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ABREVIATURAS 

ALP Fosfatasa alcalina 

APN  Aminopeptidasa N 

BBMVs  Vesículas de membrana apical (por sus siglas en inglés). 

Bin  Toxinas binarias 

BSA  Albúmina sérica bovina 

Bt           Bacillus thuringiensis 

cAMP  Adenosín monofosfato cíclico 

CR           Caderina 

CR7-12   Repetidos 7 al 12 de caderina 

EDTA  Ácido etilendiamino tetraacético 

EGTA  Ácido etilenglicol bis (2-aminoetiléter) tetraacético. 

GalNac  N-acetil-galactosamina 

GPI  Glicosil fosfatidil inositol 

GTP  Guanosín trifosfato 

HCT  Medio mínimo de esporulación 

IPTG  Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido 

LB  Medio Luria-Bertani 

LC50  Concentración letal media 

Mtx  Toxinas mosquitocidas 

PBS  Amortiguador de fosfato salino 

pI  Punto isoeléctrico 

PI-PLC Fosfolipasa C específica de fosfatidilinositol. 

PKA  Proteína cinasa A 

PMSF  Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

PVDF  Fluoruro de polivinilideno 

RNAi                           Ácido ribonucleico interferente 

RR  Proporción de resistencia (por sus siglas en inglés). 

SDS-PAGE  Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

Vip  Proteínas insecticidas de fase vegetatitva 
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RESUMEN 

 

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram positiva. Una de sus principales 

características es que durante la fase de esporulación produce cristales proteicos 

formados por las δ-endotoxinas Cry y Cyt. Estas toxinas pertenecen a la familia de 

toxinas formadoras de poro y son activas contra diversos órdenes de insectos 

como: Lepidópteros, Coleópteros, Dípteros e Himenópteros, así como para 

algunos nematodos y protozoarios. 

 

Debido a su actividad insecticida, las toxinas Cry se emplean en la generación 

de insecticidas tópicos así como en el desarrollo de plantas transgénicas. Sin 

embargo, el uso extensivo de estos bioinsecticidas aumenta la probabilidad de 

generación de insectos resistentes. De hecho, en años recientes, se han aislado al 

menos siete insectos resistentes en el campo.  

 

Una de las estrategias implementadas para contender con la evolución de la 

resistencia es el apilamiento de genes. Esta estrategia consiste en la coexpresión 

de dos o más toxinas que sean activas contra un mismo insecto, pero que se unan 

a distintos receptores. Esto último debido a que el mecanismo de resistencia más 

frecuente involucra defectos en la unión de la toxina a sus receptores.  

 

Actualmente se comercializa la planta transgénica de algodón Bollgard II, que 

expresa a las toxinas Cry1Ac y Cry2Ab. Esta combinación de toxinas se emplea 

debido a que la selección de resistencia contra Cry1Ac no genera resistencia 

cruzada contra Cry2Ab y viceversa. Además, se ha demostrado que las toxinas 

Cry1A y Cry2A no compiten por los mismos sitios de unión. Lo anterior, nos llevó a 

proponer que las toxinas Cry1Ab y Cry2Ab se unen a distintos receptores. 

  

En este trabajo demostramos que Cry2Ab es activa contra Manduca sexta y no 

compite con Cry1Ab por la unión a vesículas de microvellosidad apical (BBMVs) 

de M. sexta. Adicionalmente, observamos que Cry2Ab no se une al receptor 
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alcalino fosfatasa (ALP) ni a los repetidos 7 al 12 del receptor de caderina 

sobreexpresados en E. coli. 

 

Mediante ligand blots de Cry2Ab a BBMVs de M. sexta separados mediante 

SDS-PAGE y geles de dos dimensiones se demostró la unión de Cry2Ab a varias 

proteínas de M. sexta que mediante espectrometría de masas se identificaron 

como: actina, subunidad A de la V-ATPasa, proteína ribosomal P0 y la 

aminopeptidasa N de clase 2 y 3. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Las plagas de cultivos causan daños importantes a la agricultura y economía 

de los países. Se estima que existen alrededor de 67 000 especies que dañan 

diversos sembradíos, provocando una pérdida de casi 40 % de la producción de 

cultivos agrícolas a nivel mundial, siendo las plagas de insectos (~ 9000 especies) 

la principal causa de estas pérdidas [1].  

 

Desde 1960, el control de plagas se ha basado en el uso intensivo de pesticidas 

químicos; sin embargo, el uso de estos productos ha causado diversos problemas 

incluyendo contaminación ambiental, efectos adversos en organismos benéficos, 

así como daños a la salud humana. Una de las alternativas para el control de 

plagas ha sido el empleo de agentes de control biológico como los 

bioinsecticidas, los cuales, además de ser altamente específicos contra sus 

insectos blanco e inocuos para humanos y otros vertebrados, no son dañinos 

contra el medio ambiente. En este sentido, el patógeno de insectos más 

empleado es la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt), que representa 

aproximadamente el 2 % total del mercado de insecticidas. Además del empleo 

de los productos Bt como insecticidas tópicos, también se han desarrollado 

plantas transgénicas a partir de las toxinas producidas por Bt. 

 

Bacillus thuringiensis 

 

Bt es una bacteria Gram positiva, ubicua y aerobia estricta. Tiene un ciclo de 

vida bifásico: una fase de crecimiento vegetativo durante la cual la bacteria se 

reproduce por bipartición; y la fase de esporulación, que consiste en la 

diferenciación de bacteria a espora cuando los nutrientes son limitados [2]. 

 

Durante la fase de esporulación se producen cristales paraesporales (figura 1) 

de naturaleza proteica compuestos por δ-endotoxinas Cry y Cyt (en el caso 

particular de Bacillus thuringiensis subespecie israelensis), las cuales confieren a la 
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bacteria actividad insecticida contra diversos órdenes de insectos como 

lepidópteros, coleópteros, dípteros e himenópteros así como nematodos y 

protozoarios [3].  

 

 

Figura 1. Micrografía de transmisión electrónica de una célula esporulada de Bacillus thuringiensis 

subsp. morrison. Las flechas blancas señalan los cristales paraesporales compuestos de δ-

endotoxinas. Tomada de [4]. 

 

Toxinas Cry 

 

Los cristales paraesporales de Bt están compuestos por protoxinas. Se han 

descrito dos grupos de protoxinas: largas, como Cry1Aa de 130 kDa y cortas de 70 

kDa como Cry2Aa [5], éstas deben ser procesadas por proteasas del hospedero 

(ver mecanismo de acción) para liberar al fragmento activo que se conoce 

como toxina.   

 

Las toxinas Cry se clasifican en 72 grupos de acuerdo a la similitud de 

secuencia de aminoácidos y, cada tipo de toxina es activa contra blancos 

específicos. La nomenclatura de las toxinas se basa en los siguientes criterios: el 

primer caracter está dado por un número arábigo (1-72), éste sólo cambia si la 

identidad es menor al 45 % (Cry1-Cry72). El segundo caracter es una letra 

mayúscula (Cry1A, Cry1B, Cry1C, etc), la cual denota un porcentaje de identidad 

mayor a 45 % pero menor al 78 %. El tercer caracter indica una identidad de 

secuencia entre 78 y 95 % y se denota con una letra minúscula (Cry1Aa, Cry1Ab y 

Cry1Ac). Por último, se asignó un cuarto caracter que consiste en un número 

arábigo, y sólo se emplea cuando la identidad de secuencia es mayor al 95 % 

(Cry1Aa1, Cry1Aa2, etc.) [6]. 
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Las toxinas Cry se dividen en cuatro grupos no relacionados filogenéticamente: 

toxinas Cry de tres dominios (3D), mosquitocidas (Mtx), binarias (Bin) y toxinas Cyt. 

Algunas cepas de Bt también producen otras toxinas insecticidas denominadas 

Vip, sin embargo, éstas se producen durante la fase vegetativa de crecimiento.  

 

Las toxinas Cry 3D pertenecen a la familia de toxinas formadoras de poro y, 

están constituidas por tres dominios estructurales: 

 

Dominio I: este dominio comparte similitud estructural con otras toxinas 

formadoras de poro como la colicina Ia y N así como con la toxina diftérica. El 

dominio I está implicado en la oligomerización de la toxina, inserción en la 

membrana y formación de poros. Está formado por siete -hélices antiparalelas, 

las hélices -1, -2, -3, -4, -6 y -7 son de naturaleza anfifílica y rodean a la 

hélice hidrofóbica -5. Hasta la fecha, se sabe que la hélice -3 está implicada en 

la oligomerización de la toxina [7, 8], y se propone que las hélices -4 y -5 se 

insertan en la membrana y forman un poro [9-12]. 

 

Dominio II: el dominio II es un prisma beta formado por tres hojas β antiparalelas 

empacadas alrededor de un núcleo hidrofóbico con asas expuestas que están 

involucradas en el reconocimiento de receptores [13]. Estructuralmente, el 

dominio II es el más variable. Dada esta variabilidad se cree que este dominio es 

un determinante importante de la especificidad de las toxinas [14]. 

 

Dominio III: consiste de dos hojas β antiparalelas que forman un sándwich beta. 

Este dominio muestra menos variabilidad estructural que el dominio II [14], pero al 

igual que éste, está implicado en la especificidad de la toxina debido a que 

media interacciones específicas con diferentes proteínas del intestino de los 

insectos [13]. 

 

Mediante cristalografía de rayos X, se resolvió la estructura tridimensional de 

ocho toxinas Cry de tres dominios: Cry1Aa, Cry2Aa, Cry3Aa, Cry3Ba, Cry4Aa, 

Cry4Ba, Cry5Ba y Cry8Ea [14-21]. Como se aprecia en la figura 2, a pesar de que 



 

 

4 

las toxinas son específicas contra diferentes órdenes de insectos, todas ellas 

comparten una alta similitud estructural. El hecho de que la estructura 

tridimensional esté conservada sugiere que podrían actuar a través de un 

mecanismo de acción similar. 

 

Figura 2. Estructura terciaria de 8 toxinas Cry cristalizadas: Cry1Aa (PDB: 1CIY), Cry2Aa (PDB: 1I5P), 

Cry3Aa (PDB: 1DLC), Cry3Bb (PDB: 1JI6), Cry4Aa (PDB: 2C9K), Cry4Ba (PDB: 1W99), Cry5Ba (PDB: 

4D8M) y Cry8Ea (PDB: 2QKG). En anaranjado se muestra en dominio I, en azul el dominio II y en verde 

el dominio III. 

 

Mecanismo de acción 

 

Como se mencionó previamente, las toxinas Cry se producen como protoxinas, 

las cuales se empaquetan formando cristales proteicos. Cuando estos cristales son 

ingeridos por las larvas de los insectos, se solubilizan en el lumen del intestino 
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debido al pH alcalino (pH 10-11) y las condiciones reductoras que permiten la 

ruptura de puentes disulfuro, liberando así a la protoxina soluble [3]. Las protoxinas 

adoptan su forma activa (toxina) al ser procesadas por proteasas del hospedero. 

Las principales proteasas en el intestino de insectos son de tipo tripsina y 

quimiotripsina. Las protoxinas largas (130 kDa) se procesan a la mitad del extremo 

C-terminal y además se eliminan de 20 a 50 aminoácidos del N-terminal, mientras 

que las protoxinas cortas (70 kDa) se procesan exclusivamente en la región N-

terminal [2]. Finalmente, la forma activa de la toxina atraviesa la matriz peritrófica 

y se une a receptores presentes en la membrana apical de las células epiteliales 

del intestino. 

 

A la fecha se han propuesto dos mecanismos de acción para explicar el 

proceso a través del cual las toxinas Cry inducen la muerte celular: 

 

 Modelo de unión secuencial: propone que la unión secuencial de la toxina 

con diversos receptores permite que ésta oligomerice y se inserte en la 

membrana de los enterocitos, formando un poro no selectivo que causa un 

desbalance osmótico que a su vez provoca la muerte celular por lisis. 

 

 Modelo de señalización: este modelo sugiere que la unión de la toxina Cry 

al receptor de caderina desencadena una vía de señalización intracelular 

que induce la muerte celular por necrosis. 

 

Modelo de unión secuencial. 

 

Este mecanismo de acción ha sido caracterizado principalmente en el 

lepidóptero Manduca sexta para la toxina Cry1Ab. Esta toxina se une de manera 

secuencial a diferentes receptores dependiendo de su estado oligomérico (figura 

3).  
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Figura 3. Modelo de unión secuencial de las toxinas Cry1A en M. sexta. 1) Solubilización de cristales. 

2) Activación de la protoxina. 3) Unión del monómero a ALP y APN. 4) Unión del monómero a 

caderina y corte de la -hélice 1. 5) Oligomerización. 6) Unión del oligómero a ALP y APN. 7) 

Inserción en membrana y formación del poro. Modificado de [22]. 

 

La forma monomérica de la toxina se une con baja afinidad a los receptores 

fosfatasa alcalina (ALP, Kd= 267.3 nM) y aminopeptidasa N (APN, Kd= 101.6 nM) 

[23, 24]. Estos receptores anclados por glicosilfosfatidil inositol (GPI) son 

abundantes en las células del intestino (más de 15 % del total de proteínas), es por 

ello que se propuso que esta interacción concentra a la toxina en la membrana 

de las microvellosidades de las células del intestino, en donde posteriormente se 

une con mayor afinidad (Kd= 1 nM) a los repetidos 7, 11 y 12 del receptor de tipo 

caderina (Bt-R1) [23].  

 

La interacción de la toxina Cry1Ab con los receptores de tipo caderina facilita 

otro corte proteolítico, en este caso se elimina un fragmento del extremo N-

terminal que incluye la hélice -1 del dominio I. Esta modificación induce un 

cambio conformacional que promueve la oligomerización de la toxina, y a esta 

estructura se le denomina pre-poro [25]. El pre-poro se une con mayor afinidad a 

los receptores ALP (Kd= 0.52 nM) y APN (Kd= 0.6 nM) [26] y como resultado, se 

inserta en la membrana [27]. La inserción del oligómero se lleva a cabo en balsas 

lipídicas [28, 29], y se propuso que las hélices -4 y -5 del dominio I están 

implicadas en la formación de un poro con un diámetro aproximado de 1-2 nm 
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[15]. El poro que se forma en la membrana celular permite el paso de iones, agua 

y moléculas pequeñas lo cual provoca un desbalance osmótico y finalmente 

causa la muerte celular [30-32].  

 

Modelo de señalización 

 

En 2005 Zhang y colaboradores [33, 34] propusieron un mecanismo de acción 

de las toxinas Cry alterno al de unión secuencial basado en sus trabajos con la 

toxina Cry1Ab en la línea celular High Five (H5: originada de células no 

diferenciadas de ovario del lepidóptero Trichoplusia ni).   

 

El modelo de señalización (figura 4) propone que la unión de la toxina Cry1Ab 

monomérica a la caderina activa una vía de señalización dependiente de Mg2+. 

En esta vía participa una proteína G que mediante la hidrólisis de GTP activa a la 

adenilato ciclasa la cual incrementa los niveles de cAMP, lo que resulta en la 

activación de la cinasa PKA. Finalmente, PKA enciende una vía de señalización, 

que a la fecha no ha sido descrita, pero que induce la muerte celular por 

necrosis. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Modelo de señalización de las toxinas Cry [33]. 
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Los autores de este trabajo afirman que la inducción de la muerte celular por 

toxinas Cry no requiere de la formación de un oligómero ni de su inserción en la 

membrana o la formación de un poro. Sin embargo, los dos mecanismos de 

acción aquí descritos se basan en trabajos realizados en modelos celulares 

distintos (insectos y líneas celulares) por lo que no se descarta la validez de 

ninguno de ellos en sus respectivos modelos, de hecho, in vivo, la actividad de las 

toxinas Cry podría ser el resultado de ambos mecanismos. 

 

Aunque los mecanismos específicos que resultan en la muerte celular siguen 

siendo controversiales, la interacción entre las toxinas Cry y los receptores en las 

células hospederas es necesaria, aunque no suficiente, para la susceptibilidad de 

los insectos. 

 

Receptores de las toxinas Cry  

 

Las toxinas Cry son altamente selectivas y matan a un número limitado de 

especies de insectos. Esta especificidad se debe principalmente a la interacción 

de las toxinas Cry con diferentes receptores localizados en la membrana de las 

células epiteliales del intestino de los insectos blanco. Se han identificado diversas 

proteínas que unen a las toxinas Cry (Tabla 1): proteínas de tipo caderina [35], 

aminopeptidasa N  [36] y fosfatasa alcalina [37] ancladas por GPI, transportador 

ABC, un glicoconjugado de 270 kDa [38], una proteína de 250 kDa denominada 

P252 [39], -amilasa, β-glucosidasa y la ADAM-3 metaloproteasa. Adicionalmente, 

se propuso que los glicolípidos también funcionan como sitios de unión de las 

toxinas Cry [40]. Sin embargo, sólo se ha demostrado la funcionalidad de la ALP, 

APN y caderina como receptores de las toxinas Cry.  
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Tabla 1. Moléculas de unión a toxinas Cry. 

