas 2 y α8 

demostró que el asa α8 interacciona directamente con una región de 12 

aminoácidos (1331IPLPASILTVTV1342) en el receptor Bt-R1 (Gómez et al., 2003).
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Recientemente, se ha reportado en la caderina de H. virescens un región de 

40 aminoácidos que interaccionan directamente con el asa 3 del dominio II de la 

toxina Cry1Ac, mutaciones puntuales en los residuos Leu1425 y Phe1429 en esta 

región abaten completamente la unión de la toxina (Xie et al., 2005). 

La mayoría de los epítopes mencionados con anterioridad involucran 

regiones del dominio II y al receptor caderina, sin embargo, se conoce poco sobre 

la interacción de otras regiones de la toxina con los receptores. En el caso 

particular de la toxina Cry1Ac se ha demostrado que el dominio III de esta toxina

reconoce el azúcar N-acetilgalactosamina en el receptor APN en M. sexta y H. 

virescens (Garczynski et al., 1991; Luo et al., 1997). Estudios de cristalografía de 

rayos X de la toxina Cry1Aa han demostrado que la cavidad de reconocimiento al 

azúcar que se encuentra en Cry1Ac, no se encuentra en las toxinas Cry1Ab y 

Cry1Aa. Por otro lado, el alineamiento de las secuencias de aminoácidos entre las 

toxinas Cry1A, han mostrado que los aminoácidos responsables del reconocimiento 

al azúcar solo se encuentran en la toxina Cry1Ac, pero no en la toxina Cry1Aa y 

Cry1Ab. Aunado a esto, la unión de la toxina Cry1Aa y Cry1Ab a APN de M. sexta y 

H. virescens no es inhibida por la preincubación con N-acetilgalactosamina como 

ocurre con la toxina Cry1Ac (Lou et al., 1997; Masson et al., 1995). Estos 

resultados demuestran que el azúcar N-acetilgalactosamina no es esencial para la 

interacción de estas toxinas con el receptor APN, lo que sugiere que las toxinas 

Cry1Aa y Cry1Ab tienen sitios alternativos para unirse a este receptor.

Mediante el análisis de la unión de la toxina Cry1Aa con diferentes 

fragmentos de aminopeptidasa de B. mori se demostró que la región que 

comprende los aminoácidos 135I-P198 de la aminopeptidasa es necesaria para la 

unión de la toxina Cry1Aa (Yaoi et al., 1999). Recientemente, fueron reportadas 

dos regiones en el dominio III de la toxina Cry1Aa (508STLRVN513 y 
582VFTLSAHV589) como responsables de la unión de esta toxina con la región 

reportada anteriormente  (135I-P198) en la aminopeptidasa de B. mori, sin embargo, 

no se demostró que estas regiones estén involucrados en la toxicidad (Atsumi et 
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al.,2005). Nosotros proponemos analizar la interacción del dominio III de Cry1Ab

con los receptores de M. sexta.

Estudios de interacción proteína-proteína mediante la técnica de despliegue 

en fago han dado resultados prometedores en diferentes investigaciones. En el 

caso particular de las toxinas Cry, se han realizado estudios de interacción toxina-

receptor dando como resultado la identificación de regiones importantes tanto en 

la toxina como en el receptor, por lo que es una herramienta muy importante para 

este tipo de estudios.

En nuestro grupo estamos interesados en identificar anticuerpos que 

reconozcan específicamente al dominio III de la toxina Cry1Ab y estudiar su papel 

funcional en la unión de este dominio con los receptores de M. sexta. En un 

trabajo previo, en nuestro laboratorio construimos repertorios de anticuerpos scFv 

a partir de un conejo inmunizado con la toxina Cry1Ab, con la intención de obtener

una variedad de anticuerpos que reconozcan a la toxina y que nos permitan

estudiar la interacción toxina-receptor. De estos experimentos, se lograron obtener 

dos repertorios inmunes a partir de la médula de ósea y del bazo del conejo 

(Arenas, 2003). En estudios anteriores realizados en nuestro laboratorio utilizando 

como herramienta la biblioteca de médula ósea, fueron seleccionados cinco 

anticuerpos scFv (L3-1, L3-2, L3-3, L3-6 y L3-9) que tienen la particularidad de 

reconocer específicamente el asa 3 del dominio II de Cry1Ab. Estos anticuerpos 

son capaces de inhibir el efecto tóxico de Cry1Ab en bioensayos con larvas de M. 

sexta y su caracterización llevó a la identificación de la región en Bt-R1 que es 

reconocida por el asa 3 de Cry1Ab (Benítez, 2003). Estos resultados muestran que 

es posible aislar anticuerpos que reconozcan específicamente determinadas 

regiones de la toxina y por lo tanto, son herramientas poderosas para los objetivos 

de este trabajo.
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Hipótesis

- Anticuerpos que reconocen al dominio III de la toxina Cry1Ab afectan la 

unión al receptor (es) y la toxicidad.

Objetivo general

-Estudiar la interacción de entre el dominio III de la toxina Cry1Ab y sus 

receptores en Manduca sexta.

Objetivos particulares

- Aislar anticuerpos scFv a partir de bibliotecas inmunes que reconozcan 

específicamente el dominio III de la toxina Cry1Ab. 

- Caracterización de anticuerpos capaces de inhibir la interacción  de la 

toxina con sus receptores.
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Materiales y métodos 

Cepas

Las cepas utilizadas para la realización de este trabajo fueron: 

- Bacillus thuringiensis 407, que contiene el plásmido pHT315 (resistente a 

eritromicina) del gene de la proteína Cry1Ab.

- Bacillus thuringiensis HD-1, que contiene el gene de la toxina Cry1Aa. 

- Bacillus thuringiensis HD73, que produce la toxina Cry1Ac.

- Escherichia coli TG1, cepa supresora que no presenta resistencia a ningún 

antibiótico y se utilizó para la expresión de fragmentos de anticuerpos en fagos.

- Escherichia coli BL21, cepa de expresión de péptidos del sistema pET 

(Novagene) presenta resistencia a cloranfenicol (34 µg/ml).

Vectores

- pSyn1: Vector derivado del vector pHEN 2. Presenta un sitio de clonación 

múltiple seguido por un tag de c-myc y un tag de histinas, contiene un gene que 

confiere resistencia a ampicilina y otro a kanamicina. Presenta un origen de 

replicación para E. coli y otro para el fago M13.

- pSyn2: Es un vector derivado del vector pHEN 1. Este presenta un sitio de 

clonación múltiple seguido de un tag de c-myc que permite el reconocimiento por 

ELISA del fragmento de anticuerpo. A continuación se encuentra un codón de paro 

ámbar al que sigue la proteína III del fago filamentoso M13. Esta disposición 

permite que el fragmento de anticuerpo clonado pueda ser expresado como fago-

anticuerpo en el fago M13 asociado a la proteína III. Al igual que el pSyn1 posee 

un gen que le confiere resistencia a ampicilina y un péptido señal que permite el 

paso de la fusión del citoplasma al periplasma celular. Además presenta un origen 

de replicación para E. coli y otro para el fago M13.

- pET32b: (Novagen), presenta un sitio de clonación múltiple seguido de un 

tag de histidinas que permite la purificación del anticuerpo mediante cromatografía 



30

de afinidad en una columna de Ni-agarosa, además presenta un origen de 

replicación para E. coli y un cassete de resistencia a ampicilina.  

Purificación de las toxinas Cry1Ab, Cry1Ac y Cry1Aa

Las cepas de Bt que expresan las toxinas Cry1Ab y Cry1Aa fueron cultivadas en 

cajas con medio de esporulación SP (para 1 litro: 8 g de caldo nutritivo, 0.25 g de 

MgSO4, 1 g de KCl, 1 ml de MnCl2 10 mM, 2 ml de FeSO4 en H2SO4 1 N y 1 ml de 

CaCl2 0.5 M ajustado a pH 7) suplementado con eritromicina (10 µg/ml). En el caso 

de la toxina Cry1Ac no se utilizó el antibiótico. Cada una de las cepas fue 

resembrada en medio líquido (SP) e incubadas a 29°C por 72 horas con agitación 

constante (Lereclus et al., 1995). Al completarse la esporulación, los cristales 

fueron purificados por centrifugación en un gradiente discontinuo de sacarosa 

(Thomas y Ellar, 1983). 

