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RESUMEN 

Las proteínas Cry de Bacillus thuringiensis son toxinas formadoras de poro con 

actividad insecticida muy específica. Estas toxinas se utilizan ampliamente como 

biopesticidas para el control de poblaciones de insectos plaga en cultivos agrícolas y en 

el control de algunos mosquitos que son vectores de enfermedades humanas. Su 

mecanismo de acción involucra la unión a diferentes receptores situados sobre la 

membrana de las células del intestino medio de sus insectos blanco y la formación de 

oligómeros que se insertan en la membrana lipídica, formando poros que rompen el 

equilibrio osmótico y lisan a las células intestinales, matando al insecto por inanición y 

septicemia. 

La determinación de la estructura del poro que forman las toxinas Cry en la 

membrana lipídica es importante para comprender mejor su mecanismo de acción. Una 

hipótesis propone que la horquilla formada por las hélices a-4 y a-5 del dominio I de la 

toxina Cry se inserta en la membrana, mientras que el resto de las hélices del dominio I 

se extienden en la superficie de la bicapa, adoptando una conformación similar a la de 

una sombrilla. Sin embargo, una segunda hipótesis propone que los tres dominios de la 

toxina se insertan dentro de la membrana sin llevar a cabo grandes cambios 

conformacionales. 

Para identificar a las regiones dentro de la estructura de la toxina insertada en la 

membrana lipídica que permanecen expuestas al solvente acuoso, o bien, a aquellas que 

se insertan dentro de la bicapa lipídica, en este trabajo construimos siete mutantes con 

cisteína única de la toxina Cry1Ab, ubicadas en los tres dominios estructurales de la 

toxina: T122C, V171C, G183C, S324C, S364C, K490C Y N547C. Todas conservaron su 

toxicidad hacia larvas de Manduca sexta. Posteriormente, marcamos a las mutantes en el 

residuo de cisteína con fluoróforos que muestran una diferente respuesta a la polaridad 

del solvente (1,5-IAEDANS o Alexa Fluor-350), y realizamos ensayos de apagado 

dinámico de la fluorescencia extrínseca de las toxinas en solución e insertadas en la 

membrana (en BBMV's elaboradas con membranas del intestino medio de larvas de 

Manduca sexta), usando apagadores solubles en ambientes polares (ioduro de potasio o 

acrilamida), o bien, un apagador acoplado a la membrana lipídica (16:0-5 Doxyl PC). 

El análisis del apagado y de los cambios en la fluorescencia extrínseca de las 

mutantes de la toxina Cry1Ab construidas, indica que los dominios 11 y 111 de la toxina 

permanecen fuera de la membrana y solo una región discreta del dominio I se inserta 

dentro de la bicapa lipídica, apoyando el modelo de inserción de sombrilla. 
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1. INTRODUCCiÓN 

El control de los insectos plaga en la industria agrícola y de los insectos que son 

vectores de enfermedades de importancia para los humanos se lleva a cabo 

principalmente mediante el uso de insecticidas químicos. Sin embargo, el uso de esos 

pesticidas químicos ha generado varios problemas secundarios, como la contaminación 

ambiental y el incremento en los efectos sobre la salud humana, causando enfermedades 

como el cáncer y varios desordenes en el sistema inmune. Otra de las desventajas que 

muestran dichos insecticidas es la selección de poblaciones de insectos resistentes 

causado el surgimiento de plagas secundarias, y por otra parte, muestran un efecto tóxico 

sobre organismos no plaga o benéficos para los ecosistemas [1]. Aunque los insecticidas 

microbianos se han propuesto como sustitutos de los insecticidas químicos, su uso es 

limitado debido a que muchos microbios muestran un espectro de actividad reducido que 

les permite matar solamente a ciertas especies de insectos. Por otra parte, presentan 

poca persistencia en el ambiente y requieren de prácticas de aplicación precisas, ya que 

algunos de esos patógenos son específicos solamente para los estadios larvarios 

tempranos de los insectos, o bien, son sensibles a la irradiación de la luz solar 

(principalmente a la luz UV) [2]. 

Entre los diferentes agentes de control biológico, las bacterias patógenas de 

insectos han sido de las alternativas más estudiadas. Aún cuando diversas bacterias 

infectan y matan insectos, Bacillus thuringiensis (Bt) es la más utilizada de manera 

comercial y actualmente abarca aproximadamente el 2 % del mercado total de 

insecticidas [3]. 

1.1. Bacillus thuringiensis y sus toxinas bioinsecticidas Cry 

1.1.1 . Características generales de Bacillus thuringiensis 

Clasificación taxonómica de B. thuringiensis: 

Reino: Eubacteria 
Filum: Firmicutes 

Clase: Bacilli 
Orden: Bacilliales 
Familia: Bacillaceae 

Género: Bacillus 
Especie: B. thuringiensis 

B. thuringiensis es una bacteria Gram-positiva, ubicua ya que se ha aislado de 

diversos sistemas como el suelo, agua, hojas de plantas, insectos muertos y telarañas 

[4]. Es aerobia estricta y está relacionada morfológicamente con Bacillus cereus y 

Bacillus anthracis [5] (Fig. 1.1). 
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Presenta dos fases principales ciJ rante su ciclo de vida 

1) Fase de crecim iento vegetativo: las bacterias se dl4l lican por tipartición cada 

30-90 mirutos, de~ndien (Í) del medio de cLJtivo 

2) Fase de esporulación: es lila et~a de difererc i3:i m de bacteria a espora 

que consta de siete esta c1 0s y comienza cuando la bacteria crece en un medio con una 

cantidad limitaJa cF mtrientes [6] Durarte esta fase, Bt p:odLre cristal es parasporales 

dertro de la célula madre con propiedacFs insecticidas Dichos cristales son cF 

natLraleza p:oteica (se esbm a que hasta el 30 % de la proteína celular pLEde estif" 

contenida en estas inclusiones) y estifl compLEstos en su mayoría cF una o más 

proteínas cristalinas (Cry) y citolíbcas (Cy!), también lIamaJas n-endotoxinas 

1.1.2. Características de las toxinas produc idas por B. thuringiensis 
Existen dos bpos de n-endotoxinas las p:oteínas Cryy las proteínas Cyl (Fig 1.2) 

Estas toxinas son altamerte específicas hacia sus insectos blanco e inocuas pif"a los 

humanos, verte ti:ados y plartas Se han ercontraJo n-endoloxinas ac~vas contra 

lepid~teros (mariposas), coleópteros (escif"abajos), dípteros (mosqJitos), himenópteros 

(hJrmigas), ácaros, nemátodos , gusanos planos y p:otozoarios [4] Estas cif"actensbcas, 

aunadas al hecho cF que son bicdegraJables, hacen qJe 8t constitllfa una alternatrva 

viable para el contra de insectos plaga en la agricultura y de algum s vectores qLE 

trillsmiten enfermedades humillas de [Tan importarc ia médica [7] 
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~i~ur~ 1.1. E.tructur~ tridi,""n,ion~ ct.. ~I~un~, prot~n~, in",ctidd~, prool!<id~, por 81. Al t",in, 
CrylA>. B) toxin . Cfy3A. C) t",in . CytB. DI t",in . Vipl 

La definición de proteínas ery es cualquier proteína parasporal de Bl que lllJ estre 

un efecto tóxico hacia algún organismo, verificable eXjleri~ntalmente, o bien, cualquier 

proteína que muestre similitud significativa en la secuencia respecto a las proteínas el)' 

conocidas[8] 

Las proteínas Cyt denotan a las proteínas parasporales de Bl que muestren 

actividad herrnlítica o bien, proteínas que presenten similitud significatrva con la 

secuencia de las proteínas Cyt conocidas [8] Se ha reportado que las proteínas Cyt 

potencian sinérgicamente la actrvidad de las proteínas ay en las cepas de Bl que matan 

insectos dípteros Además, abaten la resistencia mostrada por algunos mosquitos hacia 

las toxinas Cry11 y Cry4 Se ha reportado que la toxina Cyt1Ac puede funcionar como 

receptor para estas toxinas Cry dentro del intestino de los mosquitos[9] 

Las toxinas Cry y Cyt de Bt pertenecen a una clase de toxinas bacterianas 

conocidas como toxinas formadoras de poro (TFP), las cuales no poseen gran similitud a 

nrvel de secuencia de aminoácidos, pero en carriJio, muestran un rrecanismo de acción 

similar. Por lo general, las toxinas son secretadas como proteínas solubles al agua, se 

unen a un receptor o lípidos especificos y sufren cambios conformacionales para poder 



insertarse en las membranas celulares de su huésped y formar un poro [10]. Hay dos 

grupos principales de TFP: 

a) Las a-TFP: las cuales se insertan en la membrana formando un poro 

transmembranal constituido por regiones de a-hélice altamente hidrofóbicas. 

Agrupan a toxinas como las colicinas, la exotoxina A y la toxina de la difteria [10]. 

b) Las (3-TFP: las cuales se insertan dentro de la membrana mediante la formación 

de un (3-barril compuesto por asas de láminas beta de cada monómero. 

Comprenden toxinas como la aerolisina, a-toxina, a-hemolisina o ántrax, que 

producen poros heptaméricos, y las toxinas dependientes de colesterol, como la 

perfringolisina O [10]. 

Además de las iS-endotoxinas, Bt ha desarrollado una serie de factores de 

virulencia que le permiten infectar a sus organismos blanco con mayor eficiencia. Entre 

estos factores de virulencia se encuentran: fosfolipasas [11], proteasas [12], quitinasas, 

a-exotoxinas o exotoxinas termo lábiles [13], las (3-exotoxinas (tóxicas para mamíferos, ya 

que funcionan como análogos de ATP, compitiendo la unión de este ultimo a la RNA 

polimerasa dependiente de DNA, e impidiendo la transcripción [14-16]), y las proteínas 

VIP, que son proteínas insecticidas que se producen en la fase vegetativa del crecimiento 

y son secretadas al medio extracelular [17]. Las proteínas VIP se han cristalizado y 

contienen un dominio semejante al sitio activo de proteínas con actividad de ribosilación 

de ADP (Fig. 1.2.0). Se propone que estos factores ayudan a la bacteria durante la 

infección del insecto y en algunos casos se ha reportado que la mezcla esporas/cristales 

mata más eficientemente que los cristales por sí solos. 

1.1.3. Clasificación y nomenclatura de las iS-endotoxinas de Bt 

Las toxinas Cry se clasifican por su secuencia primaria de aminoácidos. Se han 

agrupado más de 500 secuencias diferentes de genes cry en 69 grupos (Cry1-Cry69) [8, 

18]. Cada grupo muestra diferentes especificidades hacia ciertos tipos de insectos y se 

ha sugerido que la gran diversidad de los genes cry se generó, en parte, por la 

coevolución de dichos genes con las diferentes especies de insectos blanco. Esto sugiere 

que en la naturaleza podría haber una distribución de los genes cry directamente 

relacionada con la distribución de diferentes especies de insectos [19]. La lista 

actualizada con los miembros de las toxinas Cry se puede encontrar en la siguiente 

dirección de interne!: htlp://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/. 

Las secuencias de genes cry han sido divididas en 4 familias de proteínas sin 

relación filogenética entre ellas, las cuales pueden tener diferentes modos de acción: la 

familia de toxinas Cry de tres dominios (3D), la familia de toxinas Cry que matan a 
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mosquitos (Mtx) , la familia de proteínas parecidas a las toxinas binarias (Sin) y la familia 

de toxinas Cyt [2]. 

La familia de proteínas Cry de tres dominios es la mas grande. Está formada de 

por lo menos 40 grupos y mas de 200 secuencias genéticas diferentes. En la Figura 1.3 

se muestra un filograma de identidad entre dichas proteínas. Las líneas verticales 

representan los límites de identidad que marcan las diferentes categorías en la 

nomenclatura. El número arábigo se designa con la primera fila que corresponde hasta 

45 % de identidad. La segunda hilera cataloga a las proteínas con una letra mayúscula y 

corresponde a identidades de 45 a 78 %. La tercera fila asigna una letra minúscula y 

corresponde a identidades de 78 a 95 %. La última fila incluye un número arábigo al final 

de la nomenclatura indicando más del 95 % de identidad [8]. 

1.1.4. Estructura de las proteínas Cry de tres dominios 

Los miembros de la familia de proteínas Cry de tres dominios comprenden el 

grupo más grande de proteínas Cry y son moléculas globulares que contienen tres 

dominios estructurales unidos por enlaces sencillos. Una característica particular de los 

miembros de esta familia es la presencia de protoxinas con dos longitudes diferentes [20]. 

Un grupo mayoritario de protoxinas es de aproximadamente el doble de largo en 

comparación con el resto de las protoxinas (Fig. 1.4a). La extensión C-terminal 

encontrada en las protoxinas más largas es dispensable para la toxicidad y se cree que 

juega un papel en la formación de los cuerpos de inclusión cristalinos dentro de las 

bacterias [20]. Esta región C-terminal es procesada por las proteasas del intestino de la 

larva originando con esto a las toxinas de aproximadamente 60-70 kDa, en la mayoría de 

las toxinas Cry de tres dominios. 

La mayoría de las toxinas Cry tienen 5 bloques altamente conservados que se 

localizan en las regiones de contacto entre los tres dominios o en regiones internas de los 

dominios I y 111 [8], por lo que se ha propuesto que las toxinas Cry que contienen estas 

regiones conservadas tienen estructuras tridimensionales y mecanismos de acción 

semejantes [20] (Fig. 1.4). 

El dominio I de la toxina se sitúa hacia el lado N-terminal. Está constituido por un 

grupo de 7 a-hélices antipara lelas y anfipáticas, seis de las cuales forman un ramillete 

que rodea a la hélice a-5, la cual corresponde a la primera de las 5 regiones 

conservadas. Exceptuando a las hélices a1 (-20 A), a2a (-14 A) y a2b (- 21 A), las a

hélices restantes tienen una longitud de más de 30 A, por lo cual son de tamaño 

suficiente para atravesar la membrana. Este dominio es responsable de la inserción en la 

membrana y de la formación del poro (Fig. 1.4b, 1.4c). 
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Figura 1.4. Estructura primaria y terciaria de las toxinas Cry. a) Longitud relativa de algunas protoxinas 
Cry en las cuales se señalan los cinco bloques conservados, si es que los presentan [14, 20]. 

b) Estructura terciaria de la toxina CrylAa activada, mostrando los tres dominios estructurales. El 
dominio I (en azul) está involucrado en la inserción en la membrana y la formación del poro. El dominio 

1I (en verde) y el 111 (en naranja-amarillo) participan en el reconocimiento del receptor yen la unión a la 

membrana del insecto blanco [20]. e) Dominios funcionales de las toxinas Cry mostrados por separado. 

El dominio 11 es el menos conservado en secuencia y estructura terciaria entre las 

toxinas Cry de 3 dominios. Está formado por tres láminas 13 plegadas y por tres asas 

expuestas. En las asas de estas láminas 13 se observa la mayor diferencia estructural y 

éstas juegan un papel fundamental en la especificidad de la toxina [21], debido a que 

dichas asas interaccionan con el receptor localizado en las microvellosidades de las 

células epiteliales del intestino medio [22] (Fig. 1.4b Y 1.4c). 

El dominio 111 está formado por dos láminas 13 plegadas antiparalelas. La lámina 

exterior es accesible al solvente y la interior se encuentra de cara a los otros dominios 

(Fig. 1.4b Y 1.4c). Se ha propuesto que este dominio protege a la toxina de la acción 
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proteo lítica de las enzimas digestivas [23] y que la interacción entre los dominios I y 111 es 

importante para la estabilidad e integridad de la protoxina [24]. También está involucrado 

en la especificidad de la toxina, ya que el intercambio del dominio 111 entre diferentes 

toxinas provoca cambios en su especificidad [25]. Además, dicho dominio muestra 

similitudes estructurales con otras proteínas de unión a carbohidratos como es el dominio 

de la 1,4-[3-glucanasa C, la galactosa oxidasa, la sialidasa, la [3-glucoronidasa y el 

dominio de unión a los carbohidratos de la Xylanasa U y de la [3-galactosidasa, sugiriendo 

así que los motivos con carbohidratos pueden jugar un papel muy importante en el modo 

de acción y unión al receptor de las toxinas Cry de tres dominios [26]. 

Mediante la comparación filogenética se ha sugerido que el dominio I y 11 

coevolucionaron, mientras que el dominio 111 evolucionó de forma independiente [19]. 

Dicha evolución independiente de los dominios estructurales y el intercambio del dominio 

111 entre diferentes toxinas ha generado proteínas con modos de acción similares pero 

con especificidades diferentes [19, 20]. 

Hasta ahora se han resuelto por cristalografía de rayos X las estructuras terciarias 

de siete diferentes proteínas Cry de tres dominios: Cry1Aa, Cry2Aa, Cry3Aa, Cry3Bb, 

Cry4Aa, Cry4Ba y Cry8Ea [24, 27-32]. Cuando se comparan sus secuencias, estas 

toxinas sólo comparten aproximadamente un 10 % de identidad, sin embargo, la 

estructura terciaria está conservada, lo que sugiere que podrían tener mecanismos de 

acción similares [33]. 

1.1.5. Mecanismo de acción de las proteínas Cry 

El modo de acción de las toxinas Cry ha sido caracterizado principalmente en 

lepidópteros. En estos insectos las toxinas Cry actúan principalmente mediante la lisis de 

las células epiteliales del intestino medio del insecto blanco, debido a la formación de 

poros en la membrana celular apical de las microvellosidades de las células del intestino 

de la larva [7, 20, 34]. 

Por otra parte, se ha sugerido que la toxicidad puede estar relacionada con la 

muerte celular mediada por cinasas de proteínas (pKA) , la cual es iniciada después de la 

unión de la toxina al receptor caderina [35]. Sin embargo, en nuestro laboratorio se ha 

demostrado que esto no es del todo correcto, ya que existen toxinas Cry1A mutantes que 

carecen de la hélice a-1, las cuales no requieren de la interacción con el receptor 

caderina para matar al insecto y que son capaces de formar poros oligoméricos en la 

membrana celular del huésped. Además, estas mutantes son capaces de matar a 

insectos resistentes a la toxina Cry, los cuales carecen del receptor caderina debido a 

una mutación en su genoma [36]. 
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Un tercer modelo de acción sugiere que después de la disrupción de la membrana 

ocasionada por las toxinas Cry, se requiere de otras bacterias para causar la muerte del 

insecto por septicemia [37]. 

El mecanismo de acción para las proteínas Cry se ha dividido en varios pasos 

principales: solubilización del cristal, procesamiento de las protoxinas, unión en "ping 

pong" a sus receptores [38, 39], formación del preporo, inserción en la membrana lipídica, 

formación de poro y citólisis (Fig. 1.5). 

Los síntomas que presentan las larvas de insectos susceptibles que ingieren los 

cristales y esporas de Bt son: parálisis casi inmediata de la motilidad del intestino y 

después de 1 o 2 días la detención de la ingesta de alimento, vómito, diarrea, parálisis 

total y finalmente la muerte por inanición y septicemia [40]. 

Estudios histopatológicos han mostrado que las células columna res del intestino 

medio son las estructuras afectadas inicialmente y en particular, la microvellosidad apical, 

la cual se destruye en su totalidad [41, 42]. Los efectos en el otro tipo de células de las 

que está constituido el intestino medio de los lepidópteros, las células caliciformes, son 

más lentos, pero en este caso también se ha observado citólisis [43, 44] . 

~""-'~B. thuringiensis 

Mecanismo de acción 
de la toxina Cry1Ab 

~ , , 
8 

Figura 1.5. Representación esquematizada del modo de acción propuesto en nuestro laboratorio para 

las toxinas Cry1A. Una vez que la larva del insecto susceptible ingiere el cristal proteico, éste se 
solubiliza en el ambiente alcalino y reductor del intestino de la larva, liberando a la protoxina con un 

tamaño de 130 kDa (1). La protoxina es procesada por algunas proteasas específicas presentes en el 
jugo gástrico del intestino del insecto, liberando el fragmento tóxico de 60 kDa (2). La toxina se une con 
baja afinidad (100 nM) a los receptores abundantes APN y ALP (3) situados sobre las microvellosidades 

del epitelio intestinal y posteriormente se une con una mayor afinidad al receptor menos abundante 

caderina (1 nM) (4). Esta unión favorece un cambio conformacional en la toxina, el corte proteo lítico 

de la hélice a-1 del dominio I de la toxina (4) y la formación del oligómero prepórico de -250 kDa (5). El 

oligómero adquiere una mayor afinidad de unión hacia los receptores APN o ALP (0.75 nM) situados en 

las balsas lipídicas membrana les (6). La unión al segundo receptor ocasiona cambios conformacionales 

en el oligómero que facilitan su inserción en la membrana, la formación del canal iónico lítico y la 

disrupción del potencial de membrana (7), ocasionando en última instancia la muerte del insecto por 

inanición y septicemia (8). Modificado de [2]. 
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paso reversible y otro irreversible [51, 52]. La interacción inicial entre la toxina y su sitio 

de unión (unión reversible) es necesaria para la toxicidad pero no es suficiente. Los 

eventos posteriores tales como la unión irreversible y la inserción en la membrana 

parecen estar más correlacionados con la toxicidad. 

Algunas mutaciones en la toxina afectan la etapa inicial de la interacción con el 

receptor (unión reversible) produciendo proteínas con menor afinidad y con menor 

toxicidad. Otras mutaciones causan cambios en la segunda etapa de la interacción con el 

receptor (la unión irreversible) conduciendo también a una baja toxicidad [52, 53]. 

La mutagénesis del dominio 11 ha generado toxinas con mejores parámetros de 

unión que resultaron ser más tóxicas. Se ha determinado que las cuatro regiones 

prominentes en esta interacción en el dominio 11 son: el asa de la a-hélice 8 y el asa 1 

(entre [32 y (33), 2 (entre [36 y (37) Y 3 (entre [310 y (311). El dominio 111 también participa en 

la determinación de la especificidad y se ha visto que el intercambio del dominio 111 entre 

diferentes toxinas puede generar un cambio en la especificidad de las toxinas hacia sus 

insectos blanco. 

Para la mayoría de las toxinas Cry1 estudiadas, se ha encontrado que las 

moléculas a las que se unen con alta afinidad son glicoproteínas de entre 63 y 220 kDa 

[53-57]. Se propone que la interacción inicial es la existente entre la toxina y el 

carbohidrato del receptor, mientras que la unión irreversible se asocia con una interacción 

proteína-proteína y la inserción en la membrana. 

Algunas de las proteínas de unión descritas para las toxinas Cry1A en diferentes 

insectos lepidópteros son: a) una proteína parecida a la caderina (CADR), b) una 

aminopeptidasa-N (APN) anclada a glicosilfosfatidil inositol (GPI), c) una fosfatasa 

alcalina (ALP) anclada a GPI y d) un glicoconjugado de 270 kDa [58-61] (Fig. 1.7). 

CADR APN ALP 
GCR 

o Bt-Rl 

Figura 1.7. Moléculas que funcionan como receptor de las proteínas Cry1A [50]. CADR: receptor 

caderina, APN: aminopeptidasa N, ALP: fosfatasa alcalina y GCR: receptor glicoconjugado de 270 kDa. 
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El mecanismo de acción de las toxinas Cry se ha descrito principalmente en 

insectos lepidópteros, utilizando como modelo de estudio a las larvas de Manduca sexta. 

En este insecto se han reportado varias moléculas que funcionan como receptores para 

las toxinas Cry1A, entre las cuales se tiene a una caderina (CADR, también conocida 

como Bt-R1), una APN y una ALP (estas dos ultimas ancladas a GPI). Las caderinas son 

proteínas transmembranales con un dominio citoplásmico y un dominio extracelular que 

cuenta con varias repeticiones de caderina. El ectodominio contiene sitios de unión a 

calcio, de interacción con la integrina y de unión a la caderina. Experimentos de unión en 

tiempo real muestran que la afinidad de unión de las toxinas monoméricas Cry1 A con el 

receptor Bt-R1 está en orden de 1 nM [58, 62, 63], mientras que con la APN y ALP está 

en el orden de 100 nM [39, 63]. 

La interacción de las toxinas Cry1A con el receptor Bt-R1 es muy compleja e 

involucra por lo menos a tres epítopes de unión dentro de las dos moléculas. Usando una 

librería sintética de anticuerpos desplegados en fagos, se caracterizó el anticuerpo 

scFv73 que une al asa 2 del dominio 11 (asa [36 - (37) de las toxinas Cry1 A [64, 65]. Dicho 

anticuerpo inhibe la unión de las toxinas Cry1A hacia el Bt-R1 pero no así hacía la APN. 

El análisis de la secuencia de la región CDR3H del scFv73 condujo a la identificación de 

un epítope de 8 aminoácidos en la repetición CADR7 dentro del Bt-R 1 (869 H ITDTN N K 

876) el cual está involucrado en la unión de la toxina con el asa 2 del dominio 11 de las 

toxinas Cry1A [64, 65]. Además, se ha identificado otro epítope de unión en la repetición 

CADR 11 dentro del Bt-R1 (1331 IPLPASILTVTV 1342) el cual interactúa con el asa a8 del 

dominio 11 (asa a8a - a8b) y el asa 2 de la toxina Cry1Ab [66]. Finalmente, una tercera 

región involucrada en la interacción con la toxina Cry1 Ab se encuentra dentro de la 

repetición CADR 12 del Bt-R1 (residuos 1363-1464) [67]. 

Basados en el uso de anticuerpos monoclonales que compiten la unión de Cry1 A 

con la APN de Bombíx morí, los epítopes interactuantes Cry1 Aa-APN han sido 

recientemente mapeados dentro de los residuos de la [316 del dominio 111 (508 STLRVN 

513) y de la [322 (582 VFTLSAHV 589) [68]. 

Cabe destacar que el mecanismo más frecuente de la resistencia hacia las toxinas 

Cry involucra cambios en las regiones del receptor de unión a la toxina [69]. 

1.1.5.3. Formación del oligómero preporo 

Algunas toxinas TFP forman una estructura oligomérica antes de su inserción en 

la membrana. En el caso de la toxina Cry1Ab, la unión de esta toxina al Bt-R1 de 

M. sexta promueve un corte proteolítico adicional en el extremo N-terminal de la toxina, 

eliminando a la hélice a-1 y facilitando la formación de una estructura oligomérica pre-
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poro, la cual es importante para la inserción dentro de la membrana y para la toxicidad 

[70, 71]. 

La incubación in vitro de la protoxina Cry1 Ab junto con el anticuerpo de cadena 

simple scFv73, que mimetiza al receptor CADR, o con los peptídicos de unión a la toxina 

del receptor Bt-R1 (repetidos CADR 7, CADR11 y CADR12), y el tratamiento con el jugo 

gástrico de M. sexta, dan como resultado preparaciones de toxina con la formación de un 

oligómero de -250 kDa que carece de la hélice a-1 del dominio 1[66, 70]. Se ha reportado 

que las estructuras oligoméricas de Cry1 Ab y Cry1 Ac incrementan su afinidad de unión 

hacia el receptor APN en 100 a 200 veces en comparación con el monómero, mostrando 

una constante de disociación aparente de 0.75 nM a 1 nM [66, 72]. El oligómero en 

contraste con el monómero de 60 kDa, es competente para su inserción en la membrana, 

como se observó en experimentos basados en la medición de la fluorescencia intrínseca 

de los residuos de triptófano de la toxina Cry1 Ab, y también mediante el análisis de la 

permeabilidad en membranas, usando bicapas lipídicas sintéticas planas [71]. 

La actividad de poro de la estructura oligomérica de la toxina Cry1 Ab analizada en 

bicapas lipídicas sintéticas reveló diferentes características cinéticas en relación a la 

actividad de poro de la toxina monomérica Cry1Ab, como son: 

1) Al utilizar preparaciones puras de toxina en su forma oligomérica se requirió de 

una menor cantidad de toxina para observar la formación de poro (hasta 20 veces 

menos), en relación a la gran cantidad de de toxina Cry1Ab monomérica necesaria para 

observar la formación de poro (>100 nM). 

2) Las cinéticas fueron diferentes el oligómero de la toxina Cry1 Ab mostró 

canales estables que tienen una gran probabilidad de apertura en contraste con la toxina 

monomérica que muestra patrones inestables de apertura [71]. 

La formación de estructuras oligoméricas Cry ha sido demostrada para las toxinas 

Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ca, Cry1 Da, Cry1 Ea, Cry1 Fa, Cry3, Cry4Ba y Cry11Aa [70, 71,73]. 

En todos los casos, las muestras de toxinas Cry que contienen estructuras oligoméricas 

se correlacionan con una gran actividad de poro, en contraste con las muestras 

monoméricas que muestran una actividad deficiente de formación de poro, apoyando a la 

hipótesis de que la formación del oligómero es un paso necesario en el mecanismo de 

acción de las toxinas Cry [50]. 

La estructura de la toxina Cry4Ba asociada a la membrana ha sido analizada por 

microscopía de fuerza atómica (AFM, por sus siglas en ingles) y por cristalografía 

electrónica. Los estudios de AFM indican que la toxina se inserta en la membrana 

adoptando preferencialmente una estructura parecida a un poro con simetría tetraradial, 
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sugiriendo que los tetrámeros constituyen el estado preferencial de oligomerización de 

esta toxina [74]. Sin embargo, las estructuras de proyección calculadas a partir de los 

análisis por cristalografía electrónica a una resolución de 17 A de cristales en dos 

dimensiones de la toxina Cry4Ba, muestran una organización de trímero [75]. De manera 

similar, el análisis mediante AFM de la estructura de la toxina Cry1 Aa insertada dentro de 

membranas monocapa sugiere que los poros están compuestos de cuatro subunidades 

rodeando una depresión central de 1.5 nm de diámetro [76], y los análisis por 

cristalografía electrónica de la toxina Cry1 AbMod asociada a la membrana muestran que 

esta adopta una organización de trímero [77]. 

1.1.5.4. Inserción en la membrana 

Se ha reportado que las toxinas Cry en forma de oligómero se insertan en 

microdominios de membrana conocidos como balsas lipídicas o "Iipid rafts" y se ha 

encontrado que la integridad de esos microdominios es esencial para la actividad de 

formación de poro in vitro de la toxina Cry1Ab [78]. El receptor Bt-R1 está localizado 

dentro de la membrana soluble, en contraste con los receptores APN y ALP, los cuales 

están unidos a la membrana mediante GPI y están posicionados preferencialmente 

dentro de las balsas lipídicas. 

Otras toxinas formadoras de poro también interactúan con receptores localizados 

dentro de las balsas lipídicas y se ha visto que dicha interacción es un paso clave para la 

oligomerización e inserción dentro de la membrana de diversas TFP [79]. Se ha 

propuesto que algunas TFP pueden desplegarse parcialmente para facilitar la inserción 

en la membrana y la formación del canal. En el caso de las TFP que son activas contra 

células de mamíferos, el desplegamiento es ocasionado por el pH ácido presente en la 

superficie membranal (que presenta un pH que puede ser hasta 2 unidades menor 

respecto al pH extracelular) y dentro de los compartimentos acídicos membrana les, 

después de que se lleva a cabo la internalización celular de las toxinas [10]. 

El análisis de desplegamiento de estructura de las toxinas Cry1 Ab a diferentes pH 

demostró que las toxinas Cry se despliegan parcialmente en pHs alcalinos y están muy 

compactas en pHs ácidos [80]. Interesantemente los insectos lepidópteros y dípteros 

muestran un pH básico (de hasta 11 unidades) dentro del lumen del intestino medio [81]. 

Además, se ha reportado que existe un cambio conformacional después de la interacción 

del oligómero con la APN, el cual facilita la inserción en la membrana [72]. En el 

oligómero insertado en la membrana, solo el dominio I está protegido de la 

desnaturalización por calor, sugiriendo que este puede estar insertado dentro de la 

membrana en contraste con los dominios 11 y 111 que quedarían fuera de la membrana 

[80]. 
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1.1.5.5. Citólisis 

Se ha propuesto que las proteinas Cry causan la muerte de las células epiteliales 

al inactivar el sistema que mantiene el gradiente de pH y por citólisis osmótica [82]. 