Proteína de 

unión 

Organismo en el que se 

identificó 

Toxinas a las que se une 

Caderina Manduca sexta 

Heliothis virescens 

Ostria nubilalis 

Helicoverpa armigera 

Bombyx mori 

Pectinophora gossypiella 

Limantria dispar 

Anopheles gambiae 

Aedes aegypti 

Tenebrio molitor 

Diabrotica virgifera virgifera 

Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac 

Cry1Aa,  Cry1Ab y Cry1Ac 

Cry1Ab 

Cry1Ac 

Cry1Aa 

Cry1Ac 

Cry1A 

Cry4Ba 

Cry11Aa 

Cry3Aa 

Cry3Aa 

APN Manduca sexta……………… k 

 

Bombyx mori 

Helicoverpa armigera 

Heliothis virescens 

Lymantria dispar 

Plutella xylostella 

Spodoptera litura 

Epiphyas postvittana 

Aedes aegypti 

Anopheles quadrimaculatus 

Anopheles gambiae 

Cry1Aa 1, Cry1Ab1, Cry1Ab52 y 

Cry1Ac1 

Cry1Aa1,3, 4 y Cry1Ab1,3, 4 

Cry1Aa1, Cry1Ab1 y Cry1Ac1, 3 

Cry1Ab1, Cry1Ac1, 3  y Cry1Fa1, 4 

Cry1Ac1,3 

Cry1Aa1, 2, 3, 5 y Cry1Ab1, 2, 3, 5 

Cry1Ca3, 5 

Cry1Aa3 y Cry1Ba3 

Cry11Aa y Cry4Ba 

Cry11Ba 

Cry11Ba 

ALP Manduca sexta 

Helicoverpa armigera 

Heliothis virescens 

Aedes aegypti 

Anthonomus grandis 

Tenebrio molitor 

Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac 

Cry1Aa y Cry1Ac 

Cry1Ac 

Cry4Ba y Cry11Aa 

Cry8Ka5 

Cry3Aa 

ABCC2 Bombyx mori* Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac 

BTR-270 Lymantria dispar Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ba y Cry1Ac 

P252 Bombyx mori Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac 

- amilasa Anopheles albimanus Cry4Ba y Cry11Aa 

β-glucosidasa Popillia japónica Cry8Da 

ADAM-3 Leptinotarsa decemlineata Cry3Aa 

Glicolípidos‡ Manduca sexta 

Caenorhabditis elegans 

Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac 

Cry5Ba 
Proteínas y otras moléculas (‡) a las que se unen las toxinas Cry en insectos lepidópteros (negro), 

dípteros (azul), coleópteros (verde) y nematodos (naranja). Los superíndices en las toxinas que unen 

a APNs indican la clase de APN a la que unen. * El ABCC2 de B. mori se sobreexpresó en células Sf9. 
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 Receptores de tipo caderina 

 

La superfamilia de proteínas de tipo caderina es muy diversa y realiza una gran 

variedad de funciones, incluyendo adhesión celular, migración, organización del 

citoesqueleto y morfogénesis [41]. Estas proteínas tienen dominios repetidos de 

unión a calcio o repetidos de caderina (CR) de aproximadamente 110 

aminoácidos de longitud, usualmente tienen 5 repetidos pero se han reportado 

caderinas hasta con 34 repetidos. Son proteínas glicosiladas y regularmente 

tienen un sólo cruce transmembranal, aunque se han identificado variantes con 7 

cruces o ancladas por GPI [42, 43]. 

 

En insectos lepidópteros las proteínas de tipo caderina están compuestas por 

tres dominios: un dominio extracelular formado por 11 a 12 repetidos de caderina 

(CR), un dominio transmembranal y un dominio intracelular pequeño [41]. A 

diferencia de las caderinas clásicas que se localizan principalmente en las 

uniones adherentes, las proteínas de tipo caderina identificadas en lepidópteros 

se localizan en la membrana apical de las células columnares del epitelio 

intestinal [44], que es el sitio de acción de las toxinas Cry. 

 

Se ha demostrado que las proteínas de tipo caderina son blanco de unión de 

las toxinas Cry en por lo menos seis especies de lepidópteros: M. sexta, Bombyx 

mori , Heliothis virescens, Helicoverpa armigera, Pectinophora gossypiella y Ostrinia 

nubilalis [13], así como en algunas especies de dípteros: Anopheles gambiae y 

Aedes aegypti [45, 46] y coleópteros: Tenebrio molitor y Diabrotica virgifera 

virgifera [47, 48].  

 

BT-R1 es una glicoproteína de tipo caderina de 210 kDa. Esta proteína se 

identificó en M. sexta mediante inmunoprecipitación con Cry1Ab seguida de 

electroforesis en gel de dos dimensiones [49]. Se han identificado tres regiones de 

la caderina que participan en la interacción con las toxinas Cry1A: el repetido 7 

de BT-R1 interactúa con el asa 2 del dominio II de Cry1Ab y el repetido 11 
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interactúa con las asas -8 y 2 del mismo dominio y en H. virescens el repetido 12 

interactúa con el asa 3 del dominio II de Cry1Ac [50]. 

 

 Se ha propuesto que la caderina es un determinante importante de la 

especificidad de las toxinas Cry1A ya que al transfectar células S2, COS-7 y H5 con 

BT-R1 estas líneas celulares se vuelven susceptibles a las toxinas Cry1A [51]. El papel 

de las proteínas de tipo caderina como receptores de las toxinas Cry1A se 

refuerza por el hecho de que la resistencia a la toxina Cry1Ac de una línea de H. 

virescens (YHD2) seleccionada en laboratorio, está ligada a una mutación por 

inserción de un retrotransposón en el gen de caderina [52]. Adicionalmente, la 

caracterización de diversas cepas de P. gossypiella resistentes a las toxinas Cry, 

aisladas en campo y seleccionadas en laboratorio, reveló que la resistencia a las 

toxinas está asociada a 3 alelos de caderina mutados [53]. Finalmente, se 

demostró que la caderina es un receptor funcional de las toxinas Cry1A, ya que al 

silenciar el gen con RNA de interferencia en M. sexta, las larvas se vuelven 

tolerantes a la toxina Cry1Ab, lo cual indica que la caderina juega un papel 

importante en el mecanismo de acción de las toxinas [54]. 

 

 Aminopeptidasa N (APN) 

 

La aminopeptidasa N es una exopeptidasa anclada por GPI. Estas enzimas se 

encargan de cortar aminoácidos neutros del extremo N-terminal de los 

polipéptidos. En el intestino de insectos lepidópteros, trabajan junto con endo y 

carboxipeptidasas para digerir proteínas derivadas de la dieta de los insectos [55]. 

En M. sexta y H. virescens se demostró que tanto la APN como la ALP se 

encuentran en balsas lipídicas, a diferencia de los receptores de tipo caderina. 

 

Las APNs identificadas en insectos comparten varias características: los genes 

codifican para proteínas de aproximadamente 1000 aminoácidos, sufren varias 

modificaciones postraduccionales para producir proteínas maduras de entre 90 y 

170 kDa, tienen un péptido señal en el N-terminal que dirige a los polipéptidos 
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nacientes a la superficie externa de la membrana citoplásmica y están anclados 

a la membrana por GPI [56-59]. 

 

Diversas APNs se han descrito como receptores de toxinas Cry en diferentes 

especies de lepidópteros como H. virescens, Spodoptera litura, H. armígera, B. 

mori, Lymantria dispar y Plutella xylostella. Análisis filogenéticos sugieren que en 

insectos lepidópteros hay por lo menos 5 familias diferentes de APNs [55].  

 

Clase 1. Las APNs de clase 1 se han identificado en nueve especies de 

lepidópteros. Además de las características antes mencionadas, generalmente 

tienen una secuencia rica en treoninas. Se cree que esta región contiene muchas 

O-glicosilaciones. Las APNs de B. mori [60], M. sexta [36] y H. virescens [61] tienen 

una masa molecular de 120, 120 y 170 kDa respectivamente, y un total de 6, 10 y 

36 sitios predichos de O-glicosilación. Se ha observado que cinco de las nueve 

APNs descritas se unen a toxinas Cry. La interacción mejor caracterizada es de la 

toxina Cry1Ac a la APN de M. sexta, la cual requiere del carbohidrato GalNac (N-

acetil galactosamina) presente en la región rica en treoninas [36]. 

  

Clase 2. Los miembros de esta clase carecen de una región rica en treoninas 

pero sí se N-glicosilan. Sin embargo, no se ha demostrado que la toxina Cry1Ac se 

una a ninguna APN de esta clase. En contraste, se reportó que Cry1Aa y Cry1Ab 

se unen a APNs de clase 2 [57, 62]. 

 

Clase 3. Es el grupo más grande de APNs conocidas en lepidópteros, con once 

miembros de diferentes especies. Esta clase es la más relacionada con las de 

clase 1 ya que tienen una región rica en treoninas en el C-terminal. Todas las APNs 

de esta familia que se han aislado de BBMVs (vesículas de la membrana apical) 

tienen una masa molecular de ~120 kDa. En esta clase, se han descrito APNs que 

se unen a las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ba y Cry1Fa. 

 

Clase 4. Igual que las de clase 2, carecen de la región rica en treoninas en el 

C-terminal. Consta de nueve miembros, de los cuales sólo tres se han descrito 
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como blancos de unión de las toxinas Cry [56, 62, 63]. En H. virescens se identificó 

una APN de clase 4 con una masa molecular de 110 kDa que se une a las toxinas 

Cry1Ac y Cry1Fa [63]. 

 

Clase 5. Este grupo es el más pequeño, consiste de sólo 3 miembros 

identificados en P. xylostella [62] y H. armigera. Existe una marcada diferencia 

entre la secuencia de aminoácidos de estas APNs. Sólo se ha demostrado la 

unión a toxinas Cry en los lepidópteros P. xylostella y S. litura. 

 

Otras APNs. Además de las APNs descritas, se identificaron otras dos variantes 

de 106  y 96 kDa en M. sexta y B. mori, respectivamente, que unen a las toxinas 

Cry1Ca y Cry1Aa (APN de M. sexta) [64] y Cry1Ac (APN de B. mori) [65].  

 

En el díptero Ae. aegypti se identificaron dos isoformas de APN (AeaAPN1 y 

AeaAPN2) que se unen a la toxina Cry11Aa. También se demostró que algunos 

fragmentos proteicos de estas APNs pueden inhibir la unión de Cry11Aa a las 

BBMVs de Ae. Aegypti. En el caso de An. quadrimaculatus y An. gambiae se 

identificaron dos APNs que unen a la toxina Cry11Ba con alta afinidad: 0.56 nM 

[66] y 6.4 nM respectivamente. 

 

Se ha demostrado que las APNs participan en la inserción de la toxina en las 

membranas, ya que al tratar a las BBMVs con fosfolipasa C específica de 

fosfatidilinositol, que libera a las proteínas ancladas por GPI (incluyendo a la APN), 

se disminuye la incorporación de Cry1Ab a balsas lipídicas [28] y se reduce 

drásticamente la formación de poros [67]. 

 

El papel funcional de la APN en el mecanismo de acción de las toxinas Cry se 

demostró en una población de S. exigua que es resistente a Cry1Ca, esta cepa 

carece del transcrito de APN-1, lo anterior sugiere que la APN está involucrada en 

la toxicidad de Cry1C [68]. Finalmente, en el caso de S. litura, el silenciamiento de 

la APN con dsRNA resultó en una disminución de la susceptibilidad a Cry1Ca, 
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indicando que la APN juega un papel importante en la toxicidad de Cry1C contra 

estas especies de insectos [68]. 

 

 Fosfatasa alcalina (ALP). 

 

Las ALPs se encuentran en todos los animales y se dividen en dos grupos: 

solubles (s-ALP) y membranales (m-ALP), las cuales se encuentran en balsas 

lipídicas [69, 70]. En insectos, ambas formas de ALPs se encuentran en las células 

epiteliales del intestino, sin embargo, se expresan en diferentes tipos celulares. Las 

s-ALPs se encuentran exclusivamente en la cavidad de células globet y en la 

región apical del intestino, mientras que las m-ALPs se localizan en la membrana 

de las microvellosidades de células columnares y están particularmente 

restringidas al intestino medio y posterior [69].  

 

Se han descrito diversas m-ALPs ancladas por GPI que se unen a toxinas Cry en 

lepidópteros (M. sexta, H. virescens y H. armígera), dípteros (Ae. aegypti) y 

coleópteros (A. grandis y T. molitor) [37, 71, 72]. En el caso del lepidóptero M. sexta 

se demostró que las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac se unen a una ALP de 65 

kDa, aunque con diferentes afinidades (Kd = 268nM, 289 nM y 4 µM, 

respectivamente) [24, 71, 73]. Adicionalmente, también se demostró que las 

toxinas colocalizan con la ALP en las microvellosidades de las células epiteliales 

del intestino de M. sexta [44].  

 

En H. virescens, la cepa YHD2, resistente a Cry1Ac, además de la mutación en 

el gen de caderina, que causa del 40-80 % del fenotipo de resistencia [52], tiene 

mutaciones adicionales que son responsables del resto del fenotipo de resistencia, 

estas mutaciones afectan la producción de GPI-ALP, indicando que la ALP es un 

receptor funcional de Cry1Ac en H. virescens [37]. Adicionalmente, en Ae. 

aegypti se demostró que un fago-péptido que se une a una ALP de 65 kDa 

compite por la unión de la toxina Cry11Aa a las BBMVs e inhibe la toxicidad de 

Cry11Aa en los bioensayos [74]. 
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 Transportador ABCC2 (ABCC2). 

 

Los transportadores ABC (ATP binding cassette) son proteínas integrales de 

membrana que unen ATP y usan la energía de su hidrólisis para transportar 

sustratos a través de la membrana. En mamíferos e insectos se han descrito ocho 

subfamilias (A-H). Dentro de la subfamilia C se encuentra un subconjunto de 

transportadores ABC que posee un dominio adicional en el extremo N-terminal 

compuesto de 5 hélices transmembranales. Los miembros de este subconjunto son 

conocidos como proteínas resistentes a múltiples drogas (MRPs: Multidrug-resistant 

proteins); el transportador ABCC2 pertenece a este subconjunto. En mamíferos, 

ABCC2 se expresa predominantemente en órganos secretores y barreras 

fisiológicas como células epiteliales y se localiza en hígado, riñón e intestino. El 

transportador ABCC2 está involucrado en el transporte de iones y en la secreción 

de toxinas, esta proteína es capaz de transportar diferentes sustratos como 

xenobióticos, metales pesados y de conferir resistencia a antibióticos, drogas 

quimioterapéuticas y herbicidas. En insectos, el transportador ABC se ha 

implicado en el metabolismo de ácido úrico, desarrollo y la resistencia a 

insecticidas [22]. 

 

Los primeros estudios demostraron que la resistencia a toxinas Cry1A en algunas 

cepas de H. virescens, T. ni, P. xylostella y B. mori está ligada a mutaciones en un 

gen que codifica para el transportador ABCC2 y que, en algunos casos estas 

mutaciones tienen un efecto directo en la pérdida de unión de las toxinas a las 

BBMVs derivadas de estas cepas, esto indica que el transportador ABC podría ser 

un receptor de las toxinas [75-78]. 

 

Recientemente, Tanaka y colaboradores (2013) demostraron que, como se 

había propuesto anteriormente, el transportador ABCC2 es un receptor funcional 

de las toxinas Cry. En este estudio, los autores expresaron ectópicamente el 

transportador ABCC2 de B. mori (BmABCC2) en células Sf9. Las células 

transfectadas unen a las toxinas Cry1A y se vuelven susceptibles a las toxinas a 

diferencia de las células que no expresan al BmABCC2 [79]. 
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 BTR-270. 

 

La proteína BTR-270 es un glicoconjugado de 270 kDa que se identificó en el 

lepidópero L. dispar, esta proteína aniónica altamente glicosilada une a las 

toxinas Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ba y Cry1Ac y no se une a Cry1Ca, Cry2Aa, Cry2Ba y 

Cry3Aa [38]. Se cree que esta proteína podría ser un componente del glicocalix 

de la membrana de las microvellosidades.  

 

 P252. 

 

Esta proteína se aisló de la fracción soluble en Triton X-100 derivada de BBMVs 

de B. mori. Mediante SDS-PAGE se estimó que tiene una masa molecular de 252 

kDa. La proteína purificada se une a Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac bajo condiciones 

no desnaturalizantes [80]. 

 

 -amilasa. 

 

Mediante ensayos de ligand blot, Fernández-Luna y colaboradores 

identificaron una proteína de 70 kDa presente en las BBMVs de An. albimanus que 

interactúa con las toxinas Cry4Ba y Cry11Aa. Esta proteína se identificó como una 

-amilasa [81]. 

 

 ADAM-3. 

 

En el coleóptero L. decemlineata se observó la unión de la toxina Cry3Aa a una 

proteína de 30 kDa, identificada como la metaloproteasa ADAM-3. La unión de la 

toxina a ADAM-3 mejora la formación de poro de la toxina, sugiriendo que esta 

unión es importante para la toxicidad de Cry3Aa [82]. 
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 β- glucosidasa    

 

Se demostró que la toxina Cry8Da se une a una sola proteína de 150 kDa en las 

BBMVs del coleóptero P. japónica. Esta proteína se identificó como una β-

glucosidasa. Estas enzimas hidrolizan los enlaces glucosídicos β y están 

involucradas en la degradación de la celulosa, que es un componente estructural 

de la pared celular de las células vegetales. 

