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1. RESUMEN

La bacteria Bacillus thuringiensis representa una alternativa viable al uso de insecticidas
sintéticos 0 quimicos por su produccion de proteinas toxicas hacia insectos con un alto
grado de especificidad y facil degradacion en el ambiente. En particular, la subespecie
Bacillus thuringiensis israelensis se ocupa en el combate de vectores transmisores de
enfermedades, principalmente mosquitos. Esta subespecie produce cuatro toxinas con
actividad insecticida: CryllAa, Cry4Aa, Cry4Ba y CytlAa. En especial la toxina
CytlAa presenta un efecto sinérgico y de retraso de resistencia al combinarse con las
otras toxinas de la bacteria, ademas de presentar un efecto téxico individual. Aln no son
definidas las bases biogquimicas de la especificidad de CytlAa hacia ciertos insectos
blanco y el mecanismo de accion propuesto para la toxina ain no se ha elucidado por
completo. Por otro parte, se sabe que CytlAa puede sinergizar a CryllAa cuando
entran en contacto por regiones especificas y que favorece la oligomerizacion y
formacion de poro de esta Gltima. No se sabia si esta propiedad es compartida con otras

toxinas con las que sinergiza.

En este trabajo se compararon las propiedades de CytlAa al interactuar con vesiculas
derivadas de las membranas apicales de las células epiteliales intestinales (VMMA) del
insecto sensible Aedes aegypti y el no sensible Manduca sexta. Se observé que CytlAa
es capaz de solubilizarse y activarse en las condiciones esperadas en intestinos tanto de
A. aegypti como M. sexta. Se observé también que la union de CytlAa a las VMMA no
se veia afectada por la presencia de biotina en las lisinas ni por el cambio a pH
alcalinos, aungque a pH muy acido parece que se disocia de VMMA de M. sexta. En
experimentos de competencia se vio que a muy altas concentraciones de CytlAa
silvestre se podia evitar la union de CytlAa biotinada con mayor facilidad en VMMA
de M. sexta que A. aegypti. Sin embargo, la afinidad de CytlAa por las VMMA es
similar. Ademas, cuando se incuban las VMMA con CytlAa marcada
fluorescentemente se observé que en las membranas de ambos insectos la hebra 6 del
dominio C-terminal se inserta a un grado igual, medido mediante accesibilidad al
solvente por apagamiento con KI. Por otra parte se establecio que CytlAa en forma de
protoxina se puede emplear para el sistema de despliegue en fagos y que en este

contexto es posible detectar una unién preferencial a VMMA de Aedes aegypti sobre
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Manduca sexta cuando se permite una union lenta a baja temperatura y se da un breve

shock térmico.

Por otro lado se produjeron mutantes de K198A, E204A, y K225A de CytlAa, en los
epitopes de interaccion con Cryl1Aa, y mutantes de Cry4Ba en el asa a8 su dominio Il.
Al combinar mutantes de Cyt1Aa con Cry4Ba o sus mutantes se vio un reduccion en el
grado de sinergismo observable contra larvas de Aedes aegypti. La mutante E204A de
CytlAa también mostré una reduccién en sinergismo con Cry4Aa. La reduccién en
sinergismo entre Cry4Ba y CytlAa se puede atribuir a una reduccién en union entre las
toxinas, demostrado mediante uniones tipo Ligand Blot y también por ensayos de
ELISA.

CytlAa presenta un rango limitado de insectos contra los cudles es toxica. In vitro los
ensayos realizados no permiten definir de forma absoluta cual es la base bioquimica de
la especificidad de la toxina activada aungue los datos apunta a que es mayor la union
con las membranas de A. aegypti que M. sexta, visto por competencia y en el contexto
de fusion a P3 del fago M13. Esto permite establecer condiciones para tamizajes de
bibliotecas de CytlAa a través de este sistema. Ademas, se demostré que el Cytl1Aa es
capaz de sinergizar a todas las toxinas Cry de Bti al funcionar como un receptor auxiliar
codificado por la bacteria. Este mecanismo compartido apunta a la mayor relevancia de
Cyt1Aa como agente de sinergia que como agente toxico.
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2. INTRODUCCION

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram-positiva que se puede encontrar en el
suelo de una gran variedad de ambientes alrededor del mundo. Cuando la bacteria
percibe condiciones adversas a su desarrollo, por ejemplo por privacion de nutrientes,
ésta entra en un proceso de esporulacion para asegurar su supervivencia. Como parte de
este proceso de esporulaciéon la bacteria produce un conjunto de proteinas que se
acumulan en forma de inclusiones cristalinas paraesporales (Figura 2.1). Una
caracteristica de estas proteinas es que presentan toxicidad especifica contra diversos
ordenes de insectos e incluso nematodos [1]. Cada subespecie de Bacillus thuringiensis
codifica para una diferente combinacion de toxinas y esto es lo que le confiere
especificidad hacia el insecto blanco. Dada la especificidad de blanco y su naturaleza
proteica, las toxinas de Bt se han utilizado como una alternativa biodegradable e inocua
para humanos en el control de plagas en cultivos de interés econémico o como control
de vectores de enfermedades, principalmente los mosquitos.

Figura 2.1 Micrografia de Bacillus thuringiensis en fase de esporulacién. A. Bacilo en etapa
vegetativa. B. Cristal de Cry1Ab liberado de esporangio. (Cortesia de Biol. Leivi Portugal)

La especificidad de las toxinas de Bt permite el uso de una subespecie particular de Bt
para un objetivo determinado. Por ejemplo, en 2007 existian millones de hectareas de
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cultivos tratados con Bt a nivel mundial, que corresponden a cultivos transgénicos de
plantas que expresan toxinas de Bt, entre los que destacan maiz, algodén y soya [2]
(Tabla 2.1). De igual manera, preparaciones de la subespecie Bacillus thuringiensis
israelensis se han utilizado para controlar a las especies de mosquito Aedes aegypti y
Anopheles albimanus. Esto es para reducir el esparcimiento del virus del dengue y del

parésito que produce malaria, respectivamente.

Tipo de Cultivo | Hectareas % del area
(millones) total
Tolerancia a 69.9 68
herbicidas
glifosato
Resistencia a 19 19
msectos Bacillus
thuringiensis (Bt)
Combinada 13.1 13

Tabla 2.1 Uso de cultivos transgénicos de Bt

Al igual que con otras formas de combate contra insectos, una preocupacion persistente
para el futuro de esta tecnologia es que el uso continuo de las toxinas de Bt en campos
de cultivo o para control de vectores promueva la aparicion de resistencia en
poblaciones silvestres. La busqueda de las bases moleculares de la actividad y
especificidad de estas toxinas nos permite desarrollar estrategias de mejora en la
utilizacion de esta tecnologia y también el disefio dirigido de toxinas méas potentes o que

combatan la resistencia.

16



3. ANTECEDENTES

3.1 Generalidades de las toxinas de Bacillus thuringiensis

Las toxinas de Bt pertenecen a un grupo de toxinas denominadas las &-endotoxinas
formadoras de poro. El blanco principal de accion de estas toxinas son las células que
conforman el tejido epitelial del intestino de las larvas. Aunque en muchos casos no
exista alta conservacion de secuencia de aminoacidos entre las toxinas de los distintos
linajes de Bacillus thuringiensis, el analisis de la estructura de algunas proteinas de la
familia que se han cristalizado permite observar una conservacion en estructura
tridimensional. Con esta evidencia se han clasificado de acuerdo a homologia y
estructura en dos grandes familias denominadas Cry (por “crystal” en inglés) y Cyt (por
“cytolytic” en inglés) [3].

Figura 3.1 Conservacion estructural de toxinas Cry. Las toxinas Cry conservan la estructura de tres
dominios.[4]

Las toxinas Cry son compuestas por tres dominios estructurales (Figura 3.1). El
dominio | se encuentra formado por 7 a-hélices donde 6 de ellas rodean a una hélice

central de caracter mas hidrofobico. Este dominio se ha propuesto que participa en la
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asociacion de varias unidades de la toxina en un oligbmero y en la penetracion de la
toxina en la membrana blanco [5]. Los dominios Il y Ill estdn compuestos por
estructuras de o/f sandwich. Se ha observado que diversas regiones de estos dominios
estan involucradas en contacto con receptores en las células blanco y que de esta forma
confieren la especificidad de la toxina en cuestion [6, 7]. EI mecanismo de accion de las
toxinas Cry se ha caracterizado principalmente en especies lepidopteras que son plagas
de cultivos. Los estudios han llevado a proponer el siguiente mecanismo para su efecto
toxico [8] (Figura 3.2):

1. Las toxinas Cry son producidas en forma de protoxina la cual conforma los
cristales. El cristal ingerido por la larva es solubilizado en las condiciones
alcalinas y reductoras intestinales.

2. Latoxina liberada del cristal es expuesta a la accién de proteasas que eliminan
segmentos del extremo C-terminal y N-terminal de la protoxina, dejando un
mondmero activo.

3. La toxina se une a un receptor en la membrana de alta abundancia con baja
afinidad identificado como Aminopeptidasa-N o Alcalino-fosfatasa, ambos
anclados por GPI.

4. La toxina después se une a un receptor tipo caderina con alta afinidad. Aqui
sufre un cambio conformacional que permite el corte del a-hélice 1. Este corte
favorece la exposicion de dominios que inducen una oligomerizacion de
monomeros activados.

5. El oligbmero adquiere mayor afinidad por Aminopeptidasa-N o Alcalino-
fosfatasa y su segunda interaccion conlleva a su ubicacion en dominios de
balsas lipidicas.

6. El oligdbmero se inserta en la membrana abriendo un poro por el cual se permite
un flujo de iones y asi un desbalance osmotico. Este desbalance conlleva la lisis
celular. Cuando han ocurrido muchos de estos eventos, el dafio al tejido epitelial

provoca la muerte de la larva.
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Figura 3.2 Mecanismo de accién de CrylAb. Esquema representando la unién secuencial de toxinas
Cry a proteinas de membrana. 1: Unién a APN de baja afinidad por el monémero. 2: Unién a caderina. 3:
unioén de alta afinidad a APN por el oligémero. 4: Insercion de oligémero y formacién de poro|[8]

Las toxinas de la familia Cyt difieren tanto en secuencia como en estructura de las
toxinas de la familia Cry. Se ha reportado un menor nimero de toxinas Cyt que Cry y
casi exclusivamente en las cepas de Bt que infectan especies dipteras [9]. Las toxinas
Cyt presentan un solo dominio o/f donde dos “hairpins” de hélices o rodean a una
ldmina interior conformada exclusivamente por hebras f (Figura 3.3) [10]. En contraste
con el fragmento toxico de las toxinas Cry que tiene un peso promedio de 60 kDa, la
unidad toxica de las toxinas Cyt ronda solamente en los 20 a 23 kDa. Mientras que el
mecanismo de accion de las toxinas Cry ha sido muy detallado, especialmente en
especies lepidopteras, el mecanismo de accion de las toxinas Cyt no es ain muy claro y

se mencionara la evidencia acumulada mas adelante.

Figura 3.3 Estructura cristalina de Cyt2Aa. Imagen generada a partir del PDB 1CBY. [10]
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3.2 Efectos de la toxina CytlAa

La subespecie Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) produce un cristal paraesporal
compuesto principalmente por las toxinas Cry4Aa, Cry4Ba, Cryl1Aa y CytlAa. Todas
las toxinas que conforman este cristal presentan una especificidad contra insectos de
especies dipteras (mosquitos, moscas), algunos coledpteros y incluso algunos
homdpteros [11]. Se ha observado que Cytl1Aa presenta toxicidad contra dipteros pero
no contra lepidopteros [12]. Las toxinas Cry conservan la estructura de tres dominios de
esta familia y existe evidencia de que los receptores involucrados en su interaccion son
similares a aquellos de las toxinas Cry que actlan en lepidopteros [13]. La toxina
CryllAa presenta un forma de protoxina mas pequefia (70 kDa) y sufre un corte
proteolitico interno durante su activacion, aunque ambos fragmentos permanecen

unidos.

Se ha observado que la toxicidad de cada una de las toxinas de Bti por separado es
menor que la toxicidad cuando actdan en conjunto, fendmeno que se denomina sinergia.
En particular se ha observado que la toxina Cyt1Aa es capaz de sinergizar por separado
la actividad de cada una de las toxinas de Bti [14] y algunos estudios sobre esta
fendmeno se detallardn mas adelante. La intensidad de este efecto sinérgico y la
presencia de CytlAa en el cristal se han atribuido a la falta de aparicién de resistencia

en poblaciones en campo expuestas a preparaciones de esta mezcla de toxinas.

Existen algunas particularidades sobre Cytl1Aa que podrian explicar la dificultad para
desarrollar resistencia. A diferencia de las toxinas Cry, se ha observado que las toxinas
Cyt no requieren de un receptor de origen proteico para desempafiar su accion en la
membrana. Estudios han demostrado que la toxina Cyt2Aa une especificamente a
lipidos con &cidos grasos insaturados y que la carga de la cabeza polar parece no influir
demasiado en esta union [15]. Considerando este tipo de reconocimiento un mecanismo
de resistencia esperado seria cambiar la composicion de lipidos en la membrana de las
células blanco, pero dicho cambio podria tener implicaciones amplias para la
supervivencia del insecto. La falta de un receptor Unico ha llevado en algunos casos a
denominar a la toxina Cyt1Aa como inespecifica ya que también se ha observado que in
vitro es capaz de lisar diferentes tipos celulares [16]. La prueba de hemdlisis de

eritrocitos es ampliamente utilizada para evaluar la actividad de toxinas Cyt. Sin
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embargo, se debe recordar que in vivo existe un rango limitado de insectos susceptibles

a toxinas Cyt.

Se ha propuesto que las toxinas Cyt actlan de forma oligomérica, pero el nimero de
subunidades que conformarian dicho oligdmero no es conocido. ElI nimero de
subunidades debe ser grande debido a que se ha observado que existe liberacion de
moléculas de tamafio grande desde el interior de liposomas de fostadilcolina tratados
con CytlAa [17]. La actividad de Cyt2Aa parece ocurrir en dos eventos. Primero, la
toxina se une a la membrana. Una vez en ella, se asocia con otras subunidades para
formar el oligémero e inducir la formacion de poro. El segundo paso aparenta depender
de la interaccién y contacto de mondémeros unidos a la membrana ya que, aunque se
retiene la union a membranas a 4 °C, sélo se observa actividad hemolitica cuando la
temperatura se eleva, por ejemplo a 37°C [18]. También se ha visto que Cyt2Aa parece
formar agregados de hasta 400 kDa cuando se encuentra en la membrana. Un efecto
similar se observo al incubar tubos de Malpigio con toxina activada, donde también se
concluye que a temperatura baja sélo se une la toxina y que es hasta elevar la
temperatura que los mondémeros se asocian y perforan la membrana [19]. Sin embargo
la evidencia apunta a que no hay difusidon lateral de los mondémeros y que esa asociacion

podria mas bien depender de algun cambio conformacional de la toxina.

3.3 Relaciones de estructura-funcion de proteinas Cyt para su toxicidad

CytlAa desempefia funciones de toxicidad individual asi como sinérgicas con las
toxinas Cry de Bti. Diferentes estudios han demostrado que existen motivos
estructurales discretos en CytlAa que se encuentran involucrados en cada uno de estos

procesos.

En 1996 se obtuvo la estructura cristalografica de Cyt2Aa [10], una proteina con 39%
de identidad con CytlAa [20], y se muestra en la figura 3.3. En ese trabajo se observd
que la protoxina de Cyt2Aa (denominada entonces CytB) contaba con 7 hebras By 5
hélices a.. La hebra B1 parece estar involucrada en la formacion de un dimero en los
cristales de Cyt2Aa, aunque esta region es eliminada durante el procesamiento de

protoxina a toxina. También en este trabajo se observo que si la toxina formara un poro
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éste tendria que involucrar a las hebras 3 centrales ya que son las Unicas regiones con la
extension suficiente para atravesar una membrana plasmatica y que ademas presentan el
mayor carécter hidrofébico. En este modelo una cara de la hebra miraria hacia la
membrana y la otra hacia el lumen acuoso del poro. La figura 3.4 muestra cémo las

observaciones de estructura del cristal de Cyt2Aa se aplican a CytlAa.

Para investigar la interaccion de las toxinas Cyt con la membrana se han llevado a cabo
diferentes tipos de aproximaciones. Por ejemplo, Butko P., et al. estudiaron diversas
propiedades de Cyt2Aa [21] al interactuar con membranas. Observaron que la
fluorescencia intrinseca de los triptofanos de la proteina se veia disminuida pero que no
existia un corrimiento hacia el espectro azul de la emision de estos residuos lo que
indicaba que permanecian en un ambiente polar o expuesto. En este trabajo también se
determind por dicroismo circular y otros métodos que la interaccion con liposomas de
fosfatidilcolina inducia una relajacion del plegamiento de la toxina pero que no existian
cambios notables en el contenido de estructuras secundarias. Esto sugiere un despliegue
de la toxina en la membrana y no un cambio radical en la estructura de hélices a y

hebras .
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Figura 3.4 Modelo de CytlAa y la ubicacion de estructuras secundarias en su secuencia. A) Modelo
de Cyt1Aa basado en Cyt2Aa (PDB 1CBY). B) Estructuras secundarias. Las hélices se indican con o y
las hebras con 3 Se denomina a oE de Cyt2Aa como B6a. [22]
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Los triptofanos de las toxinas Cyt resultan ser indispensables para su funcién. En un
estudio realizado por Promdonkoy [23] se observo que en Cyt2Aa los residuos Trpl32,
Trp154 y Trp157 son clave en el funcionamiento de la toxina. Mientras que la mutacion
de Trpl57 por fenilalanina conservaba actividad hemolitica y era toxica contra
mosquitos, la mutacion por valina abolia la funcion lo que sugiere que esta posicion
requiere de un aminoacido aromatico y no sélo hidrofébico. Todas las mutaciones
hechas en Trpl32 y Trpl54 llevaban a una pérdida de funcion de Cyt2Aa. Los
aminoacidos Trpl154 y Trp157 son conservados en CytlAa y, aunque la importancia de
esos residuos no ha sido evaluada en esa toxina, la conservacion en secuencia y en

estructura permite suponer un papel similar.

Por otra parte, Promdonkoy y Ellar indagaron sobre la insercion de distintas regiones de
Cyt2Aa en liposomas de fosfatidilcolina, colesterol y estearilamina en proporcion
10:3:1 [24]. Para esto, hicieron mutantes de la toxina con una sola cisteina que después
era usada para marcar con el fluoréforo acrilodan, el cual tiene una emision de
fluorescencia sensible a la polaridad de su entorno. Con este estudio se determind que
las hebras B 5, 6 y 7 que conforman el extremo C-terminal de Cyt2Aa se ubican en un
ambiente mas hidrofébico al contacto con liposomas y que este cambio es reversible si
se extrae a la toxina de las membranas sintéticas con detergentes. Con la informacion
presentada en su trabajo, los autores establecen un modelo de poro para la interaccion
de Cyt2Aa con la membrana donde el lumen estaria delineado por las hebras 8 de la
toxina mientras que el resto de la toxina se despliega sobre la superficie adquiriendo una

forma de “sombrilla” (Figura 3.5).
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Figura 3.5 Modelo de poro para Cyt2Aa. A) Esquema representando los monémeros rodeando al
lumen del poro por las hebras 3 5,6 y 7 y el aE. B) Ubicacion transmembranal del dominio C-
terminal de Cyt2Aa, denotando los aminoacidos mapeados con marcaje con acrilodan. [24]

Otra evidencia a favor de la insercion del dominio C-terminal de las toxinas Cyt en la
membrana proviene del trabajo de Du [25]. En este trabajo se determind que el extremo
C-terminal de las toxinas Cyt1Aa y Cyt2Aa es protegido de prote6lisis cuando se incuba
con vesiculas sintéticas. Ademas, aln después de proteolisis, el extremo C-terminal
retenia la capacidad de liberar glucosa atrapada en estas vesiculas. Esto apunta no sélo a

la insercidn de esta region sino a su funcionalidad en la formacion de poro.

En conjunto, la evidencia ha llevado a proponer que a concentraciones bajas las toxinas
Cyt se insertan en membrana mediante un modelo de sombrilla. Un mecanismo de
accion general seria el siguiente:
1. El cristal de toxina es ingerido por la larva susceptible.
2. Este es solubilizado en el ambiente intestinal y la toxina liberada es procesada
por proteasas intestinales.
3. Latoxina entonces se une a las membranas donde los hairpins se abren como las
varillas de la sombrilla y permiten la insercién de las hebras 3 del C-terminal en

la membrana [24].
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4. La asociacién de un numero no conocido de mondémeros delinearia un poro de
hebras 3, que provocaria lisis celular por un desbalance osm@tico.

A concentraciones altas de Cyt se ha propuesto que la toxina activada se agrega en las

membranas y ejerce un efecto detergente, para lo cual no requiere insercién profunda en

la membrana. Hay que hacer notar que los modelos propuestos no son excluyentes entre

si, ya que ambas podrian ocurrir in vivo, s6lo que en diferentes rangos de intoxicacion.

Los estudios de estructura-funcion mencionados se han hecho en membranas sintéticas
y podrian no reflejar el ambiente lipidico donde actia CytlAa in vivo. Ademas,
utilizando diferentes tipos de liposomas y concentraciones de toxina se ha llegado a
modelos de mecanismo de accion diferentes (detergente vs. poro) [22]. Dada la ausencia
de receptores proteicos especificos para la toxina se debe estudiar el comportamiento de
la toxina en un contexto similar al encontrado in vivo. Ademas, la actividad in vivo de la
toxina Cyt1Aa es mas limitada que la que se ha reportado in vitro lo que sugiere que si
existe alguna diferencia que altera la forma en que la toxina actGa en los sistemas
probados. De esta forma, el mecanismo de accién y la especificidad en toxicidad in vivo
de CytlAa sigue siendo de alto interés sobre todo por su potencial uso contra otras
especies de insecto como los lepidopteros, que son plagas agricolas, y donde la
existencia de resistencia a las toxinas Cry eliminaria la efectividad de cultivos

transgénicos.