Las toxinas Cry aumentan la permeabilidad de la microvellosidad apical a 

cationes, aniones, agua y moléculas de mayor tamaño. Esto causa a su vez que se 

pierda la diferencia de potencial de membrana y la fuerza motriz que dirige la entrada de 

aminoácidos al interior celular, la redistribución de los cationes entre el lumen intestinal y 

el citoplasma, la alcalinización del citoplasma celular y finalmente la destrucción del 

epitelio intestinal. Una vez que las células columnares y caliciformes se destruyen, las 

esporas de Bt tienen acceso a la hemolinfa, medio en el que pueden proliferar [83]. La 

consecuencia final de la destrucción del intestino medio y la proliferación de bacterias en 

la hemolinfa es la muerte de las larvas por inanición y septicemia [83]. 
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1.2. Fluorescencia, marco teórico 

1.2.1. Conceptos básicos de fluorescencia 

La fluorescencia es un proceso de emisión de luz, en el cual las moléculas se 

excitan mediante la absorción de radiación electromagnética, pasando a un estado de 

mayor energía. Posteriormente, las especies excitadas se relajan al estado fundamental, 

liberando su exceso de energía en forma de fotones. Por lo general, la luz emitida tiene 

una longitud de onda mas larga (menor energía), que la de la radiación absorbida. Una 

característica importante de la fluorescencia es su alta sensibilidad de detección, la cual 

con frecuencia es de uno a tres órdenes de magnitud mayor que la de la espectroscopía 

de absorción [84]. 

La fluorescencia típicamente se produce a partir de moléculas aromáticas. En la 

Figura 1.8 se muestran algunas sustancias fluorescentes (fluoróforos). 

HO 

Fluorescelna 

RocIamina B Piridina 1 

Figura 1.8. Estructura de algunos f1uoróforos [84 J. 

1.2.1.1. Diagrama de Jablonski 

Los procesos que ocurren entre la absorción energética y la emisión de la 

fluorescencia a partir de una molécula, se ilustran por lo general en el diagrama de 

Jablonski (nombrado así en honor a Alexander Jablonski, padre de la espectroscopía de 

fluorescencia). Estos diagramas son usados en una variedad de formas para ilustrar 

varios de los procesos moleculares que pueden ocurrir en los estados excitados [85, 86]. 

En la Figura 1.9 se muestra el típico diagrama de Jablonski. Los estados 

singuletes basal, primero y segundo, son descritos por So, S1 y S2, respectivamente. En 

cada uno de esos niveles de energía electrónica los fluoróforos pueden existir en varios 

subniveles de energía vibracional (representados por 0, 1, 2, etc). Las transiciones entre 

los estados energéticos se muestran como líneas verticales para ilustrar la naturaleza 

instantánea de la absorción de la luz. Dichas transiciones ocurren en aproximadamente 
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10-15 S, un tiempo demasiado corto para que haya un desplazamiento significativo del 

núcleo (principio de Franck-Condon) [84]. 

S 2 X I 

: Conversión 
I intema 

Cruce S , 
~istemas 

TI 

Absorción Fluorescencia 
hv.", 

hv. -'1 hV. "" ~hVF 
Fosforescencia 

2 
So 1 

o 

Figura 1.9. Diagrama de Jablonski [84]. S: estado singulete. T: estado triplete. hVA y hVF: absorción y 
emisión de energía en forma de fotones, respectivamente. 

En base a la Figura anterior, se puede definir a la fluorescencia como la emisión 

de la luz que se da a partir de los estados singulete excitados [84]. 

Después de la absorción de la luz, usualmente ocurren varios procesos: 

- Un fluoróforo se excita para pasar a un nivel vibracional 81 o 82 (Fig. 1.9). En los 

estados singuletes excitados, el electrón en el orbital excitado está apareado, esto es, 

que posee una orientación de giro opuesto al segundo electrón en el orbital del estado 

basal 80 [84]. 

- Por lo general, las moléculas en las fases condensadas se relajan de forma 

rápida hacia el subnivel vibracional de menor energía de 81. Este proceso se llama 

conversión interna y generalmente ocurre dentro de 10-12 S o menos [84]. 

- El tiempo de vida de un fluoróforo (r) es el tiempo promedio entre su excitación y 

su retorno al estado basal. Ya que los tiempos de vida de la fluorescencia son por lo 

general de 10-8 s, la conversión interna generalmente se completa antes de la emisión. 

De esta forma, la emisión de la fluorescencia se da a partir de un estado excitado 

térmicamente equilibrado, que es el estado vibracional de menor energía de 81 [84]. 

- El regreso al estado basal por lo general ocurre hacia el subnivel vibracional de 

mayor energía de 80, el cual posteriormente alcanza de forma rápida el equilibrio térmico 

(en 10-12 s) para situarse en el subnivel vibracional de menor energía dentro de 80 (Fig. 

1.9) [84]. 

Las moléculas en el estado 81 también pueden llevar a cabo una conversión en el 

giro hacia el primer estado triplete T1. La emisión a partir de dicho estado (T1) se llama 

fosforescencia, y generalmente esta desplazada hacia longitudes de onda mas largas (de 
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menor energía) en relación a las de la fluorescencia. La conversión de S1 a T1 se llama 

cruce intersistemas. Ya que la transición del estado T1 hacia el estado singulete basal es 

poco probable, las constantes de velocidad para la emisión a partir del estado triplete son 

varios ordenes de magnitud mas pequeños que los de la fluorescencia. 

Las moléculas que contienen átomos pesados como el bromo y el iodo por lo 

general son fosforescentes. Esto se debe a que dichos átomos facilitan el cruce 

intersistemas y por lo tanto aumentan los rendimientos cuánticos de la fosforescencia 

[84]. 

1.2.1.2. Características de la emisión de la fluorescencia 

Los datos en espectroscopía de fluorescencia generalmente son presentados 

como espectros de emisión. Un espectro de emisión de la fluorescencia es una gráfica de 

la intensidad de fluorescencia contra la longitud de onda (en nanómetros) o bien, contra 

el número de ondas (en cm -1) [84]. 

El fenómeno de fluorescencia muestra varias características generales (aunque se 

conocen algunas excepciones, poco frecuentes), entre las cuales tenemos a las 

siguientes: 

Corrimiento de Stokes. Al examinar el diagrama de Jablonski (Fig. 1.9) se puede 

observar que la energía de emisión de la fluorescencia es típicamente menor que la de 

absorción. Así, la fluorescencia por lo general ocurre a menores energías, o mayores 

longitudes de onda (fenómeno conocido como corrimiento de Stokes). La pérdida 

energética entre la excitación y la emisión se observa de manera universal para las 

moléculas fluorescentes en solución. Una causa común del corrimiento de Stokes es el 

rápido decaimiento hacia el subnivel vibracional mas bajo de S1. Además, los fluoróforos 

por lo general decaen hacia los subniveles vibracionales mas altos de So (Fig. 1.9), 

resultando en la pérdida adicional posterior de energía de excitación mediante 

termalización del exceso de energía vibracional dentro del estado So. Aunado a esos 

efectos, los fluoróforos pueden mostrar corrimientos de Stokes adicionales debido a los 

efectos del solvente, a las reacciones en el estado excitado, a la formación de complejos 

y/o a la transferencia de energía [84, 87] . 

Regla de Kasha. Después de la excitación hacia niveles electrónicos y 

vibracionales mayores, el exceso de energía se disipa rápidamente, dejando al fluoróforo 

en el subnivel vibracional mas bajo de S1. Esta relajación ocurre en 10-12 s, y 

probablemente resulta de la fuerte sobreposición de numerosos estados con energías 

muy similares. Debido a esta rápida relajación, los espectros de emisión generalmente 

son independientes de la longitud de onda de excitación (regla de Kasha). Cabe destacar 

que existen algunas excepciones, a dicha regla, como en el caso de algunos fluoróforos 
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que presentan dos estados de ionización, cada uno de los cuales posee diferentes 

espectros de emisión y excitación. Además, se sabe que algunas moléculas pueden 

emitir a partir del nivel S2, aunque dicha emisión es rara y generalmente no se observa en 

las moléculas biológicas [84, 88]. 

Regla de espejo. Una consecuencia interesante de la emisión hacia los 

subniveles vibracionales de mayor energía en el estado basal (So) es que el espectro de 

emisión por lo general es una imagen en espejo del espectro de absorción de la 

transición SO-->S1. Esta similitud ocurre debido a que la excitación electrónica no afecta 

demasiado la geometría nuclear. De esta forma, el espacio entre los niveles energéticos 

vibracionales del estado excitado es similar a los del estado basal y como resultado, las 

estructuras vibracionales observadas en los espectros de absorción y de emisión son 

similares [84, 89]. 

Tiempo de vida y rendimiento cuántico de la fluorescencia: Son unas de las 

características mas importantes de un fluoróforo. El rendimiento cuántico es el número de 

fotones emitidos en relación al numero de fotones absorbidos. Las sustancias con los 

rendimientos cuánticos mas grandes, cercanas a la unidad, como las rodaminas, 

muestran las emisiones mas brillantes. El tiempo de vida también es importante, ya que 

determina el tiempo promedio en el que el fluoróforo permanece en el estado excitado y 

es el tiempo disponible para que el fluoróforo interactúe con otras moléculas o difunda en 

su ambiente, y de esta forma proporcione la consiguiente información con su emisión 

[84]. 

1.2.2. Fluoróforos 

Los fluoróforos se pueden dividir en dos grupos principales, intrínsecos y 

extrínsecos. Los intrínsecos son aquellos que se encuentran de manera natural en la 

muestra. Estos incluyen a los aminoácidos aromáticos, al NADH, las flavinas, los 

derivados del pirroxidil, etc. Los fluoróforos extrínsecos son agregados a la muestra para 

proveer de fluorescencia cuando no existe, o para cambiar las propiedades espectrales 

de la muestra. Los fluoróforos extrínsecos incluyen al dansilo, a la fluoresceína, la 

rodamina, etc [84]. 

1.2.2.1. Fluoróforos intrínsecos 

La fluorescencia intrínseca de las proteínas se debe a los aminoácidos aromáticos 

como el triptófano, la tirosina y la fenilalanina (Fig. 1.10) [90-92]. Los grupos indol de los 

triptófanos son la fuente dominante de absorbancia de luz UV y de la emisión de las 

proteínas. La tirosina tiene un rendimiento cuántico similar al triptófano (Tabla 1.1), pero 

su espectro de emisión esta distribuido de forma mas estrecha en la escala de longitudes 

de onda (Fig. 1.11). Esto da la impresión de un mayor rendimiento cuántico para la 
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tirosina. En las proteínas nativas la emisión de la tirosina se encuentra a menudo 

apagada, lo que se puede deber a su interacción con la cadena peptídica o a una 

trasferencia de energía hacia el triptófano. La desnaturalización de las proteínas 

frecuentemente origina un incremento en la emisión de la tirosina. De forma similar a 

como sucede para el caso del fenol, el PkA de la tirosina disminuye dramáticamente 

después de su excitación, favoreciendo que ocurra la ionización del estado excitado. La 

emisión de la fenilalanina se observa solo cuando la muestra proteica carece de residuos 

de triptófano y de tirosina, lo cual ocurre raramente [84]. 

Triptófano 

" " 
o ~CONH2 
U " -o_P_o-c~~ 

" " 
" " HO OH 

o 

""2 
(Ji) 

-o - ; -o-c~~ 
o " " 

" " HO cR 

NADH 

Tirosina 

H-e-OH 
I 

H-C-OH 
I 

:=F:"o ~~"~ 
I U N N 

o-Ij-O - 'i _O-C~_ 
o o o 

" " HO O H 

FADH 

Fenilalani na 

Fosfato de 
piridoxal 

""I C"_ 
-~-

Fosfato de 
piridoxamina 

Figura 1.10. Algunos f1uoróforos intrínsecos y bioquímicos. R representa a un hidrógeno en el NADH, y 

a un grupo fosfato en el NADPH [84]. 

Tabla 1.1. Parámetros de fluorescencia de los aminoácidos aromáticos en agua, a pH neutro [90] 

/\ex (nm) A.m (nm) 
Ancho de banda Rendimiento Tiempo de vida 

Aminoácido (nm) cuántico (ns) 

Fenilalanina I 260 282 - 0.02 6.8 

Tirosina 275 304 34 0.14 3.6 

Triptófano I 295 353 60 0.13 3.1 (media) 
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Figura 1.11. Espectros de absorción y de emisión de los aminoácidos fluorescentes en agua, a pH 7. 
E: coeficiente de extinción molar [84]. 

La emisión del triptófano es altamente sensible a su ambiente local, por lo que 

comúnmente se utiliza como un grupo reportero de los cambios conformacionales de las 

proteínas. Los cambios en el espectro de emisión de la proteína reflejan el promedio de la 

exposición de los residuos de triptófano a la fase acuosa. Los tiempos de vida media de 

los residuos de triptófano van de 1 a 6 ns y su fluorescencia es susceptible a ser apagada 

por ioduro, acrilamida y por puentes disulfuro muy cercanos. Los residuos de triptófano 

también pueden ser apagados por grupos deficientes de electrones muy cercanos como 

el -NH3+ -C02H, y residuos protonados de histidina. La presencia de múltiples residuos 

de triptófano en las proteínas, cada uno en un ambiente diferente, es una de las causas 

del decaimiento multiexponencial en su intensidad de fluorescencia [84]. 

1,2,2,2, Fluoróforos extrínsecos 

Por lo general, las moléculas de interés no son fluorescentes, o bien, la 

fluorescencia intrínseca no es adecuada para la condición experimental deseada. Por 

ejemplo, el DNA y los lípidos están esencialmente desprovistos de fluorescencia 

intrínseca. En aquellos casos se puede obtener una fluorescencia significativa marcando 

a la molécula con sondas útiles. Para el caso de las proteínas, por lo general es deseable 

marcarlas con cromóforos con longitudes de onda de excitación y de emisión mayores a 

las de los aminoácidos aromáticos, de tal forma que posteriormente, la proteína marcada 

puede ser estudiada en presencia de otras proteínas no marcadas [84]. 

Reactivos para el marcaje de proteínas 

Actualmente se dispone de un gran número de fluoróforos para el marcaje 

covalente y no covalente de las proteínas [93]. Las marcas covalentes pueden tener una 

variedad de grupos reactivos para su reacción con aminas, sulfidrilos o bien, con las 

cadenas laterales de las histidinas. Se cuenta con una gran variedad de derivados 

reactivos, incluyendo iodoacetamidas, isotiocianatos, y maleimidas. Las iodoacetamidas y 
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maleimidas se usan para el marcaje de los grupos sulfidrilos, mientras que los 

isotiocianatos, N-hidroxisuccinimida y los cloruros sulfonados se usan para el marcaje de 

aminas [94]. 

Las principales características a tomar en cuenta para la selección de las marcas 

fluorescentes son que posea un gran rendimiento cuántico, coeficiente de extinción y 

fotoestabilidad [84]. 

1.2.2.3. Fotoestabilidad de los fluoróforos 

Al ser sometidos a una iluminación continua, la mayoría de los fluoróforos 

muestran un fotoblanqueo, especialmente cuando se usan para microscopía de 

fluorescencia, en donde las intensidades de luz son muy altas [84]. En la Figura 1.12 se 

muestra una comparación en la fotoestabilidad de algunos fluoróforos. 

100 
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O~~==~~~--~~ 
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Figura 1.12. Comparación de la fotoestabilidad de anticuerpos marcados sobre cortes fijados de 

tejidos celulares. Las intensidades fueron medidas usando un microscopio de fluorescencia [93]. 

1.2.3. Efectos del solvente y del ambiente 

La polaridad del solvente y el ambiente local influyen en las propiedades del 

espectro de emisión de los fluoróforos. Los efectos de la polaridad del solvente son una 

de las causas mas importantes del corrimiento de Stokes [84]. 

1.2.3.1. Efectos de la polaridad del solvente 

La emisión de los fluoróforos generalmente ocurre a longitudes de onda mayores 

a aquellas en las que se lleva a cabo la absorción. Esta pérdida de energía se debe a una 

variedad de procesos dinámicos que ocurren después de la absorción de la luz. Cuando 

el fluoróforo absorbe energía, pasa hacia un estado excitado de mayor energía, por lo 

general hacia un subnivel vibracional dentro del estado singulete S1. Si el fluoróforo 
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excitado alcanza el segundo estado singulete (82), decae en aproximadamente 10-12 

segundos hacia el estado 81, debido a la conversión interna, y el exceso de energía 

vibracional se disipa hacia el solvente . Posteriormente, los efectos del solvente 

disminuyen aun más los niveles de la energía de emisión del fluoróforo, debido a que las 

moléculas polares del solvente estabilizan al estado excitado (Fig. 1.13) [84]. 
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Figura 1.13. Diagrama de Jablonski para el efecto del solvente en la fluorescencia [84]. ~G Y ~E: 
momento dipolar del fluoróforo en el estado basal y excitado, respectivamente. hVA y hVF: absorción y 

emisión de energía en forma de fotones, respectivamente. 

Típicamente, el fluoróforo presenta un mayor momento dipolar en el estado 

excitado (1-1 E) , que en el estado basal (I-IG). Después de la excitación, los dipolos del 

solvente pueden reorientarse o relajarse alrededor de 1-1 E , bajando con esto la energía del 

estado excitado. Conforme se incrementa la polaridad del solvente, este efecto aumenta, 

resultando en la emisión a longitudes de onda mayores y de menor energía (Fig. 1.13). 

De manera general, los fluoróforos que son moléculas polares muestran una gran 

sensibilidad a la polaridad del solvente. Los que son moléculas no polares, como los 

hidrocarburos aromáticos no substituidos, presentan una menor sensibilidad a la 

polaridad del solvente [84]. 

Los tiempos de vida de la fluorescencia (1-10 ns) usualmente son mayores que el 

tiempo requerido para la relajación del solvente. Para los solventes fluidos a temperatura 

ambiente, la relajación del solvente ocurre entre 10 a 100 ps. Por esta razón, el espectro 

de emisión de los fluoróforos es representativo del estado de relajación del solvente. Por 

otra parte, el espectro de absorción es mucho menos sensible a la polaridad del solvente, 

debido a que la absorción de la luz ocurre en aproximadamente entre 10-15 segundos, un 

tiempo demasiado corto para el movimiento de las moléculas del solvente o del 

fluoróforo. Así, el espectro de absorción es menos sensible a la polaridad del solvente 
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debido a que la molécula está expuesta al mismo ambiente local en los estados basal y 

excitado [84]. 

La polaridad del solvente puede tener un efecto drástico en el espectro de 

emisión. En la Figura 1.14 se muestra el espectro de emisión del 4-dimetilamino-4"

nitrostilbeno (DNS) en solventes de polaridad creciente. Se puede ver el cambio de 

Amax em de 450 nm en hexano, a 600 nm en acetato de etilo, y a 700 nm en n-butanol 

[84]. 
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Figura 1.14. Espectro de emisión del DNS en solventes de polaridad creciente. H, hexano; CH, 

ciclohexano; T, tolueno; EA, acetato de etilo; Bu, n-butanol [84]. 

El estudio de los efectos del solvente se puede utilizar para determinar la 

polaridad del sitio al cual se une un fluoróforo dentro de alguna macromolécula. Esto se 

realiza mediante la medición de los espectros de emisión y/o los rendimientos cuánticos 

del fluoróforo unido a la macromolécula, y su comparación con los espectros de emisión y 

el rendimiento cuántico del fluoróforo disuelto en varios solventes con diferentes 

polaridades [84]. 

1.2.4. Apagado de la fluorescencia 

El apagado de la fluorescencia se refiere a cualquier proceso que disminuye la 

intensidad de la fluorescencia de una muestra. Una variedad de interacciones 

moleculares pueden dar lugar al apagado, entre las que se incluyen las reacciones en el 

estado excitado, los rearreglos moleculares, la transferencia de energía, la formación de 

complejos en el estado basal, y el apagado colisional [84]. Adicionalmente, se puede 

llegar a observar un apagado aparente debido a las propiedades ópticas de la muestra, 

por ejemplo, las densidades ópticas altas o la turbidéz pueden originar una disminución 

en la intensidad de la fluorescencia. Este ultimo tipo trivial de apagado provee de poca 

información molecular [84]. 
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En base a las interacciones moleculares que lo originan, hay dos tipos de 

apagado de la fluorescencia: 1) el apagado dinámico o colisional y 2) el apagado estático. 

Para que ambos sucedan se requiere que haya un contacto molecular entre el fluoróforo 

y el apagador. En el caso del apagado colisional, el apagador debe difundir hacia el 

fluoróforo durante el tiempo de vida del estado excitado y al entrar en contacto, el 

fluoróforo regresa hacia el estado basal, sin la emisión de fotones. Para el caso del 

apagado estático se requiere de la formación de un complejo no fluorescente entre el 

apagador y el fluoróforo en el estado basal. Por lo general, el apagado ocurre sin ningún 

cambio permanente en las moléculas, es decir, sin fotorreacción alguna [84]. 

El requerimiento del contacto molecular para que suceda el apagado nos brinda 

numerosas aplicaciones. Así, las mediciones del apagado pueden revelar la accesibilidad 

de los fluoróforos a los apagadores. Por ejemplo, para el caso de un fluoróforo unido a 

una proteína o a una membrana: si la proteína o la membrana es impermeable al 

apagador, y el fluoróforo se localiza en el interior de la macromolécula, no se podrá 

realizar el apagado colisional, ni el estático. Por esta razón, los estudios de apagado se 

pueden usar para revelar la localización de los fluoróforos en las proteínas o membranas, 

así como la permeabilidad de los apagadores hacia ellos [84]. 

El apagado de la fluorescencia también se puede usar para obtener el coeficiente 

de difusión de los apagadores a distancias moderadamente largas, en comparación con 

el tamaño de las proteínas y de las membranas. Esto difiere con el fenómeno de 

relajación del solvente, en el cual los cambios en el espectro de emisión se deben 

principalmente a la reorientación de la capa de moléculas del solvente inmediatamente 

adyacente al fluoróforo [84]. 

1.2.4.1. Apagadores de la fluorescencia y algunos mecanismos de apagado 

Una amplia variedad de sustancias pueden actuar como apagadores de la 

fluorescencia. Uno de los apagadores colisionales mejor conocidos es el oxígeno 

molecular, el cual es capaz de apagar a casi todos los fluoróforos [95]. De esta forma, 

dependiendo de la muestra que sea el objeto de investigación, generalmente es 

necesario eliminar el oxígeno disuelto para poder obtener mediciones confiables de los 

rendimientos de la fluorescencia o de los tiempos de vida. El mecanismo mas probable 

por el cual el oxígeno realiza el apagado es que el oxígeno paramagnético ocasiona que 

el fluoróforo lleve a cabo un cruce intersistemas hacia el estado triplete. En soluciones 

fluidas, los tripletes (de vida larga) se apagan por completo, de tal manera que no se 

observa fosforescencia [84]. 

Las ami nas aromáticas y alifáticas también son apagadores efectivos de muchos 

hidrocarburos aromáticos no sustituidos. Por ejemplo, la dietilanilina apaga efectivamente 
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la fluorescencia del antraceno mediante la formación de un complejo de transferencia de 

carga en el estado excitado, de forma tal que el alntraceno en el estado excitado acepta 

un electrón de la amina [96]. En solventes no polares la fluorescencia del complejo de 

transferencia de carga en el estado excitado (exciplex) se observa frecuentemente, y uno 

puede considerar este proceso como una reacción en el estado excitado mas que 

apagado. Por otra parte, en solventes polares, la emisión del exciplex a menudo se 

apaga, de tal forma que la interacción entre el fluoróforo y la amina parece ser la de un 

apagado simple. 

Al usar átomos pesados como el ioduro y el bromuro se observa otro tipo de 

apagado, el cual se puede originar debido al cruce intersistemas hacia un estado triplete 

excitado, promovido por el acoplamiento órbita-giro del fluoróforo excitado y del halógeno 

[97]. Posteriormente, ya que la emisión a partir del estado triplete es muy lenta, la emisión 

del triplete es apagada por otros procesos. Probablemente el mecanismo de apagado es 

diferente para las sustancias que contienen cloro. El indol, el carbazol y sus derivados 

son sensibles únicamente al apagado por hidrocarburos clorados y por secuestradores de 

electrones [98], como los protones, la histidina, la cisteína, el N03., el fumarato, Cu2+, 

Pb2+, Cd2+, y Mn2+. El apagado por esas sustancias probablemente involucra la donación 

de un electrón del fluoróforo hacia el apagador. Además, el indol, el triptófano y sus 

derivados son apagados por acrilamida, succimidina, dicloroacetamida, dimetilformamida, 

hidrocloruro de piridinio, imidazol, ácido clorhídrico, metionina, Eu3+, Ag+, y Cs+. Los 

apagadores de la fluorescencia de las proteínas se han resumido en diferentes revisiones 

[99-101]. Así, actualmente se cuenta con una gran variedad de apagadores para realizar 

estudios de apagado de fluorescencia de las proteínas, especialmente para determinar la 

accesibilidad al solvente de los residuos de triptófano y la permeabilidad de los 

apagadores a las proteínas. 

La realización del apagado depende de las propiedades químicas del fluoróforo y 

el apagador. Gracias a que una gran variedad de sustancias pueden actuar como 

apagadores de la fluorescencia, frecuentemente uno puede escoger entre diferentes 

combinaciones de fluoróforo-apagador, dependiendo del problema experimental. Es 

importante hacer notar que no todos los fluoróforos se apagan con las sustancias 

mencionadas. Este hecho, ocasionalmente permite el apagado selectivo de un cierto 

fluoróforo [84]. 

1.2.4.2. Teoría del apagado colisional 

El apagado colisional de la fluorescencia está descrito por la ecuación de Stern

Volmer: 

Fo I F = 1 + Kq To [Q] = 1 + Ko [Q] 
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En esta ecuación, Fo y F son las intensidades de fluorescencia en ausencia y 

presencia del apagador, respectivamente; Kq es la constante de apagado bimolecular; To 

es el tiempo de vida del fluoróforo en ausencia del apagador, y [Q] es la concentración 

del apagador. La constante de apagado de Stern-Volmer está dada por Ko = Kq To. Si se 

sabe que el apagado es dinámico, la constante de Stern-Volmer puede ser representada 

por Ko. De otra forma, esta constante debe ser descrita como Ksv [84]. 

El apagado colisional se ilustra en el diagrama modificado de Jablonski de la 

Figura 1.15. 
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Figura 1.15. Diagrama de Jablonski representando el apagado colisional. El término 'i.ki se usa para 

representar las vías de decaimiento no radiativo hacia el estado basal, además del apagado y el FRET. 
r: velocidad de decaimiento radiativo. hVA y hVF: absorción y emisión de energía en forma de fotones, 
respectivamente. kq = constante de apagado bimolecular [84]. 

Los datos de apagado son usualmente presentados como gráficos de Fo/F contra 

la [Q]. Esto se debe a que se espera que Fo/F sea linealmente dependiente de la 

concentración de apagador. Una gráfica de Fo/F contra [Q] produce un intercepto de uno 

sobre el eje "y", y una pendiente igual a la constante de apagado de Stern-Volmer (Ko, 

Figura 1.16). Es necesario hacer notar que KO-1 es la concentración de apagador a la cual 

Fo/F = 2, o bien, a la cual se apaga el 50 % de la intensidad de fluorescencia. Una curva 

lineal de Stern-Volmer generalmente indica que solo existe una clase de fluoróforos, 

todos ellos accesibles al apagador. Si se encuentran presentes dos poblaciones de 

fluoróforos, y una clase de ellos no está accesible al pagador, entonces las curvas de 

Stern-Volmer se desvían de la linearidad hacia el eje x. Esto frecuentemente se observa 

para el apagado de la fluorescencia de los triptófanos presentes en las proteínas, 

utilizando apagadores cargados o polares, los cuales no son capaces de penetrar al 

interior hidrofóbico de las proteínas, y solo los residuos de triptófano situados en la 

superficie de la proteína son apagados [84]. 
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Es importante resaltar que la observación de una curva lineal de Stern-Volmer no 

necesariamente prueba que haya ocurrido el apagado colisional, ya que el apagado 

estático también produce curvas lineales de Stern-Volmer. El apagado dinámico y el 

estático se pueden diferenciar por su distinta dependencia a la temperatura y viscosidad, 

y también por mediciones de la vida media de los fluoróforos. Las temperaturas mas altas 

favorecen que la difusión ocurra de forma más rápida y con ello, un aumento del apagado 

colisional (Fig. 1.16). Por otra parte, un aumento en la temperatura generalmente 

ocasiona que los complejos unidos débilmente se disocien, y de esta manera que 

disminuya el apagado estático (Figura 1.16) [84]. 
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Figura 1.16. Comparación del apagado dinámico y estático [84]. F Y F*: fluoróforo en el estado basal y 
excitado, respectivamente. Q: apagador. f(t): función de excitación constante. y: velocidad de 

decaimiento en ausencia del apagador. Fo y F: Intensidad de fluorescencia en ausencia y presencia del 

apagador, respectivamente. T.oY"'C: tiempo de vida del fluoróforo en el estado excitado en ausencia y 
presencia del apagador, respectivamente. Kq: constante de apagado bimolecular. KD: constante de 

Stern-Volmer de apagado dinámico. 

Cabe señalar que, dependiendo de las propiedades de los apagadores utilizados 

(como el tamaño, carga, etc.), el grado de apagado puede verse afectado por las 

características del ambiente que rodea al fluoróforo. Por ejemplo, se ha observado que la 

unión de los fluoróforos a ciertas zonas de las proteínas puede ocasionar una 

disminución diferencial en el apagado colisional con apagadores disueltos en solventes 

polares, dependiendo de la exposición de la zona de la proteína al solvente y de las 

cargas de los residuos de aminoácidos cercanos. La carga electrónica de los apagadores 

también puede tener un efecto dramático sobre el grado de apagado. Se puede esperar 

que estos efectos se presenten en los apagadores con carga como el ioduro, y que no se 

observen en apagadores neutrales como la acrilamida y el oxígeno [84]. 

28 



2. ANTECEDENTES PARTICULARES 

2.1. Modelos de inserción en la membrana de la toxina Cry1Ab 
de B. thuringiensis 

Se han propuesto tres modelos posibles para la inserción de las toxinas Cry en la 

membrana (Fig. 2.1): 

1) El modelo del abrecartas propone que las hélices a-5 y a-6 se insertan en la 

membrana como consecuencia de un cambio conformacional disparado por el receptor, 

sin mayor participación de las hélices y dominios restantes [46]. 

2) El modelo de sombrilla plantea que, después de la unión con el receptor, la 

región de la toxina compuesta por las hélices a4- a5 se inserta en la membrana, mientras 

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

hacia ella su cara hidrofóbica, quedando la molécula en forma de sombrilla [46, 102-105]. 

En un reporte previo, en el cual se formaron puentes disulfuro de manera artificial 

dentro de algunas hélices del dominio I de la toxina Cry1Aa, se observó que las hélices 

a4 y a5 necesitan conservar cierta flexibilidad en su estructura para la inserción y 

formación eficiente del poro de la toxina en la membrana lipídica [106]. En este mismo 

estudio se demostró que un prerrequisito para la formación del poro es la separación del 

dominio I del resto de la molécula, ya que una mutante con un puente disulfuro en la 

interface del dominio 1-11 fue incapaz de formar poros en su estado oxidado [106]. 