Purificación de cristales por gradiente de sacarosa

El cultivo celular obtenido fue recuperado por centrifugación (10,000 rpm, 

10 minutos) y la biomasa resultante resuspendida en 30 ml de solución de NaCl 

500 mM y EDTA 10 mM pH 8; el proceso se repitió cinco veces más tratando de 

eliminar lo mejor posible las esporas. La pastilla obtenida fue resuspendida en H20 

y PMSF a una concentración final 1 mM, nuevamente fue centrifugada (10,000 

rpm, 10 minutos) y el lavado fue repetido dos veces más. La pastilla recuperada 

fue resuspendida en 5 ml de solución amortiguadora TTN (20 mM Tris-HCl, 300 

mM NaCl, 0.1% Tritón X-100, pH 7.2) y sonicada dando tres pulsos de 50 

segundos a 20 watts x 1 minuto de descanso.

Para el gradiente discontinuo de sacarosa, previamente fueron preparadas 

diferentes densidades de sacarosa  (67, 72, 79 y 89%) complementada con NaCl 

10 mM, Tris-HCl 50 mM, pH 8 y tritón al 0.01%.  De cada una de las densidades 

fueron dispuestos 6 ml en tubos para ultracentrífuga (Beckman) colocando las 
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densidades de mayor a menor. Por último, fueron colocados 5 ml de la mezcla 

espora-cristal sonicada previamente, en cada uno de los gradientes.

Los gradientes fueron centrifugados por 20 minutos a 23,000 rpm a 15°C y las 

fracciones obtenidas fueron recuperadas por separado y lavadas 3 veces con agua 

y Tritón X-100 al 0.01% (centrifugando por 10 minutos a 10,000 rpm en cada 

lavado). 

La pastilla obtenida en cada una de las fracciones fue resuspendida en una 

solución amortiguadora de Tris-HCl 1 M, pH 8 y la presencia de los cristales en las 

fracciones obtenidas se determinó mediante observación al microscopio óptico. 

Finalmente las fracciones que contenían los cristales fueron almacenadas en 

alícuotas de 500 µl agregando fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) a una 

concentración final de 1 mM. Las alícuotas fueron almacenadas a 4°C hasta su uso 

posterior (Thomas y Ellar, 1983).         

Solubilización de cristales

Se tomó una de las alícuotas de cristales purificados por centrifugación en 

gradiente discontinuo de sacarosa y fue centrifugada (14,000 rpm, 10 minutos). 

Posteriormente, los cristales fueron resuspendidos en 500 µl de solución 

amortiguadora de carbonatos (Na2CO3 0.1 M, NaHCO3 0.1 M, pH 10.5 y 2-

mercaptoetanol al 0.02%) y fueron incubados a 37°C por 2 horas con agitación 

suave. Pasado el tiempo de incubación, la muestra fue centrifugada por 10 

minutos a 10,000 rpm. El sobrenandante que contiene la protoxina se recuperó y 

fue determinada la concentración. 

Determinación de concentración de proteínas por el método de Bradford

La determinación de proteína se realizó por el método de Bradford midiendo 

la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm. Para ello fue colocada una 

muestra de la solución a determinar la concentración de proteína y fue llevada a 
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un volumen final de 800 µl con H20, después fueron adicionados 200 µl de reactivo 

de Bradford (Bio-Rad). La curva de referencia fue realizada con albúmina sérica 

bovina (BSA).

Activación con tripsina

De la protoxina obtenida fueron tomados 100 µg y se le agregaron 250 µl 

de Tris-HCl 1M, pH 8, para bajar el pH de la solución aproximadamente a 8.5; 

posteriormente, fue agregada tripsina a un proporción 1:50 (concentración 

proteína-proteína) e incubada a 37°C por 2 horas con agitación suave. Pasado el 

tiempo de incubación, la digestión fue detenida agregando PMSF a una 

concentración final de 1 mM. Las muestras fueron centrifugadas (14,000 rpm por 

10 minutos) y la toxina contenida en el sobrenadante se recuperó. La 

concentración de la toxina fue determinada por el método de Bradford y el proceso 

de activación se verificó en un gel de acrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) al 

10%.

Crecimiento de las bibliotecas

De cada una de las bibliotecas (bazo y médula ósea) recuperadas en E. coli,

fueron tomados 50 µl y transferidos a 50 ml de medio 2xTY (para 1 L: 10 g de 

Extracto de levadura, 5 g de NaCl y 16 g de triptona) suplementado con ampicilina 

(100 µg/ml) y glucosa al 1%, los cultivos fueron incubados a 37°C hasta alcanzar 

una densidad óptica de 0.5 a 600 nm. Una vez alcanzada la densidad óptica 

requerida se tomaron 10 ml de cada cultivo y fueron infectados con el fago 

ayudador (VCS-M13) en una multiplicidad de infección de 1:20 

(bacterias:partículas de fago). La infección se realizó a 37°C sin agitación por 30 

minutos. Pasado el tiempo de infección los cultivos fueron recuperados por 

centrifugación (5,000 rpm, 10 minutos) y el paquete celular de cada uno fue 
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resuspendido en 30 ml de medio 2xTY (ampicilina 100 µg/ml y kanamicina 25 

µg/ml), y la resuspensión fue vertida dentro de un matraz con 270 ml del mismo

medio y por último se incubó a 30°C durante 12 horas (Nissim et al., 1994).

Rescate de las bibliotecas en fagos M13

Los cultivos del día anterior fueron recuperados por centrifugación (8,700 

rpm, 10 minutos), el paquete celular se desecha y el sobrenadante de cada cultivo 

fue recuperado. A cada uno de los sobrenadantes se les agregó  1/5 (v/v) de 

PEG/NaCl (20% de polietilen-glicol 8000, 2.5 M de NaCl), fueron mezclados muy 

bien y posteriormente incubados por 1 hora a 4°C. Pasado el tiempo de 

incubación, la mezcla fue centrifugada a 8,800 rpm por 30 minutos y la pastilla 

obtenida resuspendida en 40 ml de agua, después fueron agregados 8 ml de 

PEG/NaCl y nuevamente fueron mezclados e incubados a 4°C por 20 minutos. Por 

último, para recuperar los fagos y eliminar el exceso de PEG/NaCl, la mezcla fue 

centrifugada a 5,000 rpm, por 10 minutos y la pastilla obtenida resuspendida en 2 

ml de PBS. Una vez que los fagos fueron resuspendidos fueron filtrados con una 

membrana de 0.45 µm y mediante diluciones seriadas fue calculado el título de 

fagos recuperados (Nissim et al., 1994)

Selección en inmunotubos

La toxina Cry1Ab o Cry1Ac activada con tripsina fue inmobilizada en 

inmunotubos (NUNC, Wiesbaden, Germany) en una solución de bicarbonato 50 

mM, pH 9.6 incubando por 12 horas a 4°C. Al día siguiente, el inmunotubo fue 

lavado 3 veces con PBS y bloqueado con PBS + leche descremada al 2% (MPBS) 

por 2 horas a 37°C. Pasado el tiempo de incubación, el tubo se lavó 3 veces con 

PBS y después fueron agregados 1010 a 1011 fagos en 4 ml de MPBS e incubados a 

temperatura ambiente con rotación continua por 30 minutos. Pasado el tiempo de 

incubación el inmunotubo fue dejado en reposo durante 90 minutos. Para remover 
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aquellos fagos que no reconocen a la toxina del inmunotubo se lavó 20 veces con 

PBS + Tween 20 0.1% (PBS-t) y después 20 veces con PBS para remover el 

detergente. Los fagos que presentaron afinidad por la toxina, fueron eluídos 

mediante un lavado con 1 ml de trietilamina (SIGMA) (700 µl de trietilamina 7.18 

M en 50 ml de H2O) por 10 minutos. La reacción fue neutralizada inmediatamente 

con 500 µl de Tris-HCl 1M, pH 7.4 y los fagos eluidos fueron colectados en un tubo 

eppendorf de 1.5 ml.

Los fagos que reconocieron a la toxina, fueron amplificados infectando 5 ml 

de un cultivo de la cepa TG1 de E. coli (con una densidad óptica de 0.5 a 600 nm) 

incubando a 37°C por 30 minutos. Una vez terminada la infección fueron tomados 

10 µl de células infectadas para realizar diluciones seriadas que fueron plateadas 

en medio LB con 100 µg/ml de ampicilina y glucosa al 1% e incubadas a 30°C 

por12 horas. Al día siguiente las colonias resistentes a ampicilina fueron contadas y 

fue determinado el título de fagos eluidos. 

El resto de las células infectadas fue recuperada por centrifugación (5,000 

rpm, 10 minutos) y el paquete celular fue resuspendido en 1 ml de medio 2xTY 

(líquido) para ser plateado en cajas petri (de 245mm x 245mm CORNING*) con 

medio sólido 2xTY con 100 µg/ml de ampicilina y glucosa al 1% e incubado a 30°C 

por 12 horas. Al día siguiente, las colonias fueron colectadas en tubos eppendorf 

con medio 2xTY y glicerol al 15 % para su conservación a -70°C (Nissim et al., 

1994).