3.4 CytlAa como receptor y su efecto sinérgico

Ademas se su actividad toxica individual, las proteinas Cyt se han visto que poseen la
capacidad de sinergizar la letalidad de diversas toxinas Cry. Desde la clonacion y
expresion inicial de las toxinas de Bti se observd que la proteina que ahora se sabe es
CytlAa podia sinergizar la toxicidad de Cryl1Aa [26] y Cry4Ba o Cry4Aa [14]. En ese
momento no se conocian las razones de este sinergismo pero se sabia que este efecto era

importante en la efectividad de la accion de Bti contra mosquitos.

Después se vio que CytlAa estaba directamente involucrada en la disminucion de
resistencia de las poblaciones de insectos. Por ejemplo, en un trabajo se buscd
establecer lineas de mosquitos resistentes a las toxinas de Bti. Aunque se pudo

establecer una linea resistente a Cryl1Aa, Cry4Ba y Cry4Aa no fue posible obtener una
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poblacidn estable resistente a Cyt1Aa [27]. Incluso observé que CytlAa podia recuperar
la toxicidad de las toxinas Cry4Ba y Cry4Aa por encima de lo esperado por la actividad
individual de Cyt1Aa [28] . En otro trabajo también observo que la presencia de CytlAa
en una mezcla con CryllAa retrasaba la aparicion de resistencia hacia Cryl1Aa [29].
En conjunto esta evidencia apunta a la importancia de CytlAa como agente para
controlar resistencia mediante la sinergia que establece con las otras proteinas
producidas por Bti. Interesantemente, en trabajos posteriores, se observé que CytlAa
era capaz de sinergizar a toxinas no provenientes de Bt contra mosquitos como es el
caso de la toxina Bin de Bacillus sphaericus [30]. Este efecto era compartido con las
toxinas homologas CytlAb y Cyt2Ba [31]. Hay que recordar que estos efectos
sinérgicos no son observados en insectos no susceptibles a Bti como son diferentes

especies lepiddpteras [12].

Aunque se sabia que Cyt1Aa podia sinergizar a las toxinas Cry de Bti, la naturaleza del
mecanismo no era conocida. El trabajo de Pérez, C. permitio elucidar que la sinergia de
CryllAa con CytlAa dependia de una interaccion fisica entre las proteinas [32]. Se
observo que la incubacion de vesiculas derivadas de intestino del mosquito Aedes
aegypti con CytlAa incrementaba el nimero de sitios de interaccion para la toxina
Cryl1Aa. También se vio que existen dos epitopes en CytlAa de interaccion entre las
toxinas, uno ubicado entre 36 y oE y otro ubicado en la B7. Se buscé sobre CryllAa
qué regiones contactaban a éstos epitopes de CytlAa y se descubrié que la regién de
CryllAa es la misma involucrada en la interaccion con uno de sus receptores de la
membrana. Para validar esta interaccion se construyeron mutantes en ambas proteinas
en sus regiones de contacto y cuando se mezclaron estas mutantes se observé una
reduccion en union y sinergia. Los datos permitieron concluir que CytlAa funciona
como un receptor adicional para la toxina CryllAa al unirse a membranas. Estudios
posteriores mostraron que la interaccion entre ambas toxinas favorece la
oligomerizacion de Cry11A y que incrementaba su formacion de poro, medido mediante
conductividad en bicapas lipidicas [33]. De esta forma se tenia un mecanismo novedoso
en que la bacteria producia no sélo las toxinas formadoras de poro sino una proteina que
podia servir para anclarlas a la membrana blanco. Lo que aln se desconoce es si esta
interaccion es una particularidad de estas dos proteinas o podria un mecanismo mas

generalizado de CytlAa. La figura 3.6 esquematiza la ubicacion de los epitopes de
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interaccion de CytlAa cuando ésta se encontrara en conformacién de sombrilla en una

membrana.

Lumen intestinal

AN SENENEEENNE

interior ceiuiar

Figura 3.6 Despliegue de Cyt1Aa en membrana. Esquema de la insercion de Cyt1Aa de acuerdo
modelo de sombrilla. Los epitopes de unién a Cry11Aa [32] se remarcan en rojo.

3.5 Papel de las asas del dominio Il de toxinas Cry en unién a receptores

Para llevar a cabo su funcién las toxinas Cry requieren contactar a proteinas en las
membranas de las células epiteliales intestinales. Estas proteinas actian como
receptores secuenciales que permiten localizar a la toxina a las células blanco y después
le permiten realizar todos los cambios conformacionales necesarios para que las toxinas

oligomericen y formen poros.

La mayoria de los estudios que se han realizado para estudiar la interaccion de las
toxinas Cry con los receptores en membrana se han realizado en vista de especies
lepidopteras y las toxinas Cry que resultan toxicas para esas especies como lo son
CrylAb y CrylCa. Estos receptores incluyen una proteina tipo caderina, y proteinas
ancladas por GPI como son la aminopeptidasa-N y la fosfatasa alcalina. Debido a la
conservacion de la estructura tridimensional de 3 dominios de las toxinas se propuso
que podria existir una conservacion del mecanismo de accion para las toxinas Cry para
las cuales las especies dipteras son sensibles. Esto se confirmé con en el descubrimiento
de que en especies dipteras existen proteinas de la misma naturaleza que funcionaban

como receptores funcionales de toxinas Cry. Por ejemplo, una caderina, una
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aminopeptidasa-N y una fosfatasa alcalina de Aedes aegypti fueron todas identificadas
receptores de CryllAa a membranas de este insecto ([34], [35] y [13],
respectivamente). En otros dipteros se han encontrado algunas de estas proteinas e
incluso receptores novedosas como una o-amilasa en Anopheles albimanus [36],
también anclada por GPI y que actia como receptor para Cry4Ba. Con esta evidencia se
pudo suponer que el mecanismo de accion podria seguir los mismos pasos en

lepiddpteros y dipteros.

Por otra parte se sabe que las Cry toxicas para lepidopteros contactan a sus receptores
por medio de regiones discretas de los dominios Il y IlI, principalmente por las asas
expuestas [6]. Las estructuras cristalograficas de las diferentes toxinas Cry indican que
las regiones mas variables son las asas y que éstas podrian estar confiriendo la
especificidad hacia el insecto blanco y que mutaciones en esas asas podrian abatir la
funcién de la toxina. A diferencia de los estudios con toxinas Cryl, las regiones del
dominio 111 de las toxinas Cry4 o de Cryl1Aa involucradas en la union con receptores
han sido exploradas en menor grado [37]. En cambio, el dominio Il de estas toxinas si
ha sido estudiado ampliamente. Por ejemplo, Abdullah observo que para Cry4Ba la
introduccion de mutaciones en el asa 1 y asa 3 del dominio Il abatian la funcion de la
toxina [38]. En ese mismo trabajo se introdujo en el asa 3 del dominio Il de Cry4Ba al
asa 3 del dominio Il de Cry4Aa y esto volvi6 a la toxina activa contra mosquitos del
orden Culex contra los cuéles normalmente no es téxica. En otro estudio se observé que
ademas del asa 2 y 3 las otras asas del dominio Il de la toxina Cry4Ba estan
involucradas en su toxicidad ya que mutaciones en varias de ellas reducian la toxicidad
contra Aedes aegypti [39]. Aungue las mutaciones puntuales en el asa 2 o 3 reducen su
toxicidad es solo hasta que se mutan ambas que se abate la funcion por completo [40].
Para Cry4Aa se observd que si se muta, reemplaza o reubica del asa 2 del dominio Il se
logra reducir o abatir la toxicidad de la proteina contra el mosquito Culex pipiens ([41],
[42]). También se ha observado que el asa 2 de Cry4Aa es un poco mas larga que la
region correspondiente en Cry4Ba y que si se intenta acortar esta asa se reduce
drasticamente la toxicidad [43]. En Cryl1Aa se observo que el asa a8 esté involucrada
en el contacto al receptor fosfatasa alcalina ya que la competencia con péptidos
sintéticos de esa asa impedia su unién a esta proteina y a membranas intestinales y que

ademas la mutaciéon del asa o8 reducia la toxicidad de esta proteina contra Aedes
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aegypti [44]. De manera similar, mutantes en el asa a8 de Cry4Ba reducen la union a la
fosfatasa alcalina (Reyes, E.Z., datos no publicados). Todo esto apunta a la importancia
del asa 2, 3 y a8 del dominio Il de las toxinas Cry de Bti en la interaccion con los
receptores de los insectos blanco. EIl papel de CytlAa como receptor de CryllAa
también se ve reducido por mutaciones en el asa a8. El hecho de que entre las distintas
toxinas se presenten regiones equivalentes para contactar con receptores sugiere que en
las toxinas Cry4 el asa a8 también puede jugar un papel importante en la interaccion y

sinergia con Cyt1Aa.

3.6 Principios de Fluorescencia para estudios biologicos

Una herramienta utilizada ampliamente para estudiar procesos bioldgicos es la
fluorescencia. La fluorescencia se basa en la propiedad de algunas moléculas con anillos
aromaticos, llamadas fluoréforos, de reemitir la energia aportada por un fotdn incidente
con cierta longitud de onda como otro foton de energia mas baja y por lo tanto de
longitud de onda mas larga. Este pequefio principio y algunos otros efectos colaterales
permiten estudiar de manera altamente sensible y especifica desde la distribucion de un
compuesto en un tejido hasta la tasa de movimiento de un aminoacido durante un
cambio conformacional en una proteina, por ejemplo. Los fluor6foros pueden ser los
aminoacidos aromaticos propios de la proteina (triptéfano, fenilalanina, tirosina) o
moléculas fluorescentes unidas covalentemente a la proteina. Los fundamentos
quimicos de la fluorescencia se pueden explicar con el diagrama de Jablonski, mostrado

en la figura 3.7.
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Figura 3.7 Diagrama de Jablonski para la fluorescencia. El diagrama fue adaptado a partir de [45]

En el proceso de fluorescencia los electrones en los niveles vibracionales basales del
fluoréforo son excitados por la absorcion de un fotdn incidente y llevados a niveles
superiores de energia (S1 o S2). Desde este estado excitado se pierde energia por
fendmenos no radiativos como la conversidn interna (cambio a subniveles de excitacion
menores), transferencia de electrones, relajacion del solvente, formacion de complejos
con otros compuestos, o liberacion de calor, entre otros. Estos procesos son rapidos y
ocurren en el orden de 102 segundos. Los electrones excitados también pierden energia
por fenémenos radiativos mas lentos como son la fluorescencia (10 segundos) o la
fosforescencia (10 segundos) donde se emiten fotones de menor longitud de onda
debido a la pérdida de energia en el estado excitado por los fendmenos no radiativos,
principalmente la conversion interna. EI cambio en longitud de onda del foton emitido
comparado con el absorbido se conoce como corrimiento de Stokes. Debido a que una
poblacion de fluoréforos se encuentra en estados basales distintos (aunque con algunos
favorecidos) tanto la absorcion como la emisién se observan como espectros que
abarcan diferentes longitudes de onda. Cada fluoréforo posee espectros de absorcién y
emision caracteristicos. Por ejemplo, la figura 3.8 corresponde a los espectros de

absorcion y emision del sulfato de quinina [45].
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Figura 3.8 Espectro de absorcion y emision del sulfato de quinina. Figura tomada de [45]

Los fluéroforos también poseen propiedades particulares de sensibilidad a polaridad del
solvente, eficiencia de reemision de fotones e interaccion con compuestos en el estado
excitado, todas las cuales son parametros estudiables y que pueden ser explotados para
obtener informacion sobre una proteina. La sensibilidad al solvente depende de la
interaccion del dipolo del estado excitado con el dipolo de las moléculas del solvente.
En un solvente con una alta constante dieléctrica el fluor6foro pierde energia cuando las
moléculas del solvente se reorientan para acomodar al dipolo del estado excitado. En un
ambiente menos polar la pérdida de energia es menor y por consiguiente menor el
corrimiento de Stokes. El grado de sensibilidad depende de la magnitud del dipolo
propio del fluor6foro. La eficiencia de retransmision de fotones absorbidos a los
emitidos se conoce como rendimiento cuantico y el maximo teorico es 1. Finalmente, un
fluoréforo puede interactuar fisicamente con otros compuestos que evitan su emision de
fotones. Estos compuestos se conocen como apagadores (o “quenchers”, en inglés) y
pueden actuar sobre el fluor6foro evitando su excitacion (apagamiento estatico) o
robando la energia del estado excitado (apagamiento colisional). La constante de Stern-
Volmer es un valor que se relaciona con la tasa con la que un compuesto reduce la
fluorescencia de un fluor6foro y se obtiene analizando la intensidad de emision a

diferentes concentraciones de un apagador.

3.7 Despliegue en fago M13

Una parte importante de la investigacion de proteinas es estudiar la interaccion que
realizan con otras moléculas biolégicas. Tradicionalmente, el estudio de interacciones

de una proteina se ha realizado mediante la introduccién de mutaciones en la secuencia
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de aminoacidos y despueés evaluando su efecto. La tecnologia de despliegue en fagos se
desarroll6 con miras a poder generar bancos grandes de péptidos y poder evaluar de
manera simultinea el efecto de cada uno sobre las interacciones de una proteina. El
sistema tiene la ventaja de acoplar fisicamente al péptido con la secuencia de ADN que
lo codifica ademas de eliminar la necesidad de procesar cada una de las clonas del

banco de forma individual.

El fago M13 es un virus filamentoso que infecta a la bacteria Escherichia coli y se ha
utilizado ampliamente como plataforma para la expresion de proteinas mutantes [46].
En este sistema se utiliza un fagémido, que es un vector recombinante y de expresion
que incluye unas modificaciones del fago para introducir péptidos o proteinas en fusion
a alguna proteina de la superficie del virus. Una bacteria es transformada introduciendo
el fagémido que contiene la secuencia para la proteina fusion. Esta bacteria después es
infectada con un fago silvestre (denominado ayudador). La infeccién induce la
produccion de la proteina fusion y la replicacion del fagémido. Como producto de la
infeccion se produce una progenie de fagos que durante su ensamblado incorporan a la
proteina fusion y que contienen al fagémido. También habra produccion de fagos que no
incluyan al fagémido, pero éstos son contra seleccionados con alguna resistencia
codificada en el fagémido. De esta forma se asegura que exista una produccion amplia
de fagos cuya capside presente copias de la proteina fusion. En general la fusion se
realiza con la proteina P3 de M13 ya que solo existen 5 copias de ella por capside viral
y esto reduce la posibilidad de alterar la funcion del virus o presentar un exceso de sitios

de interaccion.

Una vez que se tiene una produccién de fagos con proteina fusion esta biblioteca es
expuesta a algun sustrato inmovilizado contra el cual se quiere probar la union del
péptido desplegado, proceso conocido como “biopanning”. Los péptidos que interactlen
seran retenidos sobre el sustrato y después pueden ser recuperados unidos al fago y al
fagémido en su interior. Los fagos sin interaccién son descartados. Por un proceso
iterativo de biopanning uno puede enriquecer y eventualmente recuperar péptidos que
muestran interacciones especificas. La secuenciacion del fagémido revela la secuencia

de dicho peptido.
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Como toda técnica existen limitaciones. Una es el tamafio del péptido que se puede
desplegar en fusion a la proteina del fago. Proteinas grandes resultan dificiles de
desplegar en fagos. Se han evaluado diferentes sistemas para mejorar la traduccion e

incorporacion de las proteinas fusion a la capside viral basados en péptidos sefial [47].

Otra limitante de la técnica es que la produccién de fagos que no incorporen la proteina
fusion compita con la produccion de fagos de interés. Un bajo rendimiento de viriones
fagémido puede limitar la recuperacion de péptidos con union especifica. Para
sobreponerse a esto se ha desarrollado un sistema con un fago ayudador modificado
Ilamado Phaberge [48]. Este fago ayudador ha sido disefiado con un codon de paro
ambar en la proteina P3. Para su produccion son propagados en cepas de bacterias
supresoras del codén ambar. Cuando se infecta una cepa no supresora, sélo las proteinas
codificadas en el fagémido seran producidas ya que éstas no poseen el codon de paro.

La figura 3.9 muestra un resumen del sistema Phaberge.

El uso eficiente del sistema de despliegue en fagos puede permitir no sélo la expresion
de péptidos pequefios sino de proteinas completas, y asi se puede generar un banco de
mutantes de una proteina y tamizar dicha biblioteca en busqueda de variantes que

presenten caracteristicas de interés.
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Figura 3.9 Descripcidn del sistema de despliegue de M13 Phaberge. A. Utilizacion de un fago
ayudador Phaberge producido en cepa de E. coli supresora para infectar una cepa no supresora
con el fagémido de interés para producir fagos con proteinas fusién. B. Comparacién del genoma
del fago ayudador M13 K07 contra Phaberge mostrando la ubicacion de los 10 genes y el
cassette de resistencia. Se indica el codén ambar introducido en el gen de la proteina 3 del fago.
[48]
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4. HIPOTESIS

La hipotesis de este trabajo se centra en la especificidad de las interacciones de CytlAa

y sus efectos toxicos y posee dos vertientes:

1)

2)

La especificidad de Cyt1Aa observada contra diferentes insectos in vivo se debe
a una interaccion diferencial con las membranas donde solo las células
epiteliales del intestino del insecto sensible (Ej. Aedes aegypti) son permisivas a
la union e insercion de la toxina activada y asi al posterior efecto citolitico. Estas
interacciones no se observan en las membranas de insectos no sensibles (Ej.
Manduca sexta).

CytlAa sinergiza la actividad de las toxinas Cry4 al funcionar como un receptor
por medio de contactos en regiones especificas. Cry4Ba une a CytlAa a traves

de las asas del dominio Il que estan involucradas en union a receptor.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la especificidad de las interacciones que Cyt1Aa establece con la membrana de
células epiteliales del intestino entre un insecto sensible y uno no sensible asi como la

especificidad de la interaccion con las toxinas Cry4 de Bt y su efecto sobre la sinergia.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

Para poder examinar la especificidad de las interacciones de Cytl1Aa con membranas y

con proteinas Cry se buscara cumplir los siguientes objetivos:

1) Investigar la interaccion de la toxina CytlAa con las vesiculas derivadas de
membranas de células intestinales (VMMA) de A. aegypti y M. sexta, ademas de
examinar si existen diferencias entre los organismos en otros pasos del

mecanismo de accion propuesto para la toxina.

2) Determinar si es posible encontrar condiciones donde se pueda discriminar la
interacciéon con VMMA de Aedes aegypti de la interaccion con VMMA de

Manduca sexta para el uso de despliegue de fagos.
3) Examinar si los epitopes de interaccién de Cyt1Aa para sinergia son especificos

para unir a Cryl1Aa o si sus efectos de unién y toxicidad son compartidos con

las otras toxinas de Bti.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Produccién y recuperacion de espora/cristal de toxinas
La cepa acristalifera 407 de Bt transformada con el plasmido pWF45 es crecida por un

dia a 30 °C en cajas de medio LB con Ampicilina 10 ug/ml. Después se hacen tres pases
de la cepa en cajas con medio de esporulacién HCT con Eritromicina 10 pg/ml. El
ultimo pase es usado para inocular cajas con medio HCT solido con Eritromicina 10
ug/ml y se crece a 30 °C hasta esporulacion (aprox. 72 hrs.). Para verificar esporulacion
del cultivo se observa una muestra en el microscopio 6ptico para detectar presencia de
esporas y cristales de toxina y ausencia de células vegetativas. Los cultivos son
recuperados en buffer de 3 M NaCl 0.5 M EDTA, pH 8.0, y centrifugados por 10
minutos a 10000 rpm a 4 °C. La pastilla recuperada es lavada 3 veces con 15 ml de un
buffer de 3 M NaCl 0.5 M EDTA, pH 8.0, por medio de centrifugacién a 10 000 rpm
por 10 minutos a 4 °C en tubos Falcon de 50 ml. Después se lava 4 veces con 15 ml
H,O MiliQ y PMSF 1 mM por centrifugacion de igual forma a los lavados anteriores.
Finalmente se resuspende la pastilla en 6 ml de buffer TTN (20 mM Tris, 300 mM
NaCl, Triton X-100 0.1%, pH 7.2) y se guarda a 4 °C hasta su purificacion.

Los cristales de las toxinas Cry4 son producidos en un protocolo similar pero con la
diferencia de ser crecidas en medio SP complementado con eritromicina 10 pg/ml. Las
cepas de Bt que expresan las toxinas Cry4 son transformaciones de la cepa 4Q2-81,
donde la que produce a Cry4Ba posee el plasmido pHT606 y aquella de Cry4Aa posee
el plasmido pHT618.

7.2 Purificacion de cristales de toxinas
Los cristales/espora son resuspendidos por vortex hasta deshacer grumos. Despues se

sonica la muestra 1 minuto 4 veces, separadas por un intervalo de 1 minuto en hielo. La
muestra sonicada se lleva a 12 ml con buffer TTN. Esta muestra se reparte en 6 tubos
con un gradiente discontinuo de sacarosa preparado de la siguiente forma:

84% = 33.6 g sacarosa + 12 ml H,O

79% = 31.6 g sacarosa + 14 ml H,O
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72% = 28.8 g sacarosa + 17 ml H,O
67% = 26.8 g sacarosa + 19 ml H,O
Se funde la sacarosa por calentamiento. Una vez fria se complementa para obtener
concentraciones finales de: Tritén X-100 al 0.01%, Tris-HCI pH 8.0 al 50 mM y NaCl a
10 mM. En cada tubo del gradiente se agregan 6 ml de cada concentracion de sacarosa

lentamente, empezando por 84% y terminando con 67% hasta arriba.