Otro dato que refuerza el modelo de sombrilla se obtuvo con la mutante no tóxica 

D136C (ubicada en la hélice a-4 de la toxina Cry1Aa), que perdió la capacidad de 

formación de poro, y en la cual se demostró que si se reconstituye la carga negativa de 

este residuo utilizando etilsulfonato de metanetiosulfonato (MTSES por sus siglas en 

inglés, el cual es un compuesto con carga negativa que reacciona con el grupo tiol 

presente en la cisteína confiriéndole una carga negativa), se restaura la capacidad de 

dicha mutante para formar poros en membranas lipídicas artificiales [104]. Este dato, 

junto con los obtenidos mediante una serie de experimentos de mutagénesis de los 

aminoácidos de la hélice a-4 de la toxina Cry1Aa, sugieren que la cara hidrofílica de la 

hélice a-4 se sitúa hacia el lumen del poro formado por la toxina y podría jugar un papel 

importante en el paso de los iones a través de dicho poro [105, 107]. 
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I a) abrecartas I I bl sombrilla I 
Dominio I 

(fA 

I el dragón I 
Dominio I 

Dominio 111 

~ 
a4- a7 

Figura 2.1. Modelos de inserción de la toxina Cry1Ab en la membrana. Modificado de [46, 108]. 

3) Finalmente, el modelo de dragón sugiere que la mayor parte de la toxina (a 

excepción de la hélice a-1 y las láminas ~1-5 del dominio 11) se inserta dentro de la 

membrana adoptando una conformación extendida a lo largo de dicha membrana [108]. 

Recientemente, mediante experimentos basados en el marcaje de las toxinas 

Cry1 Aa y Cry1 Ab con 1 ,5-IAEDANS (fluoráforo sensible a la polaridad del ambiente) y el 

seguimiento de los cambios en la fluorescencia extrínseca durante la inserción de la 

toxina en la membrana lipídica, otro grupo ha sugerido que todos los dominios de la 

toxina se insertan en la membrana [109]. 

Por otra parte, en nuestro laboratorio también se han analizado los cambios 

conformacionales que presenta la toxina Cry1 Ab durante su inserción en la membrana, 

mediante el uso de diferentes técnicas como: 

1) Medición y apagado de la fluorescencia intrínseca del monómero y oligómero 

de la toxina Cry1Ab [71]. 

2) Ensayos de susceptibilidad de los diferentes dominios del oligómero de la 

toxina Cry1 Ab insertada en membranas lipídicas, a la desnaturalización por temperatura 

o por agentes caotrópicos como la urea [80] y ensayos de susceptibilidad a la 

degradación por proteasas. 

3) Mutagénesis sitio dirigida dentro del dominio I de la toxina Cry1Ab [110,111]. 

4) Técnicas de electrofisiología y medición de la conductancia del monómero y del 

oligómero de la toxina Cry1 Ab sobre bicapas lipídicas sintéticas planas [71]. 
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Dentro de dichos estudios, en 2004, Rausell, et al, midieron la fluorescencia 

intrínseca de la toxina Cry1Ab (dada por los 9 triptófanos que posee la toxina, siete 

localizados en el dominio I y dos en el dominio 11) y realizaron ensayos de apagado de 

dicha fluorescencia, utilizando apagadores solubles en solventes polares, como el ioduro 

de potasio (KI), o bien, apagadores acoplados a lípidos de la membrana (Iípidos 

brominados) [71]. En dicho trabajo, se utilizó la toxina Cry1 Ab en sus formas de a) 

monómero en solución, b) oligómero en solución, y c) oligómero insertado en membrana, 

y se reportó que la toxina monomérica en solución muestra un 54 % de Trp expuestos al 

solvente, mientras que en el oligómero de la toxina en solución sólo el 27 % de los 

triptófanos están expuestos al solvente, indicando que algunos de los Trp se sitúan en los 

contactos proteína-proteína dados entre los monómeros de la toxina oligomérica. Por el 

contrario, se observó que cuando el oligómero se inserta en la membrana, ningún Trp 

queda expuesto al solvente, indicando que la mayoría de dichos residuos se situaron 

preferencialmente en la interface lípido-agua, ya sea cerca de la cabeza polar de los 

lípidos de fosfatidilcolina, o bien, cerca de la posición del carbono 6 y 7 del ácido graso. 

En este mismo estudio, mediante el análisis de las conductancias que muestra la toxina 

insertada en bicapas lipídicas, se demostró que el oligómero, a diferencia del monómero, 

es capáz de interactuar eficientemente con las membranas lipídicas y formar poros con 

conductancias estables, ya que más del 90 % de la estructura oligomérica se insertó en la 

membrana lipídica, en contraste con la estructura monomérica en la cual sólo el 5 % lo 

hizo, formando poros con conductancias inestables (Fig. 2.2) [71]. 

A 

i :I~~~~~lk~!~J.\~! ~'~.t~x 
~ ~ ~ 

Tiempo (ms) 

-l i·~ 
o 

3 00 000 

TIempo (ms) 

ELM"_~'MT 
o ;;J~ e C13 

Tiempo (ms) 

Figura 2.2. Ensayos de medición de las corrientes iónicas sobre bicapas lipídicas planas, inducidas por 
preparaciones de monómero u oligómero la toxina CrylAb [71]. El monómero induce corrientes 
macroscópicas con transiciones muy inestables mostrando múltiples canales o estados de 
subconductancia (A), por el contrario, el oligómero forma canales estables (B). 

De los análisis anteriores, en conjunto con la observación de que algunas 

mutantes dentro la hélice a-3 del dominio I de la toxina Cry1 Ab (R99E Y Y1 07E) pierden 

la capacidad para formar estructuras oligoméricas y la toxicidad hacia las larvas de 

M. sexta [110], en nuestro laboratorio se ha propuesto un modelo general para la 
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inserción de la toxina en la membrana lipídica. En dicho modelo, la formación del 

oligómero de la toxina se da por la interacción de las hélices a del dominio 1, 

posteriormente, el pH alcalino presente en el intestino de las larvas de lepidópteros, 

favorece que la toxina oligomérica adopte una estructura más flexible ("molten globule 

state"), la cual es capáz de formar un poro en la membrana celular mediante la inserción 

de al menos una parte del dominio I en la bicapa, quedando los dominios 11 y 111 fuera de 

dicha membrana (Fig. 2.3) . Sin embargo, aún quedan muchas incógnitas respecto al 

posicionamiento de los diferentes dominios de la toxina Cry1 Ab en la estructura de la 

toxina insertada en la membrana lipídica y faltan más estudios para determinar cuáles 

son las regiones de la toxina oligomérica que se insertan en la membrana y cuáles son 

las que quedan expuestas al solvente. 

La determinación de la estructura de la toxina Cry1 Ab insertada en la membrana 

es importante para entender por completo su mecanismo de acción, y en un futuro nos 

podría ayudar a diseñar toxinas Cry con mayor actividad de poro y mayor toxicidad. Por 

los problemas que representa purificar y cristalizar una proteina oligomérica insertada en 

la membrana, decidimos elaborar un modelo de inserción mediante el uso de estudios de 

espectroscopia de fluorescencia, ya que ésta es una técnica relativamente fácil de utilizar 

y aporta datos contundentes en cuanto a los cambios conformacionales de las proteínas. 

Cambios conformacionales de la toxina CrylAb 

pre-poro 

poro en membrana ~ I / I ! ' , ~~~),.... , 
\ _ · L¡' , ~ ~~ , ?' !(, • ~ J-~ '-..;;. - -

¡, ' "' 'l-

~ 
,'" ..... ~ , c, 

"" - 1( 
-Una estructura flexible es inducida por la 

-El pH alcalino incrementa la flexiblidad del 
dominio 1 facilitando la formación del poro. 

-La inserción en la membrana incrementa la 
flexibilidad en el dominio 11 y III. 

oligomerización. 

-Los monómeros están unidos por el 
dominio 1 

Figura 2.3. Modelo propuesto en nuestro laboratorio para los cambios conformacionales que sufre la 

toxina Cry1Ab durante su inserción en la membrana lipídica. 
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3. HIPÓTESIS 

El oligómero de la toxina Cry1 Ab se inserta en la membrana lipídica utilizando una 

región discreta del dominio I y el resto de la toxina permanece fuera de la bicapa. 

4. OBJETIVOS 

4.1. O bjetivo general 

Analizar la inserción de la toxina Cry1 Ab en la membrana y definir las regiones de 

la toxina insertada que pueden estar expuestas al solvente o en contacto con los lípidos 

de la membrana. 

4.2. Objetivos particulares 

1) Construir diferentes mutantes sitio dirigidas de la toxina Cry1 Ab ubicadas en los 

tres dominios de la toxina. 

2) Expresar las mutantes construidas de la toxina Cry1 Ab en la cepa acristalífera de 

Bacillus thuringiensis (Bt 407-) Y purificarlas a partir de dicha cepa bacteriana. 

3) Evaluar la toxicidad de las mutantes obtenidas mediante bioensayos, utilizando 

larvas de Manduca sexta. 

4) Marcar con fluoróforos en las diferentes regiones de la toxina Cry1 Ab previamente 

mutagenizadas. 

5) Realizar ensayos de medición de la fluorescencia intrínseca del monómero en 

solución de las toxinas mutantes marcadas. 

6) Realizar ensayos de inserción en membrana de las mutantes de la toxina Cry1 Ab 

marcadas con fluoróforos, utilizando BBMV's de M. sexta, vesículas unilamelares 

de fosfatidilcolina, o BBMV's suplementadas con lípidos doxylados (16:0-5 Doxyl 

PC). 

7) Realizar ensayos de apagado dinámico de la fluorescencia con apagadores 

solubles en agua (KI o acrilamida), o bien, con apagadores acoplados a los ácidos 

grasos de la membrana (16:0-5 Doxyl PC), utilizando a la toxina Cry1Ab en 

solución, unida al receptor, o insertada en la bicapa lipídica. 

8) Obtener un modelo de los cambios conformacionales que sufrió la toxina Cry1 Ab 

al insertarse en la membrana lipídica. 
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL GENERAL 

En la siguiente Figura se muestra un esquema general de la estrategia 

experimental: 

lOxlna en 
solución 

Construcción de mutantes 
sitio dirigidas de la toxina 

Evaluación de la toxicidad 
(bioensayos en M. sexta) 

Purlcaclón del -Alexa-350 
receptor ALP -IAEDAN5 

Toxina 
Insertada 

Obtención de BBMV's de 
M. sexta 

'i~~~~~~ ••• l lnserción de I Medición de la la toxina 
U ·ó d I ~f-------'I fluorescencia en BBMV's 

o caderina 

Inserción de 
la toxina en 
BBMV's con 

n, n e a 

toxina al r--I ••• Uin~tr~rn~sec~~a~d~e~laj,=-=-=-=-=-=-=-=~_ receptor toxina marcada 
16:0-5 doxll PC 

Apagado de la 
fluorescencia 

con KI o 
acrilamida 

Obtención de las 
constantes 

de 5tem-Volmer • Cambios en la exposición 
de los residuos al solvente 

Apagado de la 
fluorescencia 

con KI o 
acrilamida Obtención de 

los residuos 
en contacto con 

la membrana 
lipídica 

Elaboración de un modelo de la estructura de la 
toxina CrylAb insertada en la membrana lipfdlca 

Figura. 5.1. Estrategia general seguida para el análisis de los cambios conformacionales que sufre la 
toxina Cry1Ab al insertarse en la membrana lipídica. 

34 



6. METODOLOGíA 

6.1. Construcción de mutantes sitio dirigidas de la toxina 
Cry1Ab 

Para poder marcar con fluoróforos a la toxina Cry1 Ab en diferentes posiciones 

especificas, y aprovechando el hecho de que el monómero de la toxina no posee 

cisteínas dentro de su secuencia de aminoácidos, realizamos una mutagénesis sitio 

dirigida sustituyendo por cisteínas aminoácidos ubicados dentro de los tres dominios 

estructurales de la toxina. Las posiciones mutagenizadas se enlistan en la Tabla 6.1 y se 

ilustran en las Figuras 6.1 y 6.2. 

Tabla 6.1. Mutantes puntales de la toxina Cry1Ab 

Ubicación en la 
Mutación toxina CrylAb Secuencia del oligonucleótido mutagénico utilizado 

Región Dom. 

T122C loop a3-a4 GAG TGG GAA GCA GAT CCT TGT AAT CCA GCA TTA AGA GAA G 

Vl71C mitad de aS I GCT GCA AAT TTA CAT TTA TCA TGC TTG AGA GAT GTT TCA GTG 

G183C loop aS-a6 GTG TTT GGA CAA AGG TGG TGT TTT GAT GCC GCG ACT ATC 

S324C final de ~3 
II 

CAT CAA ATA ATG GCT TGC CCT GTA GGG TTC TCG 

S364C lámina ~6 GTG TAT AGAACA TTA TCG TGC ACT TTA TAT AGAAGA CC 

K490C loop ~14-~lS 
III 

T GGA ACT TCT GTC GTT TGC GGA CCA GGA TTT ACA G 

N547C lámina ~19 ATT GAC GGA AGA CCT ATT TGT CAG GGG AAT TTC TCA G 

G183 

Figura. 6.1. Ubicación de los residuos mutagenizados en un modelo de la estructura 3D del 

monómero de la toxina Cry1Ab. 
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Cry1Ab 

1 MDNNPNINE= IPYN~LSNPE 

o2a 
51 VPGAGFVLGL VO IIWGIFGP 

03 
101 EGLSNLYQIY AESFREWEAD 

151 QNYQVPLLSV 

06 
201 GNYTDHAVRW 

B1a> 
251 DSRTYPIRTV 

B2 > 
301 NSITIYTDAH 

--> 
351 VAQLGQGVYR 

? Jl..L.? 
401 YRKSGTVOSL 

B11 > 
451 PMFSWIHRSA 

> 
501 RRTSPGQIST 

oS 
YVQAANLHLS 

YNTGLERVWG 

B1b> 
SQLTREIYTN 

B3 
RGEYYWSGHQ 

B6 > 
TLSSTLYRRP 

364 

DEIPPQNNNV 

B12> 
EFNNII PSSQ 

B16 > 
LRVNITAPLS 

01 
VEVLGGERIE TGYT PIDISL SLTQFLLSEF 50 

o2b 
SQWDAFLVQI EQLINQRIEE 

04 
PTNPALREEM RIQFNDMNSA 
122 

VLRDVSVFGQ 
171 

o7a 
PDSRDWIRYN 

oSa 
PVLENFDGSF 

> 
lMASPVGFSG 

324 

RWGFDAATIN 
183 

QFRRELTLTV 

08 
RGSAQGIEGS 

li2 
PEFTFPLYGT 

03 
FARNQAISRL 100 

LTTAIPLFAV 150 

c<6 
SRYNDLTRLI 200 

o7b 07 e 
LDIVSLFPNY 

IRSPHLMDIL 

Q2 
MGNAAPQQRI 

250 

300 

350 

___ ----1B'-17 ___ ----"'-> ---1l.-ª-
FNIGINNQQL SVLDGTEFAY GTSSNLP SAV 400 

_c<_ B10 > 
PPRQGFSHRL SHVSMFRSGF 

B13a > B13b > B14> 
ITQIPLTKST NLGSGTSVVK 

490 

B17 > B18 
QRYRVRIRYA STTNLQFHTS 

SNSSVS IIHA 450 

JiU 
GPGFTGGDIL 500 

> p9 
IDGRPINQGN 550 

547 

> 
551 F SATMSSGSN 

B20 > B21> 
LQSGSFRTVG FTTPFNFSNG 

B22 > 
SSVFTLSAHV FNSGNEVYID 600 

B23 > 
601 RIEFVPAEVT 
651 LVEíJLSDEF~ 
701 RGSTDITIOG 
751 LRGYIEDSOD 
801 HFSLDIDVG 
851 ARVKRAEKKW 
901 AMI HAADKRV 
951 VIKNGDFNNG 

1001 RGYILRVTAY 
1051 DYTATOEEYE 
nOl PCE SNRGYGD 
n51 LLMEE 

FEAEYDLERA 
LDEKKE LSEK 
GDDVFKENYV 
LEIYLIRYNA 
TDLNEDLGVW 
RDKREKLEWE 

GTYTSRNRGY 
YTPLPAGYVT 

OKAVNELFTS 
VKHAKRLSDE 
TLLGTFDE~Y 
KHETVNVPGT 
VIFKIKTODG 
TNIVYKEAKE 
LSVIPGVNAA 
DVEE NNHRS 
IHEIENNTDE 
DGAYESNSSV 
KELEYFPETD 

SNOIGLKTDV 
RNLLODPNFR 
PTYLYOKIDE 
GSLWPLSAPS 
HARLGNLEFL 
SVDALFVNSQ 
IFEELEGRIF 
VLVVPEWEAE 
LKFSN VEEE 
PADYASAYEE 
KVWIEIGETE 

TDYHIDOVSN 650 
GINROLDRGW 700 
SKLKAYTRYO 750 

PIGKCAHHSH 800 

EEKPL VGEAL 850 

YDRLOADTNI 900 

950 

VS EVRV, PG 1000 

VYPNNTVT N 1050 
KAYTDGRRDN noo 
GTFIVDSVEL n50 

Figura 6.2. Estructura secundaria del monómero de la toxina CrylAb. Los extremos N- y C- terminal de 

la protoxina que se eliminan durante el proceso de activación enzimática se muestran subrayados. En 

negrita se señalan los residuos de la alfa-hélice o hebra-beta correspondiente [24, 27]. El fragmento 

tóxico se muestra sin subrayar. Las posiciones seleccionados para realizar la mutagénesis sitio dirigida y 
los residuos de cisteína localizados en los extremos N- y C- terminal de la protoxina se muestran 

remarcados. 
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La construcción de las mutantes sitio dirigidas sencillas y dobles se realizó 

mediante la técnica de PCR mutagénico (Fig. 6.3), utilizando el equipo comercial de 

mutagénesis sitio dirigida QuickChange® XL Multi Site-Directed Mutagenesis Kit de 

Stratagene, para lo cual se utilizaron como primers los oligonucleótidos mutagénicos 

correspondientes (Invitrogen, Tabla 6.1), previamente fosforilados, y como templado se 

utilizó al plásmido pHT315Ab [112] (ver protocolos). Este plásmido contiene la secuencia 

completa que codifica para la protoxina Cry1Ab (con número de acceso M13898) [47], 

bajo el promotor P2 de B. thuringiensis y como marcador de selección confiere 

resistencia a ampicilina a las células de E. coli, y a eritromicina a las células de 

B. thuringiensis (Fig. 6.4) . 

Posteriormente, se transformaron las cepas electrocompetentes de E. coli DH5a 

con el producto del PCR mutagénico (2 1-11) previamente digerido con la enzima Dpn1, la 

cual corta el ADN parental metilado. Se seleccionaron 5 colonias aisladas por mutante, a 

partir de las cuales se purificó el ADN plasmídico mediante el Wizard® Plus SV Minipreps 

DNA Purification System de Promega y se mandó a secuenciar en la Unidad de 

Biosíntesis y Secuenciación del Instituto de Biotecnología de la UNAM, para verificar que 

se hubiera incorporado la mutación deseada (ver Fig. 6.3 Y protocolos). 

PCR mutagénico 
.t~--llic~;c~~~I.~mg~II----11 

é QO~C) 
Me ..n e 

Productos del PCR -V-

""T3IS ;. + Q~ + o .... AbMut M 
M . M e e 

digestión " 

con OPN .o e 

Electroporaci6n Secuenciación 
n DHSa 

DhSa 

'pHT315 iI. 
AbMut 

~ \ ',' Me 

.o 
Electroporación Transformación química 

B. thuringiensis 407- SC1 00 Dam-lDcm-

Purificación de cristales 
por gradiente de sacarosa 

pHT31S* ' 
AbMut 

Figura 6.3. Estrategia general para la obtención de las mutantes de la toxina Cry1Ab. 
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6 .2 . Expr .. lon d. lu toxlnu Cry1Ab muunt ... n la c.pa 
acrlstalífera d. B. thurlnglensls (Bt 407-) Y purificación a partir 
de dicha cepa 

El "DN plasmidi co (p l ~rrido pHT315"bmA. Que conliene el gen Que cod ifi ca 

para la prolox na Cryl "b rTlJlan18 correspoodlenle) purif t ado a pa~ir de laS cepas de 

E. cOI. fue l.I il ladO para transformar a la cepa acrista lifera ~ectroco~ete nte de 

B. Ihuril)fJien", (B! 407") 

Para la exp res~ n de las toxinas Cf~ t " b rTlJtant es . las cepas transf¡nnadas de SI 

se creC i!'<OO en med iO de espo rul aC ión HCTEri" SÓ lidO durante ~8·72~. Poste ri ormente 

se observó la producción del cristal proteico paraesporal de la protox "' a con ayuda del 

rri cro s<:~ i o ópl ~ o y se _e rifi có la ex ;:tesOJn e irte gridad de la prolox ioa med ianle SDS· 

P" 13E al 10 %. para observar la banda correspondiente a la protClC na CI)' I " b de _130 

", 
La obtero: Oj n de la proloxina so luble se re.lizó me diarte "'""do. de lo. cu ltrvo. 

bacterianos esporuiado s (cuya blornasa esta const ituid a en su rnayorla po r una mezc la 

de esporas bacte ri anas y crista les proteico s) y SOkJ bi l ~ac~n de la proto, ina en un buffe r 

alca l no (:oler protocolos). El rmnómero de la toxina C,.,. I"b se ott wo mediante la 

aclrv ac ión e nzm~tic a de la prolox ina COO lrllsn a _ se pl.t t icó metianle crom¡iograrta de 

Intercarril lo anló l1 co . utll~ arw:jo una co lurma ~ ooo Q (13E Hea lthc are) y el eQ ullo " KT" 

,p LC System de " msterdam 8ios.: iences 
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6.4. Marcaje de la toxina Cry1Ab con fluoróforos 

Para el marcaje de la toxina Cry1Ab en las regiones mutagenizadas por cisteínas, 

utilizamos las marcas reactivas de los fluoróforos 1,5-IAEDANS y Alexa Fluor-350 

C5-maleimida (ver Fig. 6.6 Y protocolos). 

Alexa Fluor-3S0 Cs-maleimida 

H2Nyy0y" ? 
-O'5~CH2-8-NH(CH2)S-N I 

CH, + 
(CH,CH,),NH 

OH 
I 

0=5=0 1,S-IAEDANS 

~O 
HN ............... NÁ.../I 

H 

Figura 6.6. Estructura química de las marcas reactivas de los f1uoróforos utilizados para el marcaje en 

cisteínas de las mutantes de la toxina CrylAb. 

*Alexa Fluor-350: es un derivado sulfonado de la coumarina que fluoresce en 

azul. Pertenece a la familia de fluoróforos Alexa Fluor (Molecular Probes®, Invitrogen), 

los cuales producen conjugados proteicos fotoestables con gran rendimiento cuántico y 

una emisión de la fluorescencia poco sensible a los cambios en el pH o a la polaridad del 

ambiente en el que se encuentre (Fig. 8.8.8). 

Su fluorescencia no es susceptible a ser apagada con acrilamida, pero en cambio, 

es eficientemente apagada con ioduro, con una KD efectiva de 29 M-1 (Fig. 8.9). 

La marca reactiva del fluoróforo Alexa Fluor-350 posee un motivo maleimida que 

reacciona eficientemente con el grupo tiol de la cisteína para formar enlaces covalentes 

tioeter que dan lugar a conjugados estables de proteína marcada (Fig. 6.6). 

Las proteínas marcadas con este fluoróforo muestran un pico máximo de 

absorción y de emisión de la fluorescencia de aproximadamente 346 y 442 nm, 

respectivamente (Fig. 6.7). 
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250 300 350 400 450 500 550 
Wavelength (nm) 

Figura 6.7. Espectros de absorción y de emisión normalizados de la marca Alexa Fluor-3S0 acoplada 

a un anticuerpo de cabra anti-lgG de ratón, a pH 8 [119]. 

*1,5-IAEDANS: es un fluoróforo derivado del naftaleno. Su espectro de emisión de 

la fluorescencia es sensible a la polaridad del solvente y presenta varios cambios en su A 

máxima de emisión (Am" ,m) e intensidad de fluorescencia, los cuales están determinados 

por el grado de solvatación acuosa, mostrando un bajo rendimiento cuántico (<1» y 

coeficiente de absorción molar (e) cuando está inmerso en agua o en solventes muy 

polares, y un rendimiento cuántico mucho mayor cuando se encuentra inmerso en 

ambientes apolares o hidrofóbicos [113] (Tabla 6.2, Fig. 8.8.A). Debido a esta propiedad, 

el marcaje de las cisteínas de la toxina Cry1Ab con este fluoróforo permite detectar 

cambios referentes a la ubicación en un ambiente polar o no polar de cada uno de los 

residuos marcados. 

La fluorescencia del 1 ,5-IAEDANS no es susceptible al apagado con ioduro, pero 

si con acrilamida, mostrando una Koefectiva de 10.1 M-1 (Fig. 8.9). 

Tabla 6.2. Propiedades del espectro de absorción y emisión de la fluorescencia del 

1,S-IAEDANS disuelto en varios solventes (tomada de H udson E. & Webber G., 1973) 

Solvente Amaxabs(nm) 10.3 E (cm 2 mM·1) Amaxem (nm) el> 

agua 336 6.1 520 0.27 

etanol (20 %)-ae:ua 337 6.3 510 0.40 

etanol (40 %)-ae:ua 338 6.5 500 0.47 

etanol (60 %)-agua 338 6.6 493 0.56 

etanol (80 %)-agua 339 6.8 485 0.66 

Etanol 340 6.9 460 0.69 

ProDilene:licol 340 6.7 485 0.72 

Dimetilformamida 341 8.1 448 0.82 

Dioxano 339 7.4 452 
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Cabe señalar que la mayoría de la regiones que se seleccionaron para el marcaje 

se encuentran expuestas dentro de la estructura monomérica de la toxina Cry1 Aa (toxina 

con 95 % de identidad con respecto a la Cry1Ab, Fig. 1.3) por lo que dichas posiciones 

fueron susceptibles al marcaje con los fluoróforos (Fig. 8.1). 

6.5. Medición de la fluorescencia intrínseca de las mutantes de la 
toxina Cry1Ab marcadas con fluoróforos 

De experimentos previos realizados en nuestro laboratorio se ha obtenido que las 

muestras que contienen monómero puro en solución de la toxina Cry1Ab silvestre, 

presentan un pico máximo de emisión de la fluorescencia intrínseca con una Amax em= 336 

± 1.4 nm (dada por los triptófanos de la proteína) [71]. 

Partiendo de lo anterior, para comprobar que las toxinas mutantes marcadas 

presentaban propiedades estructurales similares a las de la toxina Cry1Ab silvestre, 

realizamos mediciones de los espectros de emisión de la fluorescencia intrínseca del 

monómero en solución de las mutantes, excitando a 295 nm y haciendo un barrido de la 

emisión de la fluorescencia de 300 a 400 nm para obtener las Amax em. de la fluorescencia 

intrínseca de las toxinas mutantes y compararlas con la de la toxina silvestre. 

6.6. Inserción del monómero de la toxina Cry1Ab en membranas 
lipídicas sintéticas de fosfatidilcolina 

Los liposomas (SUV's, small unilamellar vesicles, por sus siglas en inglés) de 

fosfatidilcolina juegan un papel parecido al de la membrana de las células epiteliales del 

intestino del insecto, proporcionando un ambiente hidrofóbico en el cual se pueda insertar 

la toxina Cry1 Ab. 

Para analizar los cambios conformacionales que sufre la toxina Cry1 Ab al 

insertarse en membranas sintéticas, se incubó a la toxina monomérica marcada en 

presencia de SUV de fosfatidilcolina. La toxina insertada en la membrana se obtuvo 

ultracentrifugando la mezcla anterior (ver protocolos) y separando el pellet del 

sobrenadante. En este caso, el pellet estaba compuesto de las membranas lipídicas de 

fosfatidilcolina con la toxina que se insertó o se asoció a ellas; por el contrario, en el 

sobrenadante permaneció la toxina que no se insertó en la membrana. 

Para obtener el porcentaje de inserción de la toxina en las membranas lipídicas 

sintéticas de fosfatidilcolina, se midieron las intensidades máximas de fluorescencia 

intrínseca de la toxina presente en el pellet y en el sobrenadante, y dichas medidas se 

utilizaron para estimar la relación de toxina Cry1 Ab insertada en las membranas lipídicas. 
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6.7. Inserción del monómero de la toxina Cry1Ab en BBMV's de 
M. sexta y formación del oligómero de la toxina 

Las vesículas elaboradas a partir de membranas aisladas del intestino medio de 

las larvas de M. sexta (BBMV's) presentan la composición lipídica y los receptores de la 

toxina Cry1 Ab necesarios para favorecer los cambios conformacionales requeridos para 

su oligomerización e inserción dentro de la membrana lipídica. Por esta razón, para la 

obtención del oligómero de las mutantes de la toxina Cry1 Ab insertado en la membrana 

lipídica, realizamos ensayos de inserción de las mutantes de la toxina Cry1Ab marcadas 

con fluoróforos, directamente sobre BBMV's elaboradas con membranas del intestino 

medio de larvas de M. sexta de 3er instar de desarrollo. 

Para la inserción, se incubaron por separado los monómeros de las mutantes de 

la toxina Cry1 Ab marcados con fluoróforos, en buffer de carbonatos 50 mM pH 9 Y en 

presencia de las BBMV's. La toxina insertada en la membrana, se obtuvo centrifugando 

la mezcla anterior (ver protocolos) y separando el pellet del sobrenadante. En este caso, 

el pellet estaba compuesto por las membranas lipídicas de M. sexta y el oligómero de la 

toxina que se insertó en ellas; por el contrario, en el sobrenadante permaneció la toxina 

que no se insertó en la membrana. 

Finalmente, la formación del oligómero insertado en las membranas lipídicas se 

verificó mediante western-blot del pellet membranal obtenido, usando un anticuerpo 

policlonal anti-Cry1 Ab. 

6.8. Ensayos de apagado dinámico de la fluorescencia 

Los ensayos de apagado dinámico de la fluorescencia se realizaron utilizando 

apagadores solubles en agua, para obtener los cambios en la exposición al solvente 

acuoso de los residuos marcados de la toxina Cry1Ab en solución, respecto a la toxina 

insertada en la membrana lipídica, o bien, apagadores anclados a los ácidos grasos de la 

membrana lipídica, para identificar a las regiones de la toxina insertada que se 

encuentran en contacto con la bicapa. 

6.8.1 . Apagado dinámico con apagadores solubles en ambientes polares 

Estos ensayos de apagado dinámico se hicieron utilizando a la toxina Cry1 Ab 

marcada con 1 ,5-IAEDANS o con Alexa Fluor-350, en forma de: monómero en solución y 

oligómero insertado en membranas aisladas del intestino medio de larvas de M. sexta 

(BBMV's). Adicionalmente, para algunas mutantes de la toxina Cry1Ab marcada con 

Alexa fluor-350 se realizaron ensayos de apagado dinámico de la fluorescencia 

extrínseca del monómero unido a los receptores fosfatasa alcalina o al repetido de 

caderina 7-12 (Fig. 6.8). 
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Los apagadores de la fluorescencia usados en los ensayos anteriores fueron 

ioduro (KI) para el Alexa Fluor-350 y acrilamida para el 1 ,5-IAEDANS, ambos solubles en 

agua (Fig. 6.8). 

loduro o 
Acrilamida 

+ • 

loduro o 

-+ 

loduro 
cad erina _ + .. 

Figura 6.8. Esquema general de los experimentos de apagado dinámico de la fluorescencia de la 

toxina Cry1Ab, usando apagadores solubles en agua. 