Selección negativa en presencia de la toxina Cry1Ac 

Para esta selección se siguió el protocolo mencionado anteriormente, 

inmovilizando 50 µg/ml de toxina Cry1Ab en cada inmunotubo para cada uno de 

los repertorios. A diferencia del protocolo anterior, los fagos de cada repertorio 

fueron previamente incubados con 25 µg/ml de toxina Cry1Ac por 1 hora a 

temperatura ambiente antes de ponerse en contacto con la toxina Cry1Ab en el 
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inmunotubo. Posteriormente se recuperan los fagos de cada repertorio que 

reconocen a la toxina Cry1Ab para su posterior caracterización.    

Rescate de fagos individuales

Para el rescate de fagos individuales 5 ml de medio 2xTY (100 µg/ml de 

ampicilina y glucosa 2%) fueron inoculados con cada una de las clonas 

seleccionadas de la cuarta ronda de selección e incubadas a 30°C hasta alcanzar 

una densidad óptica de 0.5 a 600 nm. Después el cultivo fue infectado con 2x109

UFP/ml del fago ayudador (VCS M13) e incubado a 37°C con agitación moderada 

(200 rpm) por 1 hora. Pasado el tiempo de incubación fueron tomados 5 ml y 

transferidos a un matraz con 50 ml de medio 2xTY con ampicilina (100 µg/ml) y 

kanamicina (50 µg/ml) sin glucosa. El cultivo fue incubado a 30°C por 12 horas y 

al día siguiente los fagos fueron precipitados con 1/5 de volumen de PEG/NaCl 

como se indica en el protocolo de “Rescate de la biblioteca en fagos M13” referido

anteriormente (Nissim et al., 1994).

Ensayo de ELISA monoclonal

Las toxinas fueron unidas a cajas de 96 pozos (Costar) 5 µg de toxina/pozo

en una solución amortiguadora de Na2CO3 50 mM, pH 9.6 incubando a 4°C por 12 

horas. Posteriormente, la placa se lavó 3 veces con PBS y fue bloqueada con 100 

µl de PBS + leche descremada 2% (MPBS) incubado por 2 horas a 37°C. Pasado el 

tiempo de incubación la placa se lavó 3 veces con PBS para eliminar el exceso de 

MPBS y los fagos obtenidos de cada una de las selecciones fueron incubados por 

90 minutos a 37°C. Posteriormente, la placa fue lavada 3 veces con PBS+Tween 

0.01% (PBS-T2) para eliminar el exceso de fagos, y 3 veces con PBS para quitar el 

exceso de detergente. Una vez que fue lavada la placa, fueron agregados 100 

µl/pozo del anticuerpo primario anti-M13 (amersham pharmacia biotech) a una 

dilución de 1:1000 en MPBS por cada pozo y se incubó por 90 minutos a 37°C. 
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Nuevamente, la placa fue lavada 3 veces con PBS-T2 y 3 veces con PBS para 

eliminar el exceso de anticuerpo primario. Para la detección del anticuerpo 

primario fueron agregados 100 µl/pozo de anticuerpo secundario acoplado a 

peroxidasa (dilución de 1:1000) y se incubó durante 90 minutos a 37°C. 

Posteriormente, la placa fue lavada 3 veces con PBS-T2 y 3 veces con PBS. Por 

último, para revelar el ensayo, fueron agregados 100 µl/pozo de una solución 

amortiguadora de fosfatos 100 mM, pH 5 con o-Phenylene-diamine (1,2-

benczenediamine) 0.44 mg/ml y la reacción fue incubada por 20 minutos en 

oscuridad. La reacción se detuvo con 50 µl de ácido sulfúrico 2 N y la absorbancia 

fue leída a una longitud de onda de 495 nm.

Producción de fragmentos de anticuerpos scFv

Cada uno de los anticuerpos seleccionados fueron subclonado al vector de 

expresión pET32b y para cada una de las clonas se preparó un precultivo en medio 

2xTY con ampicilina (50 µg/ml) y glucosa al 2%. Al día siguiente fue tomado 1 ml 

del cultivo y fue transferido a un matraz con 100 ml de medio 2xTY con ampicilina 

y glucosa al 0.1% e incubado a 37°C (con agitación) hasta alcanzar una densidad 

óptica de 0.6 a 600 nm. Una vez alcanzada la densidad óptica necesaria, se indujo 

la expresión de los anticuerpos con IPTG (isopropil-b-D-tiogalactopiranósico) a una 

concentración final de 1 mM durante los tiempos necesarios para cada clona de 

manera particular. Posteriormente, el cultivo fue recuperado por centrifugación 

(15,000 rpm, 15 minutos) y el paquete celular fue resuspendido en 3 ml de 

solución amortiguadora PPB (200 mg/ml de sacarosa, 1 mM de EDTA y 30 mM de 

Tris-HCl, pH 8) y fue incubado por 20 minutos en hielo y las muestras fueron 

centrifugadas a 15,000 rpm por 15 minutos. El sobrenadante fue colectado y el 

paquete celular fue resuspendido en 3 ml de MgSO4 5 mM, se dejó incubar 20 

minutos en hielo y fue centrifugado nuevamente (15,000 rpm por 15 minutos) y el 

sobrenadante fue colectado. Cada uno de los sobrenadantes recuperado en cada 

paso fue sometido a diálisis con PBS durante 12 horas a 4°C.
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Purificación de anticuerpos scFv por cromatografía de afinidad

Una columna empacada con Niquel-agarosa (Qiagene) fue equilibrada con 5 

ml de una solución de PBS con imidazol 25 mM, posteriormente se tomaron las 

muestras dializadas fueron pasadas por la columna, después se lavó con 10 ml de 

PBS e imidazol 30 mM para eliminar todas las impurezas. Para eluir los anticuerpos 

unidos a la columna se utilizaron 2 ml de una solución de imidazol 250 mM en PBS. 

Por último, la columna fue regenerada con imidazol 500 mM en PBS, de tal manera 

que queda lista para una siguiente muestra. 

Inmunoblot 

Una vez que se obtuvieron los anticuerpos solubles, fueron tomados 20 µl 

de cada una de las muestras y separadas en un gel de acrilamida al 15%. Después 

las proteínas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (ECL-

Amershan) por 30 minutos a 350 mA en una cámara de transferencia semi-seca. 

Terminada la transferencia, se procedió a bloquear la membrana con leche 

descremada al 5% en PBS-Tween (PBS + Tween al 0.05%) por 2 horas, después 

la membrana fue sometida a cinco lavados con PBS-Tween e incubada por 1 hora 

con un anticuerpo acoplado a peroxidasa (anti-his tag) a una dilución de 1:5000 en 

PBS-Tween al 0.05%. El exceso de anticuerpo fue desechado mediante 5 lavados 

con PBS-Tween al 0.05%. Por último, la membrana fue incubada con el sustrato 

del módulo Super Signal Chemiluminiscent Sustrate (Pierce) y la señal emitida fue 

detectada en películas para quimioluminiscencia. 

Experimentos de unión a ligando

Las proteínas de 100 µg de VMMA´s de M. sexta fueron separadas en un gel 

de acrilamida al 9% y transferidas a una membrana de nitrocelulosa (ECL-

Amershan). La membrana fue lavada con PBS-Tween 20 0.1% y bloqueada por
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una hora con BSA 0.2% en PBS-Tween 0.1%. La membrana nuevamente fue

lavada con PBS-Tween 20 0.1% y fue incubada durante dos horas con toxina 

Cry1Ab marcada con biotina (10 nM) en una solución con BSA 0.1% y PBS-Tween 

20 0.1%. La toxina fue preincubada (en los casos que así se indique) con excesos 

de fago-anticuerpo (1x1010 y 1x1012), terminando el tiempo de incubación la 

membrana se lavó con PBS-Tween 20 0.1% y se incubó durante una hora con 

estreptavidina acoplada a peroxidasa. Por último, se lavó nuevamente con PBS-

Tween 20 0.1% y dos veces con PBS antes de detectar la unión con los reactivo de 

quimioluminiscencia (Pierce).

  Bioensayos

Para la realización de los bioensayos se utilizó la técnica de contaminación 

de superficie con larvas de M. sexta de primer estadio de crecimiento. En placas de 

24 pozos se pone la dieta hasta llenar la mitad del pozo que tiene una capacidad 

para 4 ml de dieta. Una vez que se secan, se agrega la dosis de toxina que se 

desea probar en un volumen final de 35 µl con H2O, se dejan secar por algunos 

minutos en la campana de extracción hasta que las cajas quedan completamente 

secas y se coloca una larva en cada pozo. Después de 5 días se cuentan las larvas 

muertas y se calcula el porcentaje de mortalidad con respecto al control que 

consiste solamente de agua con las que se prepararon las diluciones de la toxina.