 

 Glicolípidos  

 

La identificación de glicolípidos como posibles receptores de las toxinas Cry se 

realizó en el nematodo C. elegans al caracterizar mutantes resistentes a la toxina 

Cry5Ba [40, 83]. Estas mutantes son deficientes en la producción de ciertos 

glicolípidos basados en ceramida, a los cuales se une de manera específica la 

toxina Cry5Ba. También se observó que las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac se 

unen a glicolípidos extraídos del intestino de M. sexta [40]. 

 

 Moléculas de unión a toxina Cry identificadas mediante enfoques 

proteómicos 

 

Los enfoques proteómicos basados en geles de dos dimensiones (2D) y 

espectrometría de masas se han empleado para el descubrimiento de nuevas 

proteínas de unión a toxinas Cry. Con esta tecnología se identificó a la ALP como 

proteína de unión a la toxina Cry1Ac en M. sexta y H. virescens [71, 84] y 

posteriormente se validó como receptor funcional, ya que en H. virescens la 

pérdida de la enzima correlaciona con la resistencia a toxinas Cry [37].  

 

Adicionalmente, se identificaron otras proteínas de unión a Cry1Ac en BBMVs 

de lepidópteros mediante ligand blot de geles de 2D, entre ellas: actina, 

aminopeptidasa, subunidad A de la ATPasa vacuolar y una proteína similar a la 

desmocolina (Tabla 2) [71, 84].  
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De igual manera, el análisis de proteínas de unión en BBMVs de Ae. aegypti a 

Cry4Ba por espectrometría de masas reveló la unión de esta toxina a dos 

proteínas asociadas a balsas lipídicas: flotilina y prohibitina, así como a actina, ALP 

y APN (Tabla 2). Los datos anteriores sugieren que proteínas adicionales a las ya 

descritas así como proteínas intracelulares podrían tener un papel activo en el 

modo de acción de las toxinas Cry. 

 

Tabla 2. Proteínas de unión a toxinas Cry identificadas mediante análisis 

proteómicos 

Proteína Insecto Referencia 

V-ATPasa 

 

H. virescens (Subunidad A) 

A. grandis (Subunidad A) 

H. armigera (Subunidad B) 

A. aegypti (Subunidad E) 

[84-87] 

Heat shock proteins H. armigera 

A. grandis 

[85, 86] 

Actina M. sexta 

H. virescens 

H. armigera 

A. aegypti 

[71, 84, 86, 

87] 

ATP sintasa A. aegypti [87] 

Flotilina A. aegypti [87] 

Prohibitina A. aegypti [87] 

Los colores indican el orden al que pertenecen los insectos: lepidópteros (negro), dípteros (azul) y 

coleópteros (verde) 

 

Resistencia a toxinas Cry 

 

En la actualidad, se estima que alrededor de 170 millones de hectáreas de 

sembradíos a nivel mundial se dedican al cultivo de plantas transgénicas Bt 

(algodón y maíz). Sin embargo, el uso intensivo de esta tecnología ha generado 

una fuerte presión de selección en los insectos expuestos a las toxinas que está 

induciendo la rápida evolución de resistencia hacia las toxinas Cry. 
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El monitoreo global de ciertas plagas en campo indica que durante los 

primeros 15 años del empleo de plantas Bt, se ha generado resistencia a toxinas 

Cry en al menos 7 especies de insectos en campo: 

 

 H. zea: aislada en Estados Unidos de cultivos de algodón que expresa la 

toxina Cry1Ac [88].                    

 H. armigera: Aislada en China de cultivos de algodón que expresa la toxina 

Cry1Ac [89].                    

 P. gossypiella: Aislada en India de sembradíos de algodón que expresa la 

toxina Cry1Ac [90].      

 S. frugiperda: Aislada en Puerto Rico de sembradíos de maíz que expresa la 

toxina Cry1F [91]. 

 Busseola fusca: Aislada en Sudáfrica de sembradíos de maíz que expresa la 

toxina Cry1Ab [92]. 

 H. armiguera: Aislada en Australia de cultivos de algodón que expresan a la 

toxina Cry2Ab. 

 D. virgifera virgifera: Aislada en Estados Unidos de cultivos de maíz que 

expresa la toxina Cry3Bb1 [93]. 

 

Adicionalmente, también se ha desarrollado resistencia a formulaciones de Bt-

Cry1A tópicas en poblaciones de P. xylostella aisladas en campo abierto en 

Hawaii y de aislados de T. ni en invernaderos en Canadá [94, 95]. 

 

En teoría, la resistencia a toxinas Cry se puede desarrollar por mutaciones que 

afecten cualquiera de los pasos del mecanismo de acción de las toxinas. De 

hecho, mediante el mapeo de mutaciones asociadas a fenotipos de resistencia 

de insectos aislados de campo y seleccionados en laboratorio se ha demostrado 

que la resistencia se puede generar por diferentes mecanismos, incluyendo la 

alteración de la activación de las toxinas [96], secuestro por lipoforina [97] o 

esterasas [98], una respuesta inmune elevada [99] y por alteración de los 

receptores de la toxina, lo que resulta en una unión reducida de las toxinas a las 

membranas (figura 5) [100].  
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   Figura 5. Mecanismos de resistencia a toxinas Cry. Modificado de [22] 

 

El mecanismo de resistencia más frecuente involucra defectos en la unión de la 

toxina a sus receptores. En diferentes especies de insectos, este mecanismo se 

debe a mutaciones en receptores como caderina, ALP, APN o en el transportador 

ABC (Tabla 3).  

 

Tabla 3. Resistencia asociada a alteraciones en los receptores de las toxinas Cry 

Insecto Cepa Toxina a la 

que es 

resistente 

Bases genéticas de la 

resistencia 

Ref. 

P. xylostella NO-QAGE Cry1Ac Pérdida de 30 pb en el gen 

que codifica para el 

transportador  ABCC2 

[75] 

O. nubilalis SKY Cry1Ab Cambio de dos aminoácidos 

en la APP 

[101] 

D. saccharalis Bt-RR Cry1Ab Expresión reducida de 

caderina y tres APNs 

[102, 

103] 

H. armigera GYBT 

 

 

Cry1Ac 

 

 

Se introduce un codón de 

paro prematuro en el gen de 

CR 

[104] 
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BtR Cry1Ac Pérdida en el gen de APN1 y 

reducción en los niveles del 

transcrito de mALP 

[105, 

106] 

H. virescens YFO 

YEE 

 

YHD3 

 

 

YHD2 

Cry1Ac 

Cry1Ac 

 

Cry1Ac 

 

 

Cry1Ac 

Mutaciones en el gen de CR 

Pérdida de 22 pb en el gen 

del transportador ABCC2 

Pérdida de 22 pb en el gen 

del transportador ABCC2 y 

mutaciones en el gen de CR 

Interrupción del gen de CR 

por un retrotransposon y 

reducción en los niveles de 

ALP 

[76] 

 

[76] 

 

 

[76] 

 

 

 

[37, 

52] 

P. gossypiella AZP-R Cry1Ac Mutaciones en tres alelos de 

CR 

[53] 

T. ni GipBtR  

 

 

GLEN-

Cry1Ac-

BCS 

Cry1Ac 

 

 

Cry1Ac 

Mutación en el transportador  

ABCC2 y reducción en la 

expresión de APN1 

Pérdida de 30 pb en el gen 

que codifica para el 

transportador  ABCC2 y 

reducción en la expresión de 

APN1 

[107, 

108] 

 

 

 

[75, 

107] 

S. exigua Cry1C-

resistente 

Cry1Ca No se expresa la APN1 [68] 

S. frugiperda 456 y 512 Cry1Fa Reducción en los niveles del 

transcrito de mALP 

[106] 

B. mori C2 Cry1Ab Mutación de un aminoácido 

en el transportador  ABCC2 

[77] 

ALP (Fosfatasa alcalina), APN (aminopeptidasa N), APP (Aminopeptidasa P), CR (Caderina) y 

Transportador ABC (ABCC2).  

 

Estrategias para contender con la resistencia 

 

La resistencia a cultivos Bt es un problema emergente que pone en riesgo el 

empleo de esta tecnología en un futuro, por ello se han descrito e implementado 

diversas estrategias para contender con la evolución de la resistencia. A 

continuación se describen algunas de ellas [109]: 
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 Dosis altas y refugio 

 

Esta estrategia implica el uso de cultivos Bt que expresen altas concentraciones 

de toxinas Cry y la siembra de refugios de cultivos no transgénicos cercanos a los 

sembradíos de Bt. Los refugios están destinados a mantener poblaciones de 

insectos susceptibles a las toxinas. En teoría, esta estrategia retrasaría la evolución 

de resistencia si insectos homocigotos resistentes (RR) se cruzan con homocigotos 

susceptibles (SS) y su descendencia heterocigota (RS) se elimina por la alta 

concentración de toxinas expresadas en los cultivos Bt.  

 

 Plantas Bt con nuevas toxinas Cry 

 

Además de las toxinas Cry de 3 dominios, otras toxinas Cry (Bin, Cyt, Mtx y Vip) 

son producidas por diversas cepas de Bt, éstas no comparten similitud de 

secuencia con las toxinas Cry 3D, por lo que se ha propuesto que tienen un 

mecanismo de acción distinto y por lo tanto, podrían ser capaces de controlar 

insectos resistentes a las toxinas Cry 3D [6, 110]. 

 

 Toxinas Cry modificadas 

 

Como se mencionó previamente, de acuerdo al modelo de unión secuencial, 

la unión de las toxinas Cry1A a los receptores de tipo caderina facilita el corte 

proteolítico de la hélice -1, induciendo la oligomerización de la toxina y la 

formación del poro. Con base en estas observaciones, se generaron toxinas Cry 

modificadas (Cry1AbMod y Cry1AcMod) que carecen de la hélice -1 [111]. Estas 

toxinas son capaces de oligomerizar e insertarse en la membrana de manera 

independiente al receptor de tipo caderina. Las toxinas Cry1AMod son activas 

contra insectos en los cuales se silenció la caderina mediante RNAi y por ello se 

volvieron tolerantes a las toxinas Cry. Adicionalmente, también son activas contra 

una cepa de P. gossypiella que desarrolló resistencia en campo a las toxinas 

debido a deleciones en el gen de caderina. A pesar de que se creía que estas 

toxinas sólo eran activas contra insectos en los que los mecanismos de resistencia  
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involucran defectos en el receptor de caderina, recientemente se demostró la 

eficacia de las toxinas Cry1AMod contra dos cepas resistentes aisladas en 

campo: P. xylostella y O. nubilalis, en las cuales la resistencia no está ligada a 

mutaciones en el gen de caderina [54]. Adicionalmente, también se demostró 

que estas toxinas son activas contra cepas de P. xylostella y T. ni con mutaciones 

en el transportador ABCC2 [75, 108]. 

 

 Apilamiento de genes 

 

Otra de las estrategias implementadas para contender con la evolución de 

resistencia es el apilamiento de genes, que consiste en expresar dos o más toxinas 

en una misma planta.  

 

Debido a que la alteración de los receptores es el mecanismo de resistencia a 

toxinas Cry más frecuente, las toxinas coexpresadas en estas plantas transgénicas 

se deben unir a diferentes receptores [112]. De esta manera, la probabilidad de 

generar resistencia a las toxinas disminuye, ya que se requerirían múltiples 

mutaciones para perder susceptibilidad a ambas toxinas. 

 

Existen varios reportes en la literatura en los que se observa que algunos 

insectos en los que se selecciona resistencia contra una toxina en específico 

también generan resistencia a otras toxinas Cry a las que nunca han sido 

expuestos. A este fenómeno se le conoce como resistencia cruzada y es común 

entre toxinas que además de presentar alta similitud de secuencia también 

comparten los mismos receptores. Es por ello, que la selección de la combinación 

de toxinas que sean activas contra la misma plaga pero que se unan a diferentes 

receptores (y en consecuencia no generen resistencia cruzada entre ellas) es uno 

de los principales desafíos para la implementación de esta tecnología. 
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ANTECEDENTES 

 

Actualmente se comercializan algunas plantas transgénicas de segunda 

generación que han comenzado a implementar la estrategia de apilamiento de 

genes. La más empleada hasta el momento es la planta transgénica de algodón 

Bollgard II, que constituye aproximadamente el 80 % del total de sembradíos de 

algodón en Australia. 

 

Bollgard II coexpresa a las toxinas Cry1Ac y Cry2Ab. Ambas toxinas pertenecen 

a la familia de toxinas Cry de tres dominios, sin embargo, comparten sólo 17 % de 

identidad de secuencia.  

 

El empleo de esta combinación de toxinas obedece al hecho de que no 

comparten los mismos sitios de unión, por lo que el algodón Bollgard II debería ser 

tóxico contra insectos resistentes a Cry1Ac o Cry2Ab. De hecho, recientemente se 

demostró que varias cepas de H. armigera que desarrollaron resistencia a Cry1Ac 

en campo, seguían siendo susceptibles a Cry2Ab [89]. Adicionalmente, mediante 

bioensayos en invernadero, se observó que una cepa de P. gossypiella resistente 

a Cry1Ac era sensible a algodón transgénico que coexpresaba Cry1Ac en 

combinación con Cry2Ab [113]. 

 

Aunado al control de insectos resistentes que proporciona la coexpresión de 

Cry1Ac y Cry2Ab, esta combinación de toxinas aumenta el espectro de 

toxicidad, ya que Cry2Ab es activa contra algunos lepidópteros que no son 

susceptibles a Cry1Ac. 

 

Receptores de la toxina Cry2Ab 

 

A pesar del uso extensivo de Bollgard II, a la fecha, no se ha reportado ningún 

receptor para la toxina Cry2Ab, a diferencia de Cry1Ac (Tabla 1). Sólo se sabe 

que su homólogo Cry2Aa se une a una proteína de 240 kDa en las BBMVs de H. 
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armigera y otra de 130 kDa en Spodoptera littoralis (figura 6) [114]. Sin embargo, 

se desconoce la identidad de estas proteínas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Ligand blot de Cry2Aa a BBMVs de H. armigera (A) y S. littoralis. Modificada de [114]. 

 

A pesar de que se desconocen los receptores de Cry2Ab, se ha propuesto que 

éstos son distintos a los receptores de Cry1Ab. La forma en que se evalúa si dos 

toxinas se unen a los mismos sitios es mediante ensayos de competencia 

heteróloga de unión. Los ensayos de competencia heteróloga de unión consisten 

en unir a una toxina marcada con biotina o I125 a BBMVs en presencia de un 

exceso de competidor (toxina no marcada o fría). Si la toxina fría (Cry1Ac:  

figura 7) se une a los mismos receptores que la toxina marcada (I125-Cry1Ab, figura 

7), entonces será capaz de desplazar la unión de la toxina marcada, en cambio, 

si la toxina fría (Cry2Ab:  figura 7) no se une a los mismos receptores, la unión de 

la toxina marcada no se verá afectada.  

 

En la figura 7 se observa que Cry1Ab compite por la unión a BBMVs de H. zea 

con Cry1Ac y Cry1Fa. Lo anterior sugiere que estas toxinas no se unen a los mismos 

sitios que Cry1Ab. De igual manera, se han reportado varios estudios en los que se 

demuestra que las toxinas Cry1A y Cry2A no comparten los mismos sitios de unión 

en diversos insectos (Tabla 4). 
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Figura 7. Competencia heteróloga de unión a BBMVs de H. zea entre 125I-Cry1Ab y Cry1Ac, Cry2Ae, 

Cry2Ab, Vip3Aa y Cry1Fa. Tomada de [115]. 

 

Tabla 4. Ensayos de competencia heteróloga de unión a BBMVs 

Toxina 

unida 

Competidor Insecto Ref. 

 Compite No compite 

Cry1Ab Cry1Aa, 

Cry1Ac* y 

Cry1Ja 

Cry1Ba, 

Cry1Ca, 

Cry2Aa y 

Cry9Ca 

P. gossypiella [116] 

Cry2Ab 

 

Cry2Ab 

Cry2Aa y 

Cry2Ae 

 

Cry1Ac* 

 

Cry1Ac* 

H. armigera  

 

H puntigera 

[117] 

Cry1Ac  Cry2Ab* 

Cry2Ae 

H. punctifera [118] 

Cry1Ab 

 

 

Cry1Aa* y 

Cry1Ac* 

 

Cry2A* 

 

 

C.  medinalis y  

M. patnalis 

[119] 

Cry1Ab  Cry1Ia, 

Cry2Aa, 

Cry2Ab y 

Cry9Ca 

L. bostrana [120] 

Cry1Aa 

 

Cry1Ab* y 

Cry1Ac* 

Cry2A* P. gossypiella y 

H. zea 

[121] 

Cry1Ab 

 

 

Cry1Ab 

 

Cry1Ac y 

Cry1Fa 

 

 

Cry2Ab, 

Cry2Ae*, 

Vip3Aa y 

Cry2Ae* 

 

H. zea 

 

 

H armigera y 

H. virescens 

[115] 

Cry1Ac  Cry2Aa H. armigera [122] 
Algunas toxinas que se emplearon como competidores (*), posteriormente se marcaron, se unieron 

a las BBMVs  y se compitieron con otras toxinas. 
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En 2010, Caccia y colaboradores [118] demostraron que en dos cepas de H. 

armigera y H. punctifera, la resistencia generada contra Cry2Ab se debía a una 

disminución en la unión de esta toxina a las BBMVs. El hecho de que estas cepas 

sean susceptibles a Cry1Ac, y que la unión de esta toxina no esté afectada, 

sugiere que el mecanismo de resistencia desarrollado por el insecto involucra 

defectos en un receptor específico para Cry2Ab, que no es necesario para 

Cry1Ac. Este estudio, al igual que los presentados en la tabla 4, refuerza la 

hipótesis de que los receptores de las toxinas Cry2A son distintos a los de las 

toxinas Cry1A. 