Los gradientes se centrifugan a 23000 rpm por 30 minutos a 15 °C en una
ultracentrifuga Beckman con un rotor de angulo libre. Se desecha la fase transparente
superior y se recuperan las fracciones 1 y 2 (de color blanquecino) por separado. Se
procede a lavar estas fracciones con H,O MiliQ con Triton 100 al 0.01%. Se centrifuga
a 10000 rpm por 10 minutos a 4 °C. La pastilla se resuspende en esta misma solucion de
Triton y se repite el lavado al menos 3 veces mas. Finalmente, los cristales purificados
son resuspendidos en 1.5 ml de Tris 50 mM pH 8.0 y PMSF 1 mM, y se guardan a 4 °C
hasta su uso.

7.3 Solubilizacién y activacion de toxinas
Para Cyt1Aa, los cristales purificados son centrifugados a 13200 rpm por 10 minutos a

4 °C. Se descarta el sobrenadante. La pastilla es resuspendida en buffer de carbonatos
50 mM a pH 10.5 y se agrega DTT para una concentracién final de 10 mM. Se incuba 1
hora a 37°C con ligera agitacion. Se centrifuga a 13200 rpm por 10 minutos a 4 °C. Se
recupera el sobrenadante y se cuantifica por absorbancia de luz UV a A=280 nm en un
equipo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Rockford, EUA), utilizando la equivalencia
de 1 unidad de absorbancia=1 mg/ml. Se agrega proteinasa K en una relacion
masa/masa de 1:100 (proteasa: protoxina) y se incuba a 30 °C por 120 minutos, con
ligera agitacion. Se agrega PMSF a una concentracion final de 1 mM. Se centrifuga

13200 rpm por 10 minutos a 4 °C. Se recupera el sobrenadante con la toxina activada.

Para las toxinas Cry4, éstas siguen un proceso similar. Son solubilizadas una hora en
buffer de carbonatos 100 mM pH 10.5 con 0.2% de mercaptoetanol. Las toxinas
solubilizadas son cuantificadas por el método de Bradford y activadas con tripsina por

16 horas a 37°C en una relacion masa/masa de 1:20 (tripsina: toxina).
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7.4 Biotinacion de CytlAa activada
La toxina CytlAa activada es dializada toda la noche a 4 °C contra una solucion de

boratos pH 8.6 (&cido bdrico 0.05 M, NaOH 0.05 M, NaCl 0.15 M), en una relacion
1:1000 volumen/volumen (toxina: solucidn). La toxina es recuperada y cuantificada por
absorbancia a 280 nm como previamente. Se agrega reactivo de biotinacion (Amersham
Biosciences, Suecia) en una relacion de 20 ul de reactivo por cada 600 pg de proteina.
Se incuba 1 hora a temperatura ambiente. El exceso de biotina es eliminado por una
columna de Sephadex G25 previamente lavada y equilibrada con buffer PBS. La
muestra se agrega a la columna y es centrifugada por 2 minutos a 2000 rpm con
aceleracion y freno bajo en un centrifuga Eppendorf 5810 R, utilizando un rotor de

angulo libre.

Para verificar el marcaje de la proteina con biotina, se cargan 500 ng de proteina en un
gel SDS-PAGE 15%. El gel es después transferido a una membrana PVDF (Millipore,
EUA) activada con metanol. La membrana se bloquea 20 minutos con PBS-Tween 2%,
se lava dos veces por 15 minutos con PBS-Tween 0.1%, después de incuba con
estreptoavidina acoplada a peroxidasa 1:5000 en PBS-Tween 0.1% por 1 hora y
finalmente se lava dos veces con PBS-Tween 0.1% y dos veces con PBS. Se revela la

membrana con substrato quimioluminiscente SuperSignal (Pierce, EUA).

7.5 Purificacion de CytlAa activada
La toxina Cytl1Aa activada es separada de la proteinasa K por medio de una columna de

intercambio i6nico. Una columna de 500 pl de la resina DEAE de Toyopearl
(Alemania) es lavada con 5 ml de de agua destilada y equilibrada con 5 ml de un buffer
Tris 20 mM pH 7.5. Se hacen pasar soluciones de NaCl en Tris 20 mM pH 7.5 de la
siguiente forma: 5 volimenes (500 ul cada uno) sin NaCl, 2 volimenes con NaCl
50mM, 2 volumenes con NaCl 75mM, 2 volimenes con NaCl 100 mM, 2 volumenes
con NaCl 150 mM, 2 volimenes con NaCl 20 OmM y 2 volumenes con NaCl 500 mM.
Se recuperan fracciones de 250 ¢ 500 ul. El contenido proteico de las fracciones es
analizado por absorbancia a 280 nm en un equipo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific,
EUA). La columna es lavada con agua destilada y almacenada en etanol 20%.
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7.6 Concentracién de CytlAa
Para intercambios de buffer y concentracion de Cyt1Aa se utilizan tubos Amicon Ultra-

4 NMWL 5000 (Millipore, EUA). Para reducir un volumen inicial de 4 ml, las muestras

se centrifugan por 20 minutos a 15 °C a una velocidad de 7000g.

7.7 Marcaje fluorescente de toxina Cytl1Aa activada
Las muestras de Cyt1Aa purificada son incubadas con 1 mM DTT por 5 minutos antes

de marcar para reducir cisteinas. Inmediatamente se elimina DTT por medio de una
filtracion en Amicon Ultra-4 con corte de 10 kDa, lavando con al menos 10 volimenes
de PBS desgasificado. Para marcaje de la toxina, se agrega un exceso molar de 50 veces
de Alexa 350 de Molecular Probes (Invitrogen, EUA) disuelto en agua y se agrega 1
mM de EDTA como quelante de metales reductores. EI volumen de la reaccién (de 400
ul a 1 ml) se completa con PBS desgasificado. La reaccion se incuba 2 horas a 37 °C en
la oscuridad. Para eliminar el exceso de marca la toxina primero se dializa
exhaustivamente contra buffer PBS (24 horas con 4 recambios, a 4 °C) y después se
carga en una columna de Sephadex G25 equilibrada con 20 ml de PBS desgasificado.
Se centrifuga por 2 minutos a 2000 rpm a 4 °C. La toxina marcada se recupera en el
volumen eluido. Para verificar que la resina de la columna retenga fluor6foro libre ésta
es iluminada con luz UV de A=364 nm. Para verificar eficiencia de marcaje se mide la
absorbancia de luz UV por la toxina con A= 280 nm y A=346 nm para Alexa 350. Para
corregir la absorbancia de la toxina a 346 nm se determina un factor de la absorbancia
intrinseca de Cyt1Aa de una muestra que no ha sido expuesta al fluoréforo con respecto
a su absorbancia a 280 nm. Para cuantificar proteina se considera que una solucion al
0.1% de CytlAa tiene una absorbancia de 0.898, que seria equivalente a 1 g/l. Para

determinar la estequiometria de marcaje se utiliza la siguiente formula:

Abs (A max, ) y MWeyin MOIES 0rs10ro

€ fluorsforo mg/ mICytlAa mOIeSCytlAa

7.8 Apagamiento de fluorescencia con Ki
Todas las lecturas de fluorescencia fueron realizadas en un espectrofluorimetro

AMINCO Bowman Series 2. Para experimentos de apagamiento se agrega Kl a la

muestra con toxina fluorescente en una curva desde 0 mM hasta 500 mM. Para
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mantener la fuerza idnica constante se agrega KCI para completar a 500 mM. Para
evitar la produccion de I, de los iones yoduro se agrega Na,S,03 en una concentracion 8
mM en 250 pl de muestra de incubacion. La lectura se realiza inmediatamente después

de agregar el KI. Se utiliza una solucion comin de muestra con toxina fluorescente para

cada punto de la curva buscando reducir variacion.

KCI 4M 31.25ul | 28.125pl 25 pl 15.625 pl 0ul
(500 mM) (450 mM) (400 mM) (250 mM) (0 mM)
Na,S,03 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
0.4M (8mM) (8mM) (8mM) (8mM) (8mM)
Buffer de 13.75 pl 13.75 ul 13.75 ul 13.75 ul 13.75 ul
muestra
Muestra 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
KI 4M 0ul 3.125 pl 6.25 ul 15.625 pl 31.25 pl
(0 mM) (50mM) | (100mM) | (250 mM) | (500 mM)

Tabla 7.1 Condiciones experimentales para curva de apagado de fluorescencia con KI.

Para experimentos de apagamiento se usa como control de las muestras de la curva una
muestra equivalente con apagador pero sin toxina. Para estimar el porcentaje de
apagamiento se calcula el valor F/Fq, donde F es la fluorescencia a cierta concentracion
de Kl y Fq la fluorescencia en ausencia de KI. Estos valores se introducen en una
regresion lineal para obtener una recta de apagamiento. La constante de Stern-Volmer

corresponde a la pendiente de dicha regresion.

7.9 Ensayo de Hemodlisis
Para la preparacion de eritrocitos frescos se extrae sangre humana y se transfiere

inmediatamente a una solucion Alsever’s (Dextrosa anhidra 0.11M, cloruro de sodio
0.07 M, citrato de sodio 0.02 M, &cido citrico 0.002 M). Para eliminar plasma sanguineo
y otros componentes de la sangre, ésta es resuspendida en solucion Alsever’s y
centrifugada a 2500 rpm por 5 minutos a 4 °C en una centrifuga Eppendorf 5810 R. Se
retira el sobrenadante con cuidado y se resuspende suavemente la pastilla en solucion

Alsever’s. Este proceso se repite hasta que el sobrenadante sea transparente.
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Para calibrar la curva de hemdlisis, se mezclan en un tubo Eppendorf 50 ul de
eritrocitos con 950 ul de agua destilada para 100 % de lisis 0 950 ul de solucidn
Alsever’s para 0 % de lisis. Se agita suavemente y se centrifuga 5 minutos a 2500 rpm a
4 °C. Se recupera el sobrenadante con cuidado y se lee su absorbancia en A= 405 nm.
Los eritrocitos deberan ser concentrados por centrifugacion o diluidos con solucion
Alsever’s hasta que la lectura del 100 % de lisis sea entre 1.0 y 1.1 y la lectura de 0 %
sea menor a 0.1. Los eritrocitos pueden ser almacenados hasta un mes a 4 °C, siempre y
cuando no tengan agitacion y se resuspendan aproximadamente cada dos dias por medio

de rotacion lenta del contenedor.

Para detectar hemolisis por Cyt1Aa se agregan 20 pl de eritrocitos en 180 ul de mezcla
toxina/Alsever’s en un pozo de una placa de 96 pozos con fondo plano. Se incuba 30
minutos a 37 °C sin agitacion. La placa es centrifugada 5 minutos a 2500 rpma 4 °Cy
el sobrenadante transferido a un pozo limpio. El porcentaje de hemolisis se determina
por la lectura en A= 405 nm en un lector de placas de ELISA (Molecular Devices, EUA)

y comparada con controles de 100 % y 0 % de lisis.

7.10 Diseccion de larvas
Para obtener una cantidad razonable de intestinos de mosquito se disectan 1500 larvas

de 4% instar de Aedes aegypti. Se remueve la cabeza, papilas anales y la cuticula de la
larva y se extrae el intestino. Los intestinos recuperados son vaciados de comida y
separados de los tubos de Malpigio. Se guardan en buffer MET (Manitol 300 mM,
EGTA 5 mM, Tris HCL 17 mM) frio con PMSF 1 mM y DTT 5 mM y se almacenan a
-70 °C.

Se disectan 100 larvas de 3% instar de Manduca sexta. Con pinzas y tijeras de diseccion
se abre la cuticula desde el segmento 3 hasta el segmento 9. Con las tijeras se cortan los
extremos del intestino expuesto entre estos segmentos. Se retira el alimento del intestino
lavando en agua bidestilada y se guarda en buffer MET frio con PMSF 1 mM y DTT 5

mM. Se almacenan a -70 °C en un volumen no mayor a 3 ml.
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7.11 Preparacion de vesiculas de microvellosidad apical (VMMA) de Aedes aegypti
y Manduca sexta

Los intestinos de Aedes aegypti se resuspenden en 5 ml de buffer MET frio PMSF 1
mM y DTT 5 mM (buffer A). Con un homogenizador de tejidos estéril se trituran los
intestinos 8 veces a 2250 rpm, lentamente. Se agregan 4.5 ml del buffer A y 500 ul de
MgCl, 240 mM (final 12 mM MgCl,). Se mezcla con vortex y se deja en hielo 20 min.
Después se centrifuga a 3000g por 15 minutos a 4 °C. Se recupera el sobrenadante. La
pastilla se resuspende en 5 ml de buffer A y se homogeniza como la vez anterior. Se
agregan 4.5 ml de buffer A y 500 ul de MgCl, 240 mM. Se pasa por vortex y se deja
reposar 15 minutos en hielo. Después se centrifuga a 2000g por 15 minutos a 4° C. Se
recupera el segundo sobrenadante y se junta con el primero. La pastilla se vuelve a
homogenizar y se centrifuga una tercera vez como en el paso anterior. El tercer
sobrenadante se junta con los otros dos. Los sobrenadantes se centrifugan a 1000009
por 10 minutos a 4° C. Se descarta el sobrenadante. La pastilla se resuspende en buffer

A, se preparan alicuotas y se almacenan a -70 °C.

Los intestinos de Manduca sexta se descongelan y 3 gramos de tejido se resuspenden en
proporcién 1:10 peso: volumen con buffer A frio. Con un homogenizador estéril se
trituran los intestinos 9 veces a 2250 rpm, lentamente. Se agrega un volumen igual de
MgCl, 240 mM. Se agita suavemente y se deja en hielo 15 minutos. Se centrifuga a
2500g durante 15 minutos a 4 °C. Se descarta la pastilla y se cambia el sobrenadante a
un tubo estéril. Se centrifuga a 30000g durante 30 minutos a 4 °C. Se descarta el
sobrenadante. Se resuspende la pastilla en % volumen de buffer A y % volumen MgCl,
240 mM. Se repiten las centrifugaciones. La pastilla obtenida esta segunda vez se
resuspende en 1 ml de buffer A. Se homogeniza tres veces. Se preparan alicuotas y se
almacenan a -70° C.

Las vesiculas asi preparadas se cuantifican por el método de Lowry (Bio-Rad, EUA)

para determinar la proteina total en las membranas.

7.12 Preparacion de liposomas
Todos los lipidos utilizados son de Avanti Polar (Alabaster, Alabama, EUA). Para la

preparacion de 1.3 ml de liposomas se utilizan 1.3 umol totales de lipido en una relacion

30:3:1 de fosfatidilcolina, colesterol y estearilamina, estos dos Gltimos disueltos en una
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solucion 1:2 cloroformo: metanol. Los lipidos se esparcen por rotacion sobre la
superficie interna de un tubo de ensayo lavado con cloroformo procurando la formacién
de una pelicula lipidica adherida a la pared de vidrio mediante la evaporacion lenta del
solvente, aplicando una suave corriente de nitrogeno en el fondo del matraz.
Posteriormente, para eliminar por completo el solvente en condiciones no oxidativas, la
pelicula lipidica se seca al vacio durante 12 horas en un Speed Vac SVC100 (Savant,
EUA).

Los lipidos se hidratan agregando 1.3 ml de Buffer CHES 10 mM, KCI 150 mM, pH 9,
y dejando incubar durante 5-10 minutos, moviendo suavemente el tubo, después de lo
cual se elimina el oxigeno del tubo aplicando una corriente de nitrdgeno (aprox. 10
minutos) y se tapa. La mezcla se pasa 2 veces brevemente por vortex hasta obtener una

solucion homogénea de vesiculas multilaminares.

Para formar las SUVs (vesiculas unilaminares pequefias), la mezcla anterior se sonica
dando pulsos de 1 minuto en un sonicador de agua Branson 1200 (Branson, EUA), con
intervalos de 1 minuto entre cada pulso manteniendo la mezcla a 4 °C. Esto se hace
hasta obtener una solucion semi-translicida (aproximadamente 3 pulsos). Los

liposomas se guardan a 4 °C por un maximo de 3 dias.

7.13 Western Blot para CytlAa
La proteina Cytl1Aa se observa por medio de Western Blot. La muestra se resuelve en

un gel de SDS-PAGE 15 %. El gel se corre y se transfiere a membranas de PVDF
(Millipore, EUA) previamente activadas con metanol por 5 minutos. La membrana es
bloqueada por 1 hora a temperatura ambiente con 5 % de leche en PBS-Tween 20 al 0.1
%. Se realizan 5 lavados rapidos con agua bidestilada, seguidos de dos lavados de 5
minutos con PBS-Tween 20 0.1%. Se cuenta con anticuerpos monoclonales y
policlonales contra Cytl1Aa. Se incuban 1 hora a temperatura ambiente con un dilucion
1:50000 del anticuerpo anti-CytlAa ID5 (monoclonal, en ratén) o 1:70000 del
anticuerpo Rb 11-3 (policlonal, en conejo), ambas en PBS-Tween 20 0.1%. Se lava la
membrana como la vez anterior. Para detectar los anticuerpos contra Cyt1Aa se incuba
1 hora a temperatura ambiente con anti-raton-peroxidasa 0 anti-conejo-peroxidasa,

ambos 1:10000 en PBS-Tween 0.1%. Se lava la membrana como en pasos anteriores.
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Se hacen dos lavados adicionales de 5 minutos con PBS 1X. La membrana es incubada
1 minuto con Se revela membrana con substrato quimioluminiscente SuperSignal
(Pierce, EUA).

7.14 Tratamiento con Na,COszen VMMA
Para probar la union a VMMA se incuban vesiculas con la toxina y PBS-Tween 0.05%

en un volumen final de 100 ul. Se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente. Se
centrifuga a 13200 rpm por 10 minutos a 4 °C. Se retira con cuidado el sobrenadante.
Para lavar se resuspende pastilla en 100 ul de PBS-Tween 20 0.05% frio y se centrifuga
a 13200 rpm por 10 minutos a 4 °C. Se tira el sobrenadante y se repite el lavado.
Despues se resuspende la pastilla en 100 ul de una solucion fria de Na,CO3; 100 mM
Manitol 300 mM (pare equilibrar con la solucidn al interior de las VMMA). Se incuba
por 30 minutos en hielo. Se centrifuga a 13200 rpm por 10 minutos a 4 °C. Se descarta
el sobrenadante y se lava dos veces con PBS-Tween 20 0.05% frio como las veces

anteriores. Después de la Gltima centrifugacion se retira todo el sobrenadante.

7.15 Ensayo competitivo en placa
Este ensayo es adaptado de las pruebas de ELISA competitivo detalladas por Dong [49]

y Hardy [50]. Para saturar los pozos de una placa de 96 pozos MaxiSorp (NUNC,
Dinamarca) se incuba con 100 ul de una solucién 10 ug/ml de proteina en NaHCO3 50
mM pH 9.6 toda la noche a 4 °C. Los pozos son lavados 3 veces con PBS 1X y se
bloguea con 200 ul leche descremada al 2% en PBS 1X por 2 horas a 37 °C. Los pozos
son lavados entre 3 a 5 veces con 100 ul de PBS-Tween 0.1%, hasta que se eliminen los

restos visibles de leche.

Por otro lado se incuban 2 pg de VMMA con toxina biotinada por 30 minutos a 25 °C
en un volumen de 100 ul. Después, las muestras son transferidas a un pozo en la placa
de 96 pozos y se incuba 5 minutos a 37 °C. Se lavan los pozos 3 veces con PBS-Tween
0.1% y se incuban con 100 pl de estreptoavidina 1:5000 en PBS-Tween 0.1% por 1 hora
a 37 °C. Los pozos son lavados 3 veces con PBS-Tween 0.1%. Se agregan 100 pl del
sustrato colorante preparado de la siguiente forma: buffer de fosfatos 100 mM pH 5.6, 5

ul peroxido de hidrogeno 30% y 4 mg de ortofenilendiamina. Se deja incubar a

45



temperatura ambiente hasta tener sefial de color y se agregan 100 ul de H,SO4 1 M. La
placa se lee en un lector Emax (Molecular Devices, EUA) registrando la absorbancia a

A=490nm.

7.16 Propagacion de fagos
Se inoculan 3 ml de medio 2xTY con Tetraciclina 20 ug/ml con una colonia de la cepa

de E. coli XL1-Blue y se incuba toda la noche a 37 °C con agitacion. Al siguiente dia se
inoculan 10 ml de 2xTY Tetraciclina 20 pg/ml con 500 ul del pre-cultivo y se incuba a
37° C con agitacion hasta alcanzar un O.D. = 0.6 a 600 nm. Se adiciona una proporcion
1:20 (bacterias: fagos) de fago ayudador Phaberge. Se incuba 45 minutos a 37° C sin
agitacion y después 45 minutos a 37 °C con agitacion. Se centrifuga el cultivo a 4000
rpm por 10 minutos a 4 °C. Se retira sobrenadante y se resuspenden células en 1 ml de
2xTY/[Tetraciclina 20 ug/ml y Kanamicina 20 ug/ml y se trasfiere a un matraz con 50
ml de 2xTY/Tetraciclina 20 ug/ml y Kanamicina 20 pug/ml. Se incuba 16 horas a 30 °C
a 250 rpm.

Para la propagacién de fagos desplegando la proteina fusion a P3 de M13 el proceso es
idéntico excepto que los medios de cultivo se inoculan con la cepa de E. Coli HB2151
transformada con el fagémido pDSB que contiene a la fusién con la protoxina de
CytlAa (M1 a L249) o la forma activada de CytlAa (E32 a S234). En vez de utilizar
Tetraciclina se utiliza Ampicilina 100 ug/ml para seleccionar las bacterias o fagos con

este fagémido.