Análisis de clonas individuales por patrón de restricción (fingerprinting)

El DNA de cada una de las clonas fue purificado con el estuche de Wizard 

(Promega). Este DNA fue utilizado como templado para que los genes de 

anticuerpos fueran amplificados mediante PCR utilizando los oligos HH1-4 y HH10

específicos para anticuerpos de conejo que amplifican los genes de los anticuerpos 

clonados (Hawlisch et al., 2000). Las condiciones de la reacción de PCR fueron: 

94°C durante un 1 minuto 30 segundos, 60°C  por 2 minutos, 72°C por dos 
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minutos y se corrieron 30 ciclos. Los productos de PCR fueron digeridos con la 

enzima de restricción Alu I (Biolabs) que tiene la característica de hacer cortes 

múltiples dentro de una secuencia de DNA. La reacción de restricción se realizó a 

50°C por 2 horas a 37°C sin agitación, pasado el tiempo de incubación la enzima 

fue inactivada a 65°C por 20 minutos. Los patrones de restricción de las muestras 

fueron analizadas en un gel de agarosa al 2%. 

Secuencias de oligos

El oligo HH1-4 es una mezcla de cuatro diferentes oligos:

HH1 5´ CAG TCG STG RAG GAG TCC GRG GG 3´

HH2 5´ CAT TCG TTG GAG GAG TCC GGG GG 3´

HH3 5´ CAG CAG CTG GAG CAS TCC GGA GG 3´

HH4 5´ CAG GAG CAG CTG AAG GAG TCC GGG GG 3´

La secuencia del oligo HH10 es la siguiente:

HH10 5´ TTT GAC GAC CAC CTC GGT CCC TCC GCC G 3´

Degeneraciones de oligos: S=G/C; R=G/A; K=G/T; M=A/C

Activación de la toxina Cry1Ab en presencia de los anticuerpos scFv

Los cristales de la toxina Cry1Ab fueron cuantificados al igual que los 

fragmentos de anticuerpos de cada una de las clonas. La relación en concentración 

para la activación fue de 1:1 para las clonas seleccionadas y 1:4 para el anticuerpo 

scFv73 que se ha demostrado promueve la oligomerización (concentración 

toxina/anticuerpo). Las mezclas antígeno/anticuerpo fueron colocadas en un  tubo 

eppendorf de 1.5 ml en 100 µl  de buffer carbonatos pH 10.5 (para su

solubilización) y jugo gástrico de M. sexta al 5%. La reacción se incubó por 1 hora 

a 37°C con agitación suave y una vez terminado el proceso, las proteasas fueron 

inactivadas agregando PMSF a una concentración final de 1mM. Posteriormente, 

las muestras fueron centrifugadas 20 minutos a 14,000 rpm a 4°C y se recupero el 

el sobrenadante. Cada una de las muestra se verificó por inmunoblot.
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Purificación de oligómero

Después de la activación de la toxina Cry1Ab en presencia del anticuerpo 

scFv 73 se verificó la presencia de oligómero por inmunoblot. Posteriormente, el 

oligómero fue purificado con una columna Superdex HR 10/30 (Amersham 

Pharmacia Bitech, Sweden) por FPLC de exclusión molecular.

ELISA monoclonal con oligómero purificado

En ensayo fue realizado de la misma manera que se mencionó 

anteriormente (Ensayo de ELISA monoclonal) a diferencia de que se tomó el 

oligómero y el monómero purificado (5 nM de cada uno); el título de los fago-

anticuerpos ocupado fue de 1x1012 unidades formadores de colonias (UFC).
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Resultados

Purificación de cristales y activación de las toxinas

A lo largo de este trabajo, se utilizaron las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac

purificadas y activadas con tripsina. Cada una de las cepas productoras de estas 

toxinas fue sembrada por separado en medio líquido SP e incubadas a 29°C hasta 

esporular completamente. Los cristales fueron purificados por centrifugación en 

gradientes discontinuos de sacarosa y fueron solubilizados para liberar las

protoxinas, que posteriormente fueron activadas mediante proteólisis con tripsina 

comercial. El resultado de cada uno de los procesamientos fue verificado mediante 

la separación en un gel de acrilamida (figura 7).

Figura 7. Gel de acrilamida que muestra el procesamiento de las proteínas Cry1Ab, 

Cry1Ac y Cry1Aa. Las proteínas son solubilizadas con solución amortiguadora 

alcalina pH 10.5 y posteriormente las proteínas solubles fue digerida con tripsina 

comercial. Carril 1:Marcador de peso molecular; carril 2: solubilización de Cry1Ab; 

Carril 3-5: Activación de las toxinas Cry1Ab, Cry1Ac y Cry1Aa respectivamente.  

Toxina activa

Protoxina

  97  kDa
116 kDa

200 kDa

66   kDa

1        2         3         4          5 
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Como se muestra en la figura 7 los cristales fueron solubilizados dando 

como resultado una protoxina de aproximadamente 130 kDa (carril 2). La 

solubilización de los cristales de las toxinas Cry1Ac y Cry1Aa mostró el mismo 

patrón que la toxina Cry1Ab (datos no mostrados). La activación de las protoxinas 

con tripsina dio como resultado un fragmento de aproximadamente 65 kDa que es 

resistente al procesamiento proteolítico (carriles 3-5). Una vez que las toxinas 

fueron procesadas, fueron almacenadas a 4°C para evitar su degradación y para 

ser utilizadas en los estudios posteriores de este trabajo.

Selección de anticuerpos que reconozcan a la toxina Cry1Ab

En un primer intento para aislar anticuerpos que reconozcan 

específicamente el dominio III de la toxina Cry1Ab, nosotros utilizamos únicamente 

la biblioteca obtenida del bazo del conejo inmunizado con la toxina Cry1Ab 

(Arenas, 2003). Con este repertorio fueron realizadas 4 rondas de selección 

tomando como antígeno a la toxina Cry1Ab inmovilizada en inmunotubos. Los 

fagos-anticuerpos que no fueron capaces de reconocer a la toxina fueron 

eliminados mediante lavados y aquellos que unieron a la toxina fueron 

recuperados mediante un tratamiento alcalino con trietilamida. En la primera y 

segunda ronda de selección fueron ocupados 50 µg/ml de toxina Cry1Ab activada 

con tripsina y las posteriores rondas de selección fueron realizadas con 25 µg/ml 

con la finalidad de obtener fagos que expresen anticuerpos con mayor afinidad

hacia la toxina. Los fagos eluidos en cada una de las rondas de selección  fueron 

utilizados para infectar E. coli y determinar los títulos de fago-anticuerpos 

obtenidos (Tabla 1). 
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Tabla 1. Títulos de fago-anticuerpos obtenidos después de 4 rondas de selección.

a Unidades formadoras de colonias.

Los títulos obtenidos después de cada ronda de selección fueron buenos 

tomando en consideración que los títulos de entrada fueron de 1x1010-1x1011 UFC. 

Después de las cuatro rondas de selección, aislamos 30 colonias al azar de 

las rondas 3 y 4. En trabajos realizados anteriormente en nuestro laboratorio con 

este tipo de bibliotecas han mostrado que después de varias rondas de selección,

algunas clonas tienden a sufrir deleciones de los genes correspondientes a los 

anticuerpos que originalmente estaban clonados (datos no publicados). Por esa 

razón, nosotros verificamos la presencia de genes de anticuerpos en cada una de 

las clonas seleccionadas. Para ello, purificamos el plásmido de cada una de las 

clonas y este se utilizó como templado para realizar un PCR utilizando oligos 

específicos que amplifican las regiones los anticuerpos de conejo que se 

encuentran clonados en el vector como se refiere en materiales y métodos. El 

porcentaje de clonas que presentan genes de anticuerpos clonados en cada una de 

las rondas de selección se muestran en la figura 8.

Ronda de 

selección

Concentración de 

toxina Cry1Ab

Título de fago de 

entrada (UFCa)

Título de fago de 

salida (UFCa)

Primera 50 µg/ml 1x1010 1x105

Segunda 50 µg/ml 1x1011 2x107

Tercera 25 µg/ml 1x1011 4x107

Cuarta 25 µg/ml 1x1011 2x106
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Figura 8. Porcentaje de clonas en base a 30 clonas seleccionadas en cada onda de 

selección que dieron el producto esperado en la reacción de PCR utilizando oligos 

específicos para anticuerpos de conejo.