 

Resistencia cruzada entre toxinas Cry1 y Cry2. 

 

Dado que el mecanismo de resistencia más frecuente es la alteración de los 

receptores de las toxinas, si éstas (Cry1A y Cry2A) no se unen a los mismos 

receptores, entonces se espera que no se genere resistencia cruzada entre Cry1A 

y Cry2A. Este supuesto se ha comprobado en diversos estudios (Tabla 5) en los 

que la selección con Cry1A no genera resistencia a Cry2A y viceversa. 

 

Tabla 5. Estudios de resistencia cruzada entre toxinas Cry1A y Cry2A 

Insecto Cepa Toxina con 

la que se 

seleccionó 

Resistencia 

cruzada 

 

No hay 

resistencia 

cruzada 

RR  Ref. 

D. 

saccharalis 

Cry1Ab-

RR 

Cry1Ab Cry1Aa y 

Cry1Ac 

Cry2Ab y 

Cry1A.105 

 [123] 

H. armigera SP15 Cry2Ab Cry2Aa y 

Cry2Ae 

Cry1Ac y 

Cry1Ab 

 [118, 

124] 

H. armigera GYBT Cry1Ac Cry1Aa y 

Cry1Ab 

Cry2Aa  [104] 

H. armigera BtR Cry1Ac  Cry2Ab  [125] 

H. armigera LFR10 Cry1Ac  Cry2Ab  [125] 

H. armigera --- Cry1Ac  Cry2Ab  [126] 

H. armigera BX Cry1Ac Cry1Ab Cry2Ab y 

Cry2Aa 

 [127] 

H. armigera SCD-r1 Cry1Ac Cry1Aa y 

Cry1Ab 

Cry2Aa  [128] 

H. punctigera Hp4.13 Cry2Ab Cry2Ae Cry1Ab y 

Cry1Ac 

 [118] 

H. zea AR Cry1Ac Cry1Ab Cry2Aa y  [129] 
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Vip3 

H. zea GA-R Cry1Ac  Cry2Ab  [130] 

H. zea --- Cry1Ac Cry2Aa  3.3 [131] 

H. virescens CP73-3 Cry1Ac Cry2A 

Cry1Ab 

 52.8 

 

[132] 

H virescens KCBhyb Cry2Aa Cry1Ac  187.67 [133] 

H. virescens CXC Cry2Aa Cry1Ac  289.31 [133] 

H virescens YHD2 Cry1Ac Cry2A  15 [134] 

H virescens YHD2 

1000MVP 

Cry1Ac Cry2Aa  9.5 [135] 

P. gossypiella AZP-R Cry1Ac Cry2Ab  1.8 y 

1.9  

[136] 

P. gossypiella BX-R1 Cry2Ab Cry1Ac  420, 

180 

[136] 

P.gossypiella BX-R2 Cry2Ab Cry1Ac  2.6, 21 [136] 

P. xylostella SZBT Cry1Ac Cry1Aa, 

Cry1Ab, 

Cry1F y 

Cry1C 

Cry2Aa y 

Cry1B 

 [137] 

Ti. ni GLEN-

Cry1Ac-

BCS 

Cry1Ac Cry1Aa, 

Cry1Ab, 

Cry9C, 

Cry1J, 

Cry1F, 

Cry1E, 

Cry1C y 

Cry1Bb 

Cry2Ab, 

Cry1D 

 [78] 

  

Se determinó que existe resistencia cruzada en los casos en los que el aumento en la dosis letal 

media (LC50) de la cepa resistente con respecto a la cepa susceptible es significativo. Es decir, no se 

sobrelapan los límites de confianza (95 %). El cociente de resistencia (RR: resistance ratio) es la LC50 

de la cepa resistente divido por la LC50 de la cepa susceptible. 

 

En un estudio no listado en la tabla se demostró que dos cepas de P. 

gossypiella seleccionadas con Cry1Ac (APHIS-98R y AZP-R) tienen 0 % de 

sobrevivencia al retarse con 10 µg/g de dieta de Cry2Aa [138]. Sin embargo, en 

un bioensayo en el que se retó a tres cepas de P. gossypiella resistentes a Cry1Ac 

(MOV-97R, AZP-RO y AZP-RE) con 1 µg/mL de Cry2Aa, las tres cepas tuvieron 7.1, 

10 y 5.1 % de sobrevivencia, respectivamente. Pero, al retarse con 3.2 µg/mL de 

Cry2Aa la sobrevivencia fue nula. De igual manera, se observó que la cepa AZP-

RO es susceptible a algodón que expresa Cry2Ab (0 % de sobrevivencia) o 

Cry1Ac más Cry2Ab (0 % de sobrevivencia). Aunque, al repetir el experimento, 
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obtuvieron 1.8 % (SD 1.2) de sobrevivencia en algodón que coexpresa Cry1Ac y 

Cry2Ab [113]. En dos estudios independientes se observó que al retar a una cepa 

de P. xylostella (NO-QA) con una toxina a la que no había sido expuesta (Cry2A) 

la mortalidad disminuía hasta en un 60 % [139, 140]. 

 

Finalmente, existen dos reportes en los que se aislaron varias cepas de campos 

de cultivo de algodón que expresa Cry1Ac en China y se observó que estas 

cepas han desarrollado resistencia a Cry1Ac, sin embargo, presentan poca o nula 

resistencia a Cry2Ab [89, 141]. 

 

La tendencia de todos estos trabajos es que la selección con una toxina (Cry1A 

o Cry2A) genera poca (RR<15) o nula resistencia a la otra toxina, lo cual apoya el 

empleo de esta combinación de toxinas para contender con la generación de 

resistencia y fortalece la propuesta de que se unen a diferentes receptores. Sin 

embargo, en algunos casos sí se desarrollan altos niveles de resistencia entre 

ambas toxinas; a pesar de ello, las evidencias sugieren que los mecanismos de 

resistencia no implican defectos en la unión o bien, que se han desarrollado al 

menos dos mecanismos de resistencia distintos como a continuación se describe. 

 

El nivel más alto de resistencia cruzada entre Cry2Ab y Cry1Ac se observó en la 

cepa BX-R1 de P. gossypiella resistente a Cry2Ab. Esta cepa desarrolló un RR de 

420 contra Cry1Ac. Sin embargo, al seleccionar P. gossypiella  con Cry1Ac (AZP-R), 

los niveles de resistencia generados contra Cry2Ab fueron mucho menores (RR = 

1.9). A este fenómeno se le denominó resistencia cruzada asimétrica y aunque 

aún se desconocen las bases moleculares de este fenómeno, considerando que 

estas dos toxinas no compiten por los mismos sitios de unión, se ha propuesto que 

la resistencia cruzada entre Cry1Ac y Cry2Ab requiere de alelos de resistencia en 

dos o más locus. Finalmente, la cepa BX-R1 no sobrevivió al exponerse a algodón 

transgénico que coexpresa Cry1Ac y Cry2Ab, por lo que las condiciones de 

selección de resistencia y bioensayos en laboratorio no son totalmente 

extrapolables a ensayos en campo [136]. 
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H. virescens es otro de los insectos en los que se han observado altos niveles de 

resistencia cruzada entre toxinas Cry1A y Cry2A. La cepa CP73-3 resistente a 

Cry1Ac desarrolló un nivel de resistencia de 52.8 contra Cry2A [132], mientras que 

las cepas KCBhyb y CXC resistentes a Cry2Aa presentan un RR contra Cry1Ac de 

187.7 y 289.3 respectivamente [133]. 

 

En la cepa CP73-3 el mecanismo de resistencia no está asociado a la 

disminución de la unión de las toxinas, sin embargo, se ha encontrado que en 

esta cepa, al igual que en CXC, la actividad de proteasas está alterada; además, 

la recuperación del epitelio intestinal ante el reto con Cry1Ac es mayor en esta 

cepa con respecto a la susceptible. La cepa CXC de H. virescens proviene de 

una cruza de CP73-3 (resistente a Cry1Ac) con larvas susceptibles. La progenie de 

esta cruza se seleccionó con Cry2Aa. Mediante bioensayos se demostró que esta 

cepa aumentó sus niveles de resistencia a Cry2Aa así como a Cry1Ac, lo anterior 

sugiere que el mecanismo de resistencia a Cry2Aa es el mismo que el de Cry1Ac. 

Sin embargo, la unión de Cry1Ac y Cry2Aa no está afectada, por lo que se 

propuso que el mecanismo que confiere resistencia a ambas toxinas no involucra 

defectos en la unión, sino que está relacionado con la alteración de algún paso 

en común en el modo de acción de las toxinas.  

 

El origen de la cepa KCBhyb es similar al de CXC, proviene de una cepa 

resistente a Cry1Ac (KCB), sin embargo, la selección con Cry2Aa no aumentó los 

niveles de resistencia a Cry1Ac. Lo anterior sugiere que la resistencia se debe a 

dos mecanismos distintos. 

 

Alelos ligados a resistencia 

 

Hay múltiples ejemplos en la literatura en los que se reporta que la resistencia a 

toxinas Cry está asociada a mutaciones en los genes de algunos receptores de 

las toxinas así como en elementos trans-regulatorios. Combinando esta 

información (tabla 3) con los datos de resistencia cruzada entre toxinas Cry1 y 
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Cry2 (tabla 5) podemos hacer algunas inferencias acerca de los receptores que 

podrían o no estar implicados en el mecanismo de acción de las toxinas Cry2A. 

 

En D. saccharallis (Bt-RR), H. armigera (GYBT y BtR) y T. ni (GLEN-Cry1Ac-BCS) no 

se desarrolló resistencia cruzada entre toxinas Cry1A y Cry2A (tabla 5). En estas 

cepas la resistencia está asociada a: 

 

Bt-RR (Cry1Ab): reducción en la expresión de caderina y tres isoformas de APN 

[102, 103]. 

 

GYBT (Cry1Ac): se introduce un codón de paro prematuro en el gen que 

codifica para la caderina [104]. 

 

BtR (Cry1Ac): pérdida del gen de APN1 y reducción de los niveles del transcrito 

de mALP [105, 106].  

 

GLEN-Cry1Ac-BCS (Cry1Ac): pérdida de 30 pb en el gen que codifica para el 

transportador ABCC2 y reducción en la expresión de APN1 [75, 107]. 

 

Con la correlación de estos datos y el antecedente de que las toxinas Cry1A y 

Cry2A no se unen a los mismos sitios, podemos suponer que la APN1, mALP y la 

caderina no juegan un papel importante en el mecanismo de acción de las 

toxinas Cry2.  

 

Sin embargo, existen dos trabajos que sugieren que mutaciones en caderina y 

ALP podrían tener cierta influencia en la toxicidad de Cry2A: 

 

La cepa AZP-R de P.gossypiella, resistente a Cry1Ac, tiene un RR a Cry2Ab de 

1.9. En esta cepa, se encontró que la resistencia está ligada genéticamente a 

mutaciones en tres alelos del gen de caderina [53]. 
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En H. virescens, la cepa YHD2 desarrolló un nivel de resistencia de 15 entre 

Cry1Ac y Cry2A. Mediante un análisis genético se descubrió que el gen de 

caderina está interrumpido por un retrotransposón, lo que previene la traducción 

de la proteína completa. De hecho, la caderina no se detecta por 

inmunodetección. Adicionalmente, también se describió que la resistencia a 

Cry1Ac está ligada a la disminución de la expresión de ALP [37, 52]. 

 

Con base en estos antecedentes, en el presente trabajo nos propusimos 

evaluar la interacción de Cry2Ab con los receptores de Cry1Ab (ALP, APN1 y 

caderina) así como determinar los blancos de unión de esta toxina en el 

lepidóptero M. sexta. 
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HIPÓTESIS 

 

Las toxinas Cry1Ab y Cry2Ab se unen a diferentes receptores en la membrana 

de las microvellosidades apicales del intestino de larvas de Manduca sexta.  

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Identificar  los receptores a los que se une la toxina Cry2Ab en vesículas de 

membrana de microvellosidad apical (BBMVs) de larvas de M. sexta. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Determinar si la toxina Cry2Ab compite con la toxina Cry1Ab por los mismos 

sitios de unión en BBMVs. 

 

 Evaluar la interacción de Cry2Ab con los receptores de Cry1Ab en M. sexta 

(ALP, APN1 y caderina). 

 

 Identificar los receptores a los que se une Cry2Ab en BBMVs de M. sexta. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Cepas bacterianas y medios de cultivo 

 

Cepas de Bacillus thuringiensis 

 

La cepa acristalífera Bt 407- se transformó con el vector pHT315-Cry1Ab. Las 

colonias transformantes se crecieron en medio de esporulación HCT adicionado 

con eritromicina (10 µg/mL) por 72 horas a 30 °C. 

 

La cepa de Bt que expresa Cry2Ab (Bt2Ab, donada por el Dr. Bruce Tabashnik) 

se creció en medio LB, HCT y SP adicionado con tetraciclina (10 µg/mL) por 24, 48 

y 72 horas a 30 °C. 

 

Cepas de Escherichia coli 

 

E. coli BL21 se transformó con las siguientes construcciones:  

* CR7-12/pET22b: Repetidos 7 al 12 del receptor de caderina de M. sexta 

clonados en el vector pET22b. 

* ALP/pET22b: gen completo de la ALP de M. sexta clonado en el vector 

pET22b. 

 

Las células transformantes se crecieron en medio LB adicionado con ampicilina 

(100 µg/mL). 

 

Purificación de toxinas Cry 

 

Las cepas de Bt se esporularon en los medio de cultivo indicados. La 

esporulación y formación de cristales se observó mediante microscopía de 

contraste de fases. La espora/cristal se recuperó en 30 mL de una solución que 

contenía 0.3 M de NaCl y 0.01 M de EDTA a pH 8. La suspensión se centrifugó por 
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10 minutos a 12 850 x g y se descartó el sobrenadante. Este lavado se repitió 3 

veces. Después del tercer lavado, la pastilla se resuspendió en 30 mL de agua con 

1 mM de PMSF. Este paso se repitió 3 veces. Finalmente, la pastilla se resuspendió 

en Tris 50 mM pH 8, PMSF 1mM y se almacenó a –20 °C.  

 

Solubilización de protoxinas: Para llevar a cabo la solubilización de los cristales 

de Cry2Ab, la preparación de espora/cristal se centrifugó 5 minutos a 11 228 x g y 

la pastilla se resuspendió en un volumen de NaOH 50 mM. Se incubó por una hora 

a 4 °C y pasado este tiempo se centrifugó 10 minutos a 11 228 x g (2 veces) para 

bajar la espora y los cristales no solubilizados, se recuperó el sobrenadante 

(protoxina soluble). En el caso de Cry1Ab, la solubilización se llevó a cabo en 

amortiguador de carbonatos 50 mM pH 10.5 y 0.2 % de β-mercaptoetanol a 37 °C 

por dos horas en agitación (850 rpm). 

 

Activación: La protoxina soluble se diluyó 1:3 en Tris 1 M pH 8 para ajustar el pH 

del amortiguador, y se incubó a una relación 1:1 (Cry2Ab) y 1:20 (Cry1Ab) con 

tripsina por 1 hora a 37 °C en agitación (850 rpm). La reacción se detuvo con 1 

mM de PMSF. Las muestras se centrifugaron por 10 minutos a 12 100 x g y se 

recuperó el sobrenadante. 

 

Cuantificación de proteínas 

 

Método de Bradford 

 

Para determinar la concentración de proteína se realizó un microensayo 

empleando el reactivo Bio-Rad Protein Assay, Dye Reagent Concentrate. Los 

datos se interpolaron a una curva estándar de proteína (figura 8), la cual se 

realizó empleando de 1 a 10 µg de BSA.   
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Figura 8. Curva estándar de concentración de proteína realizada por el método de Bradford. 

 

Método de Lowry 

 

Este método se empleó para determinar la concentración de proteínas de 

membrana. Se empleó el kit comercial BioRad Dc Protein Assay. Se realizó una 

mezcla 50:1 de los reactivos A y S (solución I). La solución I (125 µL) se mezcló con 

3 µL de la muestra y se incubó por 15 minutos a temperatura ambiente. Se 

adicionó 1 mL del reactivo B y se mezcló. La reacción se incubó por 15 minutos a 

temperatura ambiente y al final se leyó la absorbancia a 750 nm. Para determinar 

la concentración de proteína los datos se interpolaron a una curva estándar 

generada con BSA (figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Curva estándar de concentración de proteína realizada por el método de Lowry. 
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Generación de anticuerpos policlonales 

 

La protoxina Cry2Ab soluble se separó en un gel SDS-PAGE preparativo y se 

cortó la banda correspondiente a la protoxina (~ 65 kDa). La banda se disolvió en 

PBS empleando un mortero. Esta muestra se utilizó para inmunizar un conejo junto 

con adyuvante incompleto de Freud o alúmina. Después del cuarto refuerzo se 

sangró a blanco. El suero se obtuvo al separar el paquete celular mediante 

centrifugación. 