De los ensayos anteriores de apagado se obtuvo la constante de Stern-Volmer 

para el apagado dinámico de la fluorescencia (Ko), la cual resulta de la pendiente de la 

curva que se obtiene al graficar Fo/F contra la [Q] (ver sección 1.2.4.2), en donde: 

-Fo: intensidad de fluorescencia en ausencia del apagador 

-F: intensidad de fluorescencia en presencia del apagador 

-[Q]: concentración de apagador (ioduro o acrilamida) 

Ya que el apagado dinámico de la fluorescencia depende del contacto físico entre 

el apagador y el fluoróforo, en este caso, la Ko constituye un indicativo del nivel de 

accesibilidad del fluoróforo a los apagadores, o bien, de la exposición al solvente acuoso 

de los fluoróforos anclados en las diferentes regiones de la estructura de la toxina Cry1 Ab 

en solución, unida al receptor, o insertada en la membrana lipídica. 

6.8.2. Apagado dinámico con apagadores anclados a la membrana 
lipídica 

Para identificar a las regiones de la toxina Cry1 Ab insertada en la membrana que 

están en contacto con la bicapa lipídica, se incubaron algunas de las mutantes de la 

toxina Cry1Ab marcada con 1,5-IAEDANS, en presencia de BBMV's elaboradas con 

membranas del intestino medio de larvas de M. sexta del tercer instar de desarrollo, o 

bien, con BBMV's suplementadas con 16:0-5 Doxyl PC (1-palmitoil-2-estearoil-(5-doxil)

sn-glicero-3-fofatidilcolina, Avanti® polar lipids, Fig. 6.9). En este caso el grupo nitróxido, 

anclado a la cadena lateral del acido graso, funciona como apagador colisional de la 
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fluorescencia del 1 ,5-IAEDANS, de forma tal que solo los residuos que se insertan dentro 

de la bicapa lipídica y entran en contacto con dicho grupo muestran un apagado de la 

fluorescencia (Fig. 6.9.B) . 

A) 

o N- O' o 
Lf-CH, 

CH, 

Figura 6.9. A) Estructura del l-palmitoil-2-estearoil-(S-doxil)-sn-glicero-3-fofatidilcolina, o 16:0-5 

Doxyl pe. B) Esquema general de los experimentos de apagado dinámico de la fluorescencia de la 

toxina Cry1Ab, usando apagadores acoplados a los ácidos grasos de la membrana. 

La toxina insertada en la membrana lipídica se obtuvo centrifugando las mezclas 

anteriores y recuperando los pellets membrana les, para finalmente obtener el porcentaje 

de apagado de la fluorescencia mediante la siguiente relación: [1- (F/Fo)] *100, en donde 

F y Fo corresponden a la intensidad máxima de fluorescencia de la toxina insertada en las 

membranas (BBMV's), con o sin el apagador (16:0-5 Doxyl pe), respectivamente. 
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7. MATERIALES 

7.1. Cepas utilizadas 

*Bt407+ Cry1Ab: Cepa de B. thuringiensis que contiene el plásmido pHT315Ab 

que codifica para la protoxina Cry1 Ab. 

*Bt407--: Es una cepa de B. thuringiensis acristalífera, derivada de la línea 

silvestre de B. thuringiensis 407+, que no contiene plásmido que codifique para la 

protoxina Cry, por lo que no produce cristal proteico. 

*DH5a: Cepa competente de E. coN utilizada para sobre expresar los plásmidos 

pHT315Ab. 

Genotipo: F-<I>80IacZt.M15 t. (IacZYA-argF)U169 deoR recA1 endA1 hsdR17(rk-, 

mk+) phoAsupE44 thi-1 gyrA96 re/A111-(lnvitrogen). 

7.2. Medios de cultivo 

Medio LB (Luria Bertani) 

Baeto-peptona 10 9 
Baeto-extracto de levadura 5 9 
NaCI 10 9 
Baeto-agar 15 9 

Aforar a 1 litro con agua destilada y ajustar el pH a 7 con NaOH. Y en el caso del 

medio sólido, agregar el agar al final. 

Esterilizar durante 20 min a 15 Ib/sq y una vez frío el medio, agregar el antibiótico 

correspondiente: ampicilina a una concentración final de 200 !-Ig/ml (LBAmp200) ó bien, 

eritromicina a una concentración final de 15 !-Ig/ml (LBEri15). 

Medio mínimo de esporulación HCT (de hidrolizado de caseína triptona) 

Baeto-triptona 2.5 9 

Baeto-casaminoacidos 1 9 
Baeto-agar 7.5 9 

Aforar a 446 mi con agua destilada. Después, ajustar el pH a 7.25 con KOH 5 M. 

En el caso del medio solido agregar el agar al final. Esterilizar durante 20 min a 15 Ib/sq. 

Una vez frío el medio, agregar las siguientes soluciones previamente esterilizadas. 
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Solución I 

KH2P04 6.8 g 
Disolver en 100 mi de agua destilada 

-Agregar 25 mi 

Solución 111 

FeS04-7H20 
H2S04 1 N 

0.2 g 
10 mi 

Disolver en 100 mi de agua destilada 

-Agregar 5 mi 

Glucosa al10 % p/v 

-Agregar 15 mi 

Solución 11 

MgS04-7H20 
MnS04-H20 

ZnS04-7H20 

1.23 g 
0.0169 g 

0.14 g 
Disolver en 100 mi de agua destilada 

-Agregar 0.5 mi 

Solución IV 

CaCb2H20 1.47 g 
Disolver en 100 mi de agua destilada 

-Agregar 15 mi 

Por último agregar eritromicina a una concentración final de 15 ¡..ig/ml (HCTEri15) 

en el caso de ser necesario. 

Medio BHI (Brain Heart Infusion) 

Baeto-BH I dihidratado 37 g 

Aforar a 1 L con agua destilada. Esterilizar durante 20 min a 15 Ib/sq 
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8. RESULTADOS Y DISCUSiÓN 

8.1. Construcción de mutantes sitio dirigidas de la toxina 
Cry1Ab, expresión en B. thuringiensis y evaluación de la 
toxicidad sobre larvas de M. sexta 

Se construyeron 7 mutantes sitio dirigidas por cisteína de la toxina Cry1Ab. Se 

eligió la estrategia de inserción de cisteínas en la toxina debido a que el monómero de la 

toxina Cry1Ab carece de cisteínas dentro de su secuencia de aminoácidos, facilitando de 

esta manera la inserción específica de cisteínas en la zona que se desee dentro de la 

toxina Cry1 Ab. 

La Tabla 8.1 muestra la lista de las mutantes construidas y su toxicidad expresada 

como la dosis letal media sobre larvas de M. sexta del primer instar de desarrollo (LC5o, 

obtenida mediante bioensayos, como se menciona en la metodología). Como se observa 

en la Tabla, la mayoría de las toxinas mutantes muestran una LC50 dentro del mismo 

rango de toxicidad que el de la toxina Cry1Ab silvestre. Esto nos hace suponer que los 

diferentes cambios insertados no afectaron de manera significativa la estructura 

tridimensional de la toxina Cry1Ab, así como a los diferentes pasos de su mecanismo de 

acción y por lo tanto, los datos obtenidos a partir de los ensayos de marcaje sitio

específico, inserción en membranas lipídicas y apagado de la fluorescencia de dichas 

toxinas serán útiles para analizar los cambios conformacionales que sufre la toxina 

Cry1Ab silvestre durante su inserción en la membrana lipídica. 

Tabla 8.1. Lista de mutantes puntuales de la toxina Cry1Ab construidas y su 

efecto tóxico (dosis letal media, Leso) sobre larvas de M. sexta 

Dominio Toxina LCso ng/cm2 * 

Cry1Abwt 2.6 (1.8 - 3.7) 

T122C 2.9 (1.8 - 4.8) 

1 V171C 5.8 (3.7 - 8.6) 

G183C 2.9 (1.6 - 5.5) 

5324C 6.0 (3.0 -10.1) 
11 

5364C 3.6 (1.4 - 10.2) 

K490C 6.6 (1.6 - 18.2) 
111 

N547C 5.2 (1.5 - 16.2) 

*entre paréntesis los límites de confianza al95 % 
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Todas las mutantes de la toxina Cry1 Ab se expresaron en forma de cristales 

proteicos bipiramidales parasporales y presentan el tamaño esperado para la protoxina 

(-130 kDa). Lo anterior sugiere que las mutaciones puntuales insertadas no afectaron la 

expresión proteica ni la susceptibilidad de la toxina a ser degradada por proteasas 

propias de B. thuringiensis, como se ha reportado previamente para algunas otras 

mutantes de las toxinas Cry1Ab [110]. Del mismo modo, las mutantes no mostraron 

anomalías en el proceso de activación de la toxina, liberando el fragmento tóxico 

esperado de aproximadamente 60 kDa (mutantes T122C, V171 C, G183C, S324C, 

S364C, K490C y N547C), como se muestra mas adelante (Fig. 8.3 Y 8.4). 

8.2. Expresión y purificación de la toxina Cry1Ab 

Para el análisis de la inserción de la toxina Cry1Ab en la membrana, trabajamos 

con tres mutantes situadas dentro del dominio I de la toxina (T122C, V171 C y G183C), 

dos dentro del domino 11 (S324C y S364C) y dos dentro del dominio 111 (K490C y N547C, 

ver Tabla 6.1 y Fig. 6.1, 6.2 Y 8.1). 

Las marcas reactivas de los fluoróforos que utilizamos para el marcaje sitio 

específico en la cisteína insertada dentro del monómero de la toxina Cry1Ab fueron el 

1,5-IAEDANS y el Alexa Fluor-350 C5-maleimida (Fig. 6.6). Como control negativo de 

marcaje en cisteínas incluimos al monómero de la toxina Cry1Ab silvestre, ya que este no 

posee residuos de cisteína dentro de su secuencia de aminoácidos (Fig. 6.2). 

Para el marcaje sitio específico en cisteínas de las mutantes de la toxina Cry1Ab 

construidas, era necesario que el monómero de la toxina estuviera correctamente 

activado enzimáticamente (con tripsina) y purificado, ya que en los extremos N- y C

terminal de la protoxina se encuentran once residuos de cisteína (dos en el N-terminal y 

nueve en el C- terminal) que también podrían reaccionar con las marcas reactivas (Fig. 

6.2). 

De esta forma, como se menciona en la sección de protocolos, las protoxinas de 

las mutantes fueron expresadas en B. thuringiensis y los cristales proteicos parasporales 

correspondientes fueron purificados a partir de dicha cepa. Las protoxinas fueron 

solubilizadas en buffer carbonatos 100 mM, 0.2 % de [3-mercaptoetanol, pH 10.5. Para 

obtener el monómero de la toxina Cry1 Ab, las protoxinas solubles fueron activadas, 

mediante su procesamiento enzimático con tripsina (en una relación en masa de 1 :50 de 

tripsina-protoxina) . 
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Figura 8.1. Modelo de la estructura tridimensional del monómero de la toxina CrylAb que muestra la 
localización de los 7 residuos utilizados para el marcaje sitio específico con f1uoróforos. La Figura se 
realizó utilizando las coordenadas de la estructura cristalográfica reportada para el monómero de la 
toxina Cry1Aa (con la cual la toxina Cry1Ab comparte mas de un 95 % de identidad). Los paneles A, By 
C muestran la exposición al solvente de los residuos marcados; en D, E Y F se muestra su localización 
dentro la representación en cintas de la estructura tridimensional de la toxina Cry1Ab. A, By C poseen 
la misma orientación que D, E Y F, respectivamente. Los residuos representados son: T122C (naranja). 
V171C (verde). G183C (raja), S324C (cían). S364C (rosa). K490C (amarillo) y N547C (morado) . 

Posteriormente, aprovechando que hay una gran diferencia en los puntos 

isoeléctricos (pi) del monómero de la toxina Cry1Ab (pi = 7.61) Y de la tripsina (pi = 10.5), 

los monómeros se purificaron mediante cromatografía de intercambio aniónico, utilizando 

la columna Mono Q y el equipo de PFLC, AKTA (Amersham Biosciences). Esto se hizo 

con la finalidad de eliminar la tripsina y los restos peptídicos resultantes del 

procesamiento enzimático de los extremos N- y C-terminal. 

La Figura 8.2 muestra algunos ejemplos de los cromatogramas obtenidos durante 

la purificación del monómero de la toxina Cry1Ab silvestre y de las mutantes. Las 

fracciones colectadas en la elusión del monómero durante la cromatografía de 

intercambio aniónico (de 1.5 mi cada una, marcadas en los cromatogramas con un 

circulo, Fig. 8.2) se corrieron en un gel de SDS-PAGE al 12 % (Fig. 8.3), con el fin de 

verificar el grado de pureza del monómero en cada una de ellas y decidir que fracciones 

se utilizarían para el marcaje posterior de la toxina . 
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Figura 8.2. Cromatogramas obtenidos durante la purificación de los monómeros de las toxinas 
CrylAb silvestre y de las mutantes, mediante cromatografía de intercambio aniónico, utilizando el 
equipo de FPLC AKTA y la columna Mono Q (GE, Healthcare). Se graficaron las unidades arbitrarias de 
absorbacia a 280 nm (mAU, en azul), contra el volumen de los buffers de unión y elusión utilizados 
durante la cromatografía (mi). En verde claro se muestra el porcentaje del gradiente lineal de buffer de 
elusión usado durante la cromatografía. Las fracciones recolectadas se indican con lineas verticales. En 
general todos los cromatogramas mostraron el mismo comportamiento por lo que se muestra el 
cromatograma completo de la toxina CrylAb silvestre y en el caso de las mutantes solo se muestra el 
pico de elusión correspondiente a la toxina monomérica. 
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Fracción CrylAb wt Fracción Tl22C 

kDa 1 2 13 4 5 6 7 8 9 1 1 12 3 4 5 6 7 8 9 1 
250 
150 
100 -- - - -

Fracción Vl7lC Fracción GlS3C 

1 2 3 4 15 6 7 8 9 10 11 12 113 2 3 14 5 6 7 8 9 

- -- .. --- . ..- ..,. -

Fracción 5324C Fracción 5364C 
2 3 4 567 8 9 10 2 3 14 5 6 7 8 9 10 

- - ... ~ -

Fracción K490C Fracción N547C 
1 2 3 4 '15- 6--7- 8- 9- 1- 0- 1-1-1---'2 1 1 12 3 4 5 6 7 8 91 

-- ..... --- --
Figura 8.3. SDS-PAGE de las fracciones obtenidas durante la purificación del monómero de la toxina 
CrylAb silvestre y de las mutantes, mediante cromatografía de intercambio aniónico. Se cargaron de 
10 a 25 ~I de cada fracción (el mismo volumen para cada toxina) en geles de SDS-PAGE al 12 %, los 
cuales se tiñeron con azul de coomasie. El recuadro en la parte superior de cada gel indica a aquellas 
fracciones que se juntaron, concentraron y dializaron contra buffer PBS para su uso posterior en el 
marcaje específico en cisteínas de la toxina. 
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Finalmente, las fracciones seleccionadas (marcadas con un recuadro en la parte 

superior de los geles de SDS-PAGE, Fig. 8.3), se juntaron, concentraron y dializaron 

contra buffer PBS para su uso posterior en la reacción de marcaje . En la Figura 8.4 se 

muestran geles de SDS-PAGE al 12 % con los monómeros purificados de las mutantes 

de la toxina Cry1Ab que fueron utilizados para el marcaje en cisteínas. 