Los resultados obtenidos del análisis sugieren que en el proceso de 

selección fueron seleccionadas dos poblaciones de fagos, por un lado, una 

población de fagos que no contiene los genes de anticuerpos y otra que si los 

contiene. En el caso de la tercera ronda únicamente un 40% de las clonas 

presentaron genes de anticuerpos clonados, mientras que en la cuarta ronda 

únicamente se observó un 28% de clonas positivas. En un trabajo anterior sobre la 

caracterización de esta biblioteca se encontró que las clonas de la biblioteca 

original antes de las rondas de selección, presentaban insertos de genes clonados 

en su totalidad (Arenas, 2003). Estos resultados muestran que en algunas clonas 

los genes fueron deletados, sin embargo, se obtuvieron algunas que conservan los 

genes de anticuerpos clonados.
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De las clonas que dieron positivo en el análisis anterior fueron tomadas al 

azar 5 clonas de la tercera ronda (numeradas del 1 al 5) y cinco de la ronda 4

(numeradas del 6 al 10) para su posterior caracterización.

Determinación de la especificidad de los anticuerpos

Para determinar si alguno de los anticuerpos seleccionados tienen la 

capacidad de reconocer exclusivamente al dominio III de la toxina Cry1Ab, 

analizamos la interacción de estos utilizando como antígenos a las toxinas Cry1Ab, 

Cry1Ac y Cry1Aa mediante ELISA. Estas tres toxinas presentan alta identidad en la

secuencia de aminoácidos de algunos de sus dominios (Figura 9-A). El domino I de 

las tres toxinas presenta la misma secuencia, con excepción de seis aminoácidos 

distintos entre las toxinas Cry1Aa y Cry1Ab, tres diferentes entre las toxinas 

Cry1Aa y Cry1Ac y tres aminoácidos diferentes entre las toxinas Cry1Ac y Cry1Ab. 

En contraste, la secuencia del dominio II de la toxina Cry1Aa tan sólo exhibe un 

45% de identidad con la secuencia del dominio II de las toxinas Cry1Ab y Cry1Ac y 

el dominio II de las toxinas Cry1Ab y Cry1Ac es idéntico con excepción de sólo dos 

aminoácidos. El dominio III de las toxinas Cry1Aa y Cry1Ab son idénticos y solo 

exhiben un 38% de identidad con el dominio el dominio III de la toxina Cry1Ac. 

Las características de homología que presentan estas toxinas nos permite la 

identificación de anticuerpos que reconozcan específicamente al dominio III de la 

toxina Cry1Ab, pues los anticuerpos de nuestro interés deberán reconocer

preferentemente a las toxinas Cry1Aa y Cry1Ab, pero no a la toxina Cry1Ac. Los 

resultados del ELISA con los anticuerpos seleccionados se muestran en la figura 9. 
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Figura 9. A) Representación esquemática de la similitud entre las toxinas 

Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac. B) Experimento de ELISA en donde se inmobilizaron 5µ 

por pozo de cada toxina y se verificó el reconocimiento a estas toxinas con 1x109

UFC por cada uno de los fago-anticuerpos.

Este experimento mostró que los fago-anticuerpos seleccionados en las 

diferentes rondas de selección tienen la capacidad de reconocer a las tres toxinas y 

ninguno de ellos tiene la capacidad de reconocer únicamente a las toxinas Cry1Ab 

y Cry1Aa como nosotros esperaríamos, lo que sugiere que probablemente ninguno 

de estos anticuerpos es específico para el dominio III de la toxina Cry1Ab. Estos 

fago-anticuerpos probablemente reconocen al dominio I de las tres toxinas, que es 

la región donde se encuentra una alta identidad en la secuencia de aminoácidos. 
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Fago-anticuerpos de la biblioteca de bazo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 control

%
 d
eM
or
ta
lid
ad

0

20

40

60

80

100

Ensayo de toxicidad en presencia de fago-anticuerpo

A pesar de que no se lograron obtener anticuerpos que reconocieran 

específicamente al dominio III de la toxina Cry1Ab, decidimos verificar si alguno de 

estos anticuerpos tenía la capacidad de neutralizar el efecto tóxico de la toxina 

Cry1Ab en larvas de M. sexta. Para este experimento se realizó un bioensayo con 

larvas de M. sexta. La toxina Cry1Ab ocupada en este experimento fue 

preincubada en presencia o ausencia de cada uno de los fago-anticuerpos por una 

hora y posteriormente, larvas de M. sexta en placas de 24 pozos (una larva por 

pozo) fueron alimentadas con esta solución. Después de 7 días fueron 

cuantificadas las larvas sobrevivientes y se calculo el porcentaje de mortalidad. Los 

resultados se muestran en la figura 10.

Figura 10. Bioensayo con larvas de M. sexta. Las larvas fueron alimentadas con 10 

ng/cm2 de toxina Cry1Ab y se utilizó 1x109 UFC de fago-anticuerpos de cada una 

de las clonas. El experimento control fue la toxina Cry1Ab sin competidor. 
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Como se muestra en la figura 10, ninguno de los fago-anticuerpos

seleccionados tiene la capacidad de inhibir la acción tóxica de la toxina Cry1Ab en 

larvas de M. sexta. Estos resultados nos llevaron a plantear una nueva estrategia

para aislar los anticuerpos de nuestro interés, es decir, anticuerpos capaces de 

reconocer al dominio III de la toxina Cry1Ab.

Selección de anticuerpos en presencia de la toxina Cry1Ac como competidor

Para aislar los anticuerpos de nuestro interés, fue planteada la idea de 

trabajar tanto con la biblioteca de médula ósea, como con la biblioteca de bazo,

pues existe la posibilidad de que algunos anticuerpos pudiesen estar representados 

en uno de los dos repertorios, por lo tanto, la posibilidad de aislar los anticuerpos 

de nuestro interés se podría incrementar. 

 En los experimentos anteriores la selección fue realizada utilizando como 

antígeno exclusivamente a la toxina Cry1Ab, sin embargo, no se obtuvieron 

resultados positivos. La identidad entre la toxina Cry1Ab y Cry1Ac en el dominio III 

es del 38% y esta característica puede permitirnos realizar una selección más 

restringida, utilizando estas dos toxinas como antígenos. En primer lugar, los fago-

anticuerpos de cada uno de los repertorios fueron amplificados después de dos 

rondas de selección con la toxina Cry1Ab y fueron sometidos a una tercera ronda 

de selección utilizando como antígeno a la toxina Cry1Ac. A diferencia de las 

rondas de selección anteriores, en esta ocasión fueron recuperados los fago-

anticuerpos que no reconocieron a la toxina pegada en el inmunotubo (tabla 2).

Tabla 3. Títulos obtenidos de la selección con la toxina Cry1Ac.

Repertorio
Concentración de 

toxina Cry1Ac

Título de entrada 

(UFCa/ml)

Título de salida 

(UFCa/ml)

Bazo 50 µg/ml 1x1010 2x106

Médula ósea 50 µg/ml 1x1010 2x105

UFC: Unidades formadores de colonias
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Después de la ronda de selección con la toxina Cry1Ac, cada uno de los

repertorios fue amplificado, titulado y sometido a una nueva ronda de selección.

En esta última ronda, se realizó una selección por competencia en donde los 

repertorios de fago-anticuerpos fueron preincubados por una hora con toxina 

Cry1Ac en solución (25 µg/ml) y posteriormente, fueron agregados a un 

inmunotubo con toxina Cry1Ab inmovilizada, los fagos que unieron a la toxina 

Cry1Ac y no a la toxina Cry1Ab fueron desechados mediante lavados y aquellos 

que únicamente reconocieron a la toxina Cry1Ab fueron recuperados. Los títulos 

obtenidos con esta estrategia se muestran en la siguiente tabla. 

Tabla 3. Títulos obtenidos de la selección con la toxina Cry1Ac (en solución) y 

Cry1Ab (inmovilizada).

Repertorio

Concentración 

de toxina

Cry1Ab

Concentración de 

toxina Cry1Ac

Título de 

entrada

(UFC/ml)

Título de Salida

(UFC/ml)

Bazo 50 µg/ml 25 µg/ml 1x1011 5x105

Médula 

ósea
50 µg/ml 25 µg/ml 1x1011 1.1x106

Análisis de fago-anticuerpos monoclonales después de las rondas de selección

Para determinar la presencia de genes de anticuerpos en las clonas después 

de la última ronda de selección y para determinar su variabilidad, fueron 

seleccionados al azar 25 clonas de cada uno de los repertorios. Cada una de ellas 

fue cultivada en medio LB y se purificó el ADN que posteriormente fue utilizado 

como templado para realizar un PCR con oligos específicos para anticuerpos de 

conejo, los productos obtenidos se muestran en la figura 11.
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Figura 11. Productos de PCR obtenidos del PCR con oligos específicos para 

anticuerpos de conejo con cada uno de los repertorios. Las flechas indican las 

clonas que presentaron el producto esperado (aprox. 800 pb) y las estrellas 

presentan productos de menor tamaño.