 

Inmunodetección (Western blot) 

 

Las muestras de proteínas se sometieron a electroforesis en geles de 

poliacrilamida (12.5 %) bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y se 

transfirieron a membranas de PVDF. Las membranas se bloquearon durante 12 

horas con amortiguador t-PBS (PBS más 0.1 % de Tween 20) adicionado con 5 % 

de leche. Posteriormente se lavó la membrana con t-PBS y se incubó con el 

anticuerpo primario por una hora en agitación. La membrana se lavó por 30 

minutos con amortiguador tPBS y se incubó otra hora con el anticuerpo 

secundario (GAR-HRP: Goat anti-rabbit IgG conjugated with horseradish 

peroxidase de Santa Cruz Biotechnology) y se lavó por 30 minutos con tPBS. La 

inmunodetección se realizó utilizando el kit de quimioluminiscencia SuperSignal 

West Pico de Pierce. 

 

Bioensayos 

 

Los bioensayos se realizaron con larvas neonatas de M. sexta por el método de 

contaminación de superficie. La dieta artificial de los insectos se colocó en placas 

de 24 pozos (2 cm2 por pozo). Cada pozo se contaminó con 35 µL de protoxina o 

toxina Cry2Ab soluble diluida en agua y se dejó secar a temperatura ambiente. 

En cada pozo se colocó una larva. Las placas se dejaron a temperatura 

ambiente por 7 días y, transcurrido este tiempo, se contaron las larvas muertas. 

Como control negativo la dieta se contaminó con agua y/o hidróxido de sodio 
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(NaOH), de acuerdo a la concentración de protoxina más alta empleada en el 

bioensayo. La LC50 se estimó con un análisis PROBIT utilizando el programa POLO-

PC. El análisis PROBIT es un tipo de regresión empleada para analizar variables de 

respuesta bimodal. Transforma la curva sigmoidea de dosis/respuesta a una línea 

recta, a partir de la cual se puede comparar la relación entre la variable de 

respuesta bimodal y la variable independiente (concentración de toxina).  

 

Aislamiento de intestinos de M. sexta 

 

Las larvas de tercer instar de M. sexta se colocaron sobre hielo por 30 minutos. 

Se realizó un corte longitudinal en la sección media de la larva y se extrajo el 

intestino medio. Se eliminó el contenido del intestino y el tejido se enjuagó en 

solución I (300 mM de manitol, 17 mM de Tris-HCl, 5 mM de EGTA, 1 mM de EDTA, 

10 mM de HEPES, 2 mM de DTT, 1 mM de PMSF, leupeptina 10 µg/mL, pepstatina 10 

µg/mL y 10 µg/mL de neomicina a pH 7.4). El tejido se lavó cuatro veces con la 

solución antes mencionada; al final se centrifugó a 2 320 x g durante 15 minutos y 

la pastilla se almacenó a -70 °C. 

 

Preparación de BBMVs 

 

Los intestinos de M. sexta se resuspendieron 1:10 p/v en solución I fría. Las 

muestras se homogenizaron utilizando un taladro Black & Decker U-114 tipo FV. Se 

dieron 9 golpes a 2250 rpm. Se agregó un volumen de MgCl2 24 mM y se dejó en 

hielo por 15 minutos. La muestra se centrifugó a 2 500 x g durante 15 minutos. Se 

recuperó el sobrenadante y se centrifugó a 30 000 x g durante 30 minutos a 4 °C. 

Se desechó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió en solución I fría y MgCl2 

24 mM en relación 1:1. Se repitieron los pasos de centrifugación y al final la pastilla 

se resuspendió en solución I fría, diluida con agua desionizada (1:1) y se volvió a 

homogenizar, dando 3 golpes a 2250 rpm.  
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Rasurado de BBMVs con PI-PPLC 

 

Las BBMVs se lavaron dos veces con solución I, ultracentrifugando las muestras 

a 150 000 x g. Después del último lavado las BBMVs se resuspendieron al mismo 

volumen del inicial de solución I. Se agregó 1 U de PI-PLC (Phospholipase C, 

Phosphatidylinositol-specific from Bacillus cereus de Sigma) por cada 100 µg de 

BBMVs y se incubó por 2h a 37 °C. Al final, la reacción se centrifugó a 215 000 x g 

por 30 minutos y se recuperó el sobrenadante. 

 

Actividad de fosfatasa alcalina 

 

Se incubaron 20 µg de proteína por 15 minutos con 500 µL de la siguiente 

solución: -nitrofenol fosfato (1mg/mL) en 0.5 mM de MgCl2, 100 mM de Tris-HCl pH 

9.5 La reacción se detuvo con 500 µL de EDTA 250 mM pH 8. La absorbancia se 

leyó a 405 nm. Simultáneamente se realizó una curva estándar con 10, 20, 40 y 80 

µM de -nitrofenol (figura 10). La actividad enzimática específica se calculó de la 

siguiente manera: la cantidad de moles consumidos se obtuvo al interpolar los 

datos en la curva estándar y se dividió por el tiempo de reacción. Finalmente, se 

dividió por la cantidad de miligramos empleados. La actividad se reporta en 

unidades: una unidad se define como la cantidad de miligramos de proteína 

necesarios para transformar 1 nmol de -nitrofenol fosfato en 1 minuto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Curva estándar de -nitrofenol. 
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Actividad de aminopeptidasa 

 

Se realizó la siguiente mezcla de reacción: 400 µL de H2O, 200 µL de Tris-HCl 1 M 

pH 8, 250 µL de NaCl 1 M y 5 µL de muestra. Se adicionaron 100 µL de L-leucina--

nitroanilida 10 mM. La cinética de reacción se siguió por 5 minutos, leyendo la 

absorbancia a 405 nm. Se obtuvo el cambio de absorbancia por minuto para 

calcular los nmoles de sustrato consumidos con respecto al tiempo. El resultado se 

dividió entre los µg de proteína empleados y se reportó como unidades (1U = 

nmol/min* µg). 

 

Marcaje de proteínas con biotina 

 

Las toxinas se dializaron en amortiguador de boratos (ácido bórico 0.05 M, 

NaOH 0.05 M, NaCl 0.15 M pH 8.6 ajustando con HCl). La toxina dializada se 

incubó con un éster de biotina por 1 hora a temperatura ambiente (por cada 0.5 

mg/mL de proteína a marcar se agregaron 20 µL del reactivo de biotinilación). La 

biotina libre se eliminó al pasar la toxina marcada por una columna empacada 

con 1 g de sephadex G25 (Sigma), previamente equilibrada con PBS. La columna 

se centrifugó a 514 x g por 2 minutos y se recuperó la elución. 

 

Ensayos de unión en solución 

 

Se incubaron 10 µg de BBMVs con diferentes concentraciones de toxina 

biotinilada en 100 µL de amortiguador de unión [PBS (pH 7.6), 0.1% (w/v) BSA, 0.1% 

(v/v) Tween 20] por una hora a temperatura ambiente. La toxina no unida se 

removió por centrifugación, 10 minutos a 14 000 g. Las BBMVs se lavaron 3 veces 

con amortiguador de unión. Al final, se resuspendieron en 15 µL de PBS y 4 µL de 

mezcla lítica 4X. Las muestras se hirvieron por 5 minutos, se sometieron a SDS-PAGE 

y se transfirieron a una membrana de PVDF. La detección de proteínas 

biotiniladas se realizó bloqueando la membrana con PBS más 2 % de Tween por 

30 minutos. Posteriormente, la membrana se lavó con tPBS y se incubó con 

estreptavidina acoplada a peroxidasa por una hora a temperatura ambiente, al 
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final se lavó el exceso de estreptavidina con tPBS y se reveló empleando el kit de 

quimioluminiscencia SuperSignal West Pico de Pierce. 

 

Competencia homóloga y heteróloga de unión 

 

En el caso de las competencias, se incubaron 10 µg de BBMVs con 5 nM de 

toxina Cry1Ab biotinilada en presencia o ausencia de un exceso de 50, 100, 250, 

500 y 1000 veces más de toxina fría (toxina no marcada, Cry1Ab para 

competencias homólogas y Cry2Ab en el caso de competencias heterólogas) en 

amortiguador de unión durante 1 hora a temperatura ambiente. Las uniones se 

lavaron 3 veces con amortiguador de unión y al final se resuspendieron en 15 µL 

de PBS y 4 µL de mezcla lítica 4X. Se analizaron mediante SDS-PAGE y se 

transfirieron a membranas de PVDF. La detección se realizó igual que con las 

uniones. 

 

Inducción de proteínas recombinantes 

 

La cepa hospedera E. coli BL21 (DE3) transformada con los plásmidos CR7-12 y 

ALP en pET22b se creció durante la noche en medio LB adicionado con 

ampicilina (100 µg/mL), y a partir de este cultivo se inoculó otro de mayor 

volumen (30 mL de medio LB con antibióticos) y se creció a 30 °C en agitación 

constante (250 rpm). Al alcanzar una D.O.600nm de 0.6 a 0.8 se añadió IPTG a una 

concentración final de 1 mM y se dejó crecer por otras 4 horas; al final se 

centrifugó el cultivo para recuperar la biomasa.  

 

Purificación de proteínas recombinantes 

 

Las proteínas recombinantes CR7-12-his y ALP-his se purificaron mediante 

cromatografía de afinidad por níquel. La pastilla celular se resuspendió en urea 

pH 8 (Urea 8M, Na3PO4 20 mM y NaCl 500 mM) y se sonicó a máxima potencia, 

dando 5 pulsos de 45 segundos, con un minuto entre cada pulso. El lisado celular 

se centrifugó a 25 432 x g por 30 minutos y se recuperó el sobrenadante.  
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Para purificar las proteínas se empacó una columna con 1 mL de resina de 

agarosa acoplada a níquel (Ni-NTA de Qiagen), se equilibró con Tris 20 mM, NaCl 

500 mM (amortiguador TN) e imidazol 20 mM. Se pasó el sobrenadante por la 

columna dejando eluir la fracción no unida. Las proteínas recombinantes tienen 

una etiqueta de histidinas y se inmovilizan en la columna, ya que se forman 

interacciones iónicas entre los anillos de imidazol de las histidinas y el níquel. Para 

eliminar las proteínas que se pegan de manera inespecífica a la resina, se lavó 

con amortiguador TN adicionado con 30 mM y 40 mM de imidazol. Las proteínas 

recombinantes se eluyeron de la resina con amortiguador TN más 1 M de imidazol. 

 

Ligand blot  

 

ALP, APN y CR7-12 

Se corrieron 5 µg de receptores purificados (ALP-his y CR7-12-his) y 6 µL de 

lisado celular de APN en SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de PVDF. Las 

membranas se bloquearon con tPBS más 2 % de BSA por 2 horas a temperatura 

ambiente. Se enjuagaron con agua y se lavaron con tPBS por 15 y 5 minutos (2 

veces). Se incubaron con toxina marcada con biotina en tPBS más 0.1 % de BSA 

por 2 horas. Una vez transcurrido el tiempo, las membranas se enjuagaron con 

tPBS y se lavaron como se mencionó anteriormente. Finalmente las membranas se 

incubaron con estreptavidina acoplada a peroxidasa por una hora a 

temperatura ambiente, se lavó el exceso de estreptavidina con tPBS y se 

revelaron mediante quimioluminiscencia. 

 

BBMVs 

Para el caso de los ligand blots con BBMVs de M. sexta se corrieron 10 µg de 

proteínas en SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. El 

tratamiento de las membranas fue el mismo que para los ligand blots con 

receptores purificados, sólo que en este caso el amortiguador en el que se incubó 

la toxina tenía 1 % de BSA. 
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Electroforesis de dos dimensiones 

 

Las muestras (100 µg de BBMVs) se limpiaron con el kit 2-D Clean Up de GE 

Healthcare siguiendo las instrucciones del proveedor. Al final, las muestras se 

resuspendieron en 125 µL de DeStreak rehydratation solution (DeStreak reagent, 

Urea, Tiourea y CHAPS). Las muestras se cuantificaron empleando el 2-D Quant Kit 

de Healthcare y se tomó la cantidad necesaria para obtener 70 y 80 µg de 

proteína. Se llevó a un volumen final de 125 µL y se agregaron los anfolitos (0.6 µL 

de IPG buffer pH 3-10). Las Immobiline DryStrips (GE Healthcare pH 3-10 y pH 4-7 de 

7 cm) se rehidrataron con 125 µL de la muestra toda la noche a temperatura 

ambiente. Posteriormente fueron sometidas a isoelectroenfoque (IEF) usando el 

siguiente equipo: Ettan IPGphor 3 Isoelectric Focusing System de GE Heatlhcare. 

La duración del IEF fue de 5 000 Vh para las tiras de pH 3-10 y de 7 000 Vh para las 

de pH 4-7. Las tiras se equilibraron en amortiguador con 6 M de Urea, 75 mM de 

Tris-HCl pH 8.8, 29.3 % de glicerol, 2 % de SDS y 0.002 % de azul de bromofenol, se 

dejaron agitando 15 minutos en el amortiguador antes mencionado adicionado 

con 100 mg/mL de DTT y posteriormente se incubaron otros 15 minutos con el 

mismo amortiguador pero adicionado con Iodoacetamida (250 mg/mL). 

Inmediatamente se corrió la segunda dimensión en SDS-PAGE al 12 %. Los geles se 

tiñeron con plata (Pierce silver stain kit) o se transfirieron a membranas de 

nitrocelulosa para proseguir con el ligand blot. 

 

Una vez identificadas las proteínas de unión a Cry2Ab, se repitió la electroforesis 

de dos dimensiones y el gel se tiño con Coomassie Brilliant Blue G-250: EZBlue Gel 

Staining Reagent de Sigma. Los puntos se cortaron y se enviaron para 

secuenciación por espectrometría de masas (LC/MS/MS) a la unidad de 

proteómica del Instituto de Investigaciones Clínicas de Montreal. 

 

En los apéndices I y II se detalla la preparación de las soluciones y geles 

empleados. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Purificación de la toxina Cry2Ab 

 

La toxina Cry2Ab se purificó a partir de la cepa Bt2Ab crecida en tres medios 

diferentes: HCT, LB y SP. Durante 72 horas se monitoreó la esporulación de los 

diferentes cultivos. Se observó que el cultivo esporulaba completamente a las 48 

horas en medio SP, mientras que en HCT y LB esporuló hasta las 72 horas. 

 

Se analizó el perfil de producción de proteínas de esta cepa en las condiciones 

mencionadas mediante SDS-PAGE (figura 11) y en todas las preparaciones de 

espora/cristal se observó que se enriquecía una banda de 65 kDa. La masa 

molecular predicha para Cry2Ab por el programa ProtParam es de 70.7 kDa, sin 

embargo, en todos los trabajos descritos hasta la fecha, la protoxina Cry2Ab 

migra alrededor de los 65 kDa [18, 142-150]. Al solubilizar la preparación de espora 

cristal con NaOH se mantuvo la banda de 65 kDa (figura 11B). 

 

Figura 11. SDS-PAGE del perfil de producción de proteínas en la cepa Bt2Ab en distintos medios: 

HCT, LB y SP a las 24, 48 y 72 horas (A) y de las protoxinas solubilizadas con NaOH a partir de la 

preparación de espora cristal en HCT y LB a las 72 horas de crecimiento y SP a las 48 horas (B). 

 

Debido a que en medio SP la cepa esporuló a las 48 horas se decidió seguir 

trabajando con ese medio de cultivo. 
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Generación de anticuerpos policlonales contra Cry2Ab 

 

Se evaluó la reactividad y especificidad de los anticuerpos policlonales 

obtenidos del suero de un conejo inmunizado con protoxina Cry2Ab. Los 

anticuerpos fueron muy inespecíficos ya que reconocían varias bandas incluso en 

la muestra de la cepa acristalífera (Bt 407-). La inespecificidad se debió al método 

empleado para aislar la proteína con la que se inmunizó, ya que se cortó la 

banda de SDS-PAGE correspondiente a Cry2Ab. Como se puede observar en la 

figura 11B, a pesar de que la banda de 65 kDa es la mayoritaria existen otras 

proteínas con una masa molecular similar que migran muy cerca de Cry2Ab, por 

lo que la preparación inoculada contenía proteínas contaminantes. 

 

Para eliminar anticuerpos inespecíficos, el suero se inmunoadsorbió en una 

membrana de PVDF con preparación de espora cristal de la cepa Bt 407-. De 

esta manera, los anticuerpos que reaccionan con cualquier otra proteína distinta 

a Cry2Ab se quedan adheridos a la membrana. El suero inmunoadsorbido se 

probó contra distintas muestras (figura 12): reconoció a Cry2Ab en la preparación 

de espora cristal, a la protoxina soluble así como a la toxina activada, sin 

embargo, sigue reconociendo una banda de ~ 65 kDa en la preparación de Bt 

407-.  Como control, se evaluó el suero preinmune, éste no reconoció ninguna 

proteína (figura 12). 