Dominio I 

~~~ 
IV " lb .t ~ ~.., ~ kDa kDa 

250 ---,-----------, 

150 
100 

75 

50 

37 

25 .. L-__ ~ ________ ~ 

Figura 8.4. SDS-PAGE de los monómeros de la toxina CrylAb silvestre y de las mutantes utilizadas 

para el marcaje en cisteínas con los f1uoróforos l,5-IAEDANS y Alexa Fluor-350. Se cargaron 5 ~g de 

los monómeros purificados por cromatografía de intercambio aniónico, en geles de SDS-PAGE al 12 % 

que se tiñeron con azul de coomasie. 

8.3. Marcaje en cisteínas del monómero de la toxina Cry1Ab 

La reacción de marcaje sitio específico con fluoróforos en cisteínas del monómero 

de las toxinas mutantes se realizó como se describe en la sección de protocolos. Para tal 

fin utilizamos dos fluoróforos diferentes (marcas reactivas): 

1) 1,5-IAEDANS, cuyo rendimiento cuántico y espectro de emisión de la 

fluorescencia muestra una gran sensibilidad a la polaridad del ambiente en el que se 

encuentra el fluoróforo, modificando su Amax em e Imax em (Tabla 6.2 y Fig. 8.8). 

2) Alexa Fluor-350 Cs-maleimida, que tiene un gran rendimiento cuántico y cuyo 

espectro de emisión de la fluorescencia es relativamente poco sensible a la polaridad del 

ambiente en el que se encuentra el fluoróforo (Fig. 8.8). 

Cabe destacar que ambos fluoróforos muestran una sensibilidad diferencial hacia 

el apagado colisional con KI o acrilamida (Fig. 8.9). 

Como se mencionó anteriormente, en la reacción de marcaje se incluyó también al 

monómero de la toxina Cry1Ab silvestre, como control negativo de marcaje. Las 

estequiometrías de marcaje obtenidas para cada una de las mutantes se muestran en la 

Tabla 8.2. 
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Tabla 8.2. Estequiometría de marcaje de los monómeros de las mutantes de 

la toxina Cry1Ab marcados con Alexa Fluor-350 o l,5-IAEDANS 

Dominio. I Estequiometría de marcaje * 
Toxina 

¡- -
1,5-IAEDANS Alexa Fluor-350 

I Cry1Abwt 0.16 0.11 
T122C 0.84 ± 0.05 0.94 ± 0.02 

I V171C 0.24 ± 0.09 1.00 ± 0.03 

G183C ND 0.87 

S324C 0.72±0.1 0.84 ± 0.04 
11 

S364C 0.72 ± 0.09 0.37 ± 0.08 

K490C 0.75 ± 0.08 1.02 ± 0.02 
111 

N547C 0.61 ± 0.06 1.06 ± 0.01 
* media + SEM , n= 3 

En las diferentes ocasiones en las que marcamos los monómeros de la toxina 

Cry1Ab con 1.5-IAEDANS o con Alexa Fluor-350. se observaron estequiometrías de 

marcaje similares. Pensamos que la marca que se observa en el monómero de la toxina 

Cry1Ab silvestre es fluoróforo unido de forma inespecifica a la proteína (uniones no 

covalentes. como por ejemplo mediante atracciones electrostáticas). Otra posibilidad es 

que podría haber una pequeña fracción de fragmentos peptídicos provenientes del 

procesamiento enzimático del extremo N- o C- terminal de la protoxina que no fueron 

eliminados por completo durante la cromatografía de intercambio aniónico. o bien. que 

una pequeña población de monómeros de la toxina no se hayan procesado 

enzimáticamente por completo. 

Cabe señalar que al marcar a la mutante V171 C con 1.5-IAEDANS obtuvimos una 

estequiometría de marcaje muy baja. Existen reportes previos en los que esta mutante ha 

sido marcada de manera eficiente con 1.5-IAEDANS y Acrilodan [109]. pero en nuestras 

manos no fue factible obtener un buen marcaje para dicha posición. Pensamos que esto 

se debe a que el residuo se encuentra en un núcleo hidrofóbico dentro del dominio I de la 

toxina Cry1Ab. de forma que está poco accesible a la marca. como se puede observar en 

la estructura tridimensional del monómero de la toxina Cry1A (Figura 8.1). Por tal motivo. 

para realizar el marcaje de esta mutante y de la S364C con Alexa Fluor-350 C5-

maleimida. previo al marcaje. desnaturalizamos parcialmente el monómero de la toxina 

mediante la adición de 6M de urea (de manera similar a como se ha reportado 

anteriormente [80]). para facilitar con ello la accesibilidad de la marca reactiva a la 

cisteína de estas mutantes. 

Con el fin de corroborar que los monómeros de la toxina estaban marcados. 

hicimos migrar a las proteínas marcadas con 1.5-IAEDANS o con Alexa Fluor-350 en un 

gel de SDS-PAGE al 12 % Y excitamos a las proteínas dentro del gel con luz UV. 
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utilizando un transiluminador (Gel Doc XR System, Bio-Rad), de manera similar a 

como se ha reportado previamente para otras proteínas marcadas con fluoróforos [114, 

115]. 

Como se observa en la Figura 8.5.A, en el marcaje con 1,5-IAEDANS, los 

monómeros de la toxinas T122C, S324C, K490C y N547C, muestran una emisión 

significativa de la fluorescencia (en color verde, ya que su Amax em= -490 nm en ambientes 

polares), aún en las condiciones desnaturalizantes del gel. 

A 

75 

50 

B 

IAEDANS 

Alexa fluor-350 

Para el caso de la mutante 

S364C marcada con 1,5-IAEDANS 

se observa una reducida emisión de 

la fluorescencia (Fig. 8.5.A), lo cual 

pudiera deberse a que en las 

condiciones desnaturalizantes del 

SDS-PAGE este residuo se localiza 

en un ambiente local muy polar (ya 

sea que se expone demasiado al 

solvente, o bien que se encuentra 

rodeado por residuos de 

aminoácidos altamente polares), 

disminuyendo considerablemente el 

rendimiento cuántico y la 

fluorescencia del 1,5-IAEDANS, ya 

que el espectro de emisión de este 

fluoróforo es muy sensible a cambios 

en la polaridad del ambiente en el 

que se encuentra (Fig. 8.8.A). 

Figura 8.5. SDS-PAGE de los 

monómeros de las mutantes de la 

toxina CrylAb marcados con l,S
IAEDANS o Alexa Fluor-350. Se 

cargaron 3 ug de los monómeros 

marcados contenidos en buffer 

carbonatos 50 mM, pH 9, en geles de 
SDS-PAGE al 12 %, posteriormente se 

observaron en el transiluminador (Gel 

Doc XR System, Bio-Rad) excitando 

con luz UV (parte inferior) y 
finalmente se tiñeron con azul de 

coomasie (parte superior). 
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Finalmente, en el caso del monómero de la toxina V171 C marcada con 1,5-

IAEDANS, la baja señal de fluorescencia observada en el gel de SDS-PAGE (Fig. 8.5.A) 

podría deberse al bajo grado de marcaje obtenido para dicho residuo (Tabla 8.2). 

Por otra parte, para el caso de los monómeros de la toxina Cry1Ab marcados con 

Alexa Fluor-350, las 7 mutantes marcadas mostraron una emisión significativa de la 

fluorescencia (en color azul ya que su Amax em= -442 nm) (Fig. 8.5.8). 

8.4. Análisis de la fluorescencia intrinseca del monómero la 
toxina Cry1Ab 

Con el fin de evaluar si los fluoróforos unidos a la toxina Cry1 Ab podrían afectar 

su estructura tridimensional, realizamos un análisis de la fluorescencia intrínseca de las 

mutantes marcadas y de la toxina Cry1Ab silvestre. Para esto, obtuvimos los espectros 

de emisión de la fluorescencia intrínseca del monómero en solución de las mutantes 

marcadas, y los comparamos con el espectro de emisión del monómero de la toxina 

Cry1Ab silvestre. 

Como se observa en la Tabla 8.3, las toxinas marcadas mostraron longitudes 

máximas de emisión (Amax em) de la fluorescencia intrínseca similares a la reportadas 

previamente para el monómero de la toxina Cry1 Ab silvestre (336 ± 1.4) [71], por lo que 

pensamos que, en general, la unión covalente del Alexa Fluor-350 o del 1 ,5-IAEDANS a 

las diferentes toxinas mutantes no afectó de manera significativa la estructura 

tridimensional del monómero en solución. Un caso a destacar es el de la mutante K490C 

marcada con Alexa Fluor-350, la cual mostró una Amax em = 331 ± 1. 

Tabla 8.3. hmilxem de la fluorescencia intrínseca de los monómeros de la 
toxina CrylAb marcados con l,5-IAEDANS o Alexa Fluor-350 

Amax em (nm) de las toxinas marcadas * 
Toxina 1,5-IAEDANS Alexa Fluor-350 

-
Cry1Ab wt I 337 ± 1 

T122C 338 ± 1 337 ± 1 

V171C I 337 ± 1 337 ± 2 

G183C N.o. 337 ± 1 

5324C I 337 ± 1 336 ±O 

5364C 337 ± 1 337 ± 2 

K490C I 335 ± 2 331 ± 1 

N547C 336 ± 1 335 ± 1 

* media + SEM, n- 3 
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Pensamos que las diferencias observadas en la Amax em de la fluorescencia 

intrínseca se deben a que podría estar sucediendo FRET (transferencia de energía) a 

diferentes grados, entre alguno(s) de los 9 triptófanos que posee la toxina Cry1Ab y los 

fluoróforos unidos a ella en las diferentes regiones, afectando de esta manera el espectro 

de emisión de la fluorescencia intrínseca del monómero de la toxina. 

8.5. Análisis de la inserción de la toxina Cry1Ab en membranas 
lipidicas sintéticas de fosfatidilcolina 

8.5.1 . Inserción del monómero de la toxina Cry1Ab marcada con Alexa 
Fluor-350, en SUV de PC 

En un reporte previo se analizaron los cambios conformacionales que sufren las 

toxinas Cry1 Ab y Cry1 Aa al insertarse en membranas lipídicas, mediante el uso de 

técnicas fluorométricas [109]. Para ello, se construyeron distintas mutantes sitio dirigidas, 

insertando cisteínas dentro de los tres dominios estructurales de las toxinas Cry1Ab y 

Cry1Aa (cuya secuencia de aminoácidos presenta mas del 95 % de identidad con la de la 

toxina Cry1Ab [8], Fig. 1.3), Y posteriormente se marcó en cisteínas a las mutantes con 

fluoróforos sensibles a la polaridad del ambiente (1,5-IAEDANS o Acrilodan). 

Posteriormente, se analizaron los cambios en la fluorescencia extrínseca del monómero 

de las toxinas marcadas, durante su inserción en la membrana lipídica, y con base a 

dichos cambios propusieron un modelo de inserción para las toxinas Cry1 A, según el cual 

los tres dominios del monómero de la toxina se insertan dentro de la bicapa lipídica [109]. 

Cabe destacar que para el análisis anterior se utilizó una gran cantidad de lípidos 

durante los ensayos de inserción de la toxina en membranas lipídicas sintéticas (relación 

1:100 en masa de proteína-lípidos) y los experimentos se realizaron a pH 7.5. Estas 

condiciones son diferentes a las usadas en nuestro laboratorio, que generalmente son: 

relación 1 :15 en masa, de proteína-lípidos, y pH 10.5, que es el pH presente dentro del 

intestino de los insectos susceptibles a estas toxinas y con el cual se favorece un 

aumento en la flexibilidad y cambios conformacionales de la estructura de la toxina 

Cry1 Ab, y se observa una mayor actividad de formación de poro del oligómero cuando se 

analiza por ensayos de flujo de corriente en bicapas lipídicas sintéticas planas. Es 

importante mencionar que aunque estas condiciones corresponden a la inserción del 

oligómero en membranas lipídicas sintéticas, decidimos utilizar las mismas condiciones 

para la inserción del monómero, aunque previamente se ha observado que la inserción y 

conductancia del monómero en estas membranas es menor (Fig. 2.2), respecto a la 

observada con la estructura oligomérica [71]. 

Tomando en cuenta lo mencionado, y con el fin de analizar si la relación proteína

lípido y los cambios en el pH podrían influir en la tasa de inserción del monómero de la 
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toxina Cry1 Ab en membranas lipídicas sintéticas, o en la estructuración de la toxina 

dentro de la bicapa lipídica, como un primer acercamiento realizamos ensayos de 

inserción del monómero de la toxina Cry1 Ab en membranas lipídicas sintéticas de 

fosfatidilcolina (SUV's PC) bajo 4 condiciones experimentales, variando la cantidad de 

lípidos (relación 1 :15 o 1 :100) y el pH (7.5 o 10.5) en los cuales se incubaba la toxina 

durante los ensayos de inserción en la membrana (Tabla 8.4). Estos análisis de inserción 

se realizaron solamente con el monómero de la toxina Cry1 Ab silvestre y el de la mutante 

S364C marcada con Alexa Fluor-350. Los ensayos se describen con mayor detalle en la 

parte de protocolos. 

Tabla 8.4. Condiciones experimentales para la inserción del monómero de la 
toxina CrylAb en bicapas lipídicas sintéticas (SUV's de Pe) 

I I Relación 

Toxina pH 
proteína-Iípidos 

Condición (masa:masa) 

7.5 
1: 15 1 

1 :100 2 

2 ¡..¡g 1: 15 3 
10.5 

1 :100 4 

En la Figura 8.6 se muestra el porcentaje de inserción de la toxina Cry1 Ab wt Y de 

la mutante S364C marcada con Alexa Fluor-350 en las membranas lipídicas sintéticas de 

fosfatidilcolina. Este resultado concuerda con reportes previos que señalan que su 

inserción en dichas membranas es poco eficiente [71]. 

Aun con la baja eficiencia de inserción del monómero en la membrana, fue factible 

realizar los ensayos posteriores de apagado de la fluorescencia extrínseca. 
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Inserción del monómero de la toxina CrylAb 
en liposomas de PC 
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Figura 8.6. Análisis de la inserción en membranas lipídicas sintéticas de fosfatidilcolina (Pe) del 
monómero de la toxina CrylAb silvestre y de la mutante S364C marcada con Alexa Fluor-350. 

8.5.2. Apagado de la fluorescencia extrínseca del monómero de la toxina 
Cry1Ab marcado con Alexa Fluor-350 e insertado en membranas lipídicas 
sintéticas de fosfatidilcolina 

Una vez que obtuvimos al monómero de la toxina S364C marcado con Alexa 

Fluor-350 e insertado en las membranas lipídicas sintéticas de fosfatidilcolina (SUV's de 

PC), realizamos los experimentos de apagado de la fluorescencia utilizando 500 mM de 

ioduro de potasio (apagador soluble en ambientes polares). Esta cantidad de ioduro es 

suficiente para apagar la mayor parte de la fluorescencia extrínseca de la toxina marcada 

(en caso de que el residuo marcado esté accesible al solvente acuoso). 

Como se observa en la Figura 8.7, en las 4 condiciones experimentales de 

inserción de la toxina en la membrana lipídica que se probaron, al agregar 500 mM de KI 

hubo un gran porcentaje de apagado de la fluorescencia extrínseca de la mutante S364C. 
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Apagado de la fluorescencia extrínseca del monómero 
insertado en membrana de la mutante S364C 
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Figura 8.7. An~W,i, del apagado de la fluore,cencia extrin,eca del monómero de la mutante S364C 
marcada con Alexa Fluor-350 e insertado en membrana. ~pidica, ,intética, de fO§fatidikolina. Se 
inc lÍló. l. toxi"" en pre,erd . de SUY", defo,fatidilcolin., dur.nte 1 h. 370C. P.r. obtener l. toxina 
insertada en membrana, l. mezda anterior", centrifl{!ó a 90,000 rpm 1312,530 g) dJ r.nte 1 h Y ,e 
recuperó -" pellet lipidico. Par. -" análi,i, de apagado de la fluore,cerd. ,e agregaron [mM y 500niVI 
de ioduro de pot3~o • la toxina insertada en membrana y ,e obtuvo el porcentaje de . pagado de l. 
fluore,cerd . d-" Alexa Fluor-350 unido. l. toxina S364C. 

De esta forma. los datos de la inserción de la toxina Cry1Ab en SUV"de PC y del 

apagado de la ftuorescencia extrínseca del monómero de la mutante S364C marcada con 

AJexa Fluor-350. nos permi tieron conclui r principalmente dos cosas 

El monómero de la toxina Cry1Ab se inserta con poca eficiencia en las 

membranas lipídicas sintéticas de fosfatidilcolina (concordando con reportes previos de 

nuestro laboratorio [71]) Pensamos que esto se debe a que en este si stema in vifro no se 

encuentran presentes los receptores membranales. proteasas intestinales y los lípidos 

idóneos. que favorezcan la unión e inducción de los cambios conformacional es en la 

estructura de la toxina Cry1Ab necesarios para su oligomerización e inserción eficiente en 

la membrana lipídica (ver sección 15) Con base estos resul tado s. fu e que decidimos 

realizar los ensayos posteriores de inserción y apagado de la fluorescencia extrínseca de 

las demás mutantes marcadas. directamente sobre membran as ai sladas del intesbno 

medio de las larvas del insecto M sexfa (BBMV" s ), ya que es en estas membranas sobre 

las cu ales la toxina ll eva a cabo su mecanismo de acción in vivo (ver sección 15) 
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2. Para el caso de la toxina monomérica insertada (o "asociada") en las 

membranas sintéticas de fosfatidilcolina, el residuo en la posición 364 (ubicado en el 

dominio 11 de la toxina) permanece accesible al solvente. Ya que en este sistema no están 

presentes los receptores para la toxina, ni las proteasas necesarias para el corte de la 

hélice a-1 de la toxina y su oligomerización e inserción en la membrana lipídica, 

pensamos que la toxina Cry1 Ab solo se asoció de forma superficial a la membrana (ya 

que no sufrió los cambios conformacionales ocasionados por su unión al receptor y 

necesarios para su inserción correcta en la membrana lipídica), y fue por ello que 

observamos un porcentaje elevado de apagado de la fluorescencia de la mutante S364C 

asociada a las membranas lipídicas (Figura 8.7). 

Tomando en cuenta lo mencionado, este resultado contradice al modelo de 

inserción de la toxina en la membrana lipídica que propone que toda la toxina se inserta 

dentro de la bicapa para formar los poros líticos [109]. Es importante mencionar que los 

autores que propusieron dicho modelo, analizaron también la inserción en membranas 

lipídicas sintéticas de la mutante S364C marcada con 1,5-IAEDANS, pero basaron sus 

conclusiones en una interpretación errónea de los cambios en la intensidad y longitud de 

onda de máxima emisión de la fluorescencia del 1 ,5-IAEDANS, durante la inserción de la 

toxina monomérica en la membrana lipídica, ya que la intensidad de la fluorescencia del 

1,5-IAEDANS disminuye en ambientes polares y aumenta en no polares (Fig. 8.8.A), Y 

ellos afirman lo contrario en su publicación. 

Además, en dicho estudio se realizaron experimentos de apagado de la 

fluorescencia extrínseca de la toxina Cry1A marcada con 1,5-IAEDANS en diferentes 

residuos ubicados dentro de sus tres dominios estructurales, e insertada en membranas 

lipídicas sintéticas, utilizando ioduro como apagador colisional, y debido a que no 

observaron apagado de la fluorescencia extrínseca para ninguno de los residuos 

marcados en la toxina insertada en la membrana lipídica, concluyeron que todas las 

regiones analizadas se insertaron dentro de la bicapa lipídica [109], pero en realidad el 

ioduro no es un buen apagador colisional de la fluorescencia del 1,5-IAEDANS, siendo 

por esta razón que no observaron apagado alguno y por lo cual concluyeron de forma 

errónea respecto a las regiones de la toxina que se insertan en la bicapa (Fig. 8.9.A). Por 

otra parte, en dicho reporte no se usaron apagadores de la fluorescencia anclados a la 

membrana lipídica, mediante los cuales se hubiera podido asegurar que ciertos residuos 

de la toxina Cry1 Ab insertada en membrana estaban efectivamente situados dentro y en 

contacto con la bicapa lipídica. En la Figura 6.9.A se muestra un ejemplo de este tipo de 

apagador. 
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Figura 8.8. Efecto de la polaridad del solvente sobre el espectro de emisión de la fluorescencia del 

l,5-IAEDANS y del Alexa Fluor-350. Cada uno de los fluoróforos se diluyó por separado en PBS a una 

concentración final de 1 ~g/~I y se incubó con 10 excesos molares de ~-mercaptoetanol, durante 1 ha 
temperatura ambiente. Posteriormente, se tomaron 10 ~g de cada fluoróforo disuelto en PBS y se 

diluyeron en 3 solventes con constantes dieléctricas diferentes (etanol= 24, metanol= 32.6 y PBS= 78.5, 

a 25 oC), hasta una concentración final de 10 ~g/ml. (A) Los espectros de emisión de la fluorescencia del 
1,S-IAEDANS se obtuvieron excitando las muestras con luz de A=336 nm (PBS, linea gris), A=338 nm 

(metanol, linea punteada) o A=340 nm (etanol, linea negra) y haciendo un escan de emisión de la 

fluorescencia de 400 nm a 550 nm, de forma similar a como se ha reportado previamente [113]. (B) Los 

espectros de emisión de la fluorescencia del Alexa Fluor-350 se obtuvieron excitando las muestras con 

luz de A=346 nm y haciendo un escan de emisión de la fluorescencia de 400 nm a 500 nm. 
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Figura 8.9. Apagado de la fluorescencia deI1,5-IAEDANS y del Alexa Fluor-350 en solución, utilizando 

KI o acrilamida. Cada uno de los fluoróforos se resuspendió en PBS a una concentración final de 1 ~g/~I 

y se incubó con 10 excesos molares de ~-mercaptoetanol, durante 1 h a temperatura ambiente. 

Posteriormente se tomaron 10 ~g del 1,5-IAEDANS, se diluyeron en PBS hasta una concentración final 

de 10 ~g/ml y se le agregaron, 0.05 M, 0.1 M, 0.25 M Y 0.5 M de KI (O) o acrilamida (.). (A) Los 

espectros de emisión de la fluorescencia dell,5-IAEDANS se obtuvieron excitando las muestras con luz 

de A=336 nm y haciendo un escan de emisión de la fluorescencia de 450 nm a 520 nm. (B) Los 

espectros de emisión de la fluorescencia del Alexa Fluor-350 se obtuvieron excitando las muestras con 

A=346 nm y haciendo un escan de emisión de la fluorescencia de 410 nm a 470 nm. Finalmente, se 

graficó Fo/F (intensidad máxima de fluorescencia en ausencia del apagador, sobre la intensidad máxima 

de fluorescencia en presencia del apagador) contra la concentración de apagador correspondiente. 
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8.6. Análisis de la inserción de la toxina Cry1Ab en membranas 
lipídicas aisladas del intestino medio de larvas de M. sexta 

8.6.1. Inserción de la toxina Cry1Ab marcada con 1,5-IAEDANS o Alexa 
Fluor-350, en BBMV' s de M. sexta 

Como se mencionó anteriormente, para analizar la inserción en membrana de la 

toxina Cry1 Ab decidimos utilizar membranas aisladas del intestino de larvas de M. sexta 

(usando BBMV' s del intestino medio de larvas de este insecto del tercer instar de 

desarrollo), debido a que en ellas se encuentran presentes los receptores, proteasas y 

lípidos idóneos para favorecer la eliminación de la hélice a1 y los cambios 

conformacionales en la estructura de la toxina Cry1 Ab necesarios para su interacción 

eficiente, oligomerización e inserción correcta en la membrana lipídica. 

Para el análisis de inserción, utilizamos 4 de las 7 mutantes marcadas con 1,5-

IAEDANS: T122C, S324C, K490C y N547C, debido a que fueron aquellas con las que se 

obtuvo el mejor marcaje (Fig. 8.5.A Y Tabla 8.2), y las 7 mutantes marcadas con Alexa 

Fluor-350: T122C, V171C, G183C, S324C, S364C, K490C y N547C (Fig. 8.5.B). 

La inserción de los monómeros de las mutantes de la toxina Cry1 Ab marcados 

con fluoróforos se realizó incubando a la toxina en presencia de las BBMV's de M. sexta, 

en una relación en masa proteica de 1:5 (toxina-BBMV·s). Estos ensayos se realizaron a 

pH 9, con el fin de simular al máximo las condiciones alcalinas presentes en el intestino 

medio de los insectos blanco de esta toxina. Se eligió trabajar a pH 9 Y no a pH 10.5 (el 

cual se ha reportado que es el presente en el intestino medio de las larvas de M. sexta), 

ya que tanto el rendimiento cuántico como el tiempo de vida media del 1,5-IAEDANS 

comienzan a decaer de forma significativa a pH ~ 10 [113]. Los ensayos de inserción en 

BBMV' s se describen con mayor detalle en la sección de protocolos. 

La inserción del monómero de las mutantes marcadas, en las membranas del 

intestino medio de las larvas de M. sexta (BBMV's) favoreció la formación de la estructura 

oligomérica de aproximadamente 250 kDa de la toxina Cry1Ab (Fig. 8.10). 

8.6.2. Apagado dinámico de la fluorescencia extrínseca de la toxina 
Cry1Ab, en solución e insertada en BBMV's de M. sexta 

Con el fin de identificar a las regiones dentro de la estructura de la toxina Cry1 Ab 

insertada en la membrana lipídica que permanecen expuestas al solvente, o bien, a 

aquellas que se insertan dentro de la bicapa lipídica, realizamos ensayos de apagado 

dinámico de la fluorescencia extrínseca de las mutantes marcadas en solución (disueltas 

en buffer carbonatos 50 mM, pH 9), Y comparamos estos datos con el apagado dinámico 

de las mutantes insertadas en la membrana lipídica (en BBMVs de M. sexta del 3er instar 

de desarrollo). 
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Figura 8.10. Análisis de la inserción de la toxina Cry1Ab en BBMV's de M. sexta. Los monómeros de 

las mutantes de la toxina CrylAb marcados con Alexa Fluor-350 se incubaron junto con las BBMV's de 

M. sexta, en una relación en masa proteica de 1:5 (30-50 ~g de toxina con 150-250 ~g de BBMV's), 

durante 1 h a temperatura ambiente y agitación suave, en un volumen final de 500 ~I. Para obtener a la 

toxina CrylAb insertada en membrana, la mezcla anterior se centrifugó durante 30 minutos a 

50,000 rpm (96,460 g) Y 4 oC, después de lo cual se eliminó el sobrenadante y el pellet membranal con 

la toxina insertada se resuspendió en 1.1 mi de buffer carbonatos 50 mM, pH 9. Posteriormente, una 

fracción de las mezclas con las toxinas insertadas en la membrana lipídica (15-30 ~I) se cargó y separó 

en geles de SDS-PAGE al 8 %, se electrotransfirieron a una membrana de polivinilidenofluoruro y 
finalmente la toxina fue detectada mediante mediante Western blot, utilizando un anticuerpo 

policlonal Anti-Cry1Ab. La incubación del monómero de la toxina de aproximadamente 65 kDa en 
presencia de las BBMV's elaboradas con membranas del intestino medio de larvas de M. sexta 
favoreció la formación de la estructura oligomérica de la toxina de aproximadamente 250 kDa. 

Los apagadores colisionales de la fluorescencia que utilizamos fueron acrilamida, 

para el 1,5-IAEDANS y ioduro de potasio, para el Alexa Fluor-350. Ambos apagadores 

son solubles en agua, por lo que son de gran utilidad para detectar aquellos residuos que 

se encuentran accesibles al solvente en la toxina en solución o insertada en la membrana 

lipídica. 

Se utilizaron diferentes concentraciones de acrilamida (O mM, 10 mM, 100 mM, 

200 mM), o ioduro (O mM, 50 mM, 100 mM, 250 mM y 500 mM) para obtener las curvas y 

constantes de Stern-Volmer de apagado dinámico de la fluorescencia (Ko), 

correspondientes a cada una de las mutantes en solución e insertadas en la membrana. 

En la Figura 8.11 se muestran las curvas de Stern-Volmer obtenidas para apagado de la 

fluorescencia. 

La Ko, que en este caso constituye un indicativo de la exposición al solvente de 

los fluoróforos anclados en las diferentes regiones de la estructura de la toxina en 

solución o insertada en membrana, se obtuvo de la pendiente de la recta que resulta de 

graficar Fo/F (intensidad máxima de la fluorescencia en ausencia de apagador sobre la 

intensidad máxima de la fluorescencia en presencia del apagador) contra la 

concentración de apagador correspondiente. A mayor exposición de un residuo al 
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solvente, mayor es la Ko. Los ensayos de apagado se describen con mayor detalle en la 

sección de protocolos. 
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Figura 8.11. Curvas de Stern-Volmer para el apagado de la fluorescencia extrínseca de las mutantes 

de la toxina CrylAb en solución e insertada en membranas lipídicas aisladas del intestino medio de 
larvas de M. sexta (BBMV's). A) Apagado con ioduro de la fluorescencia de las mutantes marcadas con 

Alexa Fluor-350. B) Apagado con acrilamida de la fluorescencia de las mutantes marcadas con 1,5-

IAEDANS. Lineas continuas: toxina en solución. Lineas punteadas: toxina insertada en BBMV's de 

M. sexta. 
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En las Tablas 8.5 y 8.6 se muestran la longitud máxima de emisión de la 

fluorescencia extrínseca (Amax em) y la Ko correspondiente a cada una de las toxinas 

marcadas, tanto en solución, como insertadas en BBMV's de M. sexta. 

Dom. 

I 

11 

111 

Tabla 8.5. hmilxem y Kode la fluorescencia extrínseca de los monómeros de la toxina Cry1Ab 
marcados con Alexa Fluor-350 

Amax em (nm) * Ko* Cambio en la 
Mutante solución BBMV's solución BBMi7'S exposición al solvente al 

insertar en BBMV's 
T122C I 439 ± 1 I 437 ± 2 11.2 ± 0.3 6.0 ± 0.6 Se oculta 
V171C 433 + 2 T 430 + 2 3.5 + 0.3 2.0 + 0.1 Se oculta 
G183C 438 ± 1 I 437 ± 2 10.0 ± 0.3 9.8 ± 0.3 No hay cambio 
S324C 438 ± 1 437 ± 2 9.1 ± 0.2 9.7 ± 0.3 No hay cambio 
S364C 433 ± 2 I 433 ± 2 4.8 ± 0.6 2.0 ± 0.1 Se oculta 
K490C 438 ± 1 439 ± 2 5.0 ± 0.5 5.3 ± 0.4 No hay cambio 
N547C 438 ± 1 I 441 ± 2 7.0 ± 0.6 8.1 ± 0.7 No hay cambio 

* media + SEM, n- 3 

8.6.2.1. Apagado con ioduro de la fluorescencia extrínseca de la toxina 
Cry1Ab marcada con Alexa Fluor-350 , en solución o insertada en 
BBMV's de M. sexta 

Residuos del dominio I de la toxina Cry1Ab: 

Para el caso del apagado con ioduro de las toxinas marcadas con Alexa 

FLuor-350, encontramos que dos de las mutantes localizadas en el dominio I (V171 C y 

T122C), mostraron una menor susceptibilidad al apagado con ioduro cuando se 

insertaron en la membrana lipídica, respecto a su apagado en solución, sugiriendo que 

esos residuos se ocultan dentro del ambiente membranal (Fig. 8.11.A). La Ko efectiva con 

ioduro para esas mutantes fue mucho menor en la toxina insertada en membrana, 

respecto a la toxina en solución (Tabla 8.5) y sus Amax em mostraron un corrimiento de 

2-3 nm hacia el azul (Tabla 8.5), apoyando la idea de que estos residuos se trasladan 

hacia un ambiente mas hidrofóbico cuando la toxina se inserta en la membrana. 

Estos resultados concuerdan con el modelo de sombrilla propuesto para la 

inserción de la toxina en la membrana (Fig. 2.1.b) [46, 102-105], en la que el residuo 

T122 situado en el loop entre la hélice a-3 y la a-4 (ver Figuras 6.1 y 6.2) podría ubicarse 

justo sobre la membrana lipídica (en la interfase lípido-agua), o a una mayor profundidad, 

tal vez mirando hacia el lumen del poro formado por la estructura oligomérica de la toxina 

Cry1Ab (ver Figura 9.1), posición en la cual podría seguir expuesto al solvente pero en un 

grado menor respecto a como se encuentra en la estructura tridimensional del monómero 

de la toxina en solución (Fig. 8.11.A). 

Por otra parte, el residuo V171 (situado cerca del final de la hélice a5) pasaría del 

ambiente hidrofóbico presente en el interior de la proteína, como lo muestra la KD y 
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Amax em en solución de la mutante V171 C marcada con Alexa Fluor-350 (Fig. 8.11.A, Tabla 

8.5), a un ambiente menos polar, debido a su inserción en la membrana y al contacto con 

las cadenas lipídicas de los ácidos grasos de la bicapa, quedando inaccesible al apagado 

colisional por el ioduro (Fig. 8.11.A, Tabla 8.5). 

En el caso del apagado con ioduro del residuo G183C marcado con Alexa 

Fluor-350, ubicado en el loop entre las hélices a5 y a6 del dominio 1, las curvas de Stern

Volmer fueron similares tanto para la toxina en solución, como para la insertada en la 

membrana lipídica, sugiriendo que este residuo permanece expuesto al solvente aun en 

la toxina insertada en la bicapa (Fig 8.11.A). Este dato muestra además que no todo el 

dominio I de la toxina se inserta dentro de la membrana y concuerda también con el 

modelo de inserción en la membrana de sombrilla [46, 102-105], en el cual el loop entre 

las hélices a5 y a6 se localiza sobre la bicapa lipídica después de que la horquilla 

conformada por las hélices a4 y a5 se inserta en ella (Fig. 9.1). 

Residuos de los dominios 11 y 111 de la toxina Cry1Ab 

Las mutantes S324C (dominio 11 de la toxina Cry1Ab), K490C y N547C (dominio 

111) mostraron curvas y constantes de de apagado de Stern-Volmer similares para la 

toxina en solución e insertada en membrana (Fig. 8.11.A, Tabla 8.5). Esto indica que 

dichas posiciones permanecen expuestas al solvente en la estructura de la toxina 

insertada en la membrana lipídica y no interactúan con la bicapa. 

Los resultados obtenidos con el apagado dinámico de la fluorescencia extrínseca 

de la mutantes S324C, K490C y N547C insertadas en la membrana concuerdan con 

algunos reportes previos, en los que se hicieron análisis de FRET de los residuos del 

triptófano de la toxina Cry1 Ab hacia el fluoróforo ANS en el oligómero de la toxina 

insertado en bicapas lipídicas sintéticas, los cuales también indican que los dominios 11 y 

111 de la toxina permanecen expuestos al solvente después de la inserción de esta toxina 

en la membrana lipídica [80]. Adicionalmente, en 2006, Pardo-López et al., mediante 

técnicas de espectroscopía de fluorescencia y apagado dinámico de la fluorescencia 

intrínseca de la toxina Cry1Ac insertada en bicapas lipídicas artificiales, propusieron que 

el residuo W545 del dominio 111 del oligómero de esta toxina, permanece expuesto al 

solvente después de su inserción en la membrana lipídica [72]. 

Solo la mutante S364C (dominio 11) insertada en la membrana lipídica mostró un 

menor apagado, respecto a la toxina en solución (Fig. 8.11.A, Tabla 8.5). El análisis 

detallado de dicho residuo se describe a continuación. 
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8.6.2.2. Apagado con ioduro de la fluorescencia extrínseca de la toxina 
Cry1Ab marcada con Alexa Fluor-350, en presencia del receptor caderina o 
ALP 

Como se observa en la Figura 8.11.A, el residuo en la posición 364 (mutante 