Como se muestra en la figura 11, únicamente presentaron el producto 

esperado (aproximadamente 800 pb) 10 clonas de la biblioteca de bazo (figura 

11A señaladas con flechas) y 3 clonas de la biblioteca de médula ósea (figura 11B 

señaladas con flechas). Tanto en la biblioteca de médula como en la biblioteca de 

bazo, fueron obtenidos productos de menor tamaño posiblemente debido a 

pequeñas deleciones del gene (señaladas con estrellas), de igual manera se 

obtuvieron clonas que no presentaron el producto esperado, por lo que esas clonas 

fueron descartadas del análisis.
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Análisis del patrón de restricción (fingerprinting)

Para verificar la variabilidad entre las clonas que contienen genes scFv 

completos los  productos de PCR de cada una fueron tomados y sometidos a una 

digestión con la enzima de restricción Alu I. Los patrones de restricción diferentes 

fueron analizados en un gel de agarosa al 2% (figura 12).

Figura 12. Gel de agarosa al 2% que muestra los diferentes patrones de restricción 

de las clonas M2, M15, M21 y M22 de la biblioteca de médula ósea y las clonas B2 

y B12 de la biblioteca de bazo obtenidos de la digestión con al enzima Alu I.

Dentro de las 13 colonias totales seleccionadas solo fueron obtenidos 6 

patrones de restricción diferentes. En las clonas del repertorio de médula ósea se 

encontraron 4 diferentes patrones de restricción, las clonas con estos patrones 

fueron denominadas como M2, M15, M21 y M22. En el caso del repertorio de bazo 

se obtuvieron 2 patrones de restricción y las clonas que representaron estos 

patrones fueron denominadas como B2 y B12.

M2   M15  M21   M22    B2    B12M2   M15  M21   M22    B2    B12
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Determinación de la especificidad de los anticuerpos seleccionados

Para determinar cuál es el dominio de la toxina Cry1Ab que reconocen las 

clonas seleccionadas, los fago-anticuerpos fueron purificados y posteriormente 

fueron titulados para realizar un ensayo de ELISA con las toxinas Cry1Ab y Cry1Ac

como antígenos. Como se mencionó anteriormente las toxinas Cry1Ab y Cry1Ac 

comparten una alta identidad en los dominios I y II, sin embargo, el dominio III de 

las dos toxinas es diferente. Para este experimento se utilizó como control negativo 

el fago M13 silvestre (Figura 13).
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Figura 13. ELISA monoclonal tomando como antígeno 5 µg/ pozo de las 

toxinas Cry1Ab y Cry1Aa, el título de cada uno de los fago-anticuerpo fue de 1x109

UFC, al igual que del fago M13 silvestre. Las lineas verticales sobre las barras 

representan la desviación estandar (n=3).
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Los resultados obtenidos en el ELISA muestran que los anticuerpos 

seleccionados presentan un alto reconocimiento hacia a la toxina Cry1Ab, mientras 

que el reconocimiento hacia la toxina Cry1Ac es menor. La clona B12, presenta un 

bajo reconocimiento hacia la toxina Cry1Ab, casi de la misma magnitud que el fago 

M13 silvestre, lo cual sugiere que la capacidad de reconocimiento por la toxina 

Cry1Ab es baja. En cambio las clonas B2, M2, M15, M21 y M22, presentan una 

mayor absorbancia en cuanto al reconocimiento a la toxina Cry1Ab que en el 

reconocimiento a la toxina Cry1Ac, lo que sugiere que estos anticuerpos podrian 

reconocen al dominio III de la toxina Cry1Ab.

Ensayos de competencia con las toxinas Cry1Ab y sus receptores en M. sexta

En estudios anteriores se ha demostrado que anticuerpos que reconocen 

específicamente al asa 2 y 3 del dominio II de la toxina Cry1Ab tienen la capacidad 

de inhibir la unión con el receptor Bt-R1 de M. sexta y además tienen la capacidad 

de inhibir el efecto tóxico in vivo. Para determinar si alguno de los anticuerpos anti 

dominio III presentaba la capacidad de competir la unión de la toxina con alguno 

de sus receptores (APN ó BT-R1) fue realizado un ensayo de unión a ligando. Para 

este experimento fueron purificadas vesículas de microvellosidad media apical 

(VMMA´s) de intestinos de M. sexta. Las proteínas presentes en las VMMA´s 

fueron separadas por electroforesis  y transferidas a una membrana de 

nitrocelulosa y posteriormente esta membrana fue incubada con toxina Cry1Ab 

marcada con biotina en presencia de diferentes títulos de cada uno de los fago-

anticuerpos seleccionados, para analizar el desplazamiento en la unión. Los 

resultados se muestran en la figura 14.
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Figura 14. Experimento de unión a ligando. Competencia de unión entre la toxina 

Cry1Ab y el receptor aminopeptidasa en presencia de cada uno de los fago-

anticuerpos. La concentración de toxina ocupada fue de 10 nM y los títulos de cada 

uno de los fago-anticuerpos fue de 1x1010 y 1x1012 UFC; en el carril 1 se presenta 

la unión de la toxina en ausencia de competidor.

La figura anterior muestra que algunos de los fago-anticuerpos tienen la 

capacidad de inhibir la interacción con el receptor. La unión de la toxina Cry1Ab 

con APN en ausencia de competidor es clara (carril 1) al igual que en presencia de 

los fago-anticuerpos B2, B12 y M15 que no tiene la capacidad de competir la 

unión. Según muestra este experimento los anticuerpos M15 y M21 compiten la 

unión, pero no tan eficientemente como el fago-anticuerpo M22 que desplaza la 

unión completamente cuando se utiliza 1x1012 UFC como competidor. Estos 

resultados sugieren que regiones específicas del dominio III son importante para la 

interacción con el receptor aminopeptidasa en M. sexta.

Para determinar si alguno de estos anticuerpos tenia la capacidad de 

desplazar la unión de la toxina únicamente con APN ó también con el receptor Bt-

R1 se montó un experimento de unión a ligando utilizando en lugar de proteínas de 

VMMA´s un fragmento del receptor caderina (Bt-R1) expresado y purificado a partir 

de cultivos de E. coli. Este fragmento contiene los tres sitios de interacción del asa 

2,3 y α8 reportados para la toxina Cry1Ab. Los resultados obtenidos se muestran 

en la figura 15.
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Figura 15. Experimentos de unión a ligando con un fragmento de Bt-R1. El carril 1 

muestra la unión de la toxina Cry1Ab sin competidor y el carril 2 muestra

únicamente a Bt-R1 sin toxina, el carril 2-8: unión de la toxina en presencia de B2, 

B12, M2, M15, M21 y M22 respectivamente. Se utilizó 1x1012 UFC de cada uno de 

los fago-anticuerpos.

La figura 15 muestra que ninguno de los fago-anticuerpos fue capaz de 

desplazar la unión de la toxina con el fragmento del receptor Bt-R1. Estos 

resultados sugieren que los regiones del dominio III que reconocen los fago-

anticuerpo M15, M21 y M22 son importantes en la interacción con el receptor 

aminopeptidasa, sin embargo, no son importantes en la interacción con el receptor 

Bt-R1 como se ha demostrado en el caso del dominio II de esta toxina.    

Reconocimiento de los fago-anticuerpos anti-dominio III al oligómero y monómero

En el mecanismo de acción de las toxinas Cry en lepidópteros se ha propuesto que 

el oligómero es la forma de la toxina que se une directamente al receptor 

aminopeptidasa (Bravo et al., 2004). Para determinar si la región que reconocen 

los fago-anticuerpos seleccionados se encuentra expuesta tanto en el oligómero 

como en el monómero se montó un ensayo de ELISA utilizando como antígenos el 

oligómero y el monómero purificados (figura 16).
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Figura 16. ELISA monoclonal utilizando como antígenos al monómero o al

oligómero purificados de la toxina Cry1Ab; Se utilizaron de cada uno de los fago-

anticuerpos 1x1012 UFC y 5 nM de toxina. Las lineas verticales sobre las barras 

representan la desviación estandar (n=3).