 

En las preparaciones de espora cristal y protoxina soluble, además de la banda 

de 65 kDa correspondiente a la protoxina Cry2Ab se reconocen otras dos de 50 y 

30 kDa (figura 12), las cuales posiblemente sean productos de degradación de la 

protoxina, ya que si las preparaciones de espora/cristal no se lavan bien, pueden 

contener proteasas de Bt que la degraden. Sin embargo, al activar la toxina con 

tripsina (2Ab Act, figura 12), estos péptidos se eliminan por acción de esta 

proteasa. 
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Figura 12. Western blot de diferentes muestras de Cry2Ab empleando los anticuerpos policlonales 

anti-Cry2Ab generados en este estudio. Espora cristal de la cepa 407 – (E/C 407-), espora cristal de la 

cepa que expresa Cry2Ab (E/C 2Ab), la protoxina Cry2Ab soluble (2Ab sol) y la toxina activada (2Ab 

Act). Los sueros -Cry2Ab y preinmune se emplearon a una dilución 1:10 000. 

 

Bioensayo 

 

Para determinar la dosis letal media (LC50) de la protoxina Cry2Ab  se realizó un 

bioensayo con larvas neonatas de M. sexta, empleando las siguientes dosis de 

protoxina soluble: 10, 20, 30, 35, 45, 50, 60, 70, 80, 100, 150 y 200 ng/cm2. Como la 

protoxina se solubiliza con hidróxido de sodio, el control negativo (agua) se 

adicionó con el mismo volumen de NaOH empleado en la dosis más alta (200 

ng/cm2). 

 

El bioensayo se realizó por triplicado, al promedio de los tres experimentos se le 

realizó un análisis PROBIT utilizando el programa POLO-PC:  

 

Tabla 6. Dosis letal media de Cry2Ab contra larvas neonatas de M. sexta. 

Toxina Muestra LC50 

Cry2Ab Protoxina soluble 43.6 ng/cm2 (40.0 - 46.9) 

                    Entre paréntesis se indican los límites de confianza (95 %). 

 

La dosis letal media es de 43.6 ng/cm2. Al compararla con la LC50 reportada 

por Widner y Whiteley en 1989: 250 ng/cm2, y la obtenida por García Gómez B., 

datos no publicados: 200 ng/cm2 observamos que la LC50 obtenida en este 
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trabajo es aproximadamente 5 veces mayor a la reportada previamente (ya que 

se requiere menos toxina para causar una mortalidad del 50 %). La diferencia 

entre estos tres estudios probablemente se deba al uso de diferentes muestras 

para el bioensayo: protoxina Cry2Ab soluble de Bt, protoxina sobreexpresada en 

E. coli y espora/cristal de Bt respectivamente.  

 

A pesar de obtener una LC50 mayor a la reportada previamente, observamos 

que Cry2Ab es menos tóxica que Cry1Ab contra M. sexta, cuya LC50 es de 1.3 

ng/cm2 (0.9-1.7) [7].  

 

Activación de la protoxina 

 

Como se mencionó previamente, las toxinas Cry son producidas como 

protoxinas, y para liberar el fragmento activo son procesadas por proteasas del 

hospedero.  

 

En dos reportes previos se observó que al incubar a la protoxina Cry2Aa con 

jugo gástrico de L. dispar ésta se procesa en los aminoácidos Y49 y L144, 

generando dos fragmentos de 58 y 50 kDa [146, 151]. El procesamiento en estos 

aminoácidos corresponde al sitio de corte de quimiotripsina; sin embargo, en la 

mayoría de los reportes la protoxina Cry2Ab se activa in vitro con tripsina [115-118, 

152]. Estas proteasas tienen diferente especificidad: la tripsina hidroliza enlaces 

peptídicos en el extremo C-terminal de la lisina y arginina, excepto cuando el 

siguiente aminoácido es una prolina; mientras que la quimiotripsina corta las 

cadenas peptídicas en el extremo C-terminal de la tirosina, fenilalanina, triptófano 

y leucina. Realizamos un alineamiento del extremo N-terminal de Cry2Aa y 

Cry2Ab y observamos que la Y49 y la L144 están conservadas en ambas 

protoxinas (figura 13, resaltadas en amarillo), por lo que la diferencia en los 

protocolos de activación reportados para Cry2Aa y Cry2Ab no se debe a 

diferencias en el sitio de corte de quimiotripsina. 
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 Analizamos el procesamiento in silico de Cry2Aa y Cry2Ab con tripsina (figura 

13, sitios de corte resaltados en azul) y determinamos que la mayor diferencia 

entre procesar Cry2Ab con tripsina o quimiotripsina es de 6 aminoácidos. 

 
Figura 13. Alineamiento del extremo N-terminal (primeros 180 aa) de Cry2Aa y Cry2Ab. En amarillo se 

resaltan los sitios de corte de quimiotripsina y en azul, los sitios de corte de tripsina más cercanos a 

Y49 y L144. 

 

Se realizaron pruebas de activación de la protoxina Cry2Ab con jugo gástrico 

de M. sexta, tripsina y quimiotripsina (figura 14). Las tres activaciones generan un 

fragmento de ~50 kDa. Los cortes realizados por quimiotripsina (amarillo, figura 13) 

y tripsina (azul, figura 13) difieren en sólo 6 aminoácidos, estas pequeñas 

diferencias no se pueden apreciar en SDS-PAGE y parecen no tener un efecto en 

el modo de acción de la toxina Cry2Ab (ver más adelante). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. SDS-PAGE de la protoxina Cry2Ab activada con tripsina, jugo gástrico de M. sexta y 

quimiotripsina a diferentes relaciones proteasa:protoxina. La flecha señala el fragmento que 

corresponde a la toxina activada. 
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Debido a que en los trabajos en los que se describen las competencias entre 

toxinas Cry1A y Cry2A se emplea toxina activada con tripsina, se decidió seguir 

trabajando con esta proteasa.  

 

Se realizó la activación de Cry2Ab con distintas relaciones de tripsina (figura 

15). Como se puede observar en la figura 15A, la proteólisis no es totalmente 

efectiva, ya que aún a relaciones 1:2 se alcanza a ver protoxina no procesada. Al 

analizar con detalle el procesamiento de Cry2Ab con tripsina (figura 15B), se 

puede observar que se generan 3 fragmentos: una banda mayoritaria de 50 kDa 

y otras dos de 58 y 30 kDa aproximadamente. De acuerdo a los reportes previos, 

el fragmento de 58 kDa tiene el dominio I completo (las 7 -hélices), mientras que 

el fragmento de 50 kDa carece de las tres primeras hélices, incluyendo la -hélice 

3. Esta -hélice es importante para la oligomerización de la toxina y en 

consecuencia para su actividad insecticida, ya que mutantes en la -hélice 3 que 

evitan la oligomerización no son toxicas contra M. sexta [9]. No existen reportes 

dónde se describa la presencia y/o funcionalidad del fragmento de 30 kDa; 

podría tratarse solamente de un fragmento de degradación de la toxina. Sin 

embargo, dado que observamos que la toxina procesada es activa contra M. 

sexta (ver más adelante) a pesar de que la proteína mayoritaria es el fragmento 

de 50 kDa, que en teoría no tiene la -hélice 3, suponemos que el fragmento de 

30 kDa corresponde a la región eliminada de la proteína de 50 kDa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 15. SDS-PAGE de la activación de Cry2Ab. A) Activación de la protoxina Cry2Ab con tripsina y 

jugo gástrico de M. sexta a diferentes relaciones proteasa:protoxina. B) Activación de Cry2Ab con 
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tripsina 1:1. Las flechas negras señalan los fragmentos generados al procesar con tripsina, y la flecha 

azul señala a la tripsina (23.3 kDa). 

 

Para determinar si los fragmentos generados mediante proteólisis de la 

protoxina Cry2Ab son activos, se evaluó la toxicidad de la toxina Cry2Ab activada 

con tripsina contra larvas neonatas de M. sexta (tabla 7). Como control negativo 

se empleó agua con tripsina y PMSF, en las mismas relaciones que la dosis más 

alta. 

 

Tabla 7. Bioensayo de toxina Cry2Ab activada con tripsina. 

Dosis Individuos Insectos muertos Porcentaje de 

mortalidad 

0 ng/cm2 24 6 25 % 

50 ng/cm2 24 24 100 % 

100 ng/cm2 24 24 100 % 

 

 

No se pudo realizar el análisis PROBIT debido a que sólo se emplearon dos dosis, 

sin embargo, de los datos obtenidos es evidente que a pesar del efecto tóxico de 

la tripsina y el PMSF, los fragmentos de Cry2Ab generados mediante proteólisis con 

tripsina son activos contra M. sexta.  

 

Marcaje de Cry1Ab y Cry2Ab con biotina 

 

Después del procesamiento con tripsina, las toxinas Cry1Ab y Cry2Ab activadas 

se marcaron con un éster de biotina que se une a lisinas: 

 

 Cry1Ab: la forma activada de Cry1Ab tiene una masa molecular de 65 

kDa. En la figura 16A se puede observar la banda correspondiente a la 

toxina Cry1Ab activada desde una concentración de 2.5 nM.  

 Cry2Ab: como se mencionó previamente el procesamiento de esta toxina 

con tripsina no es completamente efectivo, en la figura 16B se pueden 

observar ambas formas de Cry2Ab (protoxina: flecha blanca y toxina 

activada: flecha negra). La protoxina (65 kDa) se detecta desde los 50 nM, 
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en cambio, la proteína activada (50 kDa) se detecta hasta una 

concentración de 250 nM. Este resultado probablemente se deba a que el 

contenido de lisinas de la protoxina es mayor (13 Lys) que el de la toxina 

activada (5 Lys). 

 

 

Figura 16. Western blot de las toxinas Cry1Ab (A) y Cry2Ab (B) marcadas con biotina. Se cargaron 10 

µL de amortiguador de fosfatos con toxina Cry1Ab o Cry2Ab a la concentración indicada. La 

detección se realizó con estreptavidina acoplada a peroxidasa, empleada a una dilución 1:10 000. 

Las flechas señalan a la toxina activada (negra) y a la protoxina (blanca). 

 

Preparación de BBMVs 

 

Se prepararon BBMVs de intestinos aislados de larvas de tercer instar de M. 

sexta y se evaluó la actividad específica de ALP y APN.  

 

En las preparaciones de BBMVs no sólo se aíslan las microvellosidades de las 

células columnares del intestino, sino también pequeñas cantidades de material 

contaminante que proviene de mitocondrias, microsomas, membranas 

basolaterales así como elementos del citoesqueleto  [153]. 

 

Por lo general, si una toxina (Cry1Ab) es tóxica contra cierto insecto (M. sexta), 

ésta se une de manera saturable y específica a las BBMVs. Este tipo de unión 

indica que las toxinas se unen a un número limitado de sitios definidos en las 

BBMVs, y siendo que la ALP y APN se han reportado como receptores de Cry1Ab 
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su enriquecimiento en la preparación de BBMVs es un indicativo de la calidad de 

la muestra para la realización de ensayos de unión. 

 

En la tabla 8 se observa el enriquecimiento de ALP y APN en las BBMVs de M. 

sexta con respecto al homogenizado total. 

 

Tabla 8. Actividad de ALP y APN en el homogenizado y BBMVs de M. sexta. 

 Actividad en 

homogenizado 

Actividad en 

BBMVs 

Relación 

BBMVs/Homogenizado 

ALP 143.3 U 322.1 U 2.2 

APN 186.4 U 621.14 U 3.3 

          Las unidades de ALP están dadas en nmol/mg*min y de APN como nmol/µg*min. 

 

 

Unión de Cry1Ab y Cry2Ab a BBMVs de M. sexta 

 

Se evaluó la unión de distintas concentraciones de Cry1Ab y Cry2Ab marcadas 

con biotina a BBMVs de M. sexta (figura 17). Se puede observar que tanto Cry1Ab 

como Cry2Ab se unen a las BBMVs de M. sexta, sin embargo, Cry1Ab se une 

desde 2.5 nM mientras que la unión de Cry2Ab se detecta hasta los 100 nM. Los 

ensayos de unión en solución se realizan en un volumen de 100 µL, diez veces más 

de lo que se empleó para verificar la marca de la toxina (figura 16), es por ello 

que a pesar de que la concentración mínima a la que se detecta Cry2Ab  es de 

250 nM, en este experimento pudimos observar unión de Cry2Ab desde los 100 

nM. 
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Figura 17. Western blot de la unión de Cry1Ab (A) y Cry2Ab (B) a BBMVs de M. sexta. Se incubaron 

concentraciones crecientes de Cry1Ab y Cry2Ab activadas y marcadas con estreptavidina a 10 µg 

de BBMVs de M. sexta. Como control negativo (-) se cargaron 10 µg de BBMVs. Como control de 

precipitación (CP) las toxinas se incubaron en ausencia de BBMVs. La detección de las toxinas 

marcadas con biotina se realizó con estreptavidina acoplada a peroxidasa. Las flechas señalan a la 

toxina marcada. 

 

Como se mencionó previamente, existe una correlación directa entre la unión 

de la toxina a las BBMVs y su toxicidad. En reportes previos se demostró que 

Cry1Ac es 35 veces más afín por las BBMVs de H. armigera y H. zea que Cry2Ab 

[117], lo cual concuerda con el hecho de que Cry2Ab es menos tóxica que 

Cry1Ac contra estos dos insectos. Algo similar podría ocurrir en M. sexta, ya que se 

demostró que Cry2Ab es menos tóxica que Cry1Ab y, esto también se ve reflejado 

en las diferencias de unión de estas dos toxinas a las BBMVs de M. sexta. Sin 

embargo, es importante tomar en cuenta que Cry2Ab no se marca bien, lo cual 

disminuye la sensibilidad de este método para detectar unión de esta toxina. Por 

lo anterior se requeriría calcular las constantes de disociación de Cry1Ab y Cry2Ab 

para obtener datos cuantitativos acerca de su afinidad por las BBMVs. 

 

Competencias de unión  

 

En estos ensayos se evalúa la unión de la toxina marcada a BBMVs en 

presencia de un competidor (toxina no marcada o fría). Si las toxinas empleadas 



 

 

54 

se unen a los mismos sitios, el exceso de toxina fría compite la unión de la toxina 

marcada. 

 

Competencia homóloga (con toxina activada con tripsina, figura 18): en este 

caso se empleó una concentración de 5 nM de Cry1Ab marcada y se compitió 

hasta con 1000 veces más toxina fría (Cry1Ab no marcada). Como se trata de la 

misma toxina, los sitios de unión se comparten, por lo que el exceso de toxina fría 

disminuye la unión de la toxina marcada a las BBMVs. Este resultado sugiere que la 

unión de Cry1Ab a las BBMVs de M. sexta es específica y saturable. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Western blot de la competencia homóloga de unión de Cry1Ab. La unión de 5 nM de 

Cry1Ab marcada a las BBMVs de M. sexta se compitió con un exceso de 50, 100, 500 y 1000 veces 

más toxina fría. La flecha indica la banda correspondiente a Cry1Ab (65 kDa). Como control 

negativo (-) se corrieron las BBMVs sin toxina y como positivo la toxina Cry1Ab marcada. 

 

Competencia heteróloga (con toxina activada con tripsina, figura 19): La unión 

de la toxina Cry1Ab (5 nM) marcada a BBMVs de M. sexta se compitió con un 

exceso de 50, 100, 500 y 1000 veces más de Cry2Ab fría activada con tripsina. Se 

observó que aún en presencia de 5 000 nM (1000 X) de toxina Cry2Ab, la unión de 

Cry1Ab a las BBMVs no se afecta. El resultado anterior indica que Cry2Ab no 

compite con Cry1Ab por la unión a las vesículas. 
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Figura 19. Western blot de la competencia heteróloga de unión entre Cry1Ab y Cry2Ab. La unión de 

5 nM de Cry1Ab marcada a las BBMVs de M. sexta se compitió con un exceso de 50, 100, 500 y 1000 

veces más de toxina Cry2Ab fría. La flecha indica la banda correspondiente a Cry1Ab (65 kDa). 

Como control negativo (-) se corrieron las BBMVs sin toxina y como positivo la toxina Cry1Ab 

marcada. 

[115],  

Competencia heteróloga (con toxina activada con quimiotripsina, figura 20): 

como un control adicional se realizó la competencia de unión de Cry1Ab con 

Cry2Ab activada con quimiotripsina. Como se observa en la figura 20, Cry2Ab no 

compite la unión de Cry1Ab a BBMVs de M. sexta. Esto demuestra que los seis 

aminoácidos adicionales que se eliminan al procesar a la toxina con 

quimiotripsina, en lugar de tripsina, no afectan su capacidad de competir a la 

toxina Cry1Ab. 

 

El hecho de que Cry2Ab no compita con la unión de Cry1Ab a BBMVs de M. 

sexta sugiere que estas toxinas se unen a diferentes receptores. Lo anterior 

concuerda con el hecho de que la generación de resistencia cruzada entre 

toxinas Cry1A y Cry2A es poca o nula (Tabla 5). 
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Figura 20. Western blot de la competencia heteróloga de unión entre Cry1Ab y Cry2Ab (activada 

con quimiotripsina). La unión de 5 nM de Cry1Ab marcada se compitió con un exceso de 250, 500 y 

1000 veces más de toxina Cry2Ab fría. También se compitió con un exceso de 1000 X Cry2Ab 

activada con tripsina (1000 2Ab Trp) y Cry1Ab (1000 1Ab) como comparación. CP, control de 

precipitación. La flecha indica la banda correspondiente a Cry1Ab. Como control negativo (-) se 

corrieron las BBMVs sin toxina y como positivo la toxina Cry1Ab marcada. 