Para precipitar los fagos primero se centrifuga el cultivo a 5000 rpm por 10 minutos a 4
°C en un Falcon 50 ml. Se transfiere el sobrenadante a un nuevo tubo. Se centrifuga a
8000 rpm por 10 minutos a 4 °C para eliminar restos celulares. Se recupera el
sobrenadante y se agrega 1/5 de volumen de PEG 20 % NaCl 2.5 M. Se incuba toda la
noche a 4 °C. Se centrifuga a 8000 rpm por 40 minutos a 4° C. Se retira sobrenadante.
Se resuspende la pastilla en PBS 1X (30 % de volumen de PEG inicial). Se agrega PEG
20% NaCl 2.5M (15% de volumen total obtenido) y se incuba 4 horas a 4 °C. Se
centrifuga a 8000 rpm por 40 minutos a 4 °C. Se descarta el sobrenadante. Se
resuspende la pastilla en aproximadamente 1-2 ml de PBS 1X, de acuerdo a la

viscosidad observada. Se filtra en 0.42 um. Se almacenan los fagos a -20 °C.
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7.17 Calculo de titulo de fagos
Para calcular el titulo viral de los fagos desplegando la fusion primero se crece un

cultivo de XL1-Blue en 10 ml de 2xTY con Tetraciclina 20 pug/ml. Se espera a que el
cultivo llegue a O.D. 0.6 a 600 nm.

Se preparan diluciones seriales de los viriones fagémido (fagos con proteina
desplegada) en un volumen final de 1 ml de 2xTY. Con 10 ul de esta dilucion se
infectan 990 ul de XL1-Blue O.D. 0.6. Se incuban los cultivos 30 minutos a 37 °C sin
agitacion. Se plaquean tres gotas de 10 pl de las muestras con factores de dilucién 10%,
10° 108, y 10'° y 10" en un caja con LB Ampicilina 100 pg/ml. Se incuba toda la noche
a 37 °C.

Se cuenta el nimero de colonias en cada una de las gotas de una dilucion dada y se

obtiene el promedio. Para calcular el titulo viral por ml se utiliza la siguiente formula:

(# de colonias promedio)(factor de dilucién) = cfu/ml

Volumen de infeccion

Donde volumen de infeccion=0.01 ml

7.18 Unién de fagos a VMMA y tratamiento con Na,CO3
La unidn de viriones fagemido a VMMA se realiza como la incubacion con Cyt1Aa con

algunas modificaciones. Para la incubacién se agregan 10° cfu en la reaccion en un
volumen final de 100 ul y se agrega 2 mM de PMSF. Se incuba durante 1 hora. Despues
se incuban 2 minutos a 30 °C. El resto del protocolo se sigue como anteriormente

descrito.

Con 500 pl de un pre-cultivo de XL1-Blue en LB Tetraciclina 20 pug/ml se inoculan 10
ml de medio 2xTY Tetraciclina 20 ng/ml. Cuando el cultivo llegue a O.D. 0.6 a 600 nm
se usan 300 ul para resuspender las muestras de VMMA/fago. Se incuban 30 minutos a

37 °C sin agitacion. Después se toman todas las células y se plaquean en una caja con
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LB Ampicilina 100 pg/ml. La caja se incuba toda la noche a 37 °C. Finalmente se
contabiliza el nmero de colonias que crecieron en la caja para determinar el nimero de

fagos que se retuvieron en las vesiculas.

7.19 Bioensayos con Aedes aegypti y sinergismo
Para probar la toxicidad de las preparaciones de espora-cristal de las toxinas de Bti se

alimentan larvas de 4to instar de Aedes aegypti. Brevemente, en vasos de plastico con
100 ml de agua se colocan 10 larvas. Las preparaciones de espora-cristal se cuantifican
por método de Bradford con BSA como referencia (Bio-Rad, EUA). Cada
concentracion de toxina se evalla por triplicado. Para CytlAa y sus mutantes se
analizaron concentraciones de 6.25 ng/ml hasta 3200 ng/ml. Para las toxinas Cry4Aa y
Cry4Ba y mutantes se evaluaron concentraciones de 5 a 2560 ng/ml. En ensayos de
sinergia se usaron relaciones 1:4 de Cyt: Cry en la concentracion de toxina total y se
evaluaron concentraciones de 0.1 a 100 ng/ml para Cry4Ba y de 10 a 600 ng/ml con
Cry4Aa. Después de 24 horas se cuenta el numero de larvas muertas y se determina la
LC50 (dosis letal para el 50% de las larvas) por medio de analisis de Probit con el
programa POLO-PC de LeOra Software [51].

La toxicidad tedrica esperada para un ensayo de combinacion de toxinas considerando
un efecto aditivo es determinada mediante una media armonica como fue descrito por
Tabashnik [52]. La formula es:

rCyt . rCry N
LCso[Cyt]  LCqo[Cry]

LCenrcn) -

Donde rCyt y rCry representan la proporcion de toxina usada en la mezcla y LCso[Cyt]
y LCso[Cry] representan la LCsy obtenida individualmente para la toxina Cytl1Aa o sus
mutantes o Cry4 y sus mutantes, respectivamente. El factor de sinergia SF se obtiene
dividiendo la LCs tedrica esperada entre el la LCs obtenida experimentalmente en los
bioensayos con mezcla de toxinas. Un valor mayor a 1 indica sinergia y un valor menor

a 1 indica antagonismo. El valor de 1 indica que el efecto es simplemente aditivo.

7.20 Ensayos de union por ELISA
Las placas de ELISA (NUNC, Dinamarca) se incuban 12 horas a 4 °C por pozo con 250

ng de CytlAa en NaHCO3; 50 mM pH 9.6. La placa se lava 5 veces con PBS. Las pozos
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se bloguean incubando con leche descremada 2% en PBS por 2 horas a 37 °C, después
de lo cual se lava 5 veces con PBS-Tween 0.1%. Los pozos se incuban con diferentes
concentraciones de Cry4Ba o sus mutantes por 2 horas a 37 °C y después son lavados 3
veces con PBS-Tween 0.1%. Las toxinas Cry4Ba unidas a CytlAa se detectan
incubando con un anticuerpo anti-Cry4Ba 1:10000 en PBS-Tween 0.1% por 2 horas a
37 °C. Los pozos se lavan como anteriormente y se incuban 1 hora a 37 °C con un
anticuerpo anti-conejo acoplado a peroxidasa 1:10000 en PBS-Tween 0.1%. . Se lavan
los pozos y la sefial es revelada con buffer de fosfatos 100 mM pH 5.6, 5 ul peréxido de
hidrogeno 30% y 4 mg de ortofenilendiamina. Se deja incubar a temperatura ambiente
hasta tener sefial de color y se agregan 100 ul de H,SO4 1 M. La placa se lee en un

lector Emax (Molecular Devices, EUA) registrando la absorbancia a A=490nm.

7.21 Ensayos tipo Ligand-Blot
En un gel de SDS-PAGE 10% se resuelven 3 ug de Cry4Ba o sus mutantes y después

son transferidas a membranas PVDF (Millipore, EUA). La membrana es bloqueada con
5% de leche descremada en PBS-Tween 0.1% por 1 hora. La membrana es después
lavada 2 veces por 5 minutos con PBS-Tween 0.1%. La membrana se incuba 2 horas
con 5 nM de CytlAa silvestre en PBS-Tween 0.1%. La proteina unida se detecta
incubando con anticuerpo anti-Cyt 1:70000 en PBS-Tween 0.1% 2 horas a 37 °C. Se
lava la membrana y se incuba con por una hora con anticuerpo anti-conejo-peroxidasa
1:10000 en PBS-Tween 0.1%. Se revela membrana con substrato quimioluminiscente
SuperSignal (Pierce, EUA).
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8. RESULTADOS

I: Especificidad en la toxicidad de CytlAa

8.1 Solubilizacion de CytlAa

Un primer punto donde podria existir una diferencia entre los insectos sensibles y los
insectos no sensibles a la toxina es en la liberacion desde el cristal dentro del
organismo. La solubilizacién depende del pH del intestino y de su caracter reductor. En
una revision de la literatura se encontraron dos trabajos previos que caracterizan el pH a
lo largo del intestino tanto de Aedes aegypti [53] como de Manduca sexta [54] y otros
lepidopteros. Las figuras 8.1 y 8.2, tomadas de [53] y [54] respectivamente, muestran
que el intestino anterior y medio de los insectos estudiados presentan pH superiores a
8.0 y llegan hasta pH 10.0. Es razonable esperar que el cristal de Cyt1Aa, en presencia
de los agentes reductores presentes en ambos intestinos, se disocie en los monémeros de
protoxina. Como fue descrito en Métodos, CytlAa se solubiliza en el laboratorio con
una solucion amortiguadora de carbonatos a pH 10.5. La similitud de ambientes
intestinales se traduce a que en el laboratorio esta misma solucién pueda ser usada para
la solubilizacién en laboratorio de toxinas Cry tdxicas para lepiddpteros y dipteros

(como CrylAb y Cry4Ba, por ejemplo).
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Figura 8.1 Mediciones de pH intestinal de Aedes aegypti. Las regiones del intestino se denotan de la
siguiente forma: GC, caeca, AMG, intestino medio anterior, PMG, intestino medio posterior, HG:
intestino posterior [53]
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Figura 8.2 Mediciones de pH intestinal de lepidopteros. Manduca sexta es representada con la linea
roja marcada con tridngulos. Los otros lepiddpteros del estudio son: cuadrados, Lichnoptera felina,
cruces, Lasiocampa quercus callunae, circulos, Acherontia atropos [54]

Esto se comprobd experimentalmente. Se tomaron 2 ug de cristales CytlAa y se
incubaron por 1 hora a 37 °C con buffers de diferente pH: 7.2, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0 y
11.6. Después se centrifugaron las muestras y se recuper0 el sobrenadante. Las muestras
fueron separadas en un gel SDS-PAGE de 15% y tefiidas con Coomassie. La figura 8.3
muestra que en todos los valores de pH probados es posible obtener proteina soluble,
aunque a pH 7.2 el rendimiento es menor. Esto estd en concordancia con las
observaciones que hizo Escobar [55] al cuantificar la toxina Cyt1Abl en diferentes pH
de solubilizacion, y aqui observamos por tincion que la banda de proteina obtenida es
del tamafio esperado y abundante (cerca de 25 kDa). Con esta informacién podemos
concluir que es altamente probable que el cristal de Cyt1Aa se puede solubilizar en el
intestino de Manduca sexta de la forma que lo hace en el intestino de Aedes aegypti y

que este paso no sea el definitorio de la especificidad de la toxina.
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Figura 8.3 CytlAa solubilizada en diferente pH. Todos los buffers son a base de carbonatos, excepto el
valor de 7.2 realizado en buffer de fosfatos (PBS).

8.2 Activacion y oligomerizacion

El procesamiento proteolitico de la toxina CytlAa podria ser un punto probable de
diferencia entre Aedes aegypti y Manduca sexta ya que el insecto no sensible tendria
alguna enzima proteolitica en el intestino que degradara la protoxina o que no se
procesara en los mismos sitios de tal forma que nunca hubiera toxina activada que
llegara a las células intestinales. Para determinar como se activa la toxina Cyt1Aa en el
ambiente intestinal, se extrajo jugo gastrico de larvas de 5to instar de Manduca sexta.
Debido al pequefio tamarfio de las larvas de Aedes aegypti y la dificultad de extraer el
jugo gastrico se utilizd proteinasa K para la comparacion ya que esta enzima se usa
rutinariamente para la activacion de Cytl1Aa en el laboratorio y se sabe que el fragmento
resultante es activo (por ejemplo, ver [33] ). Se probaron tiempos cortos y largos de
activacion para determinar si la activacion era estable o eventualmente habia
degradacion de la toxina, ademas de probar concentraciones diferentes de jugo gastrico
para la activacién (10% y 1% del volumen de protoxina utilizada). Las activaciones
resultantes fueron verificadas mediante tincién con Coomassie en un gel SDS-PAGE de
15%.
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La figura 8.4 indica los resultados de estos experimentos. Se puede observar que el
tamanio del fragmento liberado para todas las activaciones es similar teniendo un tamario
de aproximadamente 23 kDa en la banda méas gruesa. Las activaciones con jugo gastrico
muestran un patron de péptidos pequefios distinto de las activaciones con proteinasa K
lo cual sugeria que aunque la talla de la banda mayoritaria de las activaciones con jugo
gastrico de M. sexta es la esperada para la toxina CytlAa activada podria ser que
existiera un procesamiento diferente que llevara a una forma no funcional. También es
posible que estos fragmentos provengan de procesamiento de otras proteinas presentes

en el jugo gastrico.
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Figura 8.4 Activacion de CytlAa con diferentes proteasas. El jugo gastrico es de larvas de 5% instar de
Manduca sexta.
Un parametro para observar la funcionalidad de la toxina es su capacidad de formar un
oligbmero. El trabajo de Rodriguez [56] en el laboratorio ha permitido establecer
condiciones para obtener un oligdmero de Cyt1Aa durante la activacion. Este protocolo
de activacion proteolitica y oligomerizacion requiere de la presencia de algun tipo de
membrana, por ejemplo liposomas sintéticos [56]. Se prepararon liposomas de un
mezcla de  fosfatidilcolina:colesterol:estearilamina  en  proporcion  10:3:1
respectivamente, como se han utilizado en [24] y [33]. Utilizando las concentraciones
de proteinasa K o de jugo gastrico probadas previamente se activaron 2 ug de protoxina

soluble en presencia de 30 ul de liposomas de mezcla de lipidos (equivalente a 19.2 ug
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de lipidos) durante una hora a 37 °C. Las reacciones fueron detenidas con 5 mM PMSF.
Se resolvieron las muestras en gel SDS-PAGE de 15% vy se transfirieron a membrana de
PVDF por 16 horas a 4 °C. Se verificaron por medio de Western Blot con un anticuerpo
policlonal contra CytlAa (gentilmente donado por el Dr. Sarjeet Gill, U. California,
Riverside). La figura 8.5 muestra este Western Blot. Como se puede observar, los tres
tipos de activaciones producen un banda de més de 250 kDa, un aglomerado tan grande
que no puede penetrar en el gel separador de 15% acrilamida, reteniéndose cerca del
fondo del pozo de cargado. La menor intensidad de la banda observada para la
activacion por proteinasa K podria deberse a una mayor degradacion por esta proteasa,

ya que incluso la banda de la toxina activada es de menor intensidad.
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Figura 8.5 Oligomerizacién de CytlAa durante activacion en presencia de liposomas. El jugo
gastrico es de larvas de 5% instar de Manduca sexta.

Se ha propuesto que el aglomerado grande corresponde al oligobmero de CytlAa, y se
observa también durante la activacién en presencia de membranas con la volvatoxina
del hongo Volvaricea volvacea [57], una proteina estructuralmente homdloga a las
toxinas Cyt. Este resultado nos sugiere que la forma procesada de Cyt1Aa observada en
presencia de jugo gastrico de M. sexta es funcional ya que es capaz de formar un
oligbmero en membranas sintéticas. Este paso, entonces, no es aquél donde radica la
especificidad de CytlAa en insectos sensibles contra no sensibles, al menos en el caso

de M. sexta. Es probable que las bandas adicionales observadas con jugo gastrico al 1%
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se deban a una degradacién incompleta de agregados dada la menor cantidad de

proteasa.

8.3 Union de CytlAa a membranas

Se busco probar si la especificidad radica en el tipo de interaccion que la toxina tiene
con las membranas intestinales. Para esto se extrajeron intestinos de larvas tanto de
Aedes aegypti y Manduca sexta y se procesaron para derivar vesiculas de la membrana
de la microvellosidad apical (VMMA). Para poder rastrear a CytlAa durante estos

experimentos de incubacion se biotind la toxina activada.

La sensibilidad de un insecto ante una toxina Cyt depende de si puede unirse a las
membranas blancos, donde debiera insertarse para lisar la célula. Es razonable pensar
que una diferencia en la composicion de las membranas entre Aedes aegypti y Manduca
sexta impidiera el reconocimiento de la membrana blanco e hiciera a esta Ultima
insensible a la toxina. El primer contacto con la membrana deberia ser de naturaleza
electrostatica y después ya en cercania actuarian otras interacciones no dependientes de
carga. Abe, Shimada y Kitada describieron un método para eliminar interacciones
electrostaticas inespecificas al estudiar a otra toxina producida por Bt denominada
parasporina-2 [58]. EI método consiste en lavar las membranas con una solucién 100
mM de Na,COg3 y recuperar las proteinas que se mantienen unidas a la membrana por
medio de centrifugacion. Dado que la toxina Cyt1Aa naturalmente actla en ambientes
alcalinos se decidié también lavar a un pH &cido cercano al punto isoeléctrico calculado

para la toxina buscando eliminar asi otras interacciones electrostaticas.
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Figura 8.6 Incubacién de CytlAa con VMMA en diferente pH. A) Incubacién con VMMA y PBS-
Tween 0.05% y posterior lavado con buffer de diferente pH (ver Métodos). B) Densitometria realizada
sobre las bandas de los carriles a pH 4.4 y restando precipitacién.

La figura 8.6 muestra los resultados de estas incubaciones. Las muestras fueron
resueltas en un gel SDS-PAGE 15% vy transferidas a una membrana PVDF. La toxina
fue revelada con estreptoavidina acoplada a peroxidasa. Comparado con la cantidad de
proteina puesta a incubar con las membranas la fraccion que queda asociada a las
VMMA después de los lavados es baja. Sin embargo, la proteina se puede detectar en
VMMA del insecto sensible y el no sensible y en todos los pH de incubacién. Se puede
detectar una pequefia precipitacion de CytlAa a pH 4.4, pero esto es esperado al reducir
el nimero de cargas que la mantienen en solucion al acercarnos al pl de la toxina. Sin
embargo, la precipitacion a pH 4.4 parecia similar a la banda observada con Manduca
sexta. Utilizando el programa Image J v1.406 (NIH, Estados Unidos,
http://rsb.info.nih.gov/ij/) se realizé un analisis de densitometria sobre las bandas de pH

4.4, restando la precipitacion a lo observado con VMMAs. En Manduca sexta se
disminuye mucho la sefial, permitiendo suponer que hubo poca retencion de toxina en
las membranas. Podemos concluir que CytlAa es capaz de asociarse por interacciones
no electrostaticas a la membrana de un insecto sensible y uno no sensible, y que la
alteracion de las cargas disponibles (ya sea por la union de biotina a lisinas o por
cambio en pH) no debilita esta interaccion diferencialmente entre los dos insectos
excepto en el caso de la union con Manduca sexta a pH acido. Este Gltimo caso debera
ser corroborado haciendo un panel de pH acidos y sin toxina biotinada para determinar

si el efecto depende del pH o de la presencia de biotina.
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Se decidid investigar si la unién de CytlAa a VMMA podia ser competida por si
misma. La toxina CytlAa competidora podria desplazar a la toxina biotinada al
interactuar con la membrana por las otras formas no electroestaticas que mantienen la
asociacion. Se solubilizé y activd CytlAa. Dado que se usarian grandes excesos de
toxina no biotinada y el buffer de activacion es de pH alcalino se cambio la toxina
activada a PBS por medio de filtros Amicon 10 kDa. Esta toxina competidora se utilizd
para preincubar VMMA de Aedes aegypti y Manduca sexta por 30 minutos a 25 °C.
Después se agregd CytlAa biotinada a una concentracion de 5 nM y se incubd otros 30
min. Las vesiculas fueron centrifugadas y los pellets resueltos en un gel SDS-PAGE de
15% acrilamida como anteriormente. La toxina asociada a las VMMA fue detectada por
medio de estreptoavidina acoplada a peroxidasa. La figura 8.7 muestra la unién a
VMMA de los dos insectos en presencia de cada vez mas cantidad de CytlAa

competidora.
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Figura 8.7 Competencia de Cytl1Aa biotinada en la unién a VMMA por CytlAa silvestre.

Los resultados indican que a medida que es mayor la cantidad de excesos de Cyt1Aa se
retiene menos toxina biotinada en las VMMA. Esta reduccion ocurre mas rapido en
VMMA de Manduca sexta que en Aedes aegypti. Los resultados sugieren que las
membranas de mosquito tienen una mayor capacidad de unir a la toxina. Aunque el
efecto es pequefio es posible que en un insecto sensible la acumulacién de CytlAa en

muchas células tuviera un resultado conjunto y se superara un umbral de intoxicacion
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que no se presenta en el insecto no sensible. Las bandas de ~15 kDa se retienen en A.
aegypti y menos en M. sexta, reflejando el efecto con el monémero completo lo que
podria sugerir una region de la toxina que sufre algin efecto diferencial. En ambos tipos
de membrana se ve favorecida la agregacion de péptidos pequefios a medida que
incrementa la cantidad de Cyt1Aa silvestre. Es probable que estas dos bandas pequefias
representen fragmentos de degradacion de CytlAa ya que se pueden observar en la
toxina soluble. No es posible saber a qué region de la toxina corresponden. Seria
necesaria una exploracion mas profunda de fragmentos definidos de Cyt1Aa ante estos
dos tipos de membrana para poder concluir con mas conocimiento sobre esos
resultados. La cuantificacion de VMMA se hace con base en el contenido proteico y no
los lipidos existentes. Asi, no es posible asegurar que existiera el mismo nimero de
sitios de union no proteicos para CytlAa en las membranas de ambos mosquitos en
relacién a la proteina cuantificada. Por lo tanto, el efecto de competicion mas rapida en
VMMA de M. sexta podria tener dos explicaciones: que hubiera un menor nimero de
sitios 0 que los sitios tuvieran menor afinidad. Se decidid evaluar la afinidad hacia las

VMMA de ambos insectos para determinar cual de las opciones era la mas valida.