Como se muestra en la figura 16 los fago-anticuerpos B2, B12, M2 

reconocen de igual manera al oligómero y monómero de la toxina. Las clonas M15 

y M21 muestran un mayor reconocimiento hacia al monómero que hacia el 

oligómero, sin embargo, reconocen también al oligómero aunque con menor 

intensidad. El fago-anticuerpo M22 que fue el más eficiente para inhibir la 

interacción de la toxina con el receptor aminopeptidasa reconoce a las dos 

entidades, este resultado sugiere que las regiones que reconocen estos fago-

anticuerpos en la toxina pueden estar expuestos en el oligómero y que estas 

regiones son importantes en la interacción con este receptor, lo que correlaciona 

con la propuesta de que el oligómero interacciona con la aminopeptidasa en M. 

sexta y probablemente es el dominio III el responsable en esta interacción. 
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Caracterización del efecto “in vivo” de los anticuerpos anti-dominio III

Para determinar qué tan importante es en la toxicidad la unión de la toxina 

con el receptor aminopeptidasa, analizamos el efecto de la toxina en larvas del 

primer estadio de desarrollo de M. sexta mediante un bioensayo. En este 

experimento la toxina Cry1Ab fue previamente incubada con los fago-anticuerpos

M15, M21 y M22 que encontramos son capaces de inhibir la interacción toxina-

receptor en experimentos de unión a ligando y posteriormente esta solución fue 

mezclada con dieta de donde fueron alimentadas las larvas. Posteriormente, se 

verificó si alguno de los anticuerpos tenía la capacidad de inhibir el efecto tóxico de 

la toxina en M. sexta (figura 16). 
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Figura 17. Porcentaje de mortalidad en larvas de M. sexta en presencia o ausencia 

de fago-anticuerpos. 1) Toxina Cry1Ab sin competidor, 2) Toxina Cry1Ab 

preincubada con el fago-anticuerpo M15, 3) Toxina Cry1Ab preincubada con el 

fago-anticuerpo M21, 4) Toxina Cry1Ab preincubada con el fago-anticuerpo M22, 

5) H2O. En este ensayo se utilizaron 10 ng/cm2 de toxina Cry1Ab y 1x109 UFC de 

cada uno de los fago-anticuerpos y se utilizaron 24 larvas por experimento. Las 

lineas verticales sobre las barras representan la desviación estandas (n=3).
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Los resultados obtenidos en el bioensayo muestran que los fago-anticuerpos 

anti-dominio III tienen la capacidad de disminuir la toxicidad in vivo cuando la 

toxina Cry1Ab es previamente incubada con ellos. Los resultados obtenidos en este 

experimento correlacionan con los resultados obtenidos en el experimento de 

unión a ligando, pues el anticuerpo que inhibe de manera más eficiente la unión de 

la toxina con APN es el M22 y también es el que inhibe de mejor manera el efecto 

tóxico de Cry1Ab. Estos resultados sugieren que la unión entre la toxina y 

aminopeptidasa es un paso importante en la toxicidad y por lo tanto, en el 

mecanismo de acción de estas toxinas.

Activación de toxina Cry1Ab en presencia de anticuerpos scFv purificados

En  nuestro laboratorio se ha demostrado que la activación de la toxina 

Cry1Ab con jugo gástrico en presencia de anticuerpos que mimetizan al receptor 

Bt-R1 (específicamente aquellos que reconocen el asa 2 del dominio II) son 

capaces de promover la oligomerización (Gómez et al., 2002). Para determinar si 

los anticuerpos anti-dominio III son capaces de promover la oligomerización fue 

realizado un experimento de activación. Para purificar los fragmentos de 

anticuerpos scFv los genes correspondientes a cada anticuerpos fueron

subclonados al vector pET32b que facilita su expresión y purificación mediante una 

columna de afinidad con níquel (Figura 18a). La activación  fue realizada mediante 

la incubación de cristales purificados de la toxina Cry1Ab con cada uno de los 

anticuerpos por separado, en una solución amortiguadora de carbonatos pH 9.5 y 

jugo gástrico. Pasado el tiempo de incubación las proteasas fueron inhibidas con 

PMSF a una concentración final de 1 mM. El resultado de la reacción fue verificado 

por inmunoblot (figura 18b). La clona M15 no fue incluida en este análisis porque 

presenta una deleción en el péptido de unión (Gly4-Ser)3 de los genes de 

anticuerpos, por lo que se dificulta el análisis de la secuencia. 
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Figura 17. a) Inmunoblot de la purificación de los anticuerpos M21 (carril 1) y M22 

(carril 2) de aproximadamente 30 kDa; b) Inmunoblot de la activación de toxina 

Cry1Ab en presencia de anticuerpos scFv. Carril 1: Activación con el anticuerpo 

scFv73, carril 2: activación con el anticuerpo M21, carril 3: activación con el 

anticuerpo M22.

En la figura 17a se muestran los anticuerpos M21 y M22 después de ser 

purificados. Como se muestra en la figura 17b, la activación de toxina con 

anticuerpos solubles mostró que el anticuerpo scFv73 promueve una alta 

producción de oligómero de aproximadamente 250 kDa (carril 1), mientras que el 

anticuerpo M21 no la promueve (carril 2). El anticuerpo M22 promueve 

parcialmente la oligomerización, sin embargo, no con la eficiencia que el 

anticuerpo scFv73. Esto sugiere que el dominio III de la toxina Cry1Ab o los 

epítopes que reconocen estos anticuerpos en este dominio no están involucrados 

en la oligomerización, pero sí en la unión de la toxina con el receptor 

aminopeptidasa y en la toxicidad en larvas de M. sexta. 

De cada una de las clonas se aisló el DNA correspondiente a los genes de los 

anticuerpos y posteriormente estos fueron enviados a secuenciar. El análisis de la 

secuencia de aminoácidos permitió la identificación de las regiones determinantes 

de complementariedad (CDR´s) de cada uno de los anticuerpos (Tabla 4).
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Tabla 4. Secuencias de aminoácidos de las regiones determinantes de 

complementariedad.

Secuencia de los CDR´s de la cadena pesada de los 
anticuerpos 

Anticuerpo CDR-H1 CDR-H2 CDR-H3
M21 VAATWIC GPTTVTL DSGTFYMPSYFNL
M22 TASGILLQ GWPTTVT DSGTFYMPSYFNL

Secuencia de los CDR´s de la cadena ligera de los anticuerpos
Anticuerpo CDR-L1 CDR-L2 CDR-L3

M21 EDIFSSL HRASTLA DAATYYCQATYYLSSANL
M22 EDIFSSL HRASTLA DAATYYCQATYYLSSANL

La secuencia de los CDR´s mostró que estos anticuerpos presentan la 

misma secuencia de aminoácidos en los CDR´s de la cadena ligera e identidad en 

el CDR-H2 y el CDR-H3 de la cadena pesada, sin embargo, el CDR-H1 es diferente.

Estas secuencias ayudaran en estudios posteriores para la determinación de los 

epítopes que reconocen estos anticuerpos en el dominio III, mediante

experimentos como ensayos de competencia en ELISA con péptidos sintéticos 

correspondientes a los CDR´s de los anticuerpos y con péptidos sintéticos 

correspondientes a las regiones reportadas como sitios de interacción del dominio 

III de la toxina Cry1Aa con la caderina de B. mori. Así se podrán determinar las 

regiones de interacción en la toxina Cry1Ab que interacciona con el receptor y 

cuales son las regiones del receptor que interaccionan directamente con el dominio 

III. Todos los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la interacción del 

dominio III de la toxina Cry1Ab con el receptor aminopeptidasa es un factor 

indispensable para su toxicidad en larvas de M. sexta. 
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Discusión

En insectos susceptibles la especificidad de las toxinas Cry correlaciona con

el reconocimiento a receptores en el intestino de los insectos blanco, como son la 

caderina (Bt-R1), aminopeptidasa (APN) y la fosfatasa alcalina que se encuentran 

en lípidos de diferentes especies de insectos.

Estas proteínas unen diferencialmente a toxinas Cry1A y son importantes 

como receptores mediadores de toxicidad. La identificación de regiones específicas 

de las toxinas involucradas en la interacción con el receptor puede proveer

información acerca del mecanismo de especificidad en insectos y el mecanismo de 

acción de estas. 

En M. sexta hay dos proteínas que han sido caracterizadas como proteínas

de unión a toxinas Cry1A. La proteína Bt-R1, de aproximadamente 210 kDa, ha sido 

la más caracterizada en los últimos años y se han logrado identificar tres regiones 

que se unen específicamente al asa 2, 3 y α8 (Gómez et al., 2001; Gómez et al., 

2003; Xie et al; 2005). La proteína APN de aproximadamente 120 kDa ha sido la 

menos caracterizada en ese sentido y recientemente, se han unido esfuerzos para 

determinar el papel de este receptor (Garczyski et al., 1991).