 

 

Para corroborar la hipótesis de que Cry2Ab no comparte los mismos sitios de 

unión que Cry1Ab, se evaluó la unión de ambas toxinas a los receptores de 

Cry1Ab. Como se observa en la tabla 2, previamente se demostró que Cry1Ab se 

une a tres proteínas en M. sexta: ALP, APN1 y caderina. Sin embargo, en este 

trabajo sólo se evaluó la unión a ALP y los repetidos 7-12 del receptor de 

caderina, debido que no se ha podido lograr la expresión estable del receptor 

APN1. 

 

Ligand blot de Cry1Ab y Cry2Ab a ALP y caderina (repetidos 7-12) 

 

Para realizar los ensayos de unión de Cry1Ab y Cry2Ab a ALP y caderina, las 

proteínas recombinantes ALP-his y CR7-12-his se purificaron mediante 

cromatografía de afinidad por níquel (figura 21). 
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Figura 21. SDS-PAGE de la purificación de ALP y CR7-12. Las proteínas se purificaron por 

cromatografía de afinidad por níquel. Las proteínas se eluyeron con 1 M de imidazol. 

 

Una vez purificados los receptores, se realizó un ligand blot empleando la 

toxina Cry2Ab marcada con biotina. 

 

Unión a ALP (figura 22): Previamente se reportó la unión de las toxinas Cry1Aa, 

Cry1Ab y Cry1Ac a una ALP de 65 kDa en M. sexta [36, 73]. En este estudio 

también se observó la interacción de Cry1Ab con la ALP de M. sexta. Sin 

embargo, en el caso de Cry2Ab no se detectó interacción con esta proteína,  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Ligand blot de Cry1Ab y Cry2Ab marcada con biotina a ALP. La membrana con 5 µg de 

ALP purificada se incubó con 10 nM de toxina marcada y se reveló con estreptavidina. Como 

control negativo (-) la membrana se incubó sólo con amortiguador. Se realizó la inmunodetección 

de ALP (-ALP) empleando anticuerpos policlonales. 
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Los reportes en cuanto a resistencia cruzada entre toxinas Cry1A y Cry2A 

debida a alteraciones en la ALP son contradictorios. Por un lado, la reducción del 

transcrito de mALP en H. armigera (BtR) no causa resistencia cruzada entre 

Cry1Ac y Cry2Ab, mientras que en H. virescens (YHD2), la disminución en la 

expresión de ALP sí correlaciona con la generación de resistencia cruzada entre 

Cry1Ac y Cry2A (tabla 5). Sin embargo, la cepa YHD2 también tiene alteraciones 

en el receptor de caderina, por lo que habría que evaluar la contribución de 

cada uno de estos receptores en la generación de resistencia cruzada. 

 

Unión a caderina (figura 23): la caderina es una glicoproteína de 210 kDa. En 

este estudio se purificó una proteína recombinante que comprende los repetidos 

7 al 12 de esta proteína. Se observó que Cry1Ab es capaz de unirse a CR7-12, esto 

concuerda con los trabajos en los que se describió que las toxinas Cry1A 

interactúan con los repetidos 7, 11 y 12 del receptor de caderina a través de las 

asas 2, 3 y 8 del dominio II. En cambio, la toxina Cry2Ab no interactuó con CR7-

12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Ligand blot de Cry1Ab y Cry2Ab marcada con biotina a CR7-12. La membrana con 5 µg 

de CR7-12 purificada se incubó con 10 nM de toxina marcada y se reveló con estreptavidina. Como 

control negativo (-) la membrana se incubó sólo con amortiguador. Se realizó la inmunodetección 

de caderina (-CR) empleando anticuerpos policlonales. 
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Mediante ligand blots demostramos que a diferencia de Cry1Ab, Cry2Ab no se 

une a la ALP ni a los repetidos 7-12 del receptor de caderina sobreexpresados en 

E. coli. Estos resultados pueden deberse a diversas razones: 

 Probablemente la ALP y la caderina no sean receptores de Cry2Ab. Ya que 

Cry2Ab no se unió a la ALP ni a los repetidos 7-12 del receptor de caderina. 

 El hecho de que no se haya observado unión entre Cry2Ab la ALP y los 

repetidos 7-12 del receptor de caderina podría deberse a que al ser 

producidos en E. coli, estos receptores no están glicosilados. 

 Cómo sólo se expresaron los repetidos 7 al 12 del receptor de caderina, 

existe la posibilidad de que Cry2Ab se una a otros repetidos de la caderina. 

 

Para determinar con que proteínas endógenas de M. sexta interacciona 

Cry2Ab se realizó un ligand blot empleando las BBMVs de este lepidóptero.                    

 

Ligand blot de Cry2Ab a BBMVs de M. sexta 

 

Mediante ensayos de unión tipo ligand blot de Cry2Ab marcada con biotina a 

BBMVs de M. sexta se identificaron 7 bandas que unen a la toxina (figura 24):   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Ligand blot de Cry2Ab marcada con biotina a BBMVs de M. sexta. Las proteínas de las 

BBMVs de separaron mediante SDS-PAGE y se transfirieron a una membrana de PVDF. Las 

membranas se incubaron en PBS con BSA al 1%  (-) o en PBS con BSA al 0.5 y al 1% en presencia de 

10 nM de Cry2Ab activada marcada con biotina. 
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 2 bandas de más de 250 kDa (figura 24, bandas 1 y 2): hasta la fecha sólo 

se han descrito 2 proteínas de alto peso molecular que unen a las toxinas 

Cry: la proteína BTR270 de L. dispar [38] y P252 de B. mori [80]. BTR270 une a 

las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ba pero no une a Cry1Ca, Cry2Aa, 

Cry2Ba ni Cry3Aa, mientras que P252 une a las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y 

Cry1Ac.  

 

 2 bandas en el rango de 95-130 kDa (figura 24, bandas 3 y 4): En este rango 

de pesos moleculares se encuentran las APN´s (90-170 kDa). En M. sexta se 

describió la unión de Cry1Ab a una APN de clase 1 [65] y otra de clase 2 

(120 kDa) [44]. Adicionalmente, se describió otra APN de 106 kDa que une 

a las toxinas Cry1Ca y Cry1Aa [64].  

 

 1 banda de aproximadamente 70 kDa (figura 24, banda 5): La ALP 

previamente identificada en M. sexta como receptor de Cry1Ab tiene una 

masa molecular de 65 kDa [44]. En este trabajo no se observó la unión de 

Cry2Ab a una versión recombinante de ALP, sin embargo, debido a que la 

interacción de la toxina con su receptor podría depender de 

modificaciones post-traduccionales, no se descarta la posibilidad de que 

la ALP sea blanco de unión de Cry2Ab. Adicionalmente, en este rango de 

masas moleculares se describió una -amilasa (70 kDa) que une a las 

toxinas Cry4Ba y Cry11Aa en el díptero A. albimanus [81]. 

 

 1 banda de aproximadamente 50 kDa (figura 24, banda 6): La única 

proteína previamente reportada que une a toxinas Cry en este rango de 

peso molecular es la actina (42 kDa), la cual se identificó como blanco de 

unión de Cry1Ac mediante análisis proteómicos [71]. 

 

 1 banda de 36 kDa, esta última sólo se observa cuando el amortiguador de 

incubación de la toxina se adiciona con 0.5 % de BSA (figura 24, banda 7), 

lo cual sugiere que la unión es débil y quizá no sea específica. La única 

proteína de bajo peso molecular reportada que une a toxinas Cry es la 



 

 

61 

ADAM 3 metaloproteasa (30 kDa) del coleóptero L. decemlineata [82]. Sin 

embargo, en lepidópteros no se ha descrito ninguna proteína de unión a 

toxinas Cry de menos de 50 kDa. 

 

Adicionalmente, se observa una banda de ~85 kDa, sin embargo, la misma 

proteína se detecta en el carril incubado sin toxina (figura 24, control negativo -). 

Como parte de los controles de un experimento, Cheng Du observó dos proteínas 

de 120 y 85 kDa en las BBMVs preparadas de larvas de quinto instar de M. sexta 

que eran reconocidas por la estreptavidina. Aparentemente, se trata de dos 

proteínas biotiniladas de M. sexta [154]. Como se describe en la sección de 

materiales y métodos, en este estudio se empleó la toxina marcada con biotina y 

la detección de ésta se realiza con estreptavidina acoplada a peroxidasa. En 

diversos experimentos se pueden observar las proteínas de 85 y 120 kDa (figuras 

18, 19, 20 y 24). Siempre se emplearon los controles adecuados para distinguir 

estas dos proteínas endógenas de la toxina (figuras 18, 19 y 20) o las proteínas de 

unión a Cry2Ab (figura 24). 

 

Ligand blot de Cry2Ab a proteínas ancladas por GPI a BBMVs de M. sexta 

 

En el caso de Cry1Ab se demostró que la toxina se une a proteínas ancladas a 

la membrana mediante glicosilfosfatidilinositol, entre estas proteínas se 

encuentran la APN y ALP. En este trabajo se evaluó si alguna de las 7 proteínas de 

unión a Cry2Ab, identificadas mediante ligand blot a las BBMVs de M. sexta se 

ancla a la membrana mediante GPI. Para esto, las BBMVs se trataron con PI-PLC 

(fosfolipasa C específica de fosfatidilinositol), esta enzima liberó las proteínas 

ancladas por GPI, las cuales se separaron mediante SDS-PAGE (figura 25A). 

Finalmente, se analizó la unión de Cry2Ab a estas proteínas mediante ligand blot 

(figura 25B). 
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Figura 25. SDS-PAGE de las proteínas ancladas por GPI a las BBMVs de M. sexta teñido con plata (A) 

y Ligand blot de Cry2Ab activada marcada con biotina a BBMVs y proteínas ancladas por GPI (B). El 

control negativo (-) se incubó sólo con PBS. 

 

Cry2Ab se une a una sola proteína anclada por GPI con masa molecular entre 

95 y 130 kDa (figura 25B). Mediante espectrometría de masas se identificó a esta 

proteína como APN. Los resultados obtenidos muestran que 38 péptidos 

generados a partir de la banda correspondiente a APN alinean con APN2 y 38 

péptidos con APN3 de M. sexta (Tabla 9). 

 

Tabla 9. Identificación por espectrometría de masa de la proteína de unión a 

Cry2Ab anclada por GPI en M. sexta. 

Probabilidad Más del 95 % 80 % al 94 % 50 % al 79 % 20 % al 49 % 0 % al 19 % 

 

Proteínas identificadas 
Número de 

acceso 

Masa 

molecular 

Blanco antes 

de la muestra 

Muestra: Banda 

de 95-130 kDa 

Aminopeptidasa 3 

Manduca sexta 

20279109 108 kDa   

38 

Aminopeptidasa N 

Manduca sexta 

4582686 (+1) 107 kDa   

38 

RecName: Full = 

Membrane alanyl… 

2499901 (+1) 111 kDa   

29 

Aminopeptidasa N 

Manduca sexta 

37780226 90 kDa   

16 
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Laccase 1 Manduca 

sexta 

26190489 91 kDa   

3 

El código de colores mostrado en la parte superior indica la probabilidad de que la proteína 

identificada sea la correcta. Los números en la tabla representan el número de secuencias de 

aminoácidos diferentes que se asocian sólo con la proteína indicada. 

 

Previamente se reportó que Cry1Ab se une a APN1 de M. sexta [155]. En este 

trabajó identificamos a la APN2 y APN3 como posibles blancos de unión de 

Cry2Ab. Estos resultados apoyan los experimentos en los que se demuestra que 

Cry2Ab no compite por los mismos sitios de unión con Cry1Ab. Adicionalmente, 

también se reportó que no se desarrolla resistencia cruzada a Cry2Ab en tres 

líneas de insectos resistentes a Cry1Ac, en las que la resistencia está asociada a 

defectos en la APN1 [103, 105, 107]. Estos datos sugieren que la APN1 no es blanco 

de unión de Cry2Ab. Sin embargo, aún se debe determinar si Cry2Ab se une a 

APN2 y/o a APN3, ya que estos dos receptores tienen una masa molecular de 107 

y 108 kDa, respectivamente, y es difícil separarlos mediante SDS-PAGE. Lo anterior 

se puede lograr mediante geles de dos dimensiones ya que los puntos 

isoeléctricos de las APNs son distintos (APN2: 5.6 y APN3: 6.3). 

 

En el ligad blot de Cry2Ab a las BBMVs de M. sexta (figura 24) se identificó una 

proteína que une a Cry2Ab (banda 5), cuyo peso molecular concuerda con el 

reportado para las ALPs (~70 kDa). Sin embargo, en el ligand blot de Cry2Ab a 

proteínas ancladas por GPI (figura 25B), no se detectó ninguna proteína con peso 

molecular de 70 kDa. Este resultado sugiere que la proteína de 70 kDa que une a 

Cry2Ab no es ALP, ya que estas proteínas se anclan a la membrana a través de 

GPI.  

 

Identificación de proteínas de unión a Cry2Ab mediante enfoques  

proteómicos 

 

Las BBMVs tienen una composición diversa de proteínas, entre éstas podemos 

encontrar algunas con masas moleculares similares que no se pueden distinguir 

mediante geles de una dimensión. La electroforesis de dos dimensiones es una 
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técnica ampliamente usada para el análisis de mezclas complejas de proteínas. 

Este método separa a las proteínas de acuerdo a dos propiedades 

independientes: en la primera dimensión, isoelectroenfoque (IEF), las proteínas se 

separan de acuerdo a su punto isoeléctrico (pI), mientras que en la segunda 

dimensión, son separadas por su masa molecular mediante SDS-PAGE.  

 

En 2003 McNail y colaboradores realizaron un análisis proteómico de las BBMVs 

de larvas de quinto instar de M. sexta. En este estudio identificaron alrededor de 

450 proteínas individuales mediante geles de 2D [71]. Adicionalmente, esta 

tecnología se ha empleado para realizar estudios comparativos entre cepas 

resistentes y sensibles a toxinas Cry, de hecho, en 2003 Jurat-Fuentes observó que 

en una cepa de H. virescens resistente a Cry1Ac se abate la expresión de ALP,  lo 

anterior permitió demostrar que la ALP tiene un papel importante en el 

mecanismo de acción de Cry1Ac [37]. 

 

En este trabajo se emplearon geles de dos dimensiones (2D) en combinación 

con experimentos de ligand blot para identificar los blancos de unión de Cry2Ab 

en las BBMVs de M. sexta.  

 

Se identificaron ocho proteínas a las que se une la toxina Cry2Ab (figura 26A).  

 

En el rango de 95 a 130 kDa se observan 3 proteínas (figura 26A, puntos 1, 2 y 3) 

con un punto isoeléctrico entre de 5 y 7, sin embargo, al comparar el Western blot 

con el gel teñido con plata (figura 26B) se puede observar que en realidad, la 

toxina Cry2Ab se une a 7 puntos, pero debido a que se encuentran muy cercanos 

uno del otro, en el Western blot se detectan como uno solo.  
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Figura 26. Ligand blot de Cry2Ab activada marcada con biotina a BBMVs de M. sexta separadas 

mediante geles de 2D empleando tiras de pH de 3 a 10 (A). Gel 2D de BBMVs de M. sexta teñido 

con plata (B). Los números a la derecha de cada figura indican las proteínas de unión a Cry2Ab. En 

la figura izquierda (A) la segunda dimensión se separó en SDS-PAGE al 12 % mientras que en la figura 

de la derecha (B) se empleó un gel al 10 %. 

 

 En el genoma de M. sexta están anotadas 4 APNs (Tabla 10). Las proteínas 1,2 y 

3, figura 26A, identificadas como blancos de unión de Cry2Ab se encuentran en 

el rango de peso molecular y punto isoeléctrico predicho para las APNs (Tabla 

10). Sin embargo anteriormente se demostró que Cry2Ab sólo se une a la APN2 y 

APN3 (Tabla 9). 

 

Tabla 10. APNs anotadas en el genoma de M. sexta. 

Clase de APN Número de 

acceso 

Masa molecular 

predicho (kDa) 

Punto isoeléctrico 

teórico 

APN1 AAF07223.1 112 5.8 

APN2 CAA66466.2 107 5.6 

APN3 AAM18718.1 108 6.3 

APN4 AAM13691 114 5.9 

La masa molecular y punto isoeléctrico se determinaron con el programa ProtParam. 
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Por debajo de los 95 kDa se detectó una proteína (figura 26 y 27A, marcada 

con un *) que aparentemente une a Cry2Ab, sin embargo, previamente se 

demostró que se trata de una proteína endógena de M. sexta que reacciona con 

la estreptavidina (figura 24).  

 

Alrededor de los 50 kDa se detectaron 3 puntos. El punto 6 coincide con la 

masa molecular y el pI de la actina. En un trabajo previo se observó que en 

BBMVs de quinto instar de M. sexta separadas mediante 2D, la toxina Cry1Ac se 

une a un punto idéntico (en peso molecular y pI) al punto 6 observado en este 

estudio, mediante espectrometría de masas se demostró que se trataba de 

actina [71]. Los puntos 4 y 5 parecen ser reconocidos de manera inespecífica ya 

que desaparecen al lavar la membrana por más tiempo. 