La posible diferencia en afinidad de la toxina Cytl1Aa biotinada por los dos tipos de
membranas se probd con una curva de union por medio de ensayos competitivos en
placas de 96 pozos. Para estos ensayos se incubaron VMMA con concentraciones
crecientes de toxina biotinada por media hora a 25 °C. A la par se incubaron
concentraciones equivalentes de toxina pero sin VMMA. Todas las muestras después
fueron transferidas a una placa de 96 pozos donde se habia fijado previamente 1 ug de
Cryl1Aa por pozo, que se sabe une con gran afinidad a Cyt1Aa (en el orden de 0.8 nM
[32]). Se dejo incubando sélo 5 minutos a 37 °C. Esto era para que sélo la proteina que
no se hubiera unido a las membranas fuera retenida en la placa. Los pozos fueron
lavados y se detectd la retencion de CytlAa por medio de estreptoavidina acoplada a
peroxidasa. Este ensayo se repiti0 varias veces. Los valores de sefial no son
directamente comparables entre experimentos debido a que el maximo de sefial obtenida
por el sustrato colorimétrico varia de placa en placa. Sin embargo, la tendencia global se
mantiene. La figura 8.8 el panel A muestra un trazo representativo de una repeticién de
los ensayos. Para comparar los ensayos entre si, se decidio restar la toxina no unida de

toda aquella disponible en solucion para cada punto de la curva. Esta diferencia
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representaria la toxina retenida en las membranas. En el panel B de la figura 8.8 se

puede observar la curva de union de 4 repeticiones con sus respectivos errores.
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Figura 8.8 ELISA cuantitativo de unién de CytlAa a VMMA de Aedes aegypti y de Manduca sexta.
El panel A es una repeticion representativa de las curvas obtenidas. El panel B presenta las diferencias
obtenidas al restar la toxina en el sobrenadante a la toxina disponible en varias repeticiones.

Los datos obtenidos de las uniones restando el fondo sin VMMA fueron analizados
utilizando el programa Prism para Windows, version 5.04 (Graphpad Software, San

Diego, California, EUA, www.graphpad.com). Utilizando una regresion no lineal sobre

una curva de saturacion con sitios especificos se obtuvo que la Kd de CytlAa para
VMMA Aedes aegypti es de 58.3 nM, mientras que para Manduca sexta es de 53.4 nM.

Estos ensayos de unién indican que no existe una diferencia en la afinidad por las
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VMMA de los dos insectos probados. En ambos casos parece que la misma cantidad de
toxina es retenida en las vesiculas después de la incubacion. También fue observado que
a concentraciones altas de Cyt1Aa, por encima de 1 uM, la toxina presentaba curvas de
union no muy reproducibles quiza debido a que se ha entrado en el umbral de su accion
detergente. Aungue los dos tipos de membranas muestran afinidad similar, la mayor
facilidad para competir CytlAa en VMMA de M. sexta indica una diferencia en la

forma de unirse entre ambos insectos.

8.4 Purificacion de CytlAa activada

Los datos anteriores indican en conjunto que Cyt1Aa se puede solubilizar, activar y unir
a membranas intestinales en un insecto sensible y no sensible. Aunque en liposomas
CytlAa fue capaz de formar un agregado esto no necesariamente refleja el estado que
podria existir en una membrana nativa que incluye, ademas de lipidos, a muchos
complejos proteicos y azUcares. Algun elemento de composiciéon en el insecto no
sensible pudiera impedir el contacto de mondmeros de la toxina o la adopcion de una
conformacién permisiva para la formacion de poros. Por esta razon se buscd ver como

diferentes tipos de membranas influian en la forma de insercion de la toxina.

Para investigar la interaccion y conformaciéon adoptada por CytlAa en diferentes
membranas se decidié marcar la toxina con un fluoréforo no sensible a polaridad, con
buen rendimiento cuéantico. Se requeria de toxina activada a un fragmento Unico y
purificado de la proteasa utilizada durante la activacion a fin de eliminar posibles

artefactos en los experimentos.

Los aminoacidos mas utilizados para marcar una proteina con un fluoroforo extrinseco
son las cisteinas y las lisinas. Es deseable tener un solo sitio de marcado ya que esto
facilita el analisis de la fluorescencia. CytlAa posee en su forma no procesada 2
cisteinas y 10 lisinas. La forma completamente activada posee solamente una cisteina,
C190 (Figura 8.9) Esta caracteristica propia de la toxina silvestre permite no tener que

realizar mutagénesis para establecer un sitio Unico de marcaje.
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Figura 8.9 Ubicacidn de posibles sitios de marcaje con fluor6foros extrinsecos en CytlAa. Las lisinas
se marcan con verde y las cisteinas con morado. El fragmento que representa a la toxina activada se
encuentra bordeado en rojo.

El procesamiento de Cyt1Aa consiste en eliminar un fragmento en el N-terminal y uno
en el C-terminal y por secuenciacion y espectrometria de masas después de protedlisis
con proteinasa K se conocen los extremos remanentes [59]. Dado que no existe un
orden en que esto ocurra una activacion incompleta dejaria formas intermedias entre la
protoxina de 25 kDa y la toxina de 22kDa. Algunas de estas formas poseerian aun la
cisteina C7. Probando diferentes tiempos y condiciones de activacion con proteinasa K
se encontrd que la incubacién por 2 horas a 30°C en una relacion 1:100 daba una banda

Unica del tamafio esperado para la toxina completamente activada (Figura 8.10).
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Figura 8.10 Condiciones para procesamiento completo de CytlAa por proteinasa K.

La proteinasa K utilizada en la activacion es de Sigma-Aldrich, y el proveedor indica
que su proteina fue obtenida del hongo Tritirachium album. Un andlisis de la secuencia
revela que esta proteasa tiene 5 cisteinas y un coeficiente de extincion de 41050 M™cm
! que es dos veces aquél de la CytlAa activada, con 19940 M™*cm™. La presencia de la
proteasa en la muestra afectaria tanto la cuantificacion por absorbancia como el marcaje
al generar mas sitios para unir los reactivos que reaccionan con grupos tiol por lo que
era necesario separar ambas proteinas. No es practico separar por exclusion de peso
molecular (29 kDa para proteinasa K y 22 kDa para CytlAa activada) pero una
separacién por intercambio i6nico es adecuada, ya que el pl de la proteinasa K es

indicado por el proveedor como 8.9 y Cytl1Aa activada tiene un pl de 4.4.

Se escogio una resina de intercambio aniénico DEAE de Toyopearl para la separacion
por columna. La columna es equilibrada a un pH de 7.5. En esta columna primero
eluiria la proteinasa K y la Cyt1Aa empezaria a eluir al agregar las soluciones con NaCl,
desplazando a la toxina de la resina. Se probaron diferentes tamafios de columna pero
para no diluir la toxina en demasiado volumen de fraccionamiento se usé un volumen
de 500 pl. La figura 8.11 muestra cromatograma de absorbancia de las fracciones a 280
nm de una corrida tipica y un gel SDS-PAGE del 15% tefiido con Coomassie donde se
puede observar la banda correspondiente a Cyt1Aa s6lo en las fracciones del segundo

pico de cromatograma.
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Figura 8.11 Cromatografia de Cytl1Aa por intercambio iénico. A) Medicién de absorbancia a 280 nm
de las fracciones recuperadas. B) Tincidn con Coomassie de las fracciones.

Las fracciones con toxina fueron concentradas y lavadas con PBS por medio de un

dispositivo Amicon Ultra-4 con un corte de tamafio molecular de 5 kDa. El rendimiento

de la proteina solubilizada desde cristales de CytlAa hasta la toxina purificada y

concentrada es cerca de 30%. En la figura 8.12 se muestra un gel SDS-PAGE de tincion

de Coomassie donde se puede observar como la banda correspondiente a la proteinasa K

se pierde en la muestra purificada concentrada. En todos los carriles se cargaron 5 ug de

proteina de acuerdo a las cuantificaciones correspondientes.
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Figura 8.12 Comparacién de CytlAa en diferentes puntos de purificacion. La flecha indica la banda
que corresponde a proteinasa K.
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8.5 Insercion de CytlAa en VMMA

Se eligio6 el fluoréforo Alexa-350 (Molecular Probes, EUA) quien posee un rendimiento
cuéntico muy alto y cuya fluorescencia es poco sensible a la polaridad. La intensidad de
sefial era importante para superar el fondo generado por la composicion de las VMMA.

Ademas, este fluoroforo es posible de apagar con Kl y lipidos brominados.

Para marcar CytlAa con Alexa-350 la toxina activada fue purificada y concentrada y
después puesta en incubacion con 50 excesos molares del fluoroforo. La figura 8.13
muestra la tincion con Coomassie y la transiluminacion con luz UV de un gel SDS-

PAGE del 15% para detectar el fluor6foro asociado a la toxina.

CytlAa-Alexa 350
2
S
:
S
kDa o =
T »
50 *
37 »
25
20 o [—

Figura 8.13 Marcaje de Cyt1Aa con Alexa-350 y la verificacion de la unién de fluoréforo.

Con esta toxina marcada se evalud la accesibilidad del residuo C190 al solvente por
medio de apagado con KI. En otros experimentos en el laboratorio se observd que la
CytlAa marcada con 1,5-IAEDANS en C190 retenia actividad hemolitica de forma
similar a la toxina silvestre por lo que se puede concluir que el marcaje en este residuo
no abate la funcién de la proteina y podemos suponer una actividad normal ante la
presencia de VMMA.
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La toxina detectada en union a VMMA podria estar agregada en la superficie de la

membrana o con penetracion en la bicapa. Ambas situaciones propiciarian un cambio de

la polaridad del ambiente circundante a uno menos polar que en solucion y forma

monomeérica. De estar agregado en la superficie de la membrana es méas probable que el

residuo sea accesible al solvente y por lo tanto al apagamiento por KI. Se realizaron

curvas de apagado de CytlAa-Alexa 350 con KI en solucion y también el pellet de una

incubacion de 1 hora con VMMA de Aedes aegypti o de Manduca sexta. Las

fluorescencias registradas en el pico de emision fueron utilizadas para calcular FO/F.

Con estos valores se hizo una regresion lineal y se calculd la constante de Stern-Volmer

para cada curva. La figura 8.14 muestra los trazos de estas curvas de apagamiento asi

como la constante de Stern-Volmer y la longitud de onda del pico de emision.
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Figura 8.14 Curvas de apagamiento de CytlAa-Alexa 350 con KI. Para el apagado en solucidn se
utiliz6 1 ng de toxina y para los apagados en VMMA se utilizaron 4 pg de toxina 'y 10 pg de vesiculas.
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Los experimentos de apagado de fluorescencia indican que en VMMA del insecto
sensible y el insecto no sensible CytlAa adopta una conformacién donde el residuo
C190 se esconde del solvente. Aunque el fluor6foro Alexa-350 es poco sensible a la
polaridad en C190, el corrimiento a azul del pico de emision de Alexa-350 en las
muestras con VMMA apoyan que esta cisteina se encuentra en un ambiente menos polar
que al que esta expuesto en solucion, en similitud a otros fluor6foros como el 1,5-
IAEDANS [60]. La constante de Stern-Volmer en VMMA se ve reducida unas 6 veces
en ambos insectos con respecto al valor en solucion lo que indica menor accesibilidad.
En conjunto, se puede concluir que no se puede apreciar una diferencia en la forma que
C190 se ubica al insertarse en VMMA de un insecto sensible y uno no sensible. Sin
embargo, este es sélo un residuo de la proteina y un acercamiento al mapeo de la
ubicacion de diferentes regiones de la toxina. Aunque este residuo en especifico no
muestre distinciones es posible que otras regiones de la toxina muestren diferencias en
su comportamiento entre las diferentes membranas. Las regiones de oligomerizacion

podrian ocluirse y asi evitar la formacion de agregados funcionales.

I1: Discriminacion de especificidad en contexto de despliegue en fagos

8.6 Despliegue en fagos de CytlAa

La técnica de despliegue en fagos M13 nos permite tamizar una biblioteca de péptidos
contra un sustrato de interés al fusionar dichos péptidos a proteina P3 del fago. Estos
péptidos pueden ser proteinas completas. Nos interesa utilizar esta tecnologia para
recuperar variantes de CytlAa que presenten mejor actividad en membranas de
Manduca sexta que aquellas de Aedes aegypti. Este cambio en especificidad de la toxina
seria una herramienta potente para el combate a la resistencia que se podria desarrollar

en lepiddpteros hacia toxinas de Bt.

Antes que generar una biblioteca de variantes se requeria determinar si Cyt1Aa silvestre
era capaz de ser desplegada en el fago M13. Para esto se modifico el fagémido
pCANTAB para generar una fusion que incluyera el péptido DSB, que sirve de sefal
para una translocacion al periplasma de E. coli de forma co-traduccional, donde se arma
la capside del fago. Esta estrategia se ha visto que mejora la eficiencia de despliegue de

proteinas completas [47]. Una modificacion adicional al fagémido fue la eliminacion del
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coddén ambar de paro para poderse usar con el sistema Phaberge. Se generaron dos
construcciones de fusiones de CytlAa: una que abarcaba la secuencia completa de la
protoxina y otra con so6lo el fragmento toxico. La figura 8.15 muestra las

construcciones.

P3 M13

AmpR ‘>—{ col Ecoli Or%>—{ PLac

HindIIT  Sfil NotI
E Tag
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Amp® [>—~ col Ecoli 0r[i>—{ PLac CytlAatox P3MI3
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Figura 8.15 Construcciones para despliegue de CytlAa en fusion con P3 en Phaberge. La
construccidn de la protoxina abarca desde Metl hasta Leu249 y la toxina desde Glu32 hasta Ser234. M13
ori es el origen de replicacion del fago y col Ecoli el de Escherichia coli. PLac es el promotor de lactosa y

AmpR la resistencia a Ampicilina. DsbA es el péptido sefial para el sistema de translocacién SRP y el E
Tag es para del linker de la fusién.

Utilizando el sistema Phaberge, se pudo desplegar eficientemente la fusion CytlAa-P3.
La figura 8.16 muestra el PCR de varias colonias candidato a tener el fagémido. Se
observan los productos del tamafio esperado. Por secuenciacién se comprobd la
presencia de la proteina sin mutaciones. También se muestra un Western Blot donde se
detecta la proteina fusién en dos distintos ensayos de despliegue utilizando un
anticuerpo monoclonal contra Cyt1Aa. Ambas construcciones son desplegadas, aunque
la fusion con la protoxina muestra mejor eficiencia en ambos lotes de viriones

producidos y su despliegue es mucho mas reproducible.
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Figura 8.16. Despliegue de Cyt1Aa en Phaberge. A) PCR de colonias candidatas con el inserto de la
proteina fusion. B) Western Blot monoclonal contra Cyt1Aa para detectar fusion.

8.7 Seleccion de fagos en VMMA

Teniendo las condiciones para desplegar CytlAa en el fago M13 se buscaron
condiciones que permitieran detectar una insercién especifica por parte de la toxina. Es
decir, se busca una condicion donde el nimero de fagos recuperados incubando con
VMMA de Aedes aegypti sea mayor que aquellos recuperados en VMMA de Manduca
sexta. En tamizajes posteriores con bibliotecas de variantes de CytlAa se buscarian

fagos que inviertan esta relacion.

Los fagos con la fusion fueron puestos a interactuar con VMMA derivadas de ambos
insectos. Las condiciones de union y lavado son descritas en materiales y métodos. Para
estos ensayos se utilizé la fusién con la protoxina ya que, ademas de tener mejor
eficiencia de despliegue, posee un extremo C-terminal mas largo lo que le da mayor
independencia a la toxina desplegada dentro de la fusién con P3. También se agregd un
tratamiento con Na,CO3; como en los ensayos con CytlAa biotinada para eliminar
interacciones electrostaticas inespecificas. Se agregd manitol a la solucion de este
tratamiento para igualar el buffer al interior y al exterior de las vesiculas y que no
existiera un ruptura de las vesiculas por accion de la toxina desplegada. Esto se vio que
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mejoraba el rendimiento de fagos recuperados. Se probaron diferentes condiciones de
incubacion. Se incluyd un tratamiento con un shock térmico a 30 °C para permitir
asociacion lenta de monomeros y solo un pequefia ventana de insercion, pensando en
los efectos observados en eritrocitos [18]. Esto se hizo bajo la suposicion que reduciria
el dafio a VMMA por la toxina. Los fagos recuperados en las VMMA lavadas fueron
utilizados para infectar un cultivo de E. coli XL1- Blue y seleccionados en medio LB
con ampicilina ante la cual el fagémido posee un cassette de resistencia. EI numero de

colonias fue contabilizado y se asume que refleja el nimero de fagos recuperados.
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Figura 8.17 Seleccion de fagos fusion en VMMA en diferentes condiciones de incubacién. Las barras
indican las diferentes condiciones de incubacion: con 2 0 5 ug de VMMA, e incubacién en hielo, a 25°C
o0 en hielo y después a 30 °C (“shock™).

La figura 8.17 indica el nimero de colonias contabilizadas. Se utiliza el cociente de
colonias recuperadas en VMMA de A. aegypti contra aquellas en M. sexta ya que el
namero absoluto de colonias tiene variacion entre experimentos, posiblemente debido a
la viabilidad o expresion de pili por parte de las células del cultivo utilizado para la
infeccion. Como se puede observar, la incubacion a 4 °C y el shock térmico de 30 °C
presenta las condiciones donde se aprecia una union mas especifica a VMMA de Aedes
aegypti por parte de los fagos con proteina fusion. Al incrementar la cantidad de
VMMA utilizadas (de 2 a 5 ug) para incubar con los fagos uno puede incrementar este
cociente. Esto quiza se debe a presentar mayor superficie para incorporar los fagos,
aunque en todos los casos hay una reduccion de alrededor de 2 érdenes de magnitud

entre el nimero de fagos incubados y el nimero de fagos recuperados. Esto sugeriria
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que ya se tiene saturacion del numero de fagos recuperables. Estas condiciones de
incubacion podrian ser utilizadas posteriormente en mas estudios para encontrar
diferencias en la interaccion de Cytl1Aa con células de insectos no sensibles y sensibles.
Es posible, sin embargo, que estas condiciones sean sélo utiles cuando se trata de
CytlAa en el contexto del fago y que la diferencia observada no sea transportable al
contexto de la toxina en solitario, como se observo en los ensayos previos con VMMA.
Se requiere mas investigacion sobre condiciones que permitan incrementar la relacion
de fagos retenidos en Aedes aegypti vs Manduca sexta para tener una situaciéon mas
Optima para la selecciéon de una biblioteca de variantes de CytlAa. Lo que es claro es
que existe alguna propiedad de la protoxina que favorece la unién de CytlAa a Aedes
aegypti y representa una diferencia en la forma en que esta proteina interactda con las

VMMA derivadas de ambos insectos.

I11: Especificidad en interaccion con toxinas Cry de Bti

Los experimentos para desarrollar este punto fueron realizados en estrecha colaboracién
con M.C. Esmeralda Reyes, quien fue de apoyo importante en la generacion de las

mutantes de Cry4Ba y los ensayos de union.

8.8 Mutantes de CytlAay Cry4Ba

Como ultimo objetivo se buscé evaluar si la interaccion que se habia visto previamente
entre CryllAay CytlAa y que estaba involucrada en el sinergismo entre dichas toxinas
era especifica de esta pareja o era compartida con las otras toxinas Cry de Bti. Como
primer paso era obtener mutantes en las regiones de interaccion. Las mutantes de
CytlAa seleccionadas se habian utilizado previamente [32] y se corroboré su
produccién y activacién. Estas mutantes son la K198A, E204A, y K225A. La figura
8.18 muestra la produccién y activacion con proteinasa K de las mutantes en
comparacion con la proteina silvestre. Todas las mutantes se producen adecuadamente y

se activan de forma parecida a la silvestre.
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Figura 8.18. Produccion y activacion de mutantes de Cyt1Aa. El panel A muestra la produccion de
cristales en Bt. El panel B muestra 2 ug de las toxinas después de solubilizacion en buffer de carbonatos
pH 10.5 y activacién con proteinasa K. Ambos experimentos son tinciones con Coomassie.

Para los bioensayos con Aedes aegypti se necesitaria también espora-cristal de Cry4Ba 'y
Cry4Aa. Estas toxinas fueron producidas en Bt y la figura 8.19 muestra la produccion
de ellas. Cry4Ba produce cristales de forma abundante mientras que Cry4Aa tiene una
produccion mucho maés limitada, aunque en ambos casos se pueden observar como

banda mayoritaria cercana a 130 kDa, lo esperado para la protoxina de las toxinas Cry4.
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Figura 8.19. Produccién de toxinas Cry4. Un volumen igual de cultivo de espora-cristal fue resuelto
por SDS-PAGE vy tefiido con Coomassie.
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Como parte de su trabajo de maestria Esmeralda Reyes disefid mutantes en las asas 2, 3
y el a8 del dominio Il de Cry4Ba. Debido a que se vio que las mutantes de Cryl1Aa en
el a8 del dominio Il se veian afectadas en union a CytlAa se decidio utilizar mutantes
de Cry4Ba en el a8 dominio Il para evaluar su efecto sobre la sinergia. Estas mutantes
fueron hechas por reemplazos de aminoécidos por alaninas. Estas mutantes son las
siguientes: a8M1 (SSK300-302AAA), a8M2 (SI303-304AA) y a8M3 (LE307-
308AA). La figura 8.20 muestra a las mutantes a8M1, a8M2 y a8M3 después de ser
solubilizadas, activadas con tripsina, y cuantificadas. Aunque todas las mutantes se
activan a una banda de tamario esperado como la silvestre, la mutante a8M3 puede que
sea menos estable y sufra mayor procesamiento debido a que se obtiene menor cantidad
de proteina en comparacién con las otras proteinas. Por esta razén se continuaron los

experimentos s6lo considerando a las mutantes a8M1 y a8M2.
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Figura 8.20. Activacion de mutantes en Cry4Ba. Se resolvieron 5 pg de proteina en un gel SDS-PAGE
y se tifio con Coomassie.

La figura 8.21 indica la ubicacion algunas de las mutantes a utilizar en los bioensayos y
en los experimentos de union. Las mutantes de Cry4Ba no mostradas se ubican en la
misma region C°SSKSIAALE®®).
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Figura 8.21. Ubicacion de mutantes de CytlAay Cry4Ba. Las estructuras tridimensionales
corresponden al modelo de Cyt1Aa obtenido desde Cyt2Aa (panel A) y la estructura cristalografica de
Cry4Ba (panel B).