S364C), localizado en el dominio 11 de la toxina Cry1Ab, muestra una disminución en su 

exposición al solvente cuando la toxina se inserta en la membrana, sugiriendo que dicho 

residuo podria insertarse dentro de la bicapa lipidica. Sin embargo, cabe destacar que 

este residuo se localiza al final de la hoja [36 del dominio 11, muy cerca del 100p-2 (Figura 

6.1), el cual es una región muy importante para los contactos proteicos con los receptores 

caderina, aminopeptidasa-N (APN) y fosfatasa alcalina (ALP) [7, 38], por lo que la 

disminución en el apagado con ioduro de esta mutante insertada en la membrana lipidica 

podria estar dada también por la unión directa (interacción proteina-proteina) de esta 

región de la toxina con los receptores contenidos en las BBMV's de M. sexta, o bien, por 

su internalización dentro de la estructura de la proteina debido a los cambios 

conformacionales que experimenta la toxina Cry1Ab durante la formación del poro litico. 

Con el fin de descartar cualquiera de las posibilidades mencionadas, los 

receptores caderina y ALP puros fueron incubados con las mutantes S364C y S324C 

(otra mutante del dominio 11, incluida como control) marcadas con Alexa Fluor-350, en 

presencia de 10 excesos en masa de un fragmento de caderina que contiene los epitopes 

de unión a la toxina (repetido 7-12), o bien, con 20 excesos de ALP de M. sexta, y 

analizamos el apagado de la fluorescencia del Alexa Fluor-350 con ioduro, en presencia o 

ausencia de dichos receptores. 

Como se observa en la Figura 8.12, la unión de la mutante S364C marcada con 

Alexa Fluor-350 al fragmento de caderina (Fig. 8.12) o a al receptor fosfatasa alcalina 

(Fig. 8.12.B), dio como resultado una disminución en el apagado de la fluorescencia por 

parte del ioduro. Para el caso de la otra mutante del dominio 11, S324C, la unión a ambos 

receptores no afecto el grado de apagado (Fig. 8.12). Esto parece indicar que la 

disminución en la exposición al solvente del residuo S364C se debe a la interacción con 

los receptores, mas que a su inserción dentro de la membrana lipidica. 
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Figura 8.12. CUrvas de Stern-Volmer para el apagado con ioduro de la fluorescencia extrínseca de las 
mutantes S324C V S364C de la toxina CrylAb marcada con Alexa Fluor-3S0, en presencia o ausencia 
de los receptores. Se muestra el apagado con ioduro de las mutantes, en ausenda (línea continua), o 
presencia (línea punteada), de 10 e)(cesos en masa del repetido 7-12 de caderina (panel A), o de 20 
e)(cesos en masa del receptor fosfatasa alcalina (panel B). 

Cabe señalar que la disminución en la exposición al solvente del residuo 364 

puede deberse al impedimento estérico causado por la interacción directa proteína

proteína entre la toxina y el receptor, o bien, por su traslado al interior de la proteína 

debido a un cambio conformacional en la toxina, desencadenado por su unión al receptor. 

8.6.2.3. Apagado con acrilamida de la fluorescencia extrínseca de la toxina 
Cry1Ab marcada con 1,5-IAEDANS, en solución e insertada en BBMV's de 
M. sexta 

Como se mencionó, para el caso de las mutantes marcadas con 1,5-IAEDANS, 

solo analizamos la inserción y apagado de aquellas que mostraron la mayor emisión de 

fluorescencia: T122C, S324C, K490C Y N547C (Fig. 8.5.A). En este caso utilizamos 

acrilamida como apagador, la cual es una molécula sin carga capaz de penetrar 

ligeramente al interior de la proteína, pero no al interior hidrofóbico de la membrana 

lipidica 1116,1171. 

El análisis del apagado del la fluorescencia del 1,5-IAEDANS con acrilamida, 

reafirmó que la posición 122 (mutante T122C) disminuye su exposición al solvente 

cuando la toxina se inserta en la membrana lipídica (Fig. 8.11.8, Tabla 8.5 y 8.6). 

Los residuos 324 (mutante S324C), 490 y 547 (mutantes K490C y N547C) 

permanecen expuestos al solvente. De hecho, los residuos S324C y K490C mostraron 

una mayor susceptibilidad al apagado con acrilamida cuando la toxina se inserta en la 
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membrana lipídica, mostrando valores mas altos de Ko (Tabla 8.6). Esto podría deberse a 

que esos residuos aumentan su exposición al solvente cuando la toxina se inserta dentro 

de la bicapa lipídica, o bien, que las regiones de la toxina insertada en la membrana en 

las cuales se encuentran dichos residuos, presenten una mayor flexibilidad, facilitando 

con esto que la acrilamida pueda acceder a ellos. Este comportamiento concuerda 

también con el modelo de sombrilla para la inserción de la toxina en la membrana y con 

reportes previos obtenidos en nuestro laboratorio en los que se propone que los dominios 

11 y 111 permanecen fuera de la bicapa lipídica cuando el oligómero de la toxina se inserta 

en la membrana, a la vez que adquieren un mayor grado flexibilidad [80]. 

Dom. 

I 
11 

111 

Tabla 8.6. Ko yhmilxem de la fluorescencia extrínseca de los monómeros de la toxina Cry1Ab 
marcados con l,5-IAEDANS 

Amax em nm)* Ko* Cambio en la 
Toxina solución BBMV's soluciónl BBM"""VS exposición al solvente al 

insertar en BBMV's 
T122C 493 + 1 488 + 2 6.4 + 0.4 4.8 + 0.3 Se oculta 
S324C 490 + 1 490 + 1 4.2 + 0.2 5.7 + 0.3 No hay cambio 
K490C 490 + 1 492 + 2 3.8 + 0.4 8.9 + 0.5 I Se expone más 
N547C 488 + 3 475 ±4 2.7 ± 0.5 2.4 + 0.5 I No haycambio 

* media ± SEM , n= 3 

8.6.3. Apagado de la fluorescencia extrínseca de la toxina Cry1Ab 
marcada con 1,5-IAEDANS e insertada en BBMV' s de M. sexta 
suplementadas con 16:0-5 Doxyl PC 

Para evaluar la hipótesis de que la disminución en la exposición al solvente 

presentada por las mutantes T122C y V171 C, después de la inserción de la toxina en la 

membrana, se debía a que dichos residuos se sitúan al interior de la bicapa y en contacto 

con los lípidos de la membrana, y que por el contrario, la disminución en la exposición al 

solvente presentada por la mutante S364C no se debía a su inserción dentro de la 

bicapa, incubamos a las mutantes T122C, V171 C Y S364C marcadas con 1,5-IAEDANS, 

en presencia de BBMV's suplementadas con 16:0-5 Doxyl PC (ácido graso en el que el 

grupo apagador -nitróxido- se encuentra acoplado a una de las cadenas lipídicas, ver 

sección 6.8.2). Ya que el 16:0-5 Doxyl PC funciona como apagador colisional acoplado a 

los lípidos de la membrana, la comparación del grado de apagado presentado por cada 

una de las mutantes puede proporcionar información acerca de la localización de los 

residuos marcados, dentro de la bicapa lipídica. Como se observa en la Figura 8.13, la 

presencia del 16:0-5 Doxyl PC en las BBMV's indujo un apagado de la fluorescencia de 

las mutantes T122C y V171 C del dominio I marcadas con 1 ,5-IAEDANS, del 34% y 12%, 

respectivamente, indicando que dichos residuos se insertan dentro de la bicapa lipídica. 
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Figura 8.13. Apagado de la fluorescencia extrínseca de las mutantes Tl22e, V171C y 
S364C de la toxina CrylAb marcada con l,5-IAEDANS e insertadas en BBMV's de M. sexta 
suplementadas con 16:0-5 Doxyl Pe. Las toxinas marcadas con 1,S-IAEDANS se incubaron en BBMV's 

con y sin 16:0-5 Doxyl Pe. El porcentaje de apagado se obtuvo mediante la siguiente fórm ula: [l-{F/Fo)] 
*100, en donde F y Fo son las intensidades máximas de fluorescencia observadas en presencia o 
ausencia del apagador (16:0-5 Doxyl Pe). 

Cave señalar que el bajo apagado observado para la mutante V171C se podría 

deber a que dicho residuo no se encuentra a la profundidad de la membrana en la cual 

esta acoplado el grupo apagador -nitróxido- del 16:0-5 Doxyl PC. Por lo que, se podrían 

realizar experimentos adicionales incubando a las mutantes T122C y V171C marcadas, 

en presencia de BBMV's suplementadas con otros fosfolípidos que posean el grupo 

apagador -nitróxido- acoplado en diferentes posiciones de la cadena del acido graso, 

como el 16:0-7, 16:0-10, 16:0-12, 16:0-14 o 16:0-16 Doxyl pe, para poder establecer a 

mayor detalle la profundidad dentro de la bicapa a la cual se localizan estos residuos en 

la estructura de la toxina Cry1Ab insertada en la membrana [84]. 

Por otra parte, la fluorescencia de la mutante S364C (dominio 11) marcada con 

1,5-IAEDANS no mostró apagado al incubarla en presencia de las BBMV's de M. sexta 

suplementadas con 16:0-5 Doxyl PC, sugiriendo que este residuo no interacciona con la 

bicapa lipídica en la estructura de la toxina Cry1Ab insertada en la membrana (Fig. 8.13). 
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9. CONCLUSIONES 

En este trabajo se observó que la unión del monómero de la toxina Cry1 Ab 

silvestre y de las mutantes puntuales construidas de esta toxina, a las membranas 

aisladas del intestino medio de M. sexta (BBMV' s), favorece la formación de una 

estructura oligomérica de aproximadamente 250 kDa, la cual permanece asociada la 

membrana lipídica (BBMV's). Este resultado apoya la hipótesis de que la formación del 

oligómero de esta toxina es importante para su inserción eficiente en la membrana y 

concuerda con lo observado para el caso de otras toxinas formadoras de poro (TFP) 

producidas por otras bacterias, en las cuales la unión de dichas toxinas a su receptor 

propicia la formación de una estructura oligomérica preporo y su inserción en la 

membrana lipídica. Además, indica que la inserción de la toxina Cry1Ab en estas 

membranas constituye un buen modelo para el estudio de los cambios conformacionales 

que sufre la toxina en estas condiciones. 

En cuanto al análisis de la estructura de la toxina Cry1 Ab insertada en la 

membrana lipídica, se puede concluir: 

Para el caso de los residuos analizados dentro del dominio I observamos que, tras 

la inserción de la toxina Cry1Ab en la membrana lipídica, el residuo que se ubicó en un 

ambiente mas hidrofóbico fue el V171 (ubicado cerca del final de la hélice a-5), 

sugiriendo que dicha región se inserta dentro de la bicapa lipídica. El residuo T122 

(ubicado en el loop entre las hélices a3-a4) disminuyó su exposición al solvente, pero aún 

así fue susceptible en cierto grado al apagado con ioduro o acrilamida (apagadores 

solubles en agua) lo que parece indicar que este residuo se ubica en la interfase superior 

lípido-agua, quizá en contacto con las cabezas polares de los lípidos de la bicapa, o 

incluso a una mayor profundidad dentro de la bicapa. El residuo G183 no sufrió cambios 

en su exposición al solvente indicando que permanece fuera de la bicapa lipídica, lo que 

sugiere que no todo el dominio I de la toxina se inserta dentro de la membrana. 

De los residuos analizados dentro de los dominios 11 y 111, solo el 8364 (dominio 11) 

disminuyó su exposición al solvente tras la inserción de la toxina Cry1 Ab en la 

membrana. La disminución en la exposición al solvente de este residuo se debe al 

contacto proteína-proteína de esta región de la toxina con los receptores membranales de 

la toxina Cry1Ab o bien, a que se traslada ligeramente al interior de la proteína debido a 

los cambios conformacionales que experimenta la toxina durante su interacción con el 

receptor o durante su inserción en la membrana lipídica. Los residuos 8324 (dominio 11), 

K490 Y N547 (dominio 111) permanecieron expuestos al solvente, indicando que en la 

estructura de la toxina Cry1Ab insertada en la membrana lipídica, estas regiones dentro 

de los dominios 11 y 111 permanecen fuera de la membrana, contrario a lo que se ha 

73 



señalado en algunos reportes previos que indican que estos dominios de la toxina 

también se insertan dentro de la bicapa [109]. 

En la Figura 8.12 se muestra la ubicación hipotética de los residuos en la posición 

122, 171, 183, 324, 364, 490 Y 547 de la toxina Cry1Ab insertada en la membrana 

lipídica, de acuerdo al modelo de inserción de sombrilla [46, 102-105], en el que solo una 

región discreta del dominio I de la toxina se inserta dentro de la bicapa (Fig. 2.2). Dicha 

ubicación concuerda con los resultados experimentales obtenidos en este trabajo. 

Vista superior Vista lateral 
DominioII 

Dominio m 

Dominio 1 

Figura 9.1. Localización hipotética de los residuos T122, V171, G183, 5324, 5364, K490 Y N547 dentro 

de la estructura de la toxina Cry1Ab insertada en la membrana lipídica, de acuerdo al modelo de 

inserción de sombrilla. 

Finalmente, cabe resaltar que en este trabajo pudimos estandarizar las 

condiciones necesarias para la purificación y el marcaje sitio especifico con fluoróforos en 

cualquier parte de la estructura de la toxina Cry1 Ab, lo cual facilitará en gran medida los 

futuros análisis fluorométricos de los cambios conformacionales en la estructura de esta u 

otras toxinas de la familia de proteínas Cry, al oligomerizar e insertarse en la membrana 

lipídica. 
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10. PERSPECTIVAS 

Dentro de los análisis fluorométricos adicionales que se pueden realizar a futuro 

para refinar el modelo de la toxina Cry1Ab insertada en membrana, están el marcaje sitio

especifico y el apagado de la fluorescencia de un mayor número de residuos dentro de la 

toxina Cry1Ab, al igual que algunos experimentos de FRET inter e intramonomérico de la 

toxina Cry1Ab insertada en la membrana lipídica. De la misma manera, se puede realizar 

el apagado de la fluorescencia extrínseca de un mayor número de residuos de la toxina 

Cry1 Ab insertada en membranas lipídicas, mediante el uso de apagadores acoplados en 

distintas zonas de la cadena carbonada de los ácidos grasos de la membrana, para poder 

determinar con mayor detalle las profundidades a las cuales se insertan ciertos residuos 

dentro de la bicapa lipídica [84]. 

Para los experimentos de FRET intramolecular se puede aprovechar el hecho de 

que la toxina Cry1 Ab posee solamente 3 residuos de lisina a lo largo de toda su 

secuencia primaria, por lo que es factible construir mutantes dobles de esta toxina en las 

cuales se reemplacen dos de estas lisinas por arginina de tal manera que solo 

permanezca un residuo de lisina que pueda ser utilizado para el marcaje específico. A 

este respecto hemos avanzado en la construcción de dos mutantes dobles: K478 (K403R 

+K490R) Y K490 (K403R +K478R) Y planeamos construir una mutante triple sin lisinas 

(K403R+K478R+K490R) para posteriormente insertar de nuevo pares de residuos lisina

cisteína en cualquier zona de la toxina, los cuales se podrán usar para el marcaje 

diferencial con los fluoróforos necesarios para los experimentos de FRET (fluoróforos 

asociados a maleimida para marcar a la cisteína y fluoróforos asociados a succimidil 

éster para la lisina). De esta forma se podrán medir con mayor precisión los cambios 

conformacionales que sufre la toxina al oligomerizar e insertarse en la membrana lipídica 

y se podrá refinar el modelo de inserción. 
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11. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES 

11 .1. Fosforilación de los oligonucleótidos mutagénicos 

La fosforilación de los oligonucleótidos mutagénicos en el extremo 5' se realizó 

para facilitar la actividad las ligasas de ADN. Para tal fin se utilizó a la T 4 polinucleótido 

cinasa (T4PNK), la cual cata I iza la transferencia de un grupo fosfato del ATP al grupo 5'

OH del ADN monohebra o dúplex y ARN. 

La mezcla de reacción en un volumen final de 50 1-11 se muestra en la Tabla 11.1. 

Tabla 11.1. Fosforilación de los oligonucleótidos mutagénicos 
Mezcla de reacción (50 ~I volumen final) 

H,O miliQ I Aforar a 50 ¡>I 
Buffer A para laT4PNK (10x) I 5 ~I 
Oligonucleótido mutagénico 300 pmol 

E nzima T4PNK I 1 ~I (10 U/~) 

En un tubo eppendorf, los componentes se agregaron y mezclaron de manera 

suave con ayuda de la micropipeta, se dio un breve "spin", se incubó la mezcla a 37 oC 

durante 30 minutos y finalmente la reacción se paró inaclivando a la enzima mediante 

choque térmico, incubando 20 minutos a 60 oC. 

11 .2. Reacción de PCR mutagénico 

La reacción del PCR mutagénico se realizó utilizando el QuickChange® XL Multi 

Site-Direcled Mutagenesis Kit de Stratagene. La mezcla de reacción y los parámetros del 

ciclaje térmico utilizados para el PCR se muestran en las Tablas 11.2 y 11.3. 

Tabla 11.2. Reacción de PCR mutagénico 

Mezcla de reacción (25 ~I volumen final) 

H,O miliQ Aforar a 25 ~ 

!Buffer de reacción (lOx) 2.5 ~l 

Quick solution 0.75 ~l 

dNTP mix 1~ 

ds,ADN templado (plásmido 100 ng 
pHT315Ab) 

Oligonucleótido mutagénico 125 ng 
osforilado 

Mezcla enzimática QuickChange® 1 ~ (2.5 U /~l) 
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Tabla 11.3. Reacción de PCR mutagénico 

Parámetros del ciclaje térmico 

Segmento I Ciclos Temp. Duración 
I I 1 95 oc 1 min 

II 35 95 oc 1 min 
55 oc 1 min 
65 oc 15 min 

III 1 72 oC 7min 
IV 1 4 oC 2 min 

Finalmente, para eliminar el AON plasmídico metilado utilizado como templado, se 

agregó 11-11 (10 U/I-II) de la enzima de restricción Opn1, por cada 25 1-11 del producto de 

PCR y se incubó la mezcla a 37 oC durante 90 minutos. 

11 .3. Preparación de las células electrocompetentes de E. coli 
DH5a 

En condiciones de esterilidad: 

Se creció un cultivo de las células de E. coN en 30 mi de medio líquido YEN B. 

Se inoculó 1 litro del mismo medio con 10 mi del cultivo anterior y se crecieron las 

células a 37 oC y 250 rpm hasta que alcanzaron una 00600 de 0.6. 

El cultivo anterior se incubó durante 5 minutos en hielo y se transfirió a 4 botellas 

de plástico de 250 mi estériles y frías, para posteriormente centrifugar a 4000 rpm 

(1940 g) Y 4 oC en un rotor de ángulo libre JS 7.5, usando una centrifuga Beckman J2-

HS. 

Se eliminó por completo el sobrenadante, se lavó el pellet en 100 mi de agua 

estéril fría y se centrifugó una vez más en las condiciones mencionadas anteriormente. 

Se eliminó de nuevo el sobrenadante. 

El pellet se resuspendió en 20 mi de glicerol estéril frío al 10 % Y se centrifugó en 

las condiciones anteriores. 

Finalmente las células fueron resuspendidas en 2 a 3 mi de glicerol estéril frío al 

10 % Y se hicieron alícuotas de 40 1-11 que fueron colocadas en tubos eppendorf estériles 

de 0.5 mi cada una. Las alícuotas se almacenaron a -70 oC hasta su uso. 
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11.4. Transformación de las células electrocompetentes de 
E. coli DH5a 

En esterilidad, se tomó una alícuota de las células electrocompetentes de E. coN y 

se incubaron en hielo hasta descongelarse. Se le agregaron 2 1-11 del producto del PCR 

mutagénico, previamente digerido con la enzima Dpn1, se mezcló muy bien y se transfirió 

a una cubeta de electroporación fría de 0.1 cm (Gene Pulser® Cuvette de Bio-Rad). Se 

electroporó a 400 n, 25 I-IF Y 1.6 V en el equipo Gene Pulser™ de Bio-Rad. 

Para la recuperación, se agregó 1 mi de medio LB a las células electroporadas y 

se incubaron durante 1 h a 37 oC y 250 rpm. 

Posteriormente, se tomaron 100 1-11 de la suspensión celular anterior y se 

plaquearon sobre una caja de LBEri15 sólido con ayuda de un asa metálica. Finalmente, 

las cajas se incubaron a 30 oC durante 12 h para obtener colonias celulares aisladas. 

11 .5. Secuenciación 

Para la secuencia ció n se tomaron 5 colonias aisladas por cada mutante 

construida, a partir de las cuales se purificó el ADN plasmídico mediante el Wizard® Plus 

SV Minipreps DNA Purification System de Promega y se mandó a secuenciar en la 

Unidad de Síntesis y Secuenciación del Instituto de Biotecnología de la UNAM, para 

verificar que el plásmido pHT315Ab de alguna de dichas colonias hubiera incorporado la 

mutación puntual o doble deseada. 

12 h. 

11 .6. Preparación de las células electrocompetentes de 
B. thuringiensis 

En condiciones de esterilidad: 

Se creció la cepa 407- de B. thuringiensis en una caja de LB sólido a 30 oC por 

Se tomó una asada grande del cultivo anterior y se inocularon 100 mi de medio 

BHI estéril con ella. El cultivo se incubó a 30 oC y 250 rpm hasta alcanzar una 

DO 600 nm= 0.6. 

Posteriormente, el cultivo fue transferido a 2 tubos falcon estériles fríos de 50 mi y 

se centrifugó a 5000 rpm (3210 g) Y 4 oC, durante 10 minutos. Se eliminó 

cuidadosamente el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 50 mi de buffer EB frío y 

estéril. 
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La suspensión celular se centrifugó de nuevo en las mismas condiciones y se 

eliminó de nuevo el sobrenadante. El pellet se resuspendió en 3 mi de buffer EB estéril 

frío y con esta suspensión se hicieron alícuotas de 400 1-11 en tubos eppendorf estériles de 

1.5 mI. Las alícuotas se guardaron a -70 oC hasta su uso. 

Buffer EB: 0.625 M de sacarosa, 1 mM de MgCb. Disolver en agua destilada y 

esterilizar durante 20 min a 15 Ib/sq. 

11 .7. Transformación de las células de B. thuringiensis 407-

En condiciones de esterilidad, a 350 1-11 de las células electrocompetentes de Bt 

407-, se les agregaron 15 1-11 (aproximadamente 1000 ng) del plásmido pHT315Abmut, 

purificado a partir de las cepas de E. coN DH5a. La mezcla anterior se incubó en hielo por 

5 minutos. 

Posteriormente se transfirió la mezcla a una cubeta para electroporación fría de 

0.4 cm (Gene Pulser® Cuvette de Bio-Rad) y se electroporó a 1000 n, 25 I-IF Y 2.5 V 

utilizando el Gene Pulser ™ de Bio-Rad. 

Para la recuperación, se transfirió la suspensión celular a tubos falcon estériles de 

15 mi y se agregaron 500 1-11 de medio BH I estéril. Se incubó a 30 oC y 250 rpm durante 

una hora. 

Posteriormente, se tomaron 500 1-11 de la suspensión celular anterior y se platearon 

sobre una caja de LBEri15 , Finalmente, se incubaron a 30 oC durante 12 h para obtener 

colonias aisladas transformadas con el plásmido pHT315Abmut correspondiente a cada 

una de las mutantes. 

11 .8. Expresión y purificación de la protoxina Cry1Ab a partir de 
cultivos de B. thuringiensis 

Para purificación de la protoxina expresada por las cepas de B. thuringiensis 

transformadas con el plásmido pHT315Abmut correspondiente, ó con el pHT315Ab se 

hizo lo siguiente: 

*Las células de Bt que expresan cada una de las toxinas Cry1 Ab mutantes se 

crecieron en LBEri15 sólido durante 12 h a 30 oC. 

*A partir del cultivo anterior se inocularon de 10 cajas de HCTEri15 sólido, las 

cuales posteriormente se incubaron a 30 oC durante 48-76 h, hasta que la mayoría de las 

células entraron a la fase de esporulación y se observara la producción del cristal proteico 

parasporal con ayuda del microscopio óptico. 
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*EI cultivo anterior se recuperó con ayuda de un asa bacteriológica y se 

resuspendió en 30 mi de NaCI 0.3 M, 10 mM EDTA, pH 8. Se centrifugó 10 minutos a 

10,000 rpm (12,860 g) Y 4 oC. Este lavado se repitió 3 veces y se eliminó el 

sobrenadante. 

*EI pellet con la biomasa celular se resuspendió en 30 mi de H20, 1 mM PMSF. Se 

centrifugó 10 minutos a 10,000 rpm (12,860 g) Y 4 oC. Este lavado se repitió 3 veces y se 

eliminó el sobrenadante. El pellet se recuperó y se resuspendió en 10 mi de H20, 1 mM 

PMSF, se cuantificó la concentración de proteína por el método de Bradford y se guardó a 

4 oC hasta su uso. Esta mezcla está enriquecida de cristales proteicos formados por la 

protoxina Cry1 Ab. 

Para obtener la protoxina en su forma soluble: 

*Se tomaron 20 mg totales de proteína de la mezcla obtenida en el paso anterior y 

se centrifugaron durante 15 minutos a 10,000 rpm (12,860 g) Y 4 oC. Se eliminó el 

sobrenadante y el pellet se resuspendió en 9 mi de buffer carbonatos (0.1 M NaC03, 

0.1 M NaHC03) pH 10.5, con [3-mercaptoetanol al 0.2 % v/v final y se incubó durante 

2 h a 37 oC y 600 rpm. 

*La mezcla anterior se centrifugó durante 20 minutos a 11,000 rpm (15,560 g) Y 

4 oC. Se recuperó el sobrenadante, el cual contiene a la protoxina solubilizada, se 

cuantificó la concentración de protoxina soluble por el método de Bradford y se guardó a 

4 oC hasta su uso. 

11.9. Cuantificación de la proteína mediante el método de 
Bradford o usando el equipo Nanodrop 2000 

En un tubo se colocaron 795 1-11 de agua destilada y 5 1-11 de la muestra a 

cuantificar. La muestra se homogenizó mediante agitación y se le agregaron 200 1-11 del 

reactivo de Bradford 5x (Bio-Rad). Se incubó durante 5 min y se midió la absorbancia en 

un espectrofotómetro (Pharmacia LKB Ultraspec 11) a una A de 595 nm. Para obtener el 

valor de concentración proteica, el valor de absorbancia se interpoló a una curva estándar 

de albúmina sérica bovina (BSA) que abarca un rango de concentraciones de 1 a 10 

I-Ig/ml. 

Alternativamente, para la cuantificación del monómero purificado por 

cromatografía de intercambio aniónico se utilizó el Nanodrop 2000 (Thermo Fisher 

Scientific Inc.) utilizando el coeficiente de extinción (82280 M-1crrr1) y el peso molecular 

(64388.3 Da) teóricos del monómero de la toxina Cry1Ab (obtenidos mediante el servidor 

web ExPASy). 
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11.10. Bioensayos sobre larvas de M. sexta 

Para determinar el efecto tóxico de las mutantes de la toxina Cry1 Ab que se 

construyeron, se realizaron bioensayos empleando diferentes dosis de mezclas de 

espora-cristal de cada una de las mutantes (0.25 ng/cm2 , 1 ng/cm2 , 10 ng/cm2 , 

50 ng/cm2 , 200 ng/cm2). las unidades de la dosis (ng/cm2) representan a los nanogramos 

de toxina con los que se infecta cada centímetro cuadrado de la superficie de la dieta del 

insecto. 

los bioensayos se realizaron en placas de plástico Cell Wells, Corning®, con 24 

pozos de 2 cm2 , cada uno de los cuales se llenaron con dieta artificial hasta 

aproximadamente la mitad (Fig. 6.5). Una vez que la dieta estaba seca, se depositó la 

dosis correspondiente de espora-cristal sobre la superficie de la dieta en cada pozo y las 

cajas se incubaron a temperatura ambiente durante 20 minutos con el fin de que el buffer 

con el que se administró la toxina se evaporara. 

Posteriormente se colocó una larva de M. sexta de primer instar de desarrollo en 

cada pozo y la caja se selló por completo con plástico film (Reynolds®). las cajas se 

incubaron a temperatura ambiente con un fotoperiodo de luz-obscuridad de 16:8 h, 

durante 7 días, después de los cuales se cuantificó y registró la mortalidad en cada una 

de las cajas. 

los bioensayos se hicieron por triplicado para cada una de las mutantes 

construidas. 

la concentración letal media (lC50), dosis a la cual se observa una mortalidad del 

50 % de las larvas después un periodo de 7 días, se estimó utilizando el análisis de Pro bit 

(Polo-PCleOra Software). 

11.11. Activación enzimática y purificación de la toxina 
monomérica Cry1Ab mediante cromatografía de intercambio 
aniónico 

Para la activación de la protoxina Cry1Ab se hizo lo siguiente: 

1) Se tomaron 15-20 mg de protoxina solubilizada y se agregó Tris-HCI pH 8 

(330 mM, concentración final), con el fin de ajustar el pH aproximadamente a 8 u 8.5, 

rango en el cual la tripsina tiene una actividad óptima. 

2) A la mezcla anterior se le agregó la tripsina en una relación en peso de 1 :50, 

tripsina:proteína, y se incubó durante 90 minutos a 37 oC y 600 rpm. Posteriormente, la 

actividad de la enzima fue detenida mediante la adición de PMSF a una concentración 
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final de 1 mM, después de lo cual se centrifugó durante 30 minutos a 11,000 rpm 

(15,560 g) Y 4 oC. 

3) Se recuperó el sobrenadante que contenía a la toxina soluble, se cuantificó la 

concentración proteica por el método de Bradford y se verificó la efectividad de la 

activación mediante SDS-PAGE en un gel al10 %. 

*En caso de que la toxina no se hubiera procesado enzimáticamente por 

completo, se repitió el protocolo de activación, a partir del paso número 2 (agregando 

esta vez la tripsina en una relación 1 :100). La toxina activada se guardo a 4 oC hasta su 

uso. 

La purificación de la toxina monomérica Cry1 Ab se realizó por cromatografía de 

intercambio aniónico utilizando el AKTA FPLC System de Amersham Biosciences , para lo 

cual: 

1) Preparación de las muestras: 

*Las muestras de toxina monomérica obtenidas de la activación enzimática con 

tripsina se concentraron hasta un volumen de 0.5-1 mi, con ayuda de tubos Amicon de 

corte de 30 kDa (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units, Millipore), centrifugando varias 

veces en un rotor de ángulo fijo a 7380 rpm (7000 g) Y 4 oC, durante 10-15 minutos. 

*EI concentrado se llevó a un volumen de 2 mi con el buffer de corrida de la 

cromatografía (50 mM Tris, 25 mM NaCI, pH 8) Y se centrifugó durante 20 minutos a 

13,000 rpm (17950 g) Y 4°C. 

2)Purificación: 

*La muestra se inyectó al equipo de FPLC (AKTA) y se inició la cromatografía de 

intercambio aniónico con los siguientes parámetros: 

-columna: MonoQ (GE, Healthcare). 

-buffer de corrida o de unión: 50 mM Tris, 25 mM NaCI, pH 8.5 

-buffer de elusión: 50 mM Tris, 500 mM NaCI, pH 8.5. 

-flujo: 0.25 ml/min para el cargado de la muestra y 1 ml/min para el resto de la 

corrida. 

-gradiente: de O a 50 % del buffer de elusión, en 50 minutos. 

-fracciones: se recolectaron varias fracciones de 1.5 mi c/u a partir del 30 % del 

gradiente de concentración del buffer de elusión. 

82 



Se cargaron 10-25 ¡.JI de cada una de las fracciones recolectadas (el mismo 

volumen para cada toxina) en un gel de SOS-PAGE al 12 %, que se tiñó con azul de 

coomasie. En base a dicho gel se seleccionaron las fracciones de la cromatografía que 

contuvieran al monómero puro en mayor abundancia y pureza, y se concentraron con 

ayuda de tubos Amicon de corte de 30 kOa, centrifugando de la misma forma que se 

mencionó anteriormente, hasta obtener un volumen de 500 ¡.JI. 

Finamente, se cambió el buffer salino en el cual estaba contenido el monómero 

pasando 5 mi de PBS a través de los tubos Amicon de corte de 30 kOa, centrifugando de 

la misma forma que se mencionó anteriormente y quedándonos con un volumen final de 

300-500 ¡.JI. Se estimó la concentración proteica usando el equipo Nanodrop 2000 y se 

guardó la toxina a 4 oC hasta su uso. 

11.12. Electroforesis en geles desnatu ralizantes de 
poliacrilamida (SOS-PAGE) 

Para el análisis de las proteínas ery1Ab purificadas se utilizó la eleclroforesis en 

geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SOS-PAGE). Para lo cual, agregamos a las 

muestras el buffer de Laemmli 4x (0.125 M de tris/Hel, 4 % de SOS, 20 % de glicerol, 

10 % de [3-mercaptoetanol y azul de bromofenol), hasta una relación final de 1x. 

Posteriormente las muestras se hirvieron por 5 minutos y se cargaron en geles de 

poliacrilamida al 8, 10 o 12 % con un gel de alineamiento al 5 %, como se describe por 

Laemmli [118]. Se utilizaron como estándares de peso molecular los marcadores de Bio

Rad (Precision Plus Protein AII Blue Standards, número de catálogo 161-0373). 

Los geles se corrieron a 10 mA hasta que las muestras se alinearon en el frente 

de corrida y a partir de ese punto se aumentó el amperaje a 20 mA, hasta que el frente de 

corrida de las muestras salió del gel. 

Posteriormente el gel se tiñió con azul de eoomasie durante 90 minutos (Bio-

Rad). 

Tabla 11.4. Reactivos para la elaboración del gel de acrilamida 

gel concentrador gel separador 

8% I 10% 12% 

H,O miliQ 1.4 mI 2.3 mI I 2 mI 1.7ml 

acrilamida: bis-acrilamida 
330 fII 1.3 mI 1.7 mI 2.0 mI 

(30:0.8 pjv) 

ris 1 M pH 6.8 250 fII - - -
~ris 1.5 M pH 8.8 - 1.3 mI 1.3 mI 1.3 mI 

~DSI0% 20 fII 50 ~I 50 ~I I 50 ~I 
k\ps 10 % 20 fII 50 [ll 50 [ll 50 ~I 
TEMED 2 ~I 3 ~I I 2 ~I I 3 ~I 
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11.13. Marcaje de la toxina Cry1Ab 

Para el marcaje específico en las cisteínas de la toxina Cry1Ab con el fluoróforo 

Alexa Fluor-350 o 1 ,5-IAEDANS, se hizo lo siguiente: 

Se tomaron de 400-600 I-Ig de toxina monomérica pura, contenida en buffer PBS 

pH 7.2 (a una concentración aproximada de 1 I-Ig/1-l1) Y se añadió DTT hasta una 

concentración final de 3 mM. Se incubó durante 10 minutos a 37 oC y 600 rpm. 

El DTT se eliminó rápidamente mediante cromatografía de exclusión molecular, 

cargando la muestra en una columna pequeña empacada con Sephadex G-25 y 

centrifugando durante 2 minutos a 2000 rpm (720 g) Y 4 oC, en un rotor de ángulo libre 

La parte eluida de la columna se recolectó y se estimó la concentración usando el 

equipo Nanodrop 2000. 

Posteriormente, se agregó EDTA hasta una concentración final de 1 mM. Se 

agregó la marca reactiva (Alexa fluor-350 C5-maleimida o 1 ,5-IAEDANS) disuelta en agua 

(stock a 5 I-Ig/1-l1), en un exceso molar 10 veces superior respecto a la cantidad de toxina. 

La reacción de unión covalente se llevo a cavo incubando la mezcla anterior 

durante 2 h a temperatura ambiente, con agitación y en obscuridad. 

Para eliminar por completo las especies reactivas de marca libre, se agregó [3-