Anteriormente, se sugería que el papel del dominio III era la conservación 

de la integridad de las toxinas, protegiéndola de posteriores proteólisis. Sin 

embargo, estudios posteriores con toxinas quiméricas y algunas mutantes 

demostraron que este dominio también se encuentra involucrado en la 

especificidad de las toxinas Cry. En el caso particular de la toxina Cry1Ac 

mutaciones en el dominio III (S503A y S504A) provocan la reducción de la 

toxicidad con la correspondiente disminución en la unión a VMMA´s en M. sexta

(Aronson et al., 1995). Por otro lado, se ha demostrado que el dominio III de esta 

toxina Cry1Ac reconoce el azúcar N-acetilgalactosamina en la aminopeptidasa de 

M. sexta y de H. virescens (Garczyski et al., 1991; Luo et al., 1997).

Experimentos de competencia con este azúcar utilizando  las toxinas Cry1Ab 

y Cry1Aa que presentan únicamente el 38% de identidad en el dominio III con la 
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toxina Cry1Ac mostró que la unión de estas toxinas a VMMA´s de M. sexta no es 

inhibida lo que sugiere que los epítopes de unión con el receptor son diferentes

(Lou et al., 1997; Masson et al., 1995). Tambi én se han construido toxinas híbridas 

en donde se intercambió el dominio III entre las toxinas Cry1Aa y Cry1Ac. Las 

proteínas que tienen el dominio III de la toxina Cry1Aa se unen a una proteína de 

210 kDa, mientras que las que tienen el dominio III de Cry1Ac se unen a una 

proteína de 120 kDa en L. dispar (Lee et al., 1995). El intercambio de dominios 

también ha sugerido un papel muy importante de este dominio en la unión a los 

receptores de Spodoptera exigua (de Maagd et al., 1996).    

Trabajos posteriores utilizando anticuerpos monoclonales aislados de un conejo 

inmunizado con la toxina Cry1Aa que inhiben la unión de la toxina con el receptor 

aminopeptidasa llevó al mapeo de dos epítopes en el dominio III de la toxina 

responsables de la interacción con el receptor (508STLRVN513 y 582VFTLSAHV589) 

estos resultados muestran que existen regiones del dominio III de la toxina Cry1Aa

que interaccionan directamente en con la aminopeptidasa, sin embargo, en este 

trabajo no se demostró efecto en la toxicidad y no se ha realizado un estudio de 

este tipo en la toxina Cry1Ab y sus receptores en M. sexta (Atsumi et al., 2005).

Para esto, aislamos anticuerpos a partir de bibliotecas de anticuerpos inmunes 

contra la toxina Cry1Ab (biblioteca de bazo y médula ósea) que reconocen el 

dominio III de la toxina Cry1Ab con la finalidad de obtener anticuerpos capaces de 

competir la unión de la toxina con los receptores de M. sexta para estudiar esta

interacción. Esta selección se desarrolló por dos estrategias, la primera implicó

realizar rondas de selección utilizando únicamente a la toxina Cry1Ab como 

antígeno y fue utilizada la biblioteca de bazo. Los resultados obtenidos no fueron 

positivos, pues no logramos aislar anticuerpos de interés, sin embargo, es 

importante señalar que al intentar caracterizar los anticuerpos obtenidos por esta 

estrategia se observó que en algunas clonas los genes fueron deletados o perdidos 

conforme se realizaron las rondas de selección, lo cual limitó de manera 

considerable el objetivo de este trabajo. 
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En una segunda estrategia se utilizó el repertorio de bazo y médula ósea 

para aumentar la probabilidad de seleccionar los anticuerpos de interés y como 

antígeno fueron utilizadas las toxinas Cry1Ab y la toxina Cry1Ac. Los resultados 

obtenidos fueron positivos. El análisis de patrón de restricción por digestión mostró 

la obtención de 4 clonas diferentes de la biblioteca de médula ósea (M2, M15, M21 

y M22) y 2 de la biblioteca de bazo (B2 y B12). El análisis mediante ELISA mostró 

que estos anticuerpos probablemente reconocen el dominio III de la toxina 

Cry1Ab, pues no reconocen a la toxina Cry1Ac, por otro lado, El experimento de 

unión a ligando en presencia de fago-anticuerpos mostró claramente que tres de 

los anticuerpos (M15, M21 y M22) reconocen epítopes importante en la unión de la 

toxina con el receptor APN y el bioensayo en presencia de ellos, demostró su 

importancia también en la toxicidad. El reconocimiento de los anticuerpos al 

monómero y oligómero mostró por un lado que los epítopes que reconocen los 

anticuerpos M15, M21 pueden estar expuestos en el oligómero como en el 

monómero sin embargo, presentan un mayor reconocimiento hacia el monómero y

que los epítopes que reconoce el anticuerpo M22 se encuentran expuestos tanto 

en oligómero como en el monómero, lo que sugiere que tanto el oligómero como 

el monómero pueden ser capaces de unirse a APN por la regiones que son 

mimetizadas por los anticuerpos y que la toxina Cry1Ab no sufre cambios 

conformacionales importantes en el dominio III cuando se lleva acabo la transición  

de monómero a oligómero. 

Los experimentos de activación de la toxina Cry1Ab con anticuerpo soluble 

mostraron que los anticuerpos anti-dominio III no facilitan de manera eficiente la 

formación de oligómero. Se ha demostrado que anticuerpos que unen regiones del 

dominio II, específicamente el asa 2, 3 y α8 promueven la oligomerización (Gómez 

et al., 2001; Gómez et al., 2003). La probabilidad de que este anticuerpo 

reconozca un sitio dentro del dominio II se descarta con el resultado obtenido en 

la competencia de unión con Bt-R1, pues el fragmento ocupado en este ensayo 

comprende los tres sitios de unión a las asas del l dominio II de la toxina Cry1Ab y 

no existe competencia de unión con esos sitios en  presencia del anticuerpo. 
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La alta identidad en el dominio III de la toxina Cry1Aa y Cry1Ab y la 

estrategia que se siguió para mapear los epítopes de interacción de la toxina 

Cry1Aa con la APN de B. mori sugiere que probablemente estos epítopes pueden 

ser los mismos en la interacción del dominio III de la toxina Cry1Ab con la 

aminopeptidasa, sin embargo, no se descartan otros sitio de interacción (Atsumí et 

al., 2005). 

En el mecanismo de acción propuesto para las toxinas Cry1A en 

lepidópteros implica que después de que la toxina se une a Bt-R1, ésta expone 

regiones hidrofóbicas que promueven la oligomerización de la toxina. Una vez que 

la toxina se oligomeriza esta es capaz de unirse al receptor aminopeptidasa 

disociándose de Bt-R1. Posteriormente, la aminopeptidasa arrastra al oligómero a 

microdominios de membrana en donde se lleva acabo la inserción de la toxina y la 

formación de poro. Se ha demostrado que el primer contacto de la toxina con el 

receptor Bt-R1 es por el dominio II (específicamente las asas 2, 3 y α8) y que es 

este contacto es indispensable para la oligomerización. Los resultados obtenidos en

este trabajo sugieren que el siguiente contacto después de la oligomerización es 

entre el dominio III de la toxina Cry1Ab y el receptor de aminopeptidasa y que 

esta unión es indispensable para que la toxina tenga su efecto tóxico en el insecto.
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Conclusiones

• Se logró la selección de 6 diferentes anticuerpos que reconocen al dominio 

III de la toxina Cry1Ab, los anticuerpos B2 y B12 de la biblioteca de bazo y 

los anticuerpos M2, M15, M21 y M22 de la biblioteca de médula ósea.

• De los anticuerpos seleccionados únicamente el M15 y M21 presentan un 

reconocimiento diferencial entre el oligómero y el monómero, mientras que 

los demás no presentan distinción. 

• Los anticuerpos M15 y M21 son capaces de inhibir la unión entre la toxina 

Cry1Ab y la APN de M. sexta, sin embargo, la inhibición es mayor con el 

anticuerpo M22. 

• Los anticuerpos M15, M21 y M22 fueron capaces de inhibir el efecto tóxico 

de Cry1Ab en bioensayo con larvas de M. sexta.

• El dominio III de la toxina Cry1Ab es importante en la interacción con el 

receptor APN de M. sexta y esta interacción es importante para la  

toxicidad. 

Perspectivas

• Realizar ensayo de competencia con péptidos sintéticos de la región 

mapeada en la toxina Cry1Aa como sitio de interacción con la APN de B. 

mori  y determinar si es la misma en M. sexta.

• Analizar las secuencias de los CDR´s de los anticuerpos M21 y M22 

mediante alineamientos con APN de Manduca sexta y determinar las 

regiones importantes en el receptor. 
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