8.9 Efectos in vivo sobre el sinergismo

Para evaluar el efecto en sinergia de las mutantes de Cyt1Aa sobre las toxinas Cry4 de
Bti se montaron bioensayos contra larvas de 4% instar de Aedes aegypti. En vasos con
100 ml de agua se agregaron dosis de los cultivos espora-cristal de las toxinas y se
cuantifico la mortalidad a las 24 horas de exposicion. Los datos de las dosis fueron
procesados por analisis de Probit con el programa POLO-PC [51] y se obtuvieron las
dosis letales para obtener el 50% de mortalidad (LCsp) para cada una de las toxinas por
separado. La tabla 8.1 muestra los valores obtenidos de esta forma asi como los
intervalos de 95% de confianza. Las mutantes K198A y K225A de CytlAa muestran
una toxicidad similar a la silvestre mientras que la mutante E204A indica que es mas
toxica con una LCsy unas 9 veces menor. Por su lado las mutantes de Cry4Ba se
observan con una toxicidad similar a la toxina silvestre. Entre Cry4Ba y Cry4Aa es la

primera la que muestra mayor toxicidad contra A. aegypti.
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Toxina LCsp(ng(ml)

CytlAa  925.5 (602.5-1824.3)

K198A  601.8 (466.3-792.7)

E204A 103.9 {80.3-134.9)

K225A  858.6 (548.5-1427.6)

Cry4Ba 79.4 (61-102)

t8M1 117.2 (93.9-146.6)

a8M2  182.2 (77.9-358.8)
Crydda  431.7 (374.3-495.2)

Tabla 8.1. LC50 de toxinas. Las toxicidades fueron evaluadas de forma individual contra A. aegypti.

Una vez que se contaba con las toxicidades individuales se utiliz6 la formula de
Tabashnik [52] para obtener una prediccion de la letalidad esperada por efecto aditivo
simple de las toxinas considerando una proporcion de 1:4 de Cytl1Aa:Cry4 en las dosis
totales administradas a las larvas. Después, se hicieron bioensayos con mezclas de las
toxinas en estas mismas proporciones y se obtuvo la LCsy como anteriormente. El
cociente de la LCs esperada y la obtenida en bioensayos nos proporcionan el factor de
sinergismo. La tabla 8.2 indica los datos obtenidas para las mezclas de toxinas
silvestres, de mutantes de CytlAa con Cry4Ba y Cry4Aa silvestres y la mezcla de
mutantes en CytlAa y la mutante a8M2 de Cry4Ba. Podemos observar que todas las
mutantes de CytlAa muestran una reduccion en su factor de sinergismo con Cry4Ba,
siendo la mayor reduccion con la mutante K225A. El uso de la mutante a8M2 también
reduce por si misma el factor de sinergismo. La mezcla de la mutante E204A junto con
la mutante a8M2 reduce aln maés el factor de sinergismo observado, pasando de 2.6 a 2.
Con Cryd4Aa la mutante E204A reduce de manera drastica el factor de sinergismo

mientras que la mutante K225A no parece tener efecto negativo.
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Toxinas Cytl1Aa: LCsgpredicha LCsg experimental Factor de

Cryd (ng/ml) (ng/ml) Sinergismo
Wt: CrydBa Wt 75.2 8.5(6.5-10.8) 8.8
K198A: CrydBa Wi 74.5 21.0{10.1-30.1) 3.5
E204A: Cry4Ba Wt 66.7 25.2(20.1-32.3) 2.6
K225A: CrydBa Wit 75.1 41.4 (31.1-52.3) 1.8
Wt: Cry4Ba o.8M2 218.9 38.4 (32.7-32.3) 5.7

E204A: CrydBa o8M2 158.3 77.2(67.1-88.9) 2

Wt: CrydAa Wt 484.7 13.4 (11.3-15.7) 36.1
E204A: Cryd Aa Wi 264.7 61.1{46.2-81.1) 4.3
K225A: Cryd Aa Wt 479.4 12.2 (7.2-19.0) 39.2

Tabla 8.2. Ensayos de sinergismo entre CytlAa y toxinas Cry4. La toxicidad es evaluada con una
relacion 1:4 de Cyt1Aa:Cry4 contra larvas 4 instar de A. aegypti. La LCs, Se obtuvo a partir de la
ecuacion de Tabashnik y las toxicidades experimentales por medio de analisis de Probit.

Todo esto indica que si hay un efecto similar entre las toxinas Cry4 y Cyt1Aa como fue
observado entre CryllAa y CytlAa. Los mismos epitopes que se vio estaban
involucrados en la sinergia entre Cryl1Aa y CytlAa estan involucrados en la sinergia
entre CytlAa y Cry4Ba o Cry4Aa. La mutante CytlAa E204A muestra un efecto de
reduccién en sinergismo tanto para Cry4Ba y Cry4Aa, fendmeno observado también
para CryllAa [32]. La mutante CytlAa K225A, gue habia mostrado una reduccion en
sinergismo con Cryl1Aa, reduce el sinergismo con Cry4Ba pero no Cry4Aa. La
mutante CytlAa K198A muestra reduccion en sinergismo con Cry4Ba, efecto que es
opuesto a aquél visto con Cryl1Aa donde hubo un incremento en factor de sinergismo.
Las diferencias observadas pueden deberse a diferencias en las propiedades de cada
toxina y la forma en que interactlan entre si las toxinas. Hay que recordar la baja
conservacion entre Cryl1Aa y las toxinas Cry4Ba y Cry4Aa. En general, la region del
asa a8 de Cry4Ba parece estar involucrada en la interaccion con Cyt1Aa de igual forma
que la region del a8 de CryllAa lo fue a su vez. Esto sugiere que el mecanismo de

interaccion con CytlAa esta compartido entre las toxinas Cry de Bti.
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8.10 Unidn entre CytlAay Cry4Ba

Un ultimo paso era comprobar que los efectos observados in vivo pudieran explicarse
mediante una correlacion en la unién (o falta de) entre toxinas in vitro. EI primer ensayo
fue probar la union mediante ensayos tipo Ligand Blot. Para esto se resolvieron en un
gel SDS-PAGE Cry4Ba y las dos mutantes a probar. Después las proteinas fueron
transferidas a una membrana de PVDF. Esta membrana fue después incubada con
CytlAa silvestre marcada con biotina. Se detectd esta Ultima proteina mediante
estreptoavidina acoplada a peroxidasa. La figura 8.22 muestra el resultado de estos
experimentos. Se puede observar que la union entre Cry4Ba a8M1 y CytlAa silvestre
es similar a aquella obtenida en la union en toxinas silvestres. Por otro lado la unién con
la mutante a8M2 se ve reducida con respecto a la silvestre, lo que esta en acuerdo con

la disminucion de sinergismo registrada en bioensayos.
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Figura 8.22. Ligand blot entre CytlAay Cry4Bay mutantes. Cry4Ba y mutantes fueron resueltas en
SDS-PAGE, transferidas e incubadas con Cyt1Aa biotinada. La toxina CytlAa unida a la membrana fue
detectada con estreptoavidina.
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Para corroborar estos resultados se busco evaluar la unién entre Cry4Ba y CytlAa
mediante ensayos de ELISA. Como primer paso se realizd una curva de unién entre
toxinas silvestres para encontrar condiciones no saturantes donde se pudieran distinguir
cambios en unién entre Cyt1Aa silvestre y sus mutantes hacia Cry4Ba. En una placa de
96 pozos de fij6 CytlAa silvestre. Esta toxina fijada fue expuesta a concentraciones
crecientes de Cry4Ba silvestre. La toxina Cry4Ba retenida en la placa fue detectada con
un anticuerpo policlonal y éste a su vez detectado con un anticuerpo anti-conejo
acoplado a peroxidasa. Se incub6 con un sustrato colorimétrico de orto-fenilendiamina y
se leyo la sefial a 490 nm. La figura 8.23 muestra la curva obtenida en estos ensayos. Se
puede ver una buena curva de saturacion. Utilizando esta curva se decidio usar el punto
de mitad de absorbancia méxima para determinar la concentracion de Cry4Ba a la cual
se probaria la unién entre CytlAa y Cry4Ba, siendo éste punto una Kd aparente de 47
nM.

Abs 490 nm
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Figura 8.23. Curva de union por ELISA entre CytlAay Cry4Ba. La placa fue cubierta con 250 ng de
CytlAa por pozo e incubada con diferentes concentraciones de Cry4Ba.

Para investigar las posibles diferencias en unién entre las mutantes de Cry4Ba y CytlAa
se fijaron en una placa de 96 pozos CytlAa silvestre y sus mutantes. Estas después
fueron incubadas con 75 nM de Cry4Ba. Ademas se probo la mezcla de CytlAa E204A
con Cry4dBa a8M2 como se hizo en los bioensayos. La toxina Cry4Ba unida fue

detectada con un anticuerpo anti Cry4Ba y después detectado con un anticuerpo
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secundario contra conejo acoplado a peroxidasa. La figura 8.24 indica los resultados de
estas uniones por ELISA. En todos los casos cuando se fija una mutante de CytlAa la
unioén con Cry4Ba se ve reducida. De igual manera, la unién de Cry4Ba mutante contra
CytlAa silvestre es menor que la unién entre proteinas silvestres. Ademas, la unién de
una mutante en Cyt1Aa y una mutante en el asa o8 del dominio 1l de Cry4Ba muestra la
mayor reduccion de sefial con respecto a las toxinas silvestres. Estos resultados
muestran una correlacion en reduccién de sinergismo con una reduccién en unién entre
las toxinas como fue el efecto observado con CryllAa. Si CytlAa también genera
sinergismo con las toxinas Cry4Aa a través de una interaccion fisica podemos concluir
que el mecanismo de receptor propuesto para CryllAa es compartido entre las toxinas

Cry de Bti y no es especifica de sélo una pareja de proteinas.
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Figura 8.24. Ensayos de union diferencial entre CytlAay Cry4Ba por ELISA. La placa fue cubierta
con 250 ng de Cyt1Aa o sus mutantes por pozo. Estos pozos fueron incubados con 75 nM de Cry4Ba o la
mutante a8M2. Los valores de absorbancia a 490 nm estdn mostrados como porcentaje de unién en
comparacion a las toxinas silvestres. “wt” denota Cry4Ba silvestre y “wt2” a Cytl Aa silvestre.
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9. DISCUSION

La toxina CytlAa es una proteina con alto potencial biotecnoldgico. Aunque se ha
usado en combinacién con las demas toxinas producidas por Bacillus thuringiensis
israelensis en preparaciones comerciales, el conocimiento de las bases bioquimicas de
su actividad toxica y sinérgica permite el disefio de variantes con un objetivo en
particular. Ahora se tiene mas conocimiento de qué regiones de la toxina actlan para
sinergizar a las toxinas Cry de Bti pero la actividad individual de CytlAa no estd
completamente elucidada. El proyecto presentando aqui buscéd determinar que tan
especificas eran las interacciones de CytlAa con membranas intestinales de diferentes
insectos y con distintas toxinas Cry de Bti y asi intentar explicar el porqué de los efectos
de toxicidad y sinergia observados in vivo. Ambos conocimientos nos abren a una
utilizacion maés inteligente de las formulaciones de Bt. El potencial de CytlAa para el
combate y retraso a la generacién de poblaciones resistentes de insectos tiene
repercusiones importantes sobre el futuro de Bacillus thuringiensis para el control
bioldgico [61].

La investigacion sobre el mecanismo de accion se empez6 desde el primer paso: la
solubilizacion. Una diferencia en la forma que CytlAa se solubilizara en el intestino de
un insecto sensible contra uno no sensible seria un gran impedimento para la busqueda
de variantes con especificidad alterada ya que potencialmente involucraria cambiar el
punto isoeléctrico de la proteina y quiza buscar formas diferentes de agregacion que se
pudieran disociar en un ambiente intestinal distinto. Los resultados en la curva de
solubilizacion indican que este no es el caso entre lepidopteros y dipteros, y también se
observa por los trabajos de Souza-Neto [53] y Dow [54]. Ambos ordenes de insectos
comparten la caracteristica de tener ambientes intestinales con un pH alcalino cercano o
superior a 10 y la presencia de agentes reductores. El potencial uso de CytlAa para el
control de plagas de coledpteros no pareceria gozar de la misma ventaja ya que este
orden de insectos presenta un ambiente intestinal de pH acido. Por otro lado aunque
CytlAa se ha reportado tener toxicidad cerca de 70 veces menor a Cry3A contra el
coledptero Chrysomela scripta la toxicidad aumenta a sélo 2.8 veces menor cuando se

solubiliza Cyt1Aa en una solucion alcalina primero [62]. Cabe destacar que este paso
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previo de alcalinizacion no se presentaria en el tracto intestinal del coledptero. La
similitud en ambientes intestinales entre dipteros y lepiddpteros permite suponer que si
el insecto ingiriese un cristal de la toxina CytlAa éste seria capaz de disociarse a
protoxinas monomeéricas. Con esta informacion se concluyd que no es en el paso de

solubilizacion donde radica la especificidad de la toxina.

El siguiente punto de posible diferencia era durante el procesamiento de la toxina hacia
su forma activa. Se propone que la pérdida de los extremos amino y carboxilo terminal
de la protoxina permiten a la toxina proseguir con los cambios necesarios para llegar
eventualmente a disrupcion de la membrana de células epiteliales intestinales. Un
insecto no sensible podria poseer entre la bateria de proteasas de su intestino alguna
combinacion de enzimas que degradasen Cytl1Aa y asi escapar de la accién de la toxina.
Se observo que CytlAa no sélo era resistente a degradacion por el jugo géastrico de
Manduca sexta sino que se activaba a un fragmento del tamafio esperado y que era
capaz de agregarse en membranas como la toxina activada de forma rutinaria en
presencia de membranas sintéticas. Esta informacion permite concluir que CytlAa es
capaz de solubilizarse y procesarse hacia una forma activa en el intestino del insecto no

sensible Manduca sexta.

A la fecha no se ha reportado que la interaccion de las toxinas Cyt con membranas
dependa de la presencia de algun receptor de caracter proteico. La asociacién parece
estar mediada Unicamente por los lipidos que constituyen la bicapa. Dado que CytlAa
seria capaz de solubilizarse y activarse en el lumen intestinal de un insecto no sensible
al igual que en un insecto sensible, especulamos que la especificidad dependia de algin
componente de la membrana y, por la informacion previa existente, este(os)
componente(s) seria(n) de naturaleza lipidica. Los resultados de la union de CytlAa a
VMMA con incubaciones a diferente pH, en competencia con excesos de si misma, y en
la curva de unién competitiva, todos indican que el fragmento activado de CytlAa se
une de forma muy parecida a las membranas del insecto sensible Aedes aegypti y a las
del insecto no sensible Manduca sexta en el rango de pH que podria observarse en el
intestino de estos organismos. Los experimentos de competencia sugieren que a altas
concentraciones de la toxina comienza a haber una diferencia entre los dos insectos
donde la toxina se retiene mas en membranas de Aedes aegypti. Este dato también se

Ileg6 a observar en las curvas de union competitiva cuando se usaban concentraciones
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uM de toxina. Aunque la afinidad de CytlAa en Manduca sexta sea similar a Aedes
aegypti, el hecho de que la toxina muestre una mayor facilidad de competencia en M.
sexta indica que si existe una diferencia en la forma en que la proteina esta
interactuando con las membranas. Esto podria ser suficiente para que CytlAa sea
incapaz de llegar a una concentracion letal efectiva en el insecto no sensible. Estos datos
indican un camino a seguir para resolver el porqué la diferencia drastica en toxicidad en
diferentes insectos. Es claro que la unién de Cyt1Aa entra en una etapa de interacciones
no electrostaticas una vez que se encuentra en la membrana que en general no se ve
afectada por la presencia de biotina sobre las lisinas o por el cambio del pH exterior
para Aedes aegypti. Para Manduca sexta el pH acido reduce la union lo que sugiere
mayor dependencia a interacciones electrostaticas que se eliminan en el pl de la toxina.
En ambos casos la proteina unida a VMMA es una fraccion de la toxina a la que son
expuestas las membranas, algo que podria indicar porqué la concentracion necesaria
para obtener letalidad por CytlAa en los insectos blancos es méas alta que aquella
requerida para las toxinas Cry de Bti. La union no dependiente de pH también explica
porque se puede observar toxicidad por CytlAa activada en insectos con un ambiente
intestinal tan diferente como coledpteros y dipteros. Aungue la unién a Manduca sexta
se vea reducida a pH &cido es posible que en coledpteros sensibles la composicion
lipidica de sus membranas permita mayor interaccion hidrofébica. La importancia de
esta union hidrofébica se afiade a la evidencia de que es el dominio C-terminal el que
estd mediando esta la union a la membrana ya que es aquél con mayor posibilidad de
llevar a cabo interacciones de esta naturaleza. En estudios con la proteina volvatoxina
A2 se observé que el dominio C-terminal era aquél involucrado en inserciéon de la
toxina en membranas [57], con quien comparte un plegado tridimensional casi idéntico

con las toxinas Cyt, y se ha observado este mismo comportamiento con Cyt1Aa [56].

En experimentos previos llevados a cabo en el laboratorio se observd que CytlAa
marcada en C190 con 1,5-IAEDANS retenia actividad hemolitica (datos no publicados).
Es esperado que con otros fluoroforos de tamario similar al 1,5-IAEDANS también se
retenga la funcion de la toxina y esto permitio usar el fluoréforo Alexa-350 sin muchas
reservas. En Cyt2Aa incluso se ha marcado una posicion equivalente con un fluoréforo
mas grande, el acrilodan, reteniendo también la funcion hemolitica. Todo esto sugiere
que este residuo no es critico para la estructuracion y funcion de la proteina y que se

podria mutar C190 si se buscara generar un sitio alternativo para marcaje Unico en tiol
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en CytlAa. El procedimiento de activacion, purificacion, marcaje y limpieza ya fue
establecido de manera eficiente en el transcurso de este proyecto y sélo se requeriria de
la elaboracion de las mutantes por PCR de mutageénesis sitio dirigida.

El ligero corrimiento a azul de CytlAa-Alexa 350 cuando la toxina fue incubada con
VMMA aunado al pequefio corrimiento al rojo del pico de emision de triptéfano
(reportado de 335 nm a 337-340 nm por Butko [21] ) indican que si hay un cambio a un
ambiente menos polar circundante a la cisteina C190 una vez que la toxina interactla
con membranas nativas (lo cual ocurre de forma parecida para Cyt2Aa con membranas
sintéticas [24]) y que los triptéfanos permanecen accesibles al solvente. La reduccion en
accesibilidad de C190 se validdé por las curvas de apagamiento con KI, aunque este
cambio resulto ser idéntico independientemente del insecto desde el cual se derivaron
las membranas intestinales utilizadas. Evidentemente el estudio de un solo residuo de la
toxina es incapaz de determinar la conformacion global de la proteina. Por esta razon se
tienen que analizar otras regiones de la toxina de forma similar a lo realizado con C190,
validando los cambios de polaridad con apagamiento en VMMA. El uso de liposomas
podria resultar conveniente para analizar las distancias entre el fluor6foro en diferentes
posiciones de la toxina y los tript6fanos W154 y W157 de Cytl1Aa debido a que Alexa-
350 permite transferencia por el fendmeno de FRET desde estos aminoacidos.

Utilizando una estrategia para disociar interacciones inespecificas se busco discriminar
la interaccion del fago M13 con la fusién Cytl1Aa-P3 con VMMA de Aedes aegypti y
Manduca sexta. Por medio de Western Blot se ha podido confirmar que el fagémido con
las construcciones introducidas y las condiciones establecidas permiten un despliegue
de la protoxina en este sistema con un buen titulo viral. Se observd que s6lo cuando la
incubacion tenia la cinética de asociacion lenta a 4 °C y después una temperatura
permisiva a insercion (30 °C) [18] era posible detectar una asociacién mayor de viriones
fusién a vesiculas de Aedes aegypti sobre Manduca sexta. A diferencia de los estudios
con toxina libre la protoxina fusionada al fago si permitié observar una diferencia de
asociacion de CytlAa a las membranas, aun cuando fuese sélo tres veces mayor. Se
debe reiterar que el contexto de la proteina en fusion al fago es diferente de la toxina
libre y quiza en esto radique la posibilidad de ver esta diferencia. EIl fago podria estar
provocando que asociaciones débiles sean incapaces de mantener el complejo VMMA-
CytlAa-fago y entonces se magnifique el efecto proporcionado por interacciones
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fuertes, posiblemente aquellas de las cuales depende la especificidad de la toxina. En
cualquier caso, las condiciones de incubacion obtenidas permiten detectar mayor unién
de CytlAa a vesiculas a Aedes aegypti que a Manduca sexta cuando se encuentra en el
contexto del fago, y asi se sientan las bases para refinar el protocolo buscando
incrementar esta diferencia. Esto apunta a que seria posible hacer tamizajes de
bibliotecas de variantes de CytlAa hasta encontrar aquellas que aumentaran su

retencion en vesiculas de Manduca sexta.