mercaptoetanol al 0.2 % v/v final, o bien DTT a una concentración final de 5 mM. 

La marca no unida covalentemente a la toxina se eliminó mediante cromatografía 

de exclusión molecular, cargando la muestra en una pequeña columna empacada con 

Sephadex G-25 y centrifugando durante 2 minutos a 2000 rpm (720 g) Y 4 oC, en un rotor 

de ángulo libre. Este paso se repitió 2-3 veces para eliminar la mayor cantidad de marca 

libre. 

Posteriormente, el pH del buffer en el que se encontraban las proteínas marcadas 

se cambió a pH 9 mediante la adición de 1/10 de volumen de buffer carbonatos 0.5 M, 

pH 9. Se estimó la concentración de proteína marcada pura mediante el método de 

Bradford y se calculó la estequiometría de marcaje, utilizando la siguiente formula: (Ax 1 E) 

* [peso molecular de la proteína 1 (mg/ml de proteína)]= moles de marca 1 moles de 

proteína 

En donde: 

-Ax: valor de absorbancia de la marca a la longitud de onda de máxima absorción 

(a 346 nm, para el caso del Alexa Fluor-350 y 336 nm para el 1,5-IAEDANS) 
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-E: Coeficiente de extinción de la marca a la longitud de onda de máxima 

absorción (19 000 M-1 cm-1, para el caso delAlexa Fluor-350 y 5700 M-1crrr1 para el 

1,5-IAEDANS). 

11.14. Preparación de los liposomas o PC-SUV (Small 
Unilamellar Vesicles of Phosphatidyl Choline) 

Se disolvió la L-a-Fosfatidilcolina de huevo de pollo (Avanti® Polar Lipids) en 

cloroformo, hasta una concentración de 10 mg/ml. 

Se tomaron 100 1-11 del stock anterior y se esparcieron sobre la superficie interna 

de un pequeño tubo de ensayo de vidrio, girando el tubo y procurando la formación de 

una película lipídica adherida a la pared de vidrio mediante la evaporación lenta del 

cloroformo, para lo cual se aplicó una corriente suave de nitrógeno en el tubo. 

Para eliminar por completo el solvente en condiciones no oxidativas, la película 

lipídica se secó al vacío durante 12 h en un Speed Vac SVC100 (Savant). 

Para hidratar los lípidos se agregaron 1.3 mi de buffer 10 mM CHES, 150 mM KCI, 

pH 9, al tubo (quedando los lípidos a una concentración final de 1 1-1 M) , se eliminó el 

oxigeno aplicando una corriente suave de nitrógeno y se tapó el tubo. Se giró 

suavemente el tubo de vidrio durante 5-10 minutos y la mezcla se "vortexeó" 2-4 veces de 

manera breve, hasta que se obtuvo una solución homogénea de vesículas 

multilaminares, con aspecto turbio y de color blanco. 

Para formar las SUV' s, la mezcla anterior se sonicó dando de 3 a 5 pulsos de 1 

minuto de duración en un sonicador de baño (Branson 1200), con intervalos de 1 minuto 

entre cada pulso durante los cuales se mantuvo la mezcla a 4 oC. Esto se hizo hasta 

obtener una solución semitraslúcida (aproximadamente 3 pulsos). 

Los liposomas se guardaron en alícuotas de 0.5 mi a 4 oC, hasta por 3 días. 

11.15. Inserción de la toxina Cry1Ab en SUV's de PC 

Para analizar los cambios conformacionales que sufre la toxina Cry1 Ab al 

insertarse en la membrana, el monómero de la toxina Cry1Ab en solución se incubó en 

presencia de liposomas de fosfatidilcolina, durante 1 h a 37 oC y agitación a 600 rpm. 

Para los ensayos de inserción en membrana a diferentes relaciones de proteína

lípidos y pHs diferentes, las mezclas de reacción fueron las siguientes: 

Se mezclaron 2 I-Ig de monómero con: 
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*A pH =7.5 

40 ¡JI de lípidos + 

245 ul de PBS lx 

Volumen final de 300 ¡JI 

*A pH 10.5 

40 ¡JI de lípidos + 

60 ¡JI de buffer Carbonatos 5x + 

1851-11 de H,O 

Volumen final de 300 ¡JI 

264 ¡JI de lípidos + 

120 ul de PBS lx 

Volumen final de 400 ¡JI 

* 264 ¡JI de lípidos + 

60 ¡JI de buffer carbonatos + 

601-11 de H,O 

Volumen final de 400 ¡JI 

Adicionalmente se incluyo un blanco en el que solo se incubaron los lípidos con 

los buffers en los volúmenes correspondientes pero sin añadir toxina. 

Posteriormente. la mezcla lípido-toxina se transfirió a tubos de policarbonato de 7 

x 20 mm (Beckman) y se centrifugó durante 1 h a 90.000 rpm (312.530 g) Y 4 oC en una 

ultracentrífuga OPTIMA TM(Beckman). utilizando el rotor TLA100. Finalmente. con ayuda 

de una micropipeta. se recuperaron por separado el pellet membranal (que contenía a la 

toxina insertada en membrana) y el sobrenadante. en el cual permaneció la toxina no 

insertada. El pellet se resuspendió en 200 ¡JI de PBS para los posteriores ensayos 

fluorométricos. 

Finalmente se obtuvieron las intensidades máximas de la fluorescencia intrínseca 

(triptófanos. excitando a 295 nm y haciendo un escan de la emisión de 300-400 nm) de la 

toxina Cry1Ab en el pellet o el sobrenadante. y se obtuvo el porcentaje de inserción. 

11 .16. Extracción del intestino medio de larvas de M. sexta 

Para extraer el intestino medio de M. sexta, (que contiene a los receptores, 

proteasas y la composición lipídica membranal idóneos para favorecer la unión e 

inserción de la toxina Cry1Ab en la membrana), se envolvieron las larvas de tercer instar 

de desarrollo de M. sexta en papel aluminio y se incubaron a 4 oC, colocándolas sobre 

hielo durante 20 minutos. Posteriormente se fijó cada larva a una tabla de disección por 

ambos extremos con ayuda de un par de alfileres y se hizo un corte longitudinal a lo largo 

de la línea media de la larva, excepto en los 3 segmentos finales de ambos extremos de 

la larva. 
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Se separó el intestino medio de las larvas con ayuda de pinzas de punta 

redondeada, se vació el contenido alimenticio de éste y se enjuagó el tejido en el buffer 1. 

Se realizaron cuatro lavados con el mismo buffer en un tubo de centrifuga, agitando e 

invirtiendo el tubo hasta que el tejido sedimentara y eliminando el sobrenadante. 

Se centrifugaron los intestinos a 5000 rpm (3210 g) durante 15 minutos, se eliminó 

el sobrenadante y se pesó el pelle!. Posteriormente el pellet con los intestinos se 

resuspendió en el buffer 1, diluido al 50 % con agua desionizada, en una relación 1:1 en 

peso/volumen y se hicieron alícuotas de 1 mi c/u que se depositaron en microviales. 

Finalmente, los intestinos se guardaron a -70 oC, hasta su uso. 

-Buffer 1: 300 mM de D-manitol, 17 mM de Tris-HCI, pH 7.4. 

11.17. Elaboración de BBMV's con membranas del intestino 
medio de larvas de M. sexta 

Para la elaboración de las BBMV's (Brush-Border Membrane Vesicles) del 

intestino medio de M. sexta, se descongelaron los intestinos sobre una palangana con 

hielo. Posteriormente se colocaron en un homogenizador de vidrio estéril inmerso en 

hielo y se diluyeron con el buffer 1 frío, en una relación 1 :10 en peso/volumen. Se colocó 

el émbolo de teflón estéril del homogenizador en un taladro Black & Decker U-114 tipo FV 

y se dieron 9 golpes a 2250 rpm. Se agregó un volumen igual de una solución de MgCb 

24 mM, se agitó suavemente y se colocó en hielo durante 15 minutos. 

La mezcla anterior se centrifugó durante 15 minutos a 4500 rpm (1590 g) Y 4 oC 

(en un rotor Beckman de ángulo fijo JA-20). El sobrenadante se recuperó y transfirió a 

otro tubo estéril y se centrifugó durante 30 minutos a 16,000 rpm (20,070 g) Y 4 oC. Se 

eliminó el sobrenadante y el pellet se resupendió en 1/2 volumen del buffer 1 frío y 1/2 

volumen de la solución de MgCb 24 mM. Se centrifugo de nuevo de la misma forma que 

en el paso anterior y se eliminó el sobrenadante. 

El pellet membranal obtenido en el paso anterior se resuspendió con el buffer 1 

frío, diluido al 50 % con agua des ionizada y se dieron tres golpes a 2250 rpm usando el 

equipo descrito anteriormente. 

Finalmente, se cuantificó la proteína presente en las BBMV's mediante el ensayo 

de Lowry y se hicieron alícuotas de 100 1-11 c/u, las cuales se guardaron a -70 oC hasta su 

uso. 

-Buffer 1: 300 mM de manitol, 17 mM de Tris-HCI, pH 7.4. 
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11.18. Cuantificación de la proteina mediante el método de 
Lowry 

La cuantificación de la proteína presente en las BBMV's se hizo utilizando el "OC 

Protein Assay" de Bio-Rad y siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente 

se hizo lo siguiente: 

Se obtuvo la "solución 1 ", mezclando 1 mi de la "solución A" con 20 1-11 de la 

"solución S" (provistas con el kit). 

Se colocaron 5 1-11 de la muestra a cuantificar (BBMV' s) en un tubo de 1.5 mi y se 

adicionaron 125 1-11 de la solución 1. La mezcla se agitó con ayuda del Vortex y se incubó 

durante 15 minutos a TA, después de lo cual se adicionó 1 mi de la "solución B", se agitó 

de nuevo con el Vortex y se incubó durante otros 15 minutos. La mezcla se transfirió a 

una celda para espectrofotómetro y se leyó la absorbancia en un espectrofotómetro 

(Pharmacia LKB Ultraspec 11) a una A de 750 nm. 

Para obtener el valor de concentración proteica, el valor de absorbancia se 

interpoló a una curva estándar de albúmina sérica bovina (BSA). 

-Solución A: solución alcalina de tartrato de sodio. 

-Solución B: reactivo de Folin diluido. 

-Solución S: dodecil sulfato de sodio. 

11.19. Obtención del oligómero de la toxina Cry1 Ab insertado en 
la membrana lipídica (BBMV's de M. sexta) 

Para analizar los cambios conformacionales que sufre la toxina Cry1 Ab al 

insertarse en las membranas lipídicas aisladas del intestino medio de M. sexta (BBMV' s), 

se hizo lo siguiente: 

Se descongelaron las BBMV's de M. sexta, se transfirieron a tubos de 

policarbonato de 7 x 20 mm (Beckman) y se centrifugaron durante 15 minutos a 

20,000 rpm (15,430 g) Y 4 oC , en una ultra centrífuga OPTIMNM (Beckman), utilizando el 

rotor TLA 100. Se recuperó el pellet membranal y se resuspendió en buffer carbonatos 

50 mM, pH 9. 

Para la reacción de inserción de la toxina en la membrana, se mezcló la toxina 

marcada (30-50 I-Ig) con las BBMV's de M. sexta, en una relación en masa proteica de 

1:5 (toxina-BBMV's). La reacción se llevó a un volumen final de 500 1-11, aforando con 

buffer carbonatos y la mezcla se incubó durante 1 h a temperatura ambiente con 

88 



agitación suave. Posteriormente la reacción se paró mediante la adición de PMSF a una 

concentración final de 1 mM. Adicionalmente, se incluyo un blanco en el que solo se 

incubaron los lípidos con el buffer carbonatos en el volumen correspondientes, pero sin 

añadir toxina. 

Para obtener el oligómero de la toxina insertado en la membrana lipídica, la 

mezcla anterior se centrifugó durante 30 minutos a 50,000 rpm (96,460 g) Y 4 oC, 

después de lo cual se eliminó el sobrenadante y el pellet membranal con el oligómero de 

la toxina Cry1Ab insertado se resuspendió en 1.1 mi de buffer carbonatos 50 mM pH 9. 

Posteriormente, usamos 1 mi de la mezcla anterior para los análisis de apagado de la 

fluorescencia, usando 200 1-11 de la mezcla por cada concentración de apagador, como se 

explica mas adelante, y el resto de la muestra se utilizó para la detección del oligómero 

de la toxina Cry1 Ab mediante Western blol. 

11.20. Western blot 

Las muestras se separaron mediante SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 

8 %, a 10 mAdurante 30 minutos aproximadamente y a 20 mA durante 2 h. 

Posteriormente las proteínas se electrotransfirieron a una membrana de 

Polivinilidenofluoruro (Millipore, Immobilon™-P, Transfer Membranas, USA) a 350 mA 

durante 1 h en una cámara de transferencia (TE22, Hoefer Scientific Instruments) a 

temperatura ambiente. La membrana se bloqueó durante 90 minutos con PBS 1X, 

Tween-20 al 0.05 % Y leche descremada al 5 %, después de lo cual se lavó dos veces 

con agua estéril y dos veces con PBS-Tween 20 al 0.05 %. 

La membrana se incubó con el anticuerpo primario policlonal (Anti Cry1 Ab en una 

relación 1 :30,000) durante 90 minutos, se lavó dos veces con agua estéril y dos veces 

con PBS-Tween 20 al 0.05 %. 

Para la inmunodetección de las proteínas, la membrana se incubó durante 1 h con 

el segundo anticuerpo, anti-lgG de conejo acoplado a peroxidasa (en una relación 

1 :45000). Se lavó dos veces con PBS-Tween 20 al 0.05 % Y dos veces más con PBS. 

Finalmente, para revelar con los reactivos luminiscentes, la membrana se incubó 

con el sustrato del Kit SuperSignal (SuperSignal® Chemiluminescent Substrate, Pierce) y 

la señal emitida se detectó con una película fotográfica para quimioluminiscencia 

(Hyperfilm™, Amsterdam Biosciences). 
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11.21. Unión de la toxina Cry1 Ab marcada con Alexa Fluor-350 al 
receptor caderina o ALP 

El fragmento de caderina con el repetido 7-12 (" 67 kDa) que contiene los sitios 

de unión para la toxina Cry1 Ab, previamente clonado en el vector pET22b, se purificó 

mediante una columna de afinidad de níquel, como se ha reportado previamente [110]. El 

receptor ALP (" 65 kDa) se purificó mediante cromatografía de afinidad usando una 

matriz de agarosa-ácido L-histidil-diazo-benzilfosfónico (Sigma) como se ha descrito 

previamente [39]. 

Para los experimentos de unión de la toxina al fragmento de caderina o al receptor 

ALP. Se mezclaron 12 I-Ig del monómero de la toxina Cry1Ab marcado con Alexa 

Fluor-350 en presencia o ausencia de 10 o 20 excesos (en masa) del fragmento de 

caderina o ALP, respectivamente. La reacción se llevó a un volumen final de 1.1 mi, 

aforando con buffer carbonatos 50 mM, pH 9 Y se incubó durante 30 minutos a TA. 

Finalmente, cada una de las mezclas anteriores se dividieron en 5 tubos de 200 1-11 

que se utilizaron para el apagado con ioduro. 

11.22. Ensayos de apagado dinámico de la fluorescencia con 
ioduro o acrilamida 

Para los ensayos de apagado de la fluorescencia con ioduro o acrilamida 

(apagadores dinámicos de la fluorescencia solubles en ambientes polares, Tablas 11.5 y 

11.6), las muestras se trataron con diferentes concentraciones de apagador. 

Para los ensayos de apagado con KI, se añadió KCI a la reacción, con el fin de 

que la fuerza iónica total en las diferentes muestras permaneciera constante y Na2S203, 

para prevenir la formación de i2 reactivo, el cual puede penetrar en las regiones no 

polares de las proteínas y de las membranas. 

Posteriormente, se midieron los espectros de emisión y se graficó la razón Fo/F 

contra la concentración de apagador, para obtener la constante de Stern Volmer para el 

apagado dinámico de la fluorescencia (KD). 
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Tabla 11.5. Mezcla de reacción para el apagado de la fluorescencia utilizando 

acrilamida como apagador dinámico (250 ~I de volumen final) 

Muestra 
200 ~I 

agregar---*' 

[acrilamida] O mM 10 mM 100 mM 200 mM 
stock 4 M 
agregar---*' O ~I 0.63 fII 6.25 ~I 12.25 fII 

H,O miliQ 
agregar - 50 fII 49.4 fII 43.8 ~I 37.5 fII 

Tabla 11.6. Mezcla de reacción para el apagado de la fluorescencia utilizando KI 

como apagador dinámico (250 ~I de volumen final) 

muestra, 
agregar - 200 ~I 

[Na,S,03] 800 mM 
StockO.4M, 
agregar- 5 ~I 

PBS, 
agregar - 13.75 ~I 

[KCI] 500 mM 450 mM 400 mM 250 mM O mM 
Stock 4M, 
agregar --+ 31.25 ~I 28.13 ~I 25 ~I 15.62 ~I Ofll 

[KI] O mM 50 mM 100 mM 250 mM 500 mM 
Stock 4M, 
agregar --+ O ~I 3.125 ~I 6.25 ~I 15.62 ~I 31.25 ~I 

11.23. Preparación de BBMV's de M. sexta suplementadas con 16:0-5 

Doxyl pe 

Para la preparación de las BBMV's que contenían el apagador anclado a la 

membrana, se elaboraron liposomas (SUV's) de los ácidos grasos que contenían el 

apagador acoplado a una de las cadenas carbonadas, para lo cual se tomó 1 mg de 1-

palmitoil-2-estearoil-(5-doxil)-sn-glicero-3-fosfatidiIcolina (16:0-5 Doxyl PC, Avanti® Polar 

Lipids) disuelto en cloroformo y se secó mediante evaporación con una corriente de argón 

sobre las paredes de un tubo de ensayo, procurando la formación de una fina película 

lipídica adherida a la pared de vidrio. 

Para eliminar por completo el solvente en condiciones no oxidativas, los lípidos se 

secaron al vacío durante 12 h en un Speed Vac SVC 100 (Savant) y posteriormente se 

hidrataron con 1.16 mi de buffer carbonatos 50 mM, pH 9, para obtener una 

concentración final de 1 mM. El resto del protocolo se realizó de la misma forma que para 

la elaboración de las SUV's de PC. (ver sección 11.14). 
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Posteriormente, se mezclaron 20 ¡.JI de las SUV's de 16:0-5 Doxyl PC 1 mM, por 

cada 30 ¡.Jg de BBMV's, y la mezcla anterior se sonicó, dando 5 pulsos de un minuto de 

duración c/u en un sonicador de baño (Branson 1200), con intervalos de 1 minuto entre 

cada pulso, durante los cuales se mantuvo la mezcla a 4 oC. Esto se hizo hasta obtener 

una solución semitraslúcida. 

11.24. Apagado de la fluorescencia extrínseca de la toxina 
Cry1Ab marcada con 1,5-IAEDANS e insertada en BBMV 's de 
M. sexta suplementadas con 16:0-5 doxyl PC 

Para analizar que regiones de la toxina Cry1 Ab que se insertan dentro de la 

membrana lipídica y están en contacto con ella, se hizo lo siguiente: 

Se incubaron 20 ¡.Jg de la toxina marcada con 1 ,5-IAEDANS, en presencia de las 

BBMV's de M. sexta con o sin apagador (16:0-5 Doxyl PC), en una relación en masa 

proteica de 1:5 (toxina-BBMV's). La reacción de inserción se llevó a un volumen final de 

100 ¡.JI en buffer carbonatos 50 mM, pH 9 Y la mezcla se incubó durante 90 minutos a 

temperatura ambiente con agitación suave, después de lo cual se paró la reacción 

mediante la adición de PMSF a una concentración final de 1 mM. Adicionalmente, se 

incluyo un blanco en el que solo se incubaron los lípidos correspondientes en el buffer 

carbonatos. 

Para obtener a la toxina insertada en la membrana lipídica, la mezcla anterior se 

centrifugó durante 30 minutos a 50,000 rpm (96,460 g) Y 4 oC, después de lo cual se 

eliminó el sobrenadante y el pellet membranal con la toxina Cry1 Ab insertada se 

resuspendió en 230 ¡.JI de buffer carbonatos 50 mM pH 9. La mezcla anterior se utilizó 

para realizar las lecturas en el espectrofluorómetro y obtener las intensidades máximas 

de emisión de la fluorescencia extrínseca de la toxina en presencia o ausencia del 

apagador anclado a la membrana (16:0-5 Doxyl PC). 

Finalmente se obtuvo el porcentaje de apagado de la fluorescencia extrínseca 

mediante la siguiente fórmula: [1-(F/Fo)]*100, en donde F y Fo son las intensidades 

máximas de fluorescencia observadas en presencia o ausencia del apagador (16:0-5 

Doxyl PC). 
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11.25. Medición de los espectros de emisión de la fluorescencia 
de las toxinas Cry1Ab 

Para los ensayos de medición de la fluorescencia se utilizó un espectrofotómetro 

de fluorescencia Amicon Bowman (Urbana, IL). 

Tabla 11.7. Parámetros de lectura en el espectrofluorómetro para los f1uoróforos 

utilizados 

Fluoróforo A exitación (om) lectura del espectro de emisión (o m) 

Triptófanos 295 300-400 

Alexa Fluor-350 346 410-470 

1,5-IAEDANS 336 420-520 

Todas las medidas se realizaron con una celda de cuarzo de 4mm x 10mm (Bio

Rad) a 22 oC. Los resultados obtenidos son un promedio de tres mediciones 

independientes y los espectros fueron corregidos restándoles los espectros de emisión de 

los blancos (los mismos componentes de la muestra a excepción de la toxina, toxina 

marcada o el fluoróforo en solución, según corresponda). 

12. ANEXOS 

12.1. Pu blicación en revista arbitrada 

Los experimentos realizados durante el desarrollo de esta tesis contribuyeron con el 

desarrollo del siguiente articulo cientifico: 
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From the Instituto de Biotecnologfa, Universidad NacionalAutónoma de México, Cuernavaca 62250, Morelos, Mexico 

Badllus thuringiensis produces insecticidal proteins named 
Cry toxins, that are used commercially for the control of eco
nomical important insect pests. These are pore-formingtoxins 
that interact with different receptors in the insect gut, forming 
pores in the apical membrane causing cell burst and insect 
death. Elucidation of the structure of the membrane-inserted 
toxin is important to fully understand its mechanism of action. 
One hypothesis proposed that the hairpin of a-helices 4-5 of 
domain I inserts into the phospholipid bilayer, whereas the rest 
ofhelicesofdomain I are spread on the membrane surface in an 
umbrella-likeconformation. However, a second hypothesis pro
posed that the three domains of the Cry toxin insert into the 
bilayerwithout major conformational changes. In this workwe 
constructed single Cys CrylAb mutants that remain active 
against Manduca sexta larvae and labeled them with different 
fluorescent probes that have different responses to solvent 
polarity. Different soluble quenchers as well as a membrane
bound quencher were used to compare the properties of the 
soluble and brush border membrane-inserted forms of CrylAb 
toxin. The fluorescence and quenchinganalysis presented here, 
revealed that domains II and III of the toxin remain in the sur
face of the membrane and only a discrete region of domain I is 
inserted into the lipid bilayer, supportingthe umbrella model of 
toxin insertion. 

Bacillus thuringiensis (Bt)3 ís an entomophatogeníc bacte
ríum that produces ínsectícídal o-endotoxíns proteíns (named 
Cry toxíns) duríng íts sporulatíon phase as parasporal bodíes. 
These proteíns have been used commercíallyfor manyyearsfor 
the control of ínsect pests ín agrículture and human-dísease 
vectors, because theyare híghlyspecífíc to ínsects, ínnocuous to 
vertebra tes and plants, and bíodegradable (1-3). 

* This work was supported in part through Grants IN206209-3 and IN218409 
from DGAPA/UNAM and CONACyT Grants 128883 and 81679-0. 

~ The on-lineversion of thisartide (availableat http://www.jbc.org) contains 
suppl emental Fig. 51 a nd Tables 51 a nd 52. 

1 Both authors contributed equally to this work. 
2 To whom correspondence should be addressed: Apdo. postal 510-3, Cuer

navaca 62250, Morelos, Mexico. Tel.: 52-777-3291635; Fax: 52-777-
3291624; E-mail: bravo®ibt.unam.mx. 

3 The abbreviations used are: Bt, Bacillus thuringiensis; BBMV, brush border 
membrane vesides; 1,5-IAEDAN5, 5-(2-((2-iodo-l-oxoethyl) amino) ethyl
am in o)-l-naphthalen esu Ifonic acid; AN 5, 1-ani lin onaphthalen e-8-sulfon ic 
acid; PFT, pore-forming toxin; 5-doxyl-PC, 1-palmitoyl-2-stearoyl-(5-
doxyl)-sn-glycero-3-phosphocholine; ALP, all<.:lline phosphatase. 
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Most of the Cry proteíns are produced as crystalline ínclu
síons of 130 or 70 kDa protoxíns. Protoxíns are solubilízed ín 
the larval gut lumen and actívated by mídgut proteases ín both 
termínal ends to yíeld actívated monomeríc 6O-kDa toxíns wíth 
a three domaín structure (1-3). Domaín I ís a seven a-helíx 
bundle ímplícated ín olígomerízatíon and ín membrane chan
nel formatíon. Domaín 11 consísts of a beta-prísm ofthree antí
parallel ¡3-sheets packed around a hydrophobíc core and 
domaín III ís a ¡3-sandwích of two antíparallel ¡3-sheets. 
Domaíns 11 and III are ímportant for ínteractíon wíth toxín 
receptors and thus have ímportant roles ín ínsect specíficíty 
(1-3). 

The mechanísm of actíon ofCry toxíns ínvolves several steps 
and ínteractíons wíth dífferent receptors that depend on the 
olígomeríc state of the toxín ín a píng-pong bíndíng mechanísm 
(3-5). The actívated monomeríc toxíns bínd to híghlyabundant 
low affiníty receptors, glycosylphosphatídylínosítol (GPI)-an
chored proteíns, such as amínopeptídase N (APN) and alkalíne 
phosphatase (ALP), localízíng the toxín ín the brush border 
mícrovillL Specífically, loop 3 of domaín 11 and ¡3-16 of domaín 
III are ínvolved ín thís fírst ínteractíon (4, 5). After thls, the 
toxín bínds to lowabundant cadherín receptor, ín a hlghaffíníty 
and complex ínteractíon ínvolvíng partícípatíon of loop 2, loop 
3, and loop a-8 of domaín 11 the toxín. Bíndíng wíth cadherín 
facilítates addítíonal pro tease cleavage of the N -termínal end of 
the toxín elímínatíng helíx a-1 of domaín I (6). Thls cleavage 
índuces assembly of an olígomeríc form of the toxín. The con
formatíonal changes ín toxín oligomers results ín 1oo-fold 
íncreased bíndíng affíníty to APN and ALP receptors, through 
loop 2 (3-6). After the olígomers bínd to these receptors they 
ínsert ínto membrane mícrodomaíns, creatíng pares ín the apí
cal membrane of mídgut cells causíng osmotíc shock, burstíng 
off the mídgut cells and fínally endíng wíth the death of the 
ínsect (7,8). 

The ínsertíon of the toxín ínto the membrane ís one of the 
less characterízed steps ín the mechanísm of actíon ofCry tox
íns and elucídatíon of the structure of the membrane-ínserted 
toxín ís ímportant to fully understand íts mechanísm of actíon. 
The hypothesís ís that ínteractíon of toxín olígomer wíth the 
APN and ALP receptor proteíns tríggers a conformatíonal 
change that ís necessary for the ínsertíon of the toxín ínto the 
membrane (9). Prevíous studíes demonstrated that separatíon 
of domaíns 1 and 11 ís a necessary step for pare formatíon ín 
black lípíd bilayers (10). In addítíon, several studíes performed 
wíth síngle poínt mutatíons ín the dífferent helíces of domaín 1 
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of CrylA toxíns, supported that helíces a-3, 0:-4, and a-S are 
ímportant for toxícíty and pore formatíon, wíthout affectíng 
theír bíndíng ínteractíon wíth toxín receptors (11-15). The 
helíx a-3 partícípates ín the olígomerízatíon process (13), and ít 
ís proposed that the hydrophobíc haírpínformed by helíces 0:-4 
anda-5 ínserts ínto the phospholípíd bilayerwhereas the rest of 
amphípathlc helíces of domaín I, excludíng helíx a-1, are 
spread on the membrane surface ín an umbrella-líke conforma
tíon (10, 16-19).1t was shown that the hydrophllicface ofhelíx 
0:-4 ís facíng the lurnen of the pore, by in situ restoratíon of a 
negatíve charge of mutant D136C, that resulted ín restítutíon of 
íol1Íc conductance to the levels of the wild-type CrylAa toxín 
(16). 

In 2001, an alternatíve model was proposed based ín data of 
the actívatíon energy of denaturatíon of Cry3Aa toxín when ít ís 
bound to the membrane (20). In thís model the authors pro
posed that the conformatíon of the toxín do not change upon 
ínsertíon ínto the membrane and that the three domaíns of 
Cry3Aa ínserted ínto the bílayer wíthout further conforma
tíonal changes, wíth the exceptíon of the fírst three a-helíces 
(20). In 2008, a study that ínvolved the analysís of several síngle 
cysteíne (Cys) Cry1A mutants labeled wíth fluorescent dyes, 
such as 1,5-IAEDANS, or acrylodan, also concluded that al! 
domaíns ofthe toxín ínsert ínto the membrane (21). These data 
contradícted preYÍous studíes that had shown that sorne 
regíons of domaíns 11 and m of Cry1A toxíns remaín ín the 
surface ofthe membrane (9,19,22). Quenchlng analysís oftryp
tophan (Trp) florescence of the membrane-ínserted Cry1Ac 
olígomer, showed that Trp-545, located ín domaín m, remaíns 
exposed to the solvent (9). In addítíon, fluorescence resonance 
energy transfer (FRET) analysís of Trp resídues to 1-anilínon
aphthalene-8-sulfoníc acíd dye (ANS) ín membrane-bound 
Cry1Ab olígomer, índícated that domaíns 11 and III were 
located ín the surface ofthe membrane, ín contrast to domaín I 
that was ínserted ínto the membrane (22). It ís ímportant to 
mentíon that most of the pore formíng toxíns, such as anthrax 
toxín, aerolysín, a-hemolysín, and COC toxíns, that kili díffer
ent cell types, behave ín a símilar way, sínce only a small part of 
these proteíns ínserts ínto the lípíd bilayer, whlle the rest of the 
proteín remaíns outsíde of the membrane (23). Recently, a 
three-dímensíonal structure model of the Cry4Aa pre-pore, 
and the pore olígomer was presented (24). In thís model the 
authors suggested that domaíns 11 and III of Cry4Aa toxín 
remaín ín the surface ín the membrane bound olígomer and 
only the haírpín formed by helíces a-4 and a-5 of domaín I ís 
ínvolved ín the ínsertíon ínto the lípíd bílayer (24). 

The aímofthls workwas to understand how Crytoxíns ínsert 
ínto the membrane. We ísolated several mutants wíth síngle 
Cys resídues ín the three domaíns of Cry1Ab toxín and analyzed 
theír ínsertíon ínto the membrane usíng fluorescence spectros
copy and quenchíng analysís wíth dífferent soluble quenchers 
as well as a membrane-bound quencher to compare the prop
ertíes of the soluble and membrane-ínserted forms of Cry1Ab 
toxín. Three mutants are located ín domaín 1, two ín domaín 11, 
and two ín domaín 111. Among the mutants located ín domaínl, 
one mutant (Vl71e) ís located ín helíx a-5, that corresponds to 
the regíon ínvolved ín membrane ínsertíon accordíng to Tav
eecharoenkool et al. (24). Our results índícate that domaíns 11 
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and m of the toxín remaíned exposed to the solvent ín the 
surface ofthe membrane and only a díscrete regíon of domaín I 
was ínserted ínto the lípíd bilayer. 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Site-dirededMutagenesis-Plasmíd pHT315 (25) contaírríng 
cry1Ab gene was used as templatefor síte-dírected mutagenesís 
wíth QuíckChange mutagenesís kít from Stratagene (La Tolla, 
CA), followíng the manufacturer's ínstructíons. Mutagerríc 
olígonucleotídes used to construct all mutants were: T122C, 
GAGTGGGAAGCAGATCCTTGTAATCCAGCATTAAGA
GAAG; V171C, GCTGCAAATTTACATTTATCATGCTT
GAGAGATGTTTCAGTG;G183C,GTGTTTGGACAAAG
GTGGTGTTTTGATGCCGCGACTATC; S324C, CAT
CAAA TAATGGCTTGCCCTGTAGGGTTCTCG; S364C, 
GTGTATAGAACATTATCGTGCACTTTATATAGAAG
ACC;K490C,TGGAACTTCTGTCGTTTGCGGACCAGG
ATTTACAG, and N547C, ATTGACGGAAGACCTATT
TGTCAGGGGAATTTCTCAG. 

Purification andActivation ofCrylAb Toxins- The acrystal
líferous Bt straín 40T (25) was transformed wíth wild-type 
pHT315-cry1Ab or the same plasmíd contaíníng cry1Ab mu
tant genes. Bt transformant straíns were grown for 3 days at 
30 oC ín HCT sporulatíon medíum (26) supplemented wíth 10 
jLg/ml erythromycín. 

After sporulatíon, crystals were purífied by sucrose gradíents 
as descríbed (26). Protoxíns were solubilízed 2 h at 37 oC ín 
alkalíne buffer: 100 mM Na2C03 , 0.2% of ¡3-mercaptoethanol, 
pH 10.5 and actívated wíth trypsín (1:50 trypsín/protoxín, w/w) 
for 2 h at 37 oC, after thís íncubatíon 1 mM phenylmethylsulfo
nyl fluoríde (PMSF) was added to stop proteolysís and the pH 
was equilíbrated by addíng same volume of 1 M Trís-HCl, pH 
8.5. Actívated proteíns were then purífíed by arríon exchange 
chromatograp hy Mono Q-Sepharose fast flow from GE Health
care (Líttle Chalfont, VI<) ín an AI<TA FPLC System from 
AmsterdamBíoscíences, usíng a 50 mM Trís-HCl, 50 mM NaCl, 
pH 8.5 buffer, and alínear NaClconcentratíongradíent from50 
to 300 mM. The samples were reduced by addíng 1 mM EDTA 
and 3 mM díthíothreítol to mínímíze the oxídatíon of the thíol 
group ofCys resídues, concentrated up to 1 jLgper jLl and buffer 
was changed to PES by usíng Amícon 30,000 MWCO centrí
fuge filters from Miliípore (Hayward, CA). Proteín concentra
tíon was determíned by the Bradford assay usíng boYÍne serum 
albumín as standard. 

Toxicity Bioassays-Bíoassays were performed wíth Man
duca sexta neonate larvae by the surface contamínatíon 
method. Dífferent doses of spore/ crystal suspensíons (from 0.1 
to 200 ng/ cm2

) were applíed onto the díet surface contaíned ín 
24-well polystyrene plates (Cell Wellsi corrríng Glass Works, 
Corníng, New York). A total of 241arvae per plaque, were fed 
wíth the dífferent toxín doses ín quadruplícate. The plates were 
íncubated at 28 oC wíth 65 ± 5% relatíve humídíty and a líght: 
dark photoperíod of 16:8 h. Mortalítywas recorded after 7 days 
and the 50% lethal concentratíon (LC5o) was analyzed wíth Pro
bít LeOra software. 

Labeling MutantProteins with Fluorescent Dyes-To reduce 
the dísulfíde bonds and ímprove the labelíng of the Cys resídues 
íntroduced ínto the mutant toxíns, the pure proteín samples 
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(400-600 jLg), were íncubated ín PBS contaíníng 3 llTh1 díthío
threítol, 1llTh1 EDTAfor 10 mínat 37 oc. The díthíothreítol was 
then removed by filtratíon centrífugatíon (27) ín Sephadex 
G-2S colunms (1 cm3

), equilíbrated wíth PBS pH 7, and pro
teíns were íncubated 2 h ín dark at 37 oC wíth 10-fold molar 
excess ofthe pro bes at 600 rpm agítatíon. Two dífferent pro bes 
were used to label the Cry1Ab mutants, the S-(2-((2-íodo-1-
oxoethyl) amíno) ethylamíno)-l-naphthalenesulfoníc acíd 
(l,S-IAEDANS) or Alexa Fluor-3S0 from Molecular Probes. 
Unbound label was removed by filtratíon centrífugatíon, usíng 
Sephadex G-SO columns equilíbrated wíth PES pH 7. Fínally, 
the pH of labeled proteíns was changed to pH 9 by addíng 1/10 
of thevolume of SOO llTh1 Na2C03 , pH 9. The efficíency oflabel
íng was measured usíng the molar extínctíon coeffícíent of each 
probe and Equatíon 1, 

Ax MW protein mol dye 
- X (Eq.1) 
t mg protein/ml mol protein 

where A" corresponds to the maxímum wavelength of dye 
absorbance that ín the case of Alexa Fluor-3S0 corresponds to 