Esta vertiente del trabajo se inicidé con miras a identificar la naturaleza bioquimica de la
especificidad de CytlAa utilizando como comparacién un insecto sensible a la toxina y
otro no sensible. Se buscé analizar paso a paso el mecanismo de accion propuesto para
detectar algin punto de distincion entre los dos insectos. Observamos que tanto en
experimentos de competencia como cuando se utiliza la protoxina de Cyt1Aa en fusién
del fago M13 la union a VMMA de Aedes aegypti es méas fuerte que aquella en VMMA
de Manduca sexta. No hay estudios donde se haya estudiado la concentracion de
CytlAa en el lumen intestinal durante una intoxicacion letal. Es posible que la accion
letal de Cyt1Aa requiera superar un umbral de concentracidn antes de que la unién basal
a lipidos sea superada por otras fuerzas adicionales que fortalecen la unién y confieren
especificidad. Los estudios en eritrocitos [18] y en tubos de Malpigio [19] indican que
se requiere acumulacion de mondémeros antes de ver actividad de lisis por la toxina y
que la actividad depende de la temperatura (y por consiguiente de la fluidez de la
membrana). Considerando esto se podria pensar que en un insecto sensible la toxina no
llega a la concentracion critica de monémeros en la membrana y de ahi que no se
desencadene un proceso de destruccion celular. Esto podria ser un equilibrio entre las
propiedades de afinidad y sus cambios conformacionales y la capacidad de la célula de
eliminar la toxina de su superficie. También podria deberse a que la composicion
membranal del insecto no sensible lleve a un fluidez membranal no permisiva para la
agregacion funcional de la toxina. Las células no permanecen pasivas ante el ataque de
las toxinas sino que responden al dafio en sus membranas. Recientemente se observd
que tanto Aedes aegypti como Manduca sexta dependen de p38 para la defensa ante la
accion de Cryl1Aay CrylAb, respectivamente [63]. Una diferencia observada es que la
respuesta de p38 de M. sexta es mayor dado que los niveles basales de p38 fosforilado
son menores. Esto significa que ante un estrés de una toxina similar y un mecanismo

compartido las células de los dos insectos no responden exactamente de la misma
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forma. Entonces, pensando en CytlAa, es posible que las células del intestino de un
insecto sensible no monten una respuesta de defensa tan eficiente como aquella de un
insecto no sensible, y que este proceso permita que se llegue a la concentracion critica
de CytlAa en la membrana para llevar a cabo su accion toxica. También es posible que
existan cascadas de sefializacion adicionales en las células de los insectos sensibles que

promuevan muerte celular en mayor grado que en el tejido de un insecto no sensible.

Adicionalmente, siempre se ha considerado al fragmento activo de las toxinas Cyt a
aquél que queda después de la activacion por proteasas intestinales. Esto es cierto en
cuanto a que este fragmento es capaz de insertarse y destruir membranas. Los
fragmentos removidos se han considerado como sélo necesarios para estructuracion y
acumulacién en cristales. En vista de los resultados de este trabajo es posible que el
fragmento activado ya no posea los determinantes de especificidad de la protoxina y por
esta razon sea capaz de unirse a una variedad de membranas in vitro ([16],[64]). Es
posible que el orden de los pasos del mecanismo de accién no sea estrictamente el
propuesto sino que primero reconozca alguna molécula de las membranas blanco por
algun epitope de la protoxina. Debido a que no se ha registrado un receptor proteico esta
molécula podria ser algin tipo de carbohidrato solamente presente en insectos sensibles.
Por ejemplo, la unién de CrylAc a sus receptores depende de la presencia de N-
galactosamina [65]. Una vez que la protoxina se ha adherido a la membrana entonces
sufre cortes por proteasas ya sea provenientes del jugo intestinal o ancladas a la
membrana. El proceso incluso podria ser simultaneo. Después de esto la toxina prosigue
con su insercién y asociacion para formar poros. Por esta razon seria pertinente realizar
estudios de unién con protoxina solubilizada en vez de utilizar el fragmento activado.
La especificidad dependiente de la protoxina podria tener sentido en vista de los

resultados con despliegue en fagos.

En lo concierne a la especificidad de interacciones de Cytl1Aa con toxinas Cry de Bti se
evalué tanto el efecto in vivo sobre sinergia de mutantes tanto en Cytl1Aa contra Cry4Ba
y Cry4Aa asi como la relacion con la union de las proteinas por medio de ELISA. Los
resultados mostraron que las mutantes de CytlAa en los epitopes de interaccion con
CryllAa podian disminuir la sinergia contra Aedes aegypti tanto con Cry4Ba como
Cry4Aa. De igual forma, una mutante en el asa a8 de Cry4Ba, una de las regiones

involucradas en su contacto con receptores en la membrana celular, también disminuia
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el efecto sinérgico. La combinacion de mutantes en ambas proteinas tenia un efecto de
disminucion adicional que la mutante de Cry4Ba por si sola. Se observo también que la
disminucion en sinergia con Cry4Ba correlacionaba con una disminucion en unién de
las toxinas, evaluado tanto por meétodos de ELISA como ligand blot. La evidencia
apunta a que el mecanismo de sinergia por CytlAa donde actia como receptor de

Cryl1Aa es compartido con Cry4Ba y con Cry4Aa.

La existencia de tal mecanismo compartido con todas las toxinas del cristal que produce
Bacillus thuringiensis israelensis nos ayuda a entender aun mas el porqué de la
efectividad de preparaciones de esta bacteria para el control bioldgico de mosquitos y el
porqué de la ausencia de poblaciones resistentes a pesar de su amplio uso por muchos
afios. Ademas de la letalidad individual de las toxinas la presencia de un receptor
adicional para las proteinas que lo requieren genera una combinacion al parecer
ineludible. Dado que tanto a Cryl11Aa, Cry4Ba y Cry4Aa podrian compartir receptores
en la membrana y tienen regiones similares de contacto con ellos ([38], [66], [42], [40],
[39]) la generacion de mutantes de esas proteinas afectaria negativamente de forma
simultanea la toxicidad de todas ellas. La presencia de Cyt1Aa evita que la poblacion de
insectos pueda escapar a la toxicidad de cualquiera de ellas incluso cuando por si misma
no llegara a una concentracién altamente toxica. Aln queda por resolver como es que
proteinas que difieren a nivel de secuencia y de manera particular en las asas por las
cuales contactan a sus receptores puedan compartir la interaccién en un sitio sobre
CytlAa. La clave puede radicar en la estructura tridimensional compartida de las
toxinas donde a pesar de una divergencia en aminoacidos se pudiera conformar una
interfase o motivo tridimensional parecido que contactara a CytlAa en las mismas
regiones. Las diferencias entre las toxinas Cry podria explicar porqué algunas mutantes
de CytlAa no muestran el mismo efecto sobre el sinergismo y union. Por ejemplo, la
mutante Cyt1Aa K225A no tiene efecto sobre el sinergismo con Cry4Aa pero reduce el
sinergismo con Cry4Ba y CryllAa. Seria provechoso investigar las similitudes y
diferencias en las estructuras de la region a8 o todo el dominio Il de Cryl1Aa, Cry4Ba
y Cry4Aa y su complementacién con las regiones de contacto en CytlAa. La
comparacion de estos motivos o interfases con toxinas Cry que CytlAa es incapaz de

sinergizar o unir como CrylAb ([12], [32]) resultaria de mucho interes.
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Una idea que surge de observar la especificidad de CytlAa individual y en su
interaccion con toxinas Cry es que el papel mas importante de CytlAa es servir como
receptor y no como agente letal individual. Existen algunos datos que permiten
especular que la funcion inicial de Cyt1Aa no era ser toxica y de aqui que no importara
que su toxicidad individual fuese menor que las toxinas Cry producidas en paralelo por
Bti. El efecto citolitico de Cyt1Aa podria haber evolucionado por la capacidad inherente
de unidn e insercion sin dependencia de proteinas. Por ejemplo, la toxicidad de Cytl1Aa
se observa en concentraciones mucho mas elevadas que aquellas necesarias para que
sinergice y también parecer depender de la acumulacién de monémeros en un mismo
sitio ya que no difunde lateralmente una vez en la membrana [18]. Esto indica que a
medida que se libera toxina al intestino primero ocurriria la sinergia y méas adelante la
toxicidad individual. Su papel mas importante como plataforma para las toxinas Cry que
como agente toxico explicaria porque la capacidad de unién a muchos tipos de
membranas (como se observo con resultados en las VMMA de Manduca sexta y Aedes
aegypti en este trabajo y anteriormente en [16]) aparenta ser méas prolifica y menos
especifica in vitro. En estos experimentos se podria estar llevando a la toxina a
situaciones artificiales donde se favorece en gran medida su union a membranas y
consecuentemente se acarrea un efecto litico. También se puede destacar que la proteina
volvatoxina A2 del hongo Volvariella volvacea posee un dominio de unién a heparina
en las regiones donde no comparte plegado similar a toxinas Cyt [67]. Este dominio
podria jugar el papel de darle mayor especificidad de anclaje y hacer mas eficiente la
acumulacion de monomeros para desempefiar el papel toxico. Adicionalmente, la
proteina volvatoxina Al es una repeticion en tdndem de la volvatoxina A2, que carece
de dominios de union a heparina y que ademas no es toxica. Es capaz de unirse a la
volvatoxina A2 e inhibir su efecto citolitico [68] lo que sugiere que la asociacion de
proteinas parecidas a Cyt1Aa no siempre conduce a un oligébmero tdxico. Por otro lado,
la proteina Evf de Erwinia carotovora presenta en su dominio C-terminal una topologia
tridimensional muy similar a toxinas Cyt y a la volvatoxina A2 [69]. El papel de esta
proteina no es tdxico sino que permite el anclaje de esa bacteria a las células epiteliales
intestinales de Drosophila melanogaster y favorece su persistencia y transmision. En su
caso, la proteina Evf permite este anclaje mediante la formacion de una cavidad que une
covalentemente al acido palmitico de los lipidos de membrana. Genes parecidos a Cyt
fueron encontrados en la bacteria Dickeya dadantii y al parecer también tienen un papel
en facilitar la colonizacion del tracto intestinal de afidos aunque su papel como factores
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letales es desconocido [70] . Finalmente, se observd que la propia toxina CytlAa no
resultaba toxica contra el mosquito Anopheles albimanus y sin embargo era capaz de
sinergizar a las toxinas Cryl1Aa y Cry4Ba contra este insecto [71]. Todo esto apunta
evolutivamente a que la estructura de las toxinas Cyt tenia como funcién original la
unién e insercién en membrana de la proteina y que el efecto toxico se desarrollo
posteriormente. Posiblemente la cepa inicial no poseia toxinas Cyt como sucede con
otras variedades de Bt y ésta fue adquirida en algun evento de transferencia horizontal.
Llevando esto un poco mas lejos es posible que inicialmente sélo fuera capaz de unir a
una de las proteinas Cry de Bti y posteriormente por presion selectiva se evolucionara a
que todas ellas compartieran sitios de union con CytlAa debido al efecto
potencializador de su toxicidad y un mayor éxito de letalidad.
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10. CONCLUSION

En el presente trabajo se mostré que en los ensayos in vitro de solubilizacion,
activacion, oligomerizacion en liposomas, union a membranas de la microvellosidad
apical y afinidad por dichas membranas para la proteina CytlAa activada no se ha
podido detectar una diferencia bioquimica que explique la especificidad de la toxina in
vivo contra los insectos usados de modelo. Aun asi, se observd que es mas facil
competir CytlAa en las membranas de M. sexta y que en el contexto del fago M13 la
protoxina presenta mayor union a vesiculas de A. aegypti. Esto podria explicar hasta
cierto grado que la toxina no se acumule a un nivel suficiente para superar un umbral
para iniciar su proceso toxico. Esto también indica que la técnica de despliegue en fagos
puede ser util para futuros usos con biopanning con bibliotecas de variantes de Cyt1Aa,
ya sea para encontrar variantes que unan toxinas Cry de cepas diferentes a Bti o para

recuperar fagos con mayor retencién en membranas de Manduca sexta que a Aedes

aegypti.

Finalmente, se pudo demostrar que los mismos sitios de CytlAa que interactian y
ayudan al sinergismo con Cryl1Aa estan involucrados en el sinergismo y union con las
toxinas Cry4Ba y Cry4Aa, especialmente el epitope que contiene a Glu204. Las toxina
Cry4Ba también une a CytlAa a través del asa a8 del dominio Il. De esta forma se
concluye que el mecanismo de sinergismo al servir de receptor auxiliar reportado entre
CytlAa y CryllAa es compartido con las otras toxinas Cry producidas por Bti. La
especificidad de interacciones con toxinas Cry mostrada por Cyt1Aa comparada con su
mayor inespecificidad en como interactia con membranas apunta a que el papel mas
importante de la toxina Cyt1Aa es aquél donde sinergiza y no donde actia como toxina

independiente.
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11. PERSPECTIVAS

El trabajo realizado hasta el momento en este proyecto ha permitido entender un poco
mejor los procesos de toxicidad y sinergia de Cyt1lAa. Aunque la evidencia sugiere que
la especificidad en toxicidad individual radica en la forma en que Cyt1Aa se acumula en
la membrana aun falta informacidn para poder afirmar esto de forma contundente. Para
esto se estd buscando avanzar en el uso de CytlAa marcada fluorescentemente en
incubacion con VMMA de Aedes aegypti y Manduca sexta para su analisis por FRET y
ensayos de apagamiento de fluorescencia. Ademas de los apagadores solubles se deben
completar los experimentos utilizando apagadores lipidicos que ayudarian a determinar
la profundidad de la penetracion de los residuos de la toxina en la bicapa de la
membrana [72].

Es claro que para realizar un mapa de la conformacién adoptada por CytlAa en
liposomas, y quizé incluso en VMMA, es necesario hacer mas mediciones moleculares
a través de la técnica de FRET vy utilizar esta técnica para establecer distancias en esta
conformacién como se ha realizado anteriormente [73]. Para poder tener un sitio Unico
de marcaje en cisteina en otras partes de la toxina activada se deberd mutar C190. En
Cyt2Aa el residuo correspondiente es leucina, que mantiene una cadena lateral no
cargada y relativamente corta. EI fondo genético Cytl1Aa C190L permitiria entonces
buscar otros sitios para introducir un cisteina. Algunos residuos que permitirian elucidar
ciertas distancias y posiciones de interés son los siguientes:

e K124C, que se ubicaria en la hélice aC, y que se sabe que se expresa, es
toxica y se une a liposomas.[74] Esta regién en principio quedaria
desplegada sobre la membrana. Esta region se alejaria de los triptofanos en
modelo de sombrilla.

e E204C, ubicado en el epitope de sinergia con CryllAa en oE, que se
expresa y es toxica [32]. Esta region también quedaria expuesta al exterior
de la membrana pero sin desplazarse a gran distancia de los triptéfanos.

e |224C, ubicada en la hebra B7, y que se encuentra dentro del otro epitope
de sinergia con Cryl1Aa. La posicion equivalente en Cyt2Aa se ha podido

mutar a cisteina y obtener una proteina marcada que es toxica [24]. Este
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residuo deberia penetrar en la membrana pero no cambiar demasiado su
distancia hacia los triptéfanos (como en el caso de C190).
Estas son las mutantes que se propondrian de inicio y que permitirian un analisis mas
detallado de diferentes regiones de la toxina. Haria falta encontrar algin residuo en a.B
0 oA de CytlAa que pudiera ser mutado sin abatir la funcién de la proteina para indagar

como se ubica este hairpin al interaccionar con membranas.

En cuanto a estudios de otros pasos del mecanismo de accion se proponen los siguientes
experimentos que no se han realizado:
e Analisis de la formacion de poro en VMMA de Aedes aegypti 0 Manduca sexta
detectado por la liberacion de calceina al agregar toxina o protoxina de Cyt1Aa.
Esto indicaria no sélo si en ambas tipos de membrana es funcional la toxina sino
también a qué concentracion comienza a ocurrir un efecto litico.
e Analisis de competencia y afinidad de la protoxina por VMMA de ambos
insectos. Esto es para determinar si existe algun determinante de especificidad

que se pierde durante el procesamiento al fragmento activo.

No se sabe si CytlAa se une a las células epiteliales del intestino de Manduca sexta in
vivo o si la toxina pasa por el tracto digestivo y es excretada. Se han hecho estudios de
inmunolocalizacion de CytlAa en cortes de intestinos de mosquito. Un estudio similar
se podria hacer con intestinos de Manduca sexta y observar si la unién observada in
vitro es un artefacto o refleja un evento natural. Esto ademas permitiria enfocar mas
estudios de especificidad al evento de unidn. Si se observa que la toxina se une entonces
tendria que analizarse con mas detalle los efectos de la toxina en la membrana y
viceversa. Si no, entonces se sabe que la especificidad radica en un paso anterior. Hay
que recordar que una posibilidad de la no sensibilidad de Manduca sexta ante Cytl1Aa
es que exista una respuesta celular diferente ante la toxina. Para abordar esta posibilidad
se podrian realizar estudios de protedmica o transcriptomica en ambos insectos para
detectar si existe una respuesta global similar o no, o podria uno enfocarse a estudiar
una via mas especifica como seria p38 y ver si su induccion sigue patrones equivalentes

0 no.
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Los experimentos de despliegue de fagos indican que con futuro refinamiento del
protocolo se podrian establecer condiciones para un eficiente biopanning de mutantes de
CytlAa que incrementar su afinidad por VMMA de Manduca sexta. En estos
experimentos se buscaria generar bibliotecas con diferentes tasas de mutagénesis y en
diferentes segmentos de la proteina. Una bdsqueda general se haria con bibliotecas de
una tasa media de mutagénesis en Cyt1Aa [75], para abarcar la extension completa de la
toxina activada en blsqueda de mutantes. Por otra parte, el trabajo de C. Rodriguez en
el laboratorio indica que el dominio C-terminal, al igual que en la volvatoxina A2, es el
responsable de la interaccion de CytlAa con membranas, mientras que el dominio N-
terminal estd involucrado en oligomerizacion. Por esta razon se buscaria disefiar una
biblioteca de mutagénesis media sélo sobre el dominio C-terminal en blsqueda de
mutantes que incrementaran su afinidad por la VMMA de Manduca sexta en las

condiciones establecidas para el biopanning.

Un objetivo adicional seria seguir con los estudios de fluorescencia de CytlAa pero
buscando saber como se modifica la membrana bajo la accion de la toxina. Esto se
podria hacer con lipidos cuya fluorescencia cambie con la fluidez de la membrana. Si el
mecanismo de detergente fuera el adecuado uno esperaria que la fluidez de la membrana
aumentara cuando se desorganizan los lipidos de la bicapa. En un mecanismo de poro la
fluidez de la membrana permaneceria similar al estado sin toxina. Por medio de
microscopia de fluorescencia en bicapas se podria incluso llegar a observar si CytlAa
marcada fluorescentemente co-localizaria con sitios de fluidez alterada en las
membranas. Estos experimentos, realizados con diferentes concentraciones de toxina,
podian no sélo determinar si hay un momento de transicién entre el mecanismo de lisis
dependiente de concentracion de toxina, sino incluso aventurarse a determinar la

estructura del oligémero de Cyt1Aa en las membranas.

En cuanto a los experimentos se sinergia quedan algunos puntos por hacer. Por ejemplo,
se necesitara crear mutantes en Cry4Aa en puntos del asa a8 del dominio Il y probar de
forma similar su efecto con sinergia y su unién directamente con CytlAa por ensayos
de ELISA. Esto redondearia el panel de ensayos sobre el efecto de las mutantes en estas
regiones sobre el efecto de sinergismo. Por otra parte, dado que otras asas del dominio
Il también se han detectado que estan involucrados en el contacto con receptores en

insectos se tendran que hacer mutantes en esas regiones y de igual manera indagar sobre
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su efecto en sinergismo. Esto nos diria si la interaccion de las toxinas Cry y CytlAa se
limita al a8 u otros sitios de estas toxinas pueden contactar a Cyt1Aa. De igual manera,
a pesar de lo que se observd con los ensayos de PepSpot [32] se podrian hacer otras
mutaciones en CytlAa que reduzcan unién en ELISA y después investigar si estas
mutantes también reducen el efecto sinérgico. Para eso podria utilizarse una biblioteca
de variantes de CytlAa para despliegue en fagos que como se vio en este trabajo es

viable utilizar.

Unos experimentos interesantes a realizar son ensayos de competencia entre las
diferentes toxinas Cry de Bti contra CytlAa. Estos nos diria si de forma global las
toxinas Cry pueden desplazarse mutuamente de su interaccion con CytlAa. De haber
competencia es posible que se explicara por qué existe una proporcion mucho mayor de
CytlAa con respecto a las otras toxinas en los cristales de Bti. Al unirse a sitios
compartidos se requiere un exceso de CytlAa para poder sinergizar a todas las otras
proteinas. De igual manera podrian hacerse ensayos de competencia entre Cyt1Aa y los
receptores nativos conocidos como la fosfatasa alcalina y caderina para saber si una
mutacién en estos receptores podria ser suplida por una interaccion con CytlAa.
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Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti) produces at least four different crystal proteins that are specif-
ically toxic to different mosquito species and that belong to two non-related family of toxins, Cry and Cyt
named Cry4Aa, Cry4Ba, Cry11Aa and Cyt1Aa. Cyt1Aa enhances the activity of Cry4Aa, Cry4Ba or Cry11Aa
and overcomes resistance of Culex quinquefasciatus populations resistant to Cry11Aa, Cry4Aa or Cry4Ba.
Cyt1Aa synergized Cry11Aa by their specific interaction since single point mutants on both Cyt1Aa and
Cry11Aathat affected their binding interaction affected their synergistic insecticidal activity. In this work

gg{mz;d;:uringiensis we show that Cyt1Aa loop B6-oE K198A, E204A and 37 K225A mutants affected binding and synergism
Cry toxins with Cry4Ba. In addition, site directed mutagenesis showed that Cry4Ba domain Il loop -8 is involved in
Cyt toxins binding and in synergism with Cyt1Aa since Cry4Ba SI303-304AA double mutant showed decreased bind-
Synergism ing and synergism with Cyt1Aa. These data suggest that similarly to the synergism between Cry11Aa and

Cyt1Aa toxins, the Cyt1Aa also functions as a receptor for Cry4Ba explaining the mechanism of synergism
between these two Bti toxins.

© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti) is a gram-positive
bacterium that produces crystal toxins during its sporulation phase
that are specifically toxic to different mosquito species as Anophe-
les sp., Aedes aegypti and Culex sp. that are vectors of important
human diseases as malaria, yellow and dengue fevers among oth-
ers. Bti is used world wide in the control of these mosquito
species, particularly in cases where resistance to chemical insec-
ticides has developed. Despite the large use of Bti in mosquito
control there are no reports of resistance to Bti in field conditions
[3,19].