346 nm, and ín the case of 1,S-IAEDANS corresponds to 336 
nmand t, corresponds to the molar extínctíon coeffícíent ofthe 
dye, thatfor Alexa Fluor-3S0 ís 19,000 M- 1 cm- 1 at 346 nm, and 
for 1,S-IAEDANS ís S700 M- 1 cm- 1 at 336 nm. 

Puríty ofthe proteíns was analyzed on SDS-PAGE 12% acryl
amíde. The labeling ofthe proteíns was vísualízed by excítatíon 
of the SDS-PAGE gel wíth UV líght transillumínator and ana
lyzed ín a Gel Doc XR System (Bío-Rad) as reported (28). 

Preparation ofErush Border Membrane Vesicles (EEMV) and 
EBA1V Containing Membrane-bound Quencher 5-Doxyl-PC
Insect mídgut tíssue of thírd ínstar M. sexta larvae were dís
sected and used to prepare BBMV by dífferentíal precípítatíon 
usíng MgC12 ín absence íf protease ínhíbítors (29). The BBMV 
were finally suspended ín SO llTh1 Na2C03 , pH 9 and stored at 
-70 oC until use. Concentratíon of proteín ín the BBMV was 
analyzed by usíng the Lowry DC proteín assay (Bío-Rad). 
For preparatíon of BBMV contaíníng the membrane-bound 
quencher, 1 mg of 1-palmítoyl-2-stearoyl-(S-doxyl)-sn
glycero-3-phosphocholíne (S-doxyl-PC) lípíd (A vantí Polar 
Upíds, Alabaster, AL) was dríed by argonflow evaporatíon fol
lowed by overníght storage under vacuum to remove resídual 
chloroform. The lípíd was hydrated ín 1.16 ml of SO llTh1 
Na2 COy pH 9 buffer to have a fínal concentratíon of 1llTh1, and 
subjected to sonícatíonfíve tímes for 1 mín each tíme ín a Bran
son-1200 bath sonícator (Danbury, CT). Fínally, for each 30 jLg 
of BBMVwe added 20 jLI of S-doxyl-PC lípíd, and the míxture 
was sonícated four tímes as descríbed aboye. 

Steady State Fluorescence Quenching Measurements-Ex
períments were carríed out ín an Amínco Bowman Lumínes
cence Spectrometer (Urbana, IL). All measurements were made 
ín a (4 X 10 mm) quartz cuvette at 22 oc. The excítatíon and 
emíssíon slíts were 4 nm. The excítatíon wavelength was 346 
nmfor Alexa Fluor-3S0 and 336 nmfor 1,S-IAEDANS, and the 
emíssíon spectrum was recorded from 420 to S40 nm for 1,S
IAEDANS or from 400 to SOO nm for Alexa Fluor 3S0. The 
spectra were an average of three to four scans and were also 
corrected for background and dilutíon. 
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Fluorescent quenchíng experíments were performed wíth 
potassíum íodíde (KI) for Alexa Fluor-3S0-labeled proteíns or 
wíth acrylamíde for 1,S-IAEDANS-Iabeled proteíns. Small-vol
ume alíquots of 4 M KI or 4 M acrylamíde stock solutíons, pre
pared ín the proteín buffer were added to the samples and 
gently stírred. The emíssíon spectra were recorded to check the 
effect on fluorescence íntensíty and Amax ' As control ín the KI 
quenchlng assays, KCI was added so that the totalsalt (KI + KC1) 
concentratíon remaíned constant and equal to the hlghest con
centratíon of KI used. Sodíum thíosulfate (800 llTh1) was added 
to KI solutíons to avoíd the formatíon of 1;-. Effectíve Stern
Volmer constants (J(sv) were obtaíned from the fluorescent 
data accordíng to the Stern-Volmer equatíon for dynamíc 
quenchlng (30), 

(Eq.2) 

where Fo and F are the florescence íntensítíes ín absence and 
presence of the quencher, respectívely. The value for J(sv was 
obtaíned from the Stern-Volmer plots, calculatíng the slop of 
Fo/F versus concentratíon of quencher. The value for J(svcan be 
consídered to be a relíable reflectíon of the bímolecular collí
síonal constant for collísíonal quenchlng, sínce J(sv = kqoto, 
where kq ís the bímolecular collísíonal constant and to ís the 
lífetíme constant ín the absence of quencher. 

The quenchíng data wíth S-doxyl-PC are presented as % 
quenchlng effícíency defíned as the ratío of the fluorescence ín 
the presence of the quencher to that wíthout (Fo ) quencher 
as follows, ([DFo - DF] X 1(0)/DFo where DFo and DF are 
the changes ín fluorescence íntensÜy upon bíndíng of 1,S
IAEDANS-Iabeled Cry1Ab proteíns to BBMVand to BBMV
S-doxyl-PC contaíníng the membrane bound quencher, 
respectívely. 

Insertion ofCrylAb Mutant Toxin into the EEMV-We íncu
bated 30 jLg of each labeled proteín wíth ISO jLg of BBMV íso
lated fromM. sexta larvae ín SO llTh1 Na2C03 pH 9 for 1 h at 
2S oC, the reactíon was stopped wíth 1 ~ PMSF and the 
ínserted toxín ínto the BBMV was recovered by centrífugatíon 
30 mínat SO,OOO rpmat4 oc. The pelletwas suspended ín 1.1 ml 
of SO mM Na2C03 buffer pH 9. We used 1 ml of ínserted toxín 
for the quenchíng assays, usíng 200 jLI of thls sample per 
quencher concentratíon as explaíned aboye and the rest of the 
sample was used for Western blot analysís. Laemmlí sample 
buffer 4X (0.12S M Trís/HCl, 4% SDS, 20% glycerol, 10% f3-mer
captoethanol, 0.01% bromphenol blue) was added to the sam
pIes, boiled S mín, loaded ínto 10% SDS-PAGE and electro
transferred to polyvínylídene dífluoríde membrane (PVDF) 
(Amersham Bíoscíences). The mutant proteíns were revealed 
by Western blot assay usíng rabbít antí-Cry1Ab polyclonal antí
body (1:30,000) and secondary antí-rabbít antíbody (1:30,000) 
conjugated wíth horseradísh peroxídase. The fínal blots were 
vísualízed usíng lumínol (Amersham Bíoscíences). 

Purification of Cadherin Fragment and ALP Receptor-A 
fragment of cadherín proteín contaíníng the toxín bíndíng sítes 
CR7-CR12 that was prevíously cloned ínto pET22b vector was 
purífíed wíth níckel affíníty colunms as prevíously reported 
(13). ALP receptor was purífíed by affiníty chromatography 
usíng L-hlstídyl-díazo-benzylphosphoníc acíd agarose (Sígma) 
as descríbed prevíously (S). 
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FIGURE 1. Location of mutated residues in a model of the three-dimensional structure of the CrylAb toxin based in the coordinates of the closely 
related CrylAa toxin. PanelsA, S, and C showexposition ofthe labeled residues to the solvent, and panels D, E, and F show their corresponding location within 
a ribbon representation ofthe three-dimensional structure ofCryl Ab. Panels A and D have the same orientation, similarly panels S and E have same orientation 
and finally panels C and F represent the same orientation of the toxin. Color code: Tl22C, orange; V171 C, green; G183C, red; 5324C, eyan; 5364C, pink; K490C, 
yellow; and N547C, vio let. 

RESULTS 
Expression and Purification of CrylAb Mutants-To analyze 

the insertion of CrylAb toxin into M. sexta larvae BBMV, we 
introduced single cysteine substitutions in several regions of 
the three domains of this protein. We took advantage that 
CrylAb toxin does not contain any Cys residue in its structure 
to produce these single Cys toxins, with the aim of labeling 
these residues with different fluorescent pro bes, that either 
have a strong response to solvent polarity or that could be 
quenched with negative charged water soluble quenchers as 
iodide (1-). Three domain 1 mutants (T122e, V171e, and 
GI83C), two domain II mutants (S324C and S364C), and two 
domain III mutants (K490C and N547C) were constructed. Fig. 
1 shows the location of these residues in the three-dimensional 
CrylAb structure model based in the coordinates ofthe closely 
related CrylAa toxin. In this figure we show an analysis of the 
exposition of these residues to the solvento AH residues were 
located in exposed regions of the protein with exception of 
Val-171 that is located in helix a-S at the center ofDomain 1 and 
is buried in the three-dimensional structure (green color in Fig. 
1, which is not visible in panels A, B, and C) . The other mutants 
were located in surface-exposed locations: T122C is located in 
the loop between helices a3-a4; G183C in the loop between 
helices a5-a6; S324C in loop of strands f33-f34 of domain II; 
S364C in strand f36 of domain II; K490C is located in loop 
between strands f314-f315 of domain III and finaHy, N547C is 
found in middle of strand f319 of domain IlI. The location of aH 
of these residues in the three-dimensional structure of CrylAb, 
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suggests that aH residues, with exception of V171e, would be 
accessible for the labeling reaction with the fluorescent dyes. 
After mutagenesis, plasmids were sequenced and transformed 
into an acrystalliferous Bt strain. The crystalline inclusions pro
duced by aH these Bt strain were bipyramidal, similar to the 
crystal inclusions produced in the wild-type strain. The crystal 
inclusions were solubilized, activated with trypsin and purified 
as described under "Experimental Procedures." The trypsin 
activated proteins of aH mutants produced a 65 kDa protein 
similar to the CrylAb toxin, which were recognized by several 
monoclonal and polyclonal CrylAb specific antibodies (data 
not shown), suggesting that these mutations did not cause 
major structural disturbance in the CrylAb toxin. 

Toxicity EJJects of Single Cys Mutants Isolated in CrylAb 
Toxin-We determined the effect ofthe different Cys substitu
tions in the toxicity of CrylAb against M. sexta larvae. Supple
mental Table S1 shows the Leso lethal values obtained with the 
different mutants. AH mutants were active againstM. sexta lar
vae showing similar toxicity as the wild type CrylAb protein, 
because 95% confidential limits overlapped. These data con
firmed that the single Cys mutants isolated in this work did not 
affect significantly the three-dimensional structure of the toxin. 

Characterization of Fluorescent Pro bes-The fluorescent 
pro bes used in this study were 1,5-IAEDANS and Alexa Fluor-
350. The 1,5-IAEDANS was previously used in a related study 
where the insertion of CrylAa and CrylAb toxins into the 
membrane, was analyzed (21). Nair and Dean (21) argued that 
1,5-IAEDANS fluorophore has a high dipole moment and 
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FIGURE 2. Characterization of 1, S-IAEDANS and Alexa Fluor-3S0fluores
cent dyes. Panels A and e show the emission spectra 01 1 ,5-IAEDAN5 (panel A) 
and Alexa Fluor 350 (panel q in different solvents. Solid line, ethanol; dotted 
line, methanol; and gray line, water-soluble phosphate buffer. Panels B and O 
showthe 5ternVolmer plots of 1,5-IAEDANS (panel B) and Alexa Fluor 350 (panel 
O) alter quenching with KI (dotted line, O) or by acrylamide (solid line, .). 

hence increased quantum yield of emission in an aqueous envi
ronments, that gets quenched inside the membrane vesicles 
(21). However, we found that the properties of 1,5-IAEDANS 
were mistaken since, in the contrary, 1,5-IAEDANS is a naph
thalene derivative that is quite dependent upon environment 
and severe changes in fluorescence intensity are determined by 
degree of aqueous solvation, showing low quantum yield in 
water and polar solvents, and much higher quantum yield in 
apolar or hydrophobic environments (31, 32). Thus, the fluo
rescence intensity of 1,5-IAEDANS should increase when 
inserted into in hydrophobic environment of the membrane. 
To confirm this, we analyzed the fluorescence of 1,5-IAEDANS 
in different solvents with different polarity. Fig. 2A shows the 
emission spectra of 1,5-IAEDANS in different solvents, show
ing much higher fluorescence intensity in methanol and etha
nol than in water soluble phosphate buffer with a correlative 
important wavelength shift in emission in the different solvents 
(Fig. 2A). lt was reported that quantum yield of 1,5-IAEDANS 
changes from 0.27 in water with Ámax of emission 520, to 0.69 in 
ethanol with a Ámax of emission of 460 nm (31). Also, we ana
lyzed the susceptibility of quenching 1,5-IAEDANS by two dif
ferent soluble quenchers such as KI and acrylamide. Fig. 2B 
shows that the tluorescence of 1,5-IAEDANS is not susceptible 
to be quenched at all by KI, but it was efficiently quenched by 
acrylamide showing an effective J(sv of 10.1 M- 1 (Fig.2B). 

In this work, we also used Alexa Fluor-350 maleimide probe 
that is a sulfonate coumarin derivative that reacts with thiol 
groups of proteins (33-35), showing an optimal excitation at 
346 nm and a bright blue tluorescent emission. The tluorescent 
emission of this dye is independent of pH, and is not sensitive to 
changes in solvent polarity (33-35). Fig. 2C show that tluores
cence intensity did not change in the different solvents and the 
maximum wavelength of emission showed a shift of only 7 nm 
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A ..h.? IAEDANS B Alexa Fluor 350 

FIGURE 3. Analysis of labeled mutants in SDS-PAGE. Panels A and B show 
wild-type toxin and labeled proteins after trypsin digestion and purification 
by anion exchange chromatography. Proteins were loaded in SDS-PAGE 
stained with Coomassie Blue. Panels e and O show the visualization 01 the 
purified labeled proteins in the SDS-PAGE by excitation with UV light transil
luminator. Panels A and e show the mutant proteins labeled with 1,5-
IAEDANS and panels B and O show the mutant proteins labeled with Alexa 
Fluor 350. Molecular weight markers used were precision pre-stained plus 
standards, all blue (Bio-Rad). 

between ethanol and water. In contrast to 1,5-IAEDANS, the 
Alexa Fluor 350 was efticiently quenched by KI with an effective 
J(w of29.0 M- I , while acrylamide showed no effect (Fig. 2D). 

Labeling CrylAb Mutants with Fluorescent Probes-CrylAb 
mutants were independently labeled with 1,5-IAEDANS or 
with Alexa Fluor-350 and the efficiency of labeling was mea
sured using the molar extinction coefficient of each probe as 
described under "Experimental Procedures." In general we 
found a lower stoichiometry of labeling when proteins were 
labeled with 1,5-IAEDANS probe, showing values of 0.6 - 0.8 
mol of 1,5-IAEDANS per mol of toxin. Only mutant VI7lC 
located in domain 1 showed les s efficiency oflabeling (0.24 mol 
per mol oftoxin). Because VI7lC may be less accessible to the 
solvent we opened the structure of Cry lAb with 6 M urea as was 
previously described (22, 36) to facilitate the access of the rea
gent to this partially buried cysteine. We then labeled this 
mutant with Alexa Fluor-350. The efficiency of labeling with 
Alexa Fluor-350 was 0.8 to 1.0 mol of Alexa Fluor-350 per mol 
of monomeric toxins (supplemental Table S2). Fig. 3, A and B 
shows the SDS-P AGE oflabeled proteins with 1,5-IAEDANS or 
Alexa Fluor-350, respectively, stained with Coomassie Brillant 
Blue dye. Al! proteins showed similar size to the unlabeled wild
type Cry lAb toxin. The labeling of the toxins was also analyzed 
directly on the SDS-PAGE, visualizing the labeled protein by 
excitation with UV light transilluminator (Fig. 3, C and D). 
When the proteins were labeled with 1,5-IAEDANS, mutants 
V171C and S364C showed low fluorescence in the SDS-PAGE. 
In the case of VI7l C this could be due to the low efficiency of 
labelingwith the dye as shown in supplemental Table S2). In the 
case of mutants S364C and S324C, both of them showed a sim
ilar ratio oflabeling (0.7 mol ofl,5-IAEDANS per mol oftoxin), 
but their difference in tluorescence intensity observed in the 
denaturant SDS-PAGE, was quite significant (Fig. 3C). This 
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FIGURE 4, Stern-Volmer plots of labeled mutant toxins in solution and in the membrane-inserted state or after interaction with cadherin or ALP 
receptors_ Panel A, Alexa Fluor 350-labeled proteins quenched with 1-. Panel B, 1 ,5-IAEDAN5-labeled proteins quenched with acrylamide. Quenching of the 
fluorescence oflabeled mutanttoxins was analyzed in solution (solid lines and.) and in the membrane-inserted state after insertion into BBMV (dotted lines and 
O). Panels e and O, analysis ofquenching protection bythe interaction with protein receptors ofery1 Ab. Thequenching with KI was analyzed in mutants 5364C 
and 5324C labeled with Alexa Fluor-350, in the absence or in the presence of 1 O-fold excess of a purified cadherin fragment containing the toxin binding sites 
(panel e) or with 20-fold excess the purified ALP receptor (panel O). Solid lines and e, show the result ofKI quenching in absence of receptor protein and dotted 
lines and 6, show the result of KI quenching in presence of receptor. 

could be explained by the highly sensitive response to the envi
ronment of the 1,5-IAEDANS in a polar environment where 
this dye is severely quenched (Fig. 2A), suggesting that residue 
S364C is highJy exposed to a polar environment after SDS
p AGE electrophoresis. 

Analysis of the Insertion of CrylAb-labeled Mutants into 
BrushBorder Membrane Vesicles (BBMV)-We isolated BBMV 
from 3rd instar M. sexta larvae and analyzed the insertion of 
toxin mutants. The interaction of CrylAb proteins with the 
membrane was first assayed by Western bJot, showing that 
labeled mutants have a monomeric structure in solution, but 
after interaction with BBMV, all of them formed oligomeric 
structures that were resolved as protein bands of 250 kDa 
molecular size in SDS-PAGE as previously described (3) (sup
plemental Fig. SI). 

'1'0 analyze the interaction of CrylAb with the M. sexta 
BBMV vesicles, the fluorescence of the labeled single Cys pro
teins with the two different probes was analyzed, first in the 
soluble state and then compared after membrane association. 
'1'0 determine the degree of solvent exposure of each labeled 
residue, we used 1- or acrylamide, as quenchers for Alexa Fluor 
350 or I,5-IAEDANS fluorescence, respectively. Both quench
ers yielded linear Stern-Volmer plots (Fig. 4). The apparent 
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dynamic quenching constants J(sv derived from the slopes of 
these plots are presented in Table 1. 

In the case of quenching with 1- of Alexa Fluor-350-labeled 
mutant toxins, we found that VI71C and T122C mutants, 
located in domain 1, showed a lower susceptibility to be 
quenched by 1- when they were inserted into the membrane 
than in solution, suggesting that these residues were buried into 
the membrane environment (Fig. 4A). As expected, the effec
tive J(w for 1- quenching of these toxins was much lower in the 
membrane inserted state than in solution, showing a blue shift 
in \mü of3 nm (Table 1), supporting a more hydrophobic envi
ronment for these residues when the toxins are inserted into 
the membrane. In contrast, residue G183C also located in 
domain 1, showed similar Stern-Volmer plots in solution and in 
the membrane inserted state, suggesting that this residue 
remains exposed to the solvent even in the membrane associ
ated protein (Fig. 4A). Regarding domains Il and III mutants, we 
found no changes in the quenching of Alexa Fluor-350 by 1-
with the exception of domain II S364C mutant (Fig. 4A). The 
fact that mutants S324C, K490C, and N547C showed similar 
Stern-Volmer plots in solution and in the membrane-inserted 
state, al!ow us to conclude that al! these positions remain 
exposed to the solvent upon membrane interaction and do not 
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TABLE 1 

Fluorescent properties of single cysteine mutants labeled with Alexa Fluor 350 probe quenched with KI or labeled with 1,5-IAEDAN5 probe 
quenched with acrylamide 
Apparent dynamic quenching constants Ksv derived from the slopes of the Stern Volmer plots performed with KI or acrylamide as quenchers. Changes in Ámax of emission 
and Ksv were analyzed when the proteins were in solution or in the BBMV membrane-inserted sta te. 

Ám= of emission 

Toxin Probe-Quencher Solution BBMV 

T122C Alexa Fluor 350-KI 439 ± 1 437 ± 2 
Vl71C Alexa Fluor 350-KI 433 ± 2 430 ± 2 
G183C Alexa Fluor 350-KI 438 ± 1 437 ± 2 
S324C Alexa Fluor 350-KI 438 ± 1 437 ± 2 
S364C Alexa Fluor 350-KI 433 ± 2 433 ± 2 
K490C Alexa Fluor 350-KI 438 ± 1 439 ± 2 
N547C Alexa Fluor 350-KI 438 ± 1 441 ± 2 
T122C 1,5-IAEDANS-acrylamide 493 ± 1 488 ± 2 
S324C 1,5-IAEDANS-acrylamide 490 ± 1 490 ± 1 
K490C 1,5-IAEDANS-acrylamide 490 ± 1 492 ± 2 
N547C 1,5-IAEDANS-acrylamide 488 ± 3 475 ± 4 

interact with the membrane bilayer. Mutant N547C located in 
domain IlI, showed a slightly higher value in the dynamic 
quenching constant J(sv' suggesting that this residue increased 
its exposure to the solvent when it is inserted into the 
membrane. 

Regarding to the single Cys mutants that were labeled with 
1,5-IAEDANS, we only analyzed those that showed high fluo
rescent emission. We used the neutral acrylamide quencher, 
that is able to penetrate into the interior of the protein but not 
into the hydrophobic core of membrane bilayer (37). The acryl
amide quenching analysis of 1,5-IAEDANS, confirmed that the 
T122C residue has a buried position when the toxin is interact
ing with the membrane (Fig. 4B and Table 1). In contrast 
domain Il and III residues S324C, K490C, and N547C, 
remained exposed to the solvento In fact residues S324C and 
K490C showed higher quenching when the toxin is inserted 
into the membrane, showing higher values of the J(sv dynamic 
quenching constant (Table 1), suggesting that these residues 
are more accessible to the solvent when the toxin is inserted 
into the membrane. 

Mutant S364C is located at the end of strand f3-6 of domain Il 
and Fig. 4A shows that this residue showed lower quenching 
when the toxin is inserted into the membrane, suggesting that 
this residue may be also buried into the lipid bilayer when the 
protein is inserted into the membrane. N evertheless, lt is 
important to mention, that this residue is close to loop Il, that 
plays an important role on protein contacts with cadherin, 
APN, and ALP receptors (4-7). We incubated S364C mutant 
labeled with Alexa Fluor-350, with 10-fold excess of a purified 
cadherin fragment or 20-fold pure M. sexta ALP, and analyzed 
its quenching with K1 in the presence and absence of these 
receptor molecules. As control, we made same incubations with 
Alexa Fluor-350 labeled S324C mutant. We found that when 
mutant S364C was bound to cadherin fragment or to ALP, the 
quenching with KI was reduced, in contrast with the other 
mutant located in domain Il, mutant S324C that was quenched 
similarly, independently if it is bound to the cadherin receptor 
molecule (Fig. 4C), and showed a slight change after interaction 
with ALP (Fig. 4D). 

Additional support for the close proximity of the Val-171 and 
Thr-122 residues to the membrane lipids when the toxin is 
inserted into the membrane, come from data on quenching 
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J(sv 

Solution 

M-1 

11.2 ± 0.3 
3.5 ± 0.3 
10.0 ± 0.3 
9.1 ± 0.2 
4.8 ± 0.6 
5.0 ± 0.5 
7 ± 0.6 
6.4 ± 0.4 
4.2 ± 0.2 
3.8 ± 0.4 
2.7 ± 0.5 

BBMV 

M- 1 

6.0 0.6 
2.0 0.1 
9.8 0.3 
9.7 0.3 
2.0 0.1 
5.3 0.4 
8.1 0.7 
4.8 0.3 
5.7 0.3 
8.9 0.5 
2.4 0.5 

Change after BBMV insertion 
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FIGURE 5. Quenching of V171C, T122C, and S364C labeled with 1,5-
IAEDANS inserted in the BBMV in the presence of 5-doxyl-PC membrane
bound quencher. Quenching efficiencies were calculated from fluorescence of 
1 ,5-IAEDANS-labeled toxins in BBMV with and without the lipid-bound quencher 
(n = 3). 

V171C or T122C 1,5-IAEDANS-Iabeled proteins with BBMV 
containing 5-doxyl-PC. Because 5-doxyl-PC lipid is mem
brane-bound quencher, comparison of its quenching ability 
yields information about the relative location of the 1,5-
IAEDANS-Iabeled residues within the bilayer. Fig. 5 shows 
that the presence of 5-doxyl-PC in the BBMV induced a sig
nificant quenching of the fluorescence of the V171C and 
T122C mutants labeled with 1,5-IAEDANS. In contrast, 1,5-
IAEDANS-Iabeled S364C was not quenched at all by 
5-doxyl-PC showing that this residue do not interact with 
the lipid bilayer (Fig. 5). 

DISCUSSION 

CrylAb protoxins must go through several structural 
changes before reaching their functional pore-forming state. 
These steps include solubilization ofthe crystal and processing 
of the protoxin by midgut proteases; binding of monomer to 
toxin receptors; oligomer formation and insertion into the 
membrane, to form the membrane active pore. Different Cry 
toxins, active against different insect orders, also form oligo
meric structures after interaction with their protein receptors 
(9,13-15,26,38). The Cry oligomer is a highly stable structure 
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sínce ít ís resístant to SDS treatment and boilíng suggestíng 
a strong ínteractíon between monomers (39).1t was prevíously 
shown that the CrylA olígomeríc structure ís a functíonal 
structure that ís able to ínteract wíth the membrane lípíd 
bilayer, formíng stable pores, ín contrast to the monomer that 
has margínal ínteractíon wíth the líposomes (39). In thís work, 
we showed that bíndíng of monomeríc CrylAb mutant toxíns 
to BBMV resulted ín the formatíon of a 250 kDa structure, that 
remaíned assocíated wíth BBMV (supplemental Hg. SI), sup
portíng that olígomer formatíon ís ímportant for membrane 
ínsertíon of CrylAb toxín. 

In the case of other pore-formíng toxíns (PFT) produced by 
other bactería, an olígomeríc pre-pore structure ís also pro
duced after receptor bíndíng and the olígomeríc structures of 
these toxíns represents a toxín íntermedíate before ínsertíon 
ínto the membrane (23). Regardíng membrane ínsertíon of 
these PFT, ít has been documented that ínsertíon ínto the 
membrane ínvolves only small regíons of these proteíns (23). 
There are several examples of PFT that span the membrane 
bilayer by formíng ¡3-barrel structure, named ¡3-PFT. Other 
PFT ínsert clusters of a-helíces, and are named a-PFT. In most 
ofthe 13-PFT, the ínsertíonínto the membrane, ínvolves asubtle 
conformatíonal change, where onlya smail part ofthe proteín ís 
located ín the lípíd envíronment, while the rest of the proteín 
remaín outsíde of the membrane (23). In several ¡3-PFT, the 
structural regíon that ínserts ínto the membrane, represents a 
small-unstructured loop motíve ín the soluble proteín that 
refolds to form a transmembrane ¡3-strand, that wíil be part of 
the ¡3-barrel pore (23). In other cases such as the CDC toxín
famíly, ímportant conformatíonal changes from a-helíx to 
¡3-strand, have been documented (23,36). In contrast, a-PFTs, 
líke colícíns, have a dynamíc structure that ínvolved the ínser
tíon of preformed a-helíces ínto the membrane (23). Also, ín 
the case of a-PFT cytolysín A from Staphylococcus aureus, a 
conformatíonal change must undergo to form the transmem
brane pore, whích ís composed of 12 monomers, where only 
amphípathlc a-helíx Al and part a-helíx F1 penetrate the lípíd 
bilayer (4<)). 

Naír and Dean (21) reported that ail domaíns of Cry1A toxín 
ínsert ínto the membrane, based ínfluorescent studíes of síngle 
Cys mutants labeled wíth 1,5-IAEDANS and acrylodan (21). 
However, theír conclusíons reached by the analysís of fluores
cent changes of Cry1Ab mutants labeled wíth 1,5-IAEDANS 
were íncorrect, because 1,5-IAEDANS ís híghly sensítíve to 
polar envíronment, showíng much hlgher fluorescence ín 
hydrophobíc envíronments, and thls dye ís not quenched by KI 
(Hg. 2) (31, 32). The mísínterpretatíons of theír data drove 
these authors to íncorrect conclusíons. In fact, the analysís of 
the data of Naír and Dean (21), ín víew of our observatíons on 
the quenchíng of 1,5-IAEDANS upon exposure to the solvent 
(Hg. 2), índícates that most of domaín 11 and domaín m resí
dues analyzed by them, remaíned exposed to the solvent, sínce 
most of the Cys mutants analyzed by them showed reduced 
fluorescence íntensítíes when ínserted ínto the membrane, 
índícatíng hlgher exposure to the solvent (21). In addítíon, we 
show that 1,5-IAEDANS fluorescence ís not susceptíble to be 
quenched by KI, índícatíng that theír KI quenchíng analysís of 
1,5-IAEDANS-Iabeled mutants were not conclusíve. 
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The most relíable way to determíne changes on the exposí
tíon to the solvent, of a partícular resídue labeled wíth a fluo
rescent pro be, ís the use of soluble hydrophilíc coilísíonal 
quenchers (30). In thls work, we íncubated Cry1Ab toxín wíth 
BBMVat pH 9 sínce we have prevíously reported that alkalíne 
pH enhanced Cry1Ab membrane ínsertíon and pore formatíon, 
by facílitatíng a molten globe íntermedíate whích ís consístent 
wíth the alkalíne pH found ín lepídopteran mídgut lumen (26, 
39). Here we demonstrate that ínteractíon of all Cys mutant 
proteíns ofCry1Ab wíthBBMV resulted ín theformatíon ofthe 
250 kDa olígomeríc structure (supplemental Hg. SI ). 

Our data índícate that only a small regíon of domaín I ís 
ínvolved ín membrane ínsertíon and that domaín 11 and m 
remaín ín the surface duríng pore formatíon. We report here 
that resídue Gly-183, located ín the loop between aS and a6 of 
domaín 1, remaíns exposed to the solvent upon membrane 
ínsertíon. These data índícated that not ail domaínI ínserts ínto 
the membrane, supportíng the umbrella ínsertíon model, 
whlch proposed that only the haírpín conformed by helíces a-4 
and a-S ís ínserted ínto the lípíd bilayer (10, 16-19). Other 
reports have also supported the umbrella model oftoxín ínser
tíon. Resídue Trp-545 of Cry1Ac toxín, that ís located ín 
domaín m, remaíned exposed ínto the solvent after membrane 
ínsertíon as shown bythe analysís ofW545A mutant (9). FRET 
analysís between tryptophan resídues of domaín I and ANS, 
showed that domaín I moves apartfromdomaín 11 and III upon 
membrane ínsertíon (22). Hnally, pore formatíon actívíty of 
bíotín labeled síngle Cys Cry1Aa mutants, showed that bíndíng 
of streptavídín proteín to bíotín-labeled resídues located ín the 
loop between helíces a-4 and a-S, affected pore formatíon 
actívíty, confírmíng that thís haírpín ís ímportant for pore for
matíon (19). 

Our analysís índícated that three resídues, two ín domaín 
I(Val-l71 and Thr-122) and one ín domaín 11 (Ser-364) were 
less exposed to the solvent upon toxín membrane ínsertíon. To 
further analyze íf the change ín solvent exposure of these resí
dues was due to membrane ínsertíon, quenchlng by5-doxyl-PC 
lípíd íncorporated to BBMV was analyzed. The 5-doxyl-PC 
phospholípíd used as quencher of fluorescence ís a good ruler 
for probíng membrane ínsertíon of peptídes labeled wíth 1,5-
IAEDANS, beca use ít acts over a short dístance, wíthout dras
tícally perturbíng the membrane. Experíments wíth 5-doxyl
PC-Iabeled phospholípíds further demonstrated that Val-l71 
and Thr-122 resídues ínteract wíth the lípíd bilayer ín contrast 
to Ser-364 resídue that was not quenched ín BBMV contaíníng 
thís quencher lípíd suggestíng that ít remaíns ín the surface, out 
síde of the lípíd core. Furthermore, we show here that ínterac
tíon wíth cadherín and ALP receptors that are present ín the 
BBMV affected the ínteractíon ofS364C wíth the KI coilísíonal 
quencher índícatíng that thls resídue ís less exposed to the sol
vent upon membrane ínsertíon due to proteín-proteín ínterac
tíon wíth BBMV receptor molecules. 

Our results support the umbrella model of toxín ínsertíon 
and are ín agreement wíth a recently three-dímensíonal struc
ture model ofthe Cry4Aa pre-pore olígomer that shows that the 
loop formed by helíces a-4 and a-S of domaín I ís the regíon 
that ínserts ínto the lípíd bilayer (24). We agree that the precíse 
structure of the toxín ín íts membrane-ínserted state still 
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remaíns to be solvedi nevertheless, ít ís clear that only díscrete 
regíons ofdomaín 1 ínsert ínto the membrane and that domaíns 
11 and III remaín exposed to the solvent. 
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Supplemental Materials 

Table l-SM. Toxicity oC Cry1Ab wild type and single Cys mutants against Manduca sexta 
larvae. 

Toxin 

Cry1Ab wt 

Tl22C 

V171C 

Gl83C 

S324C 

S364C 

K490C 

N547C 

/ 
2 LC,ong cm 

(95% fiduciallimits) 

2.6 (l.8-3.7) 

2.9 (l.8-4.8) 

5.8 (3.7-8.6) 

2.9 (l.6-5.5) 

6.0 (3.0-10.1) 

3.6 (1.4-10.2) 

6.6 (l.6-18.2) 

5.2 (l.5-16.2) 

Location of single Cys residue 

Domain lo loop helices a3-a4 

Domain lo middle of helix a5 

Domain lo loop helices a5-a6 

Domain no loop strands ~3-~4 

Domain no end of strand ~6 

Domain IIIo loop strands ~14-~15 

Domain IIIo middle of strand ~19 

Table 2-SM. Stoichiometry oflabeling when single Cys proteins were labeled with 1,5 
IAEDANS or with Alexa Fluor-350 pro bes. 

Toxin l o5-IAEDANS" Alexa Fluor-350" 

Tl22C 0.84 ± 0.05 0.94 ± 0.02 

Gl83C ND 0.87 

V171C 0.24 ± 0.09 l.00 ± 0.03 

S324C 0.72±0.1 0.84 ± 0.04 

S364C 0.72 ± 0.09 0.37 ± 0.08 

K490C 0.75 ± 0.08 l.02 ± 0.02 

N547C 0.61 ± 0.06 l.06 ± 0.01 

"resuIts are presented in mol offluorescent probe per mol ofCry1Ab toxin 
NDo not determined. 

Figure I-SM. Western blot analysis oC soluble and membrane associated proteins. 
Mutant proteins were analyzed by Western b10t after loading in SDS-PAGE using polyclonal 
anti-Cry1Ab antibody and a secondary goat-anti-rabbit-HRP antibody. The monomeric 65 kDa 
structure is observed in solution but after interaction with BBMV the membrane pellet showed 
that proteins form oligomeric structures that are observed as 250 kDa bands. 

TI22C 
BBMV - + 

250 kDa-, 

65 kDa ___w_-

V171C 

+ 
G183C 

+ 
S324C 

+ 
S364C 

+ 
K490C 

+ 
N547C 

+ 
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