The lack of insect resistance development to Bti is mainly due
to the fact that Bti produces at least four different crystal proteins
that belong to two non-related family of toxins, Cry and Cyt named
Cry4Aa, Cry4Ba, Cry11Aa and Cyt1Aa. Interestingly the insectici-
dal activity of the isolated Bti toxins is magnitudes of order less
toxic than the crystal inclusion containing all toxins [10,17,26].
This synergistic effect is mainly due to Cyt1Aa that enhances the
activity of Cry4Aa, Cry4Ba or Cry11Aa[10,17,25]. Even more, it was
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E-mail address: mario@ibt.unam.mx (M. Soberén).
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doi:10.1016/j.peptides.2010.06.005

shown that Cyt1Aa overcomes resistance of Culex quinquefasciatus
populations resistant to Cry11Aa, Cry4Aa or Cry4Ba [25].

Cry and Cyt toxins have a different three-dimensional structures
and mechanisms of action. Cry4Aa, Cry4Ba and Cry11Aa belong to
the three-domain (3-D) family of Cry toxins that are composed of
three discrete structural domains. Domain I is a seven a-helix bun-
dle that is involved in membrane insertion, oligomerization and
pore-formation while domain Iland domain Il are 3-sheet domains
involved in receptor interaction [4,5]. In particular, the exposed
loop regions in domain II are involved in receptor binding [4,5]. In
contrast, Cyt proteins have a single a-f3 domain comprising of two
outer layers of a-helix hairpins wrapped around a (3-sheet [18].
Both proteins are synthesized as protoxins that are solubilized in
the gut of susceptible dipteran insects and proteolytically activated
by midgut proteases leading to activated toxins. For exerting their
toxic effect, 3-D Cry toxins rely on the sequential binding with
at least two different midgut protein receptor molecules that in
lepidopteran insects have been identified as a transmembrane cad-
herin and glicosyl-phosphatidil-inositol (GPI)-anchored proteins as
aminopeptidase-N (APN) and alkaline phosphatase (ALP) [5,22].
Binding to cadherin facilitates further proteolytic cleavage of helix
a-1 and formation of an oligomer structure that gains affinity to
GPI-anchored receptors leading to membrane insertion and pore-
formation [5,22]. Recently, cadherin, APN and ALP molecules have
beenidentified as Cry11Aa or Cry4Ba binding molecules in different
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mosquito species suggesting a conserved mode of action of Cry tox-
insindipteraninsects[2,8,9,12,15,27].In contrast, activated Cyt1Aa
do not rely on midgut proteins to bind to the midgut epithelium
and directly interacts with membrane lipids resulting in membrane
insertion and pore-formation [7].

Understanding the molecular mechanism of synergism of
Cyt1Aaand Cry4 and Cry11Aatoxins could have important implica-
tions to develop strategies for resistance management of Cry toxins
in agriculture and in mosquito control [6]. The mechanism of syn-
ergism of CytlAa and Cry11Aa was proposed to depend on the
specific interaction between these toxins since single point muta-
tions on Cyt1Aa affected its binding interaction with Cry11Aa and
their synergism [20]. Also, it was shown that loop regions of domain
Il from Cry11Aa toxin that are involved in receptor binding were
also involved in binding and synergism with Cyt1Aa [11,20]. These
data led to the hypothesis that Cyt1Aa functions as a membrane
bound binding protein of Cry11Aa [20]. Furthermore, recent data
showed that binding of Cry11Aa to Cyt1Aa facilitates formation of
Cry11Aaoligomers that were efficient in pore-formation indicating
that Cyt1Aa at least fulfils the role of the primary cadherin receptor
that facilitates oligomer formation [21].

The mechanism of synergism of Cyt1Aa with Cry4Ba and Cry4Aa
has not been analyzed. Although Cry4Ba and Cry11Aa share low
amino acid sequence identity both bind to A. aegypti ALP receptor
indicating that they share binding sites with at least this receptor
[13].In order to analyze if binding of Cry4Ba to Cyt1Aa was involved
in their synergism, Cyt1Aa mutants that were previously shown to
affect binding to Cry11Aa and in synergism were analyzed regard-
ing to the binding of Cry4Ba and their effect on synergism against A.
aegyptilarvae was also analyzed. Even more, Cry4Ba domain Il loop
regions were subject to mutagenesis and Cry4Ba mutants analyzed
regarding their binding and synergism with Cyt1Aa.

Here we show that some Cyt1Aa mutants affected in binding and
synergism with Cry11Aa are also affected in binding and synergism
with Cry4Ba. Also, that Cry4Ba domain II loop «-8 is involved in
its binding interaction and in synergism with Cyt1Aa. These data
suggest that Cyt1Aa also functions as a specific binding protein for
Cry4Ba explaining the mechanism of synergism between these two
Bti toxins.

2. Methods

2.1. Growth of B. thuringiensis, purification of Cry4Ba and Cyt1Aa
crystal inclusions and toxin activation

For the production of Cry4Ba crystals and Cyt1A, acrystalliferous
Bti strain Q2-81 containing plasmid pHT618 or pWF45, respectively
were cultured for 3 days at 29°C and 200 rpm in nutrient broth
sporulation medium supplemented with 10 pg erythromycin per
ml. Spores and inclusions produced by the Bt strains were har-
vested and washed three times with 0.3 M NacCl, 0.01 M EDTA, pH
8.0. For Cry4Ba activation, the spores and crystals were solubilized
in carbonate buffer (sodium bicarbonate/carbonate 0.1 M, pH 9.5)
supplemented with 0.2% (3-mercaptoethanol [pH 10.5], and acti-
vated with 1:20 (w/w) trypsin (Sigma-Aldrich Co.),for 16 hat37°C.
Cyt1Aa inclusions were solubilized in 50 mM Na,COs3, 10 mM DTT,
pH 10.5 and activated with 1:30 proteinase K (Sigma-Aldrich Co.)
(w/w) for 1hat30°C.

2.2. Site directed mutagenesis of Cry4Ba

Plasmid pHT618 was used as template for site directed loop
o-8 mutagenesis using QuikChange®Multi following the manufac-
turer’s instructions (Stratagene). In this site directed mutagenesis
system synthetic primers with the mutated sequence are annealed

to previously thermal-denaturated plasmid template and amplified
with PfuTurbo DNA polymerase to obtain single stranded mutated
DNA. Non-mutated DNA template is digested with Dpnl restriction
enzyme that digest methylated DNA, prior to transformation of
XL10-Gold Escherichia coli cells. The following oligonucleotides
were used for site directed mutagenesis of cry4Ba gene: a8M1
5'CAGCTTTAGTAGAATCTCCTGCTGCTGCATCTATAGCAGCACTGGAG
GC3’; a8M2 5’ GTAGAATCTCCTTCTAGTAAAGCTGCAGCAGCACTGGA
GGCAGCACTTAC3'; o8M3 5'CTAGTAAATCTATAGCAGCAGCGGCGG
CAGCACTTACACGAGATGTTC3'. Mutants were sequenced and
transformed into acrystalliferous Bt strain 407 as reported [11].

2.3. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

ELISA plates, 96-wells, were incubated 12h at 4°C with
250 ng/well of Cyt1Aa in 50 mM NaHCOs3 pH 9.6, followed by five
washes with PBS, 0.2% Tween 20. The plates were then incubated
with PBS, 2% BSA (Sigma-Aldrich Co.) 0.2%/Tween 20, for 1 hat37°C
and washed five times with buffer A (PBS, 0.1% Tween 20). The ELISA
plates were incubated with different concentrations of Cry4Ba or
Cry4Ba mutants for 2 h at 37 °C and washed three times with buffer
A. The Cry4Ba proteins bound to Cyt1Aa were detected with anti-
Cry4Ba antibody (1:10,000) 2 h at 37°C, followed by a secondary
goat-anti-rabbit-antibody coupled to horseradish peroxidase (HRP)
1h at 37°C (1:10,000). The HRP enzymatic activity was revealed
with a freshly prepared substrate 840 mg of o-phenylenediamine,
18 ml of H,0, in 100 ml of 100 mM NaH,POy4, pH 5.09. The enzy-
matic reaction was stopped with 6N HCl and the absorbance read
at 490 nm with a Pharmacia LKB Ultraspec II.

2.4. Ligand blot assays

Three g of Cry4Ba or Cry4Ba mutant proteins were separated in
10% SDS-PAGE and electrotransferred to Hybond-ECL membranes.
After blocking with PBS-M (PBS, 5% skim milk), the membranes
were incubated for 2 h with 5 nM of Cyt1Aa, and the bound protein
was revealed with anti-Cyt1Aa antibody (1:70,000) 2 h at 37 °C, fol-
lowed by a secondary goat-anti-rabbit-HRP antibody 1h at 37°C
(1:10,000) and SuperSignal chemiluminescent substrate (Pierce).

2.5. Bioassays and synergism factors (SF)

Twenty fourth-instar A. aegypti larvae in 100 ml of dechlori-
nated water were exposed to different concentrations of Cyt1Aa
and Cry4Ba toxins tested at different protein ratios (1:1, 0.5:1 and
0.2:1). Positive (Bti) and negative controls [dechlorinated water]
were included in the bioassay, and larvae examined 24h after
treatment. The mean lethal concentration (LCsg) was estimated by
Probit analysis using statistical parameters [14] after four indepen-
dent assays (Polo-PC LeOra Software). The theoretical toxicity of
each ratio mixture was evaluated according to Tabashnik’s equa-
tion [23], assuming a simple additive effect. The theoretical LCsq
value is the mean of the intrinsic LC5g values of each component
weighted by the ratio used in the mixture:

rCyt1A rCry4Ba -1
LC50(Cyt1A + Cry4BaA) = ( [Ceo[CytiA] + LCso[Cry4Ba] )
where rCyt1A and rCry4Ba are the Cyt1A and Cry4Ba protein pro-
portions used in the final ratio of the mixture. LC5q (Cyt1A)and LCsq
(Cry4Ba) are the LCsq values for each individual toxin. The SF was
calculated by dividing the theoretical toxicity by the observed tox-
icity of the mixture in bioassays. SF values greater than 1 indicate
synergism.
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Table 1

Toxicity of Cy1Aa, Cry4Ba and toxin mutants.
Toxin LCs0? (ng/ml)
Cyt1Aa 952.5 (602.5-1824.3)
K198A 601.8 (466.3-792.7)
E204A 103.9 (80.3-134.9)
K225A 858.6 (548.5-1527.6)
Cry4Ba 79.4 (61-102)

a8M1 117.2 (93.9-146.6)
a8M2 182.2(77.9-358.8)

3 Bioassays were performed with 10 early fourth-instar Ae.
aegyptilarvae in 100 ml H, O per dose. Three independent exper-
iments of 10 different doses each were done. Mean lethal
concentration (LCsp) was estimated by Probit analysis. 95% con-
fidence limits are given in parentheses.

3. Results

3.1. Cytl1Aa single point mutations affect Cry4Ba binding and
synergism

Previously, we isolated and characterized Cyt1Aa single point
mutations in loop $6-«E or in 37 that are affected in their bind-
ing interaction with Cry11Aa and their synergistic activity against
A. aegypti insect larvae. In addition, Cyt1Aa loop B6-oE mutant
K198A showed enhanced synergism with Cry11Aa [20]. Table 1
shows the mean lethal concentration (LCsg) of Cyt1Aa and three

Cyt1Aa mutants (K198A, E204A, K225A) that were in the range of
the insecticidal activities previously reported [20]. To determine if
the same Cyt1Aa amino acid regions involved in Cry11Aa binding
and synergism were also involved on Cry4Ba synergism, we ana-
lyzed the synergism of Cyt1Aa mutants with Cry4Ba. Fig. 1A shows
a 3D model of the Cyt1Aa structure that was obtained by compari-
son to that of Cyt2Ab and the location of the Cyt1Aaresidues K198A,
E204E and K225A. The synergism factor (SF) of different ratio mix-
tures of wild type Cyt1Aa and Cry4Ba toxins was determined by
bioassays againstA. aegypti fourth-instar larvae as described in Sec-
tion 2. For the two wild type proteins the highest SF value of 9
was found at the 0.2:1 Cyt1Aa:Cry4Ba ratio (Table 2). At 0.2:1 mix-
ture ratio the Cyt1Aa mutants K198A, E204A and K225A showed
a reduced SF value of 3.5, 2.6 and 1.8, respectively, indicating that
these mutations affected the synergistic activity between Cyt1Aa
and Cry4Ba.

To determine if the effects of Cyt1Aa mutations on Cry4Ba syner-
gism correlated with a decrease in their binding interaction, ELISA
binding assays of Cry4Ba to Cyt1Aa mutants were performed. First,
asaturation binding curve of Cyt1Aa and Cry4Ba was obtained, sup-
porting the interaction between these two toxins and revealing an
apparent binding affinity (Kd) of 47 nM (Fig. 2A). Fig. 2B shows that
Cyt1Aa mutants K198A, E204A and K225A showed a reduced bind-
ing with Cry4Ba in comparison with Cyt1Aa. These results show
that synergism of Cry4Ba and Cyt1Aa correlate with their binding
interaction.

Table 2

Synergism factor and binding affinities of mixtures of proteins at 0.2:1 ratio.
Toxins Cyt1Aa:Cry4Ba Predicted LCso (ng/ml) Experimental LCso (ng/ml) SF
wt:wt 75.2 8.5 (6.5-10.8)° 8.8
K198A:wt 74.5 21.0(10.1-30.1) 35
E204A:wt 66.7 25.2(20.1-32.3) 2.6
K225A:wt 75.1 41.4(31.1-52.3) 1.8
wt:a8M2 2189 38.4(32.7-44.7) 5.7
E204:a8M2 158.3 77.2 (67.1-88.9) 2

a Synergism factor (predicted LCso/experimental LCsg).
b 95% fiducial limits.

(A)

Fig.1. Three-dimensional structures of insecticidal toxins produced by Bacillus thuringiensis subsp. israelensis. (A) Top view of the three-dimensional structure model of Cyt1Aa
obtained by comparison to the three-dimensional structure of Cyt2Ab. Residues K198, E204 and K225 are highlighted by space filling black figures. (B) Three-dimensional
structure of Cry4Ba. Domain I loop a-8 3%3S13%4 residues are highlighted by space filling black figures.
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Fig. 2. ELISA binding assays of Cry4Ba to Cyt1Aa. (A) Saturation binding curve of Cry4Ba to Cyt1Aa. ELISA plates were coated with Cyt1Aa (250 ng/well) and revealed with
different Cry4Ba concentrations followed by anti-Cry4Ba antibody and by a secondary goat-anti-rabbit-antibody coupled to horseradish peroxidase. (B) ELISA plates were
coated with Cyt1Aa or Cyt1Aa Cyt1Aa mutants K198A, E204A and K225A (250 ng/well) and revealed with 75 mM of Cry4Ba or loop «8M2 mutant as described above. Data

of three replicates with standard deviations.

3.2. Cry4Ba mutations in loop a-8 affect binding and synergism
with Cyt1Aa

Domain II loops of Cry toxins have been recognized as impor-
tant receptor binding regions in different Cry toxins [5,11,16,24]. In
the case of Cry11Aa, it was shown that Domain Il loop «-8 was an
important binding region with the ALP GPI-anchored receptor [11].
Also, thisamino acid regionin Cry11Aawas shown to be involved on
Cyt1Aa binding and in synergism suggesting that Cyt1Aa functions
as a Cry11Aa receptor [20]. To determine if Domain II loop regions
of Cry4Ba are involved on Cyt1Aa binding and in synergism, we
performed site directed mutagenesis of Cry4Ba Domain Il loop «-8
since a synthetic peptide corresponding to this amino acid region
competed the binding with ALP1 protein in contrast with synthetic
peptides corresponding to the other Domain Il loop regions (Reyes
E.Z. and Sober6n M., unpublished data). Fig. 1B shows the 3D struc-
ture of Cry4Ba and the location of Domain Il loop a-8. Three mutants
of loop a-8 region (399SSKSIAALE398) were constructed, mutant
a8M1 (SSK300-302AAA), mutant «8M2 (SI1303-304AA) and mutant
a8M3 (LE307-308AA). The three Cry4Ba mutants were transformed
to the Bt 407 acrystaliferous strain and cultured until sporulation.
Crystals from the three mutants were solubilized and activated
with trypsin. From the solubization step it was clear that a8M3
mutant produced lower yields of the 130 kDa Cry4Ba protoxin (data
not shown). Fig. 3 shows that «8M1 and a8M2 produced two
bands of 48 kDa and 18 kDa as wild type Cry4Ba toxin after trypsin
treatment suggesting that these two proteins have no structural
constrains. In contrast, «8M3 mutations affected protein stability
since it produce very low levels of the expected bands after trypsin
treatment and therefore «8M3 was not further analyzed. The tox-
icity of Cry4Ba and loop a-8 mutants was analyzed in A. aegypti
fourth-instar larvae. Table 1 shows that «8M2 had a slight reduc-
tion in toxicity but with an overlap in the confidential limits with
Cry4Ba toxicity while «8M1 showed a similar toxicity to A. aegypti
larvae as Cry4Ba toxin.

Binding of Cry4Ba and loop «-8 mutants to Cyt1Aa was analyzed
by ligand blot. Cry4Ba and the two loop a-8 mutants were subject
to SDS-PAGE, blotted to a membrane and detected with CytlAa

followed by anti-Cyt antibody. Fig. 4A shows a significant reduction
in binding of a8M2 to Cyt1Aa in contrast with a8M1 that bound
Cyt1Aa as wild type Cry4Ba. ELISA binding assays confirmed that
a8M2 had a reduced binding to Cyt1Aa in comparison with a8M1
and Cry4Ba (Fig. 2B). Fig. 2B also shows that Cry4Ba a8M2 showed
very weak binding to the mutant Cyt1Aa E204A indicating that both

kDa

46 >

16 >

Fig. 3. Proteolytic activation of Cry4Ba and Domain II loop a-8 mutants. Different
Cry4Ba proteins (5 pg) were solubilized, treated with trypsin (1:20, w/w) and sepa-
rated by 10% SDS-PAGE electrophoresis. Lane 1 Cry4Ba, lane 2 «8M1, lane 3 a8M2,
lane 4 a8M3.



P.E. Cantén et al. / Peptides 32 (2011) 595-600 599

46 > ——

kDa

*

k

Fig. 4. Cry4Ba Domain II loop a-8 is involved on Cyt1Aa binding. Different Cry4Ba
proteins (3 pg) were activated by trypsin treatment separated by 10% SDS-PAGE
electrophoresis and blotted into nylon membranes. Blots were revealed with 10 nM
Cyt1Aa followed with anti-Cyt1Aa and by a secondary goat-anti-rabbit-antibody.
Lane 1 Cry4Ba, lane 2 «8M1 and lane 3 a8M2.

Cyt1Aa and Cry4Ba mutations had an additive effect on the binding
interaction of these proteins.

Bioassays were performed to determine the SF factor of Cyt1Aa
and a8M2 and also of the two mutants Cyt1Aa E204A and a8M2.
Table 2 shows that Cyt1Aa-a8M2 showed a SF value of 5.7, while
Cyt1AaE204A and a8M2 had a SF value of 2, indicating a direct
correlation between Cry4Ba binding to Cyt1Aa and synergism.

4. Discussion

Previous work identified specific amino acids of Cyt1Aa located
in loop B6-cE and in 37 that are affected in binding to Cry11Aa
and synergism. In this work we analyzed the effect of three Cyt1Aa
mutants in these structural regions regarding to its binding and syn-
ergism with Cry4Ba. The three Cyt1Aa mutants analyzed, K198A,
E204A and K225A showed a reduction on synergism and a correla-
tive reduction on Cry4Ba binding indicating that the same Cyt1Aa
regions are involved on Cryl1Aa and Cry4Ba binding interac-
tion. However, the Cyt1Aa K198A mutant phenotype was different
regarding its effect on Cry11Aa or Cry4Ba. In the case of Cry11Aa,
Cyt1Aa K198A showed an enhancement on synergism and corre-
lated with higher binding affinity to Cry11Aa[20], while in the case
of Cry4Ba, this Cyt1Aa mutation reduced the binding interaction
and synergism (Fig. 1). This data shows that specific residues of
Cyt1Aa binding epitope have a differential effect on its binding to
different Cry toxins.

Regarding the Cry4Ba regions involved in Cyt1Aa interaction,
we show that a Domain Il loop a-8 mutation affected Cyt1Aa bind-
ing and synergism between these toxins. As mentioned earlier
Domain II exposed loops have been shown to be important for

receptor interaction in different Cry toxins [1,5,11,16,24]. In the
case of Cry4Ba it has been shown that Domain II exposed loops 1,
2 and 3 are involved in binding to A. aegypti BBMV and in toxic-
ity [1,16,24]. This is the first report of the mutagenesis of Cry4Ba
loop a-8. The mutants isolated showed a non-significant marginal
effect on toxicity to A. aegypti larvae. However, one double alanine
mutant, «8M2 [SI303-304AA], showed reduced binding to Cyt1Aa
and a correlative reduction in synergism. The fact that Domain Il
loops are involved in both receptor and Cyt1Aa binding is a clear
indication that Cyt1Aa functions as a specific binding protein of
Cry4Ba mediating its toxicity.

Based on the molecular mechanism proposed for the synergis-
tic effect of Cyt1Aa on Cry11Aa, it was proposed that Bti is the
first example of an insect pathogenic bacterium that carries a toxin
and also its functional receptor, promoting toxin binding to tar-
get membranes and toxicity [20]. As shown in this manuscript, this
mechanism also applies for Cry4Ba. This molecular mechanism of
synergism could be important to develop tools for countering insect
resistance [6]. It would be interesting to identify Cyt proteins active
against lepidopteran or coleopteran insects and that could syner-
gize other Cry toxins. Alternatively, an attractive strategy to select
Cyt1Aa toxins that show synergism with other Cry toxins, such as
lepidopteran or coleopteran specific Cry toxins, could be the engi-
neering of the binding regions in Cyt1Aa, thus providing additional
binding sites in Cyt1Aa that could promote synergism with other
Cry toxins. This would be a promising development to counteract
resistant insects or to control insects with low susceptibility to the
known Cry toxins.
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