 

Los puntos 7 y 8 tienen una masa molecular de aproximadamente 30 kDa, la 

cual es similar a la de la banda 7 que une a Cry2Ab en ensayos de ligand blot 

con BBMVs (figura 24). Probablemente se trate de diversas isoformas de una 

misma proteína. 

 

Previamente se identificaron dos proteínas de más de 250 kDa que se unen a la 

toxina Cry2Ab (figura 24 y datos no mostrados), pero no se pudieron observar 

nuevamente (figura 26A), probablemente por la concentración del gel empleado 

(12 %). Sin embargo, mediante espectrometría de masas se determinó la 

identidad de estas proteínas (ver más adelante). 

 

Debido a que todas las proteínas identificadas como blanco de unión de 

Cry2Ab están en un mismo rango de pH (4-7), se emplearon tiras de gradiente 

linear de pH de 4 a 7 para resolver las proteínas de las BBMVs de M. sexta 

mediante IEF. Lo anterior con el fin de mejorar la resolución de las proteínas en 

este rango y disminuir el riesgo de contaminación con otras proteínas al 

secuenciar por espectrometría de masas. 
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El ligand blot con Cry2Ab se volvió a realizar, pero ahora con las muestras 

separadas mediante tiras de pH 4-7. Se identificaron cinco proteínas (figura 27A) 

que corresponden a los puntos 1, 3 y 6 de las previamente identificadas (figura 

26). Estas proteínas se secuenciaron por espectrometría de masas para conocer 

su identidad.  

 

Figura 27.  Ligand blot de Cry2Ab activada marcada con biotina a BBMVs de M. sexta separadas 

mediante geles de 2D empleando tiras de pH de 4 a 7 (A). Gel 2D de BBMVs de M. sexta teñido con 

plata (B). Los números a la derecha de cada figura indican las proteínas de unión a Cry2Ab.  

 

Proteínas de unión a Cry2Ab en M. sexta. 

 

Se secuenciaron por espectrometría de masas los puntos correspondientes a 

las proteínas de unión a Cry2Ab identificadas mediante ligand blot de la toxina a 

las BBMVs de M. sexta separadas mediante geles de dos dimensiones (Tabla 11): 

 

 

 

 



 

 

Tabla 11. Identificación por espectrometría de masa de las proteínas de unión a Cry2Ab en M. sexta. 

Probabilidad Más del 95 % 80 % al 94 % 50 % al 79 % 20 % al 49 % 0 % al 19 % 

 

Proteínas 

identificadas 

Número de 

acceso 

MW 

(kDa) 

B 

L 

K 

Muestra: 

> 250 kDa 

1 

Muestra: 

>250 kDa 

2 

B 

L 

K 

Muestra: 

120 kDa 

B 

L 

K 

Muestra: 

45 kDa 

B 

L 

K 

Muestra: 

36 kDa 

1 

B 

L 

K 

Muestra: 

36 kDa 

2 

B 

L 

K 

Muestra: 

36 kDa 

3 

RecName: Full = 

Membrane alanyl… 

gi|2499901 

(+1) 
111        2 1     

Aminopeptidase 3 

Manduca sexta 
gi|20279109 108        24 5 14 3 8 2 

Aminopeptidase N 

Manduca sexta 

gi|4582686 

(+1) 
107   1     9 3 2  1 1 

Aminopeptidase N 

Manduca sexta 
gi|37780226 90        1 1     

H (+)-transporting 

ATPase Manduca 

sexta 

gi|11062 (+1) 68  54 39     35 14 24 6 17 4 

Non-muscle actin 

Manduca sexta 
gi|28070937 42 1 6 18  9  34 4 2     

RecName: Full = 

Actin, muscle; 

Flags: Precursor 

gi|1703156… 42     1  3       

Ribosomal protein 

P0 Manduca 

sexta 

gi|268306372 34         22 1 23 3 14 

 

El código de colores mostrado en la parte superior indica la probabilidad de que la proteína identificada sea la correcta. Los números en la tabla 

representan el número de secuencias de aminoácidos diferentes que se asocian sólo con la proteína indicada.  
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 Dos proteínas de más de 250 kDa (figura 24 y datos no mostrados): los 

resultados obtenidos muestran que se trata de una ATPasa transportadora de 

protones (H+ transporting ATPase). El peso molecular estimado de dicha 

proteína es de 68.1 kDa mientras que su pI es de 5.1. Sin embargo, la proteína 

que se analizó mediante espectrometría de masas migra arriba de los 250 

kDa.  

 

Al realizar un BLAST, se encontró que el fragmento con el cual alinean los 

péptidos corresponde a la subunidad A de la V-ATPasa de M. sexta. Una 

posibilidad es que el complejo proteico de la V-ATPasa no se disocie 

totalmente y por ello se observe una migración anómala de esta proteína. 

 

 Una proteína de 120 kDa (figura 27, punto 1): se identificó como actina. Sin 

embargo, a pesar de que la probabilidad de que la proteína identificada sea 

la correcta (mayor al 95 %), sólo 9 péptidos alinean con la secuencia de 

actina. El peso molecular aparente de la proteína 1 es de aproximadamente 

120 kDa (figura 27), mientras que el de la actina es de 42 kDa. Podría tratarse 

de un dímero de actina; sin embargo, en la figura 27B se puede observar una 

estría que conecta los puntos 1 y 5, por lo que también existe la posibilidad de 

que se trate de contaminación ya que el punto 5 también se identificó como 

actina (ver más adelante). 

 

 Proteína de 45 kDa (figura 27, punto 5): de acuerdo a los resultados de la 

espectrometría de masas, 34 péptidos de la proteína 5 alinean con la actina. 

La proteína 5 tiene una masa molecular aparente de aproximadamente 45 

kDa, y un pI alrededor de 5. Ambos datos concuerdan con la masa molecular 

y el punto isoeléctrico de la actina: 41.8 kDa y  pI 5.3.  

 

 Tres proteínas con masa molecular aparente de 30 kDa (figura 26A). Las tres 

proteínas, se identificaron como la proteína ribosomal P0 de M. sexta, cuya 

masa molecular es de 34 kDa y tiene un pI de 6.3. 
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Los puntos 2, 3 y 4 (figura 27) también se secuenciaron mediante 

espectrometría de masas. Sin embargo, el análisis de las secuencias de péptidos 

contra el genoma de M. sexta no arrojó ningún resultado. Este análisis se repitió 

contra las bases de datos de B. mori y D. melanogaster, tomando en cuenta que 

están mejor anotadas que la de M. sexta; sin embargo, esta búsqueda tampoco 

arrojó resultados significativos. Por el contrario, al comparar con el genoma de 

humano se identificó contaminación por queratina. 

 

Las tablas de los resultados de la secuenciación por espectrometría de masas 

generadas por el programa Scaffold Viewer se anexan en el apéndice 3. 

 

Mediante espectrometría de masas se determinó la identidad de cinco 

proteínas de M. sexta que unen a Cry2Ab en los ensayos de ligand blot (tabla 12): 

 

Tabla 12. Proteínas de unión a Cry2Ab 

Proteína: Número de acceso MW pI 

Actina CAD58315.1 42 kDa 5.3 

 

Subunidad A de la ATPasa transportadora 

de H+ 

 

CAA45537.1 

 

68 kDa 

 

5.1 

 

APN2 

 

CAA66466.2 

 

107 kDa 

 

5.6 

 

APN3 

 

AAM18718.1 

 

108 kDa 

 

6.3 

Proteína ribosomal P0 ACY95307.1 34 kDa 6.3 

 

Papel de la actina en el mecanismo de acción de las toxinas Cry.  

 

La actina es uno de los principales componentes del citoesqueleto; está 

involucrada en importantes procesos celulares como motilidad, división, 

transporte de vesículas, así como diferenciación y proliferación celular. 
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En este trabajo se identificó a la actina como proteína de unión a Cry2Ab. En 

estudios previos también se observó interacción entre la toxina Cry1Ac y la actina 

en diferentes insectos lepidópteros como: H. virescens [84], H. armigera [86] y M. 

sexta [71] así como de Cry4Ba con la actina del díptero A. aegypti [87]. 

 

La actina forma filamentos que se organizan en una red proteica que sirve 

como soporte para la superficie apical de las microvellosidades intestinales [157]. 

Esta proteína está acoplada a la membrana a través de otras  proteínas como la 

anquirina, por lo que es poco probable que la actina sirva como receptor de las 

toxinas Cry de Bt. Sin embargo, debido a su localización, el contacto entre esta 

proteína y la toxina podría darse después de que la toxina se inserta en la 

membrana, o una vez que la integridad de la membrana celular se pierde o 

debilita debido a los poros líticos. 

 

Se ha propuesto que la actina está involucrada en la defensa del organismo a 

las toxinas Cry, ya que en diversos estudios se ha observado que la expresión de 

ésta se aumenta al intoxicar a los insectos con toxinas Cry [158]. 

 

Recientemente se realizó un estudio en donde se observó que al silenciar el 

gen de actina en larvas de A. aegypti éstas se vuelven más sensibles a la toxina 

Cry11Aa [158], indicando que esta proteína podría ayudar a superar la 

intoxicación por toxina, probablemente promoviendo una respuesta celular 

contra las toxinas Cry que encienda un mecanismo de defensa. 

 

Influencia de las V-ATPasas en la toxicidad de las toxinas Cry 

 

Las V-ATPasas son bombas de protones que acidifican algunos organelos como 

endosomas, lisosomas o vesículas secretorias. Sin embargo, también se 

encuentran en la membrana plasmática de muchas células animales donde 

están involucradas en la homeostasis del pH y/o en la energización de la 

membrana [159-161]. 
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En el caso particular de M. sexta la V-ATPasa se localiza en la membrana apical 

de las células de globet, uno de los dos principales tipos celulares en este epitelio 

[161]. La V-ATPasa de M. sexta energiza todos los procesos de transporte 

transepitelial secundario en el intestino, incluyendo la absorción de aminoácidos y 

la regulación del pH luminal.  

 

Las V-ATPasas son proteínas heteromultiméricas, consisten en dos dominios 

funcionales. Un dominio periférico catalítico, denominado V1 y el complejo 

membranal V0 que conduce protones a través de la membrana (Figura 28). En M. 

sexta, el dominio V1 de la V-ATPasa de la membrana plasmática consiste de 8 

subunidades (A-H), mientras que el dominio V0 consiste de 4 subunidades 

diferentes (a, c, d y e) [162].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Representación esquemática de la estructura de la V-ATPasa. Tomada de [163]. 

 

En reportes previos se demostró, empleando enfoques proteómicos, que 

algunas subunidades de la V-ATPasa son blanco de unión de toxinas Cry:  

Cry1Ac une a la subunidad A de la V-ATPasa de H. virescens [84]. 

Cry1Ac une a la subunidad B de la V-ATPasa de H. armiguera [86]. 

Cry4Ba une a las subunidades B y E de la V-ATPasa de Ae. aegypti [87]. 
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En este estudio se demostró que la subunidad A de la V-ATPasa de M. sexta 

también es blanco de unión de la toxina Cry2Ab. 

 

Es poco probable que las subunidades del complejo V1 de la V-ATPasa 

funcionen como receptores de las toxinas Cry, ya que se localizan en la parte 

citosólica del complejo proteico [162]. Sin embargo, la interacción entre la toxina 

y las subunidades periféricas de la V-ATPasa podría ocurrir de diversas formas. Una 

posibilidad es que al insertarse en la membrana, una parte de la toxina quede 

expuesta hacia la cara citosólica de la membrana y sea capaz de interactuar 

con proteínas cercanas, o bien, que como algunos autores han propuesto, la 

toxina sea internalizada y la interacción ocurra en vesículas endocíticas. 

 

La V-ATPasa acopla la translocación de H+ con la de K+, generando una 

diferencia de potencial que energiza los procesos de transporte a través de la 

membrana [164]. La interacción in vivo de las toxinas Cry con la V-ATPasa podría 

desestabilizar este proceso, alterando el balance del pH así como el transporte de 

iones y nutrientes. En estudios previos, empleando larvas susceptibles y resistentes 

de P. interpunctella, se demostró que en larvas resistentes se incrementan los 

niveles de V-ATPasa, por lo que se sugirió que este incremento podría resultar en 

un estado energético elevado que ayuda a los insectos a contender con la 

intoxicación por toxinas Cry [165]. 

 

APN2 y 3 como receptores de las toxinas Cry. 

 

En este estudio demostramos que Cry2Ab se une a las APN2 y/o APN3 de M. 

sexta.  

  

De las 5 clases de APNs descritas, las de clase 2 comparten menos identidad 

de secuencia con otras clases de APNs [13]. De acuerdo a las predicciones 

bioinformáticas, las APNs de clase 2 se N-glicosilan. 
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Se ha reportado que las APN2 no unen a la toxina Cry1Ac [166]. En este trabajo 

observamos la posible unión de Cry2Ab a la APN2 de M. sexta. Estos resultados 

concuerdan con el hecho de que no se desarrolla resistencia cruzada entre 

Cry1Ac y Cry2Ab debido a que se unen a distintos receptores [78, 104, 118, 125-

130, 137]. 

 

Sin embargo, se ha reportado que la APN2 se une a Cry1Aa y Cry1Ab bajo 

ciertas condiciones experimentales: 

Cry1Aa: APN2 de P. xylostella y B. mori expresada en E. coli [62]. 

Cry1Ab: APN2 de B. mori expresada en E. coli [62]. 

Cry1Ab: APN2 de M. sexta, proteína endógena [57]. 

 

Como se observa, al igual que Cry2Ab, Cry1Ab también es capaz de unirse a la 

APN2 de M. sexta. En este estudio demostramos que Cry2Ab y Cry1Ab no 

compiten por la unión a las BBMVs de M. sexta, lo cual sugería que no comparten 

los mismos sitios de unión en M. sexta. Sin embargo, también existe la posibilidad 

de que las toxinas Cry1Ab y Cry2Ab se unan a epítopes diferentes en una misma 

proteína, en este caso a la APN2. Otra posibilidad es que la identificación de la 

APN2 como blanco de unión de Cry2Ab sea un artefacto, ya que es difícil separar 

a la APN2 de la APN3 mediante SDS-PAGE debido a su masa molecular.  

 

En este estudio también demostramos que Cry2Ab se une a la APN3 de M. 

sexta. Las APNs de clase 3 están altamente relacionadas con las de clase 1, al 

igual que éstas son proteínas O-glicosiladas. A pesar de ello, las toxinas Cry1Aa, 

Cry1Ab y Cry1Ac sólo son capaces de unir a la APN1 de M. sexta [58, 155, 167] y 

APN2, en el caso de Cry1Ab [57]. Estos resultados apoyan la hipótesis de que 

Cry1Ab y Cry2Ab se unen a distintos receptores en las BBMVs de M. sexta.  

 

Proteínas ribosomales y su relación con la toxicidad de toxinas Cry. 

 

No existen reportes previos de interacción entre toxinas Cry y proteínas 

ribosomales, sin embargo, Contreras et al. observó que en el coleóptero Tribolium 
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castaneum los niveles de la proteína ribosomal L13a disminuyen en respuesta a la 

intoxicación con toxinas Cry3Ba y Cry23Aa/Cry37Aa. La proteína L13a forma parte 

de la subunidad 60S del ribosoma, y aunque su función en insectos se desconoce, 

los resultados sugieren que tiene un papel importante en la respuesta ante la 

intoxicación por Bt [168]. 

 

Además de las toxinas Cry, algunas cepas de Bt también producen toxinas Vip 

(Vegetative insecticidal proteins). Estas toxinas se secretan al medio durante la 

fase vegetativa de crecimiento y se ha propuesto que tienen un modo de acción 

distinto al de las toxinas Cry 3D [169]. En un trabajo previo se observó que la toxina 

Vip3A interactúa directamente con la proteína ribosomal S2. Mediante 

microscopia confocal se determinó que ambas proteínas colocalizan tanto en la 

superficie de células Sf21 como en el citoplasma, por lo que se propuso que la 

interacción inicial entre estas dos proteínas se da en la superficie de las células y 

posteriormente en el citoplasma de células que se comienzan a lisar. 

Adicionalmente, se demostró que esta interacción es importante para la 

toxicidad de Vip3A, ya que al silenciar la expresión de S2, se reduce la toxicidad 

de esta toxina [170]. 

 

En este trabajo se identificó la unión de Cry2Ab a la proteína ribosomal P0. Esta 

proteína pertenece a la familia L10 de proteínas ribosomales que forman parte de 

la subunidad 60S. A pesar de que existen un par de evidencias que sugieren que 

la unión de toxinas Cry y Vip a proteínas ribosomales es importante para la 

toxicidad, se debe demostrar la funcionalidad de esta interacción en el modo de 

acción de la toxina Cry2Ab. 
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CONCLUSIONES 

 

 La toxina Cry2Ab es activa contra M. sexta. 

 

 Cry2Ab se une de forma específica a las BBMVs de M. sexta pero no es capaz 

de competir con la unión de Cry1Ab. 

 

 Cry2Ab no se une a la ALP ni a los repetidos 7-12 del receptor de caderina de 

M. sexta sobreexpresados en E. coli. 

 

 Cry2Ab se une a siete proteínas en las BBMVs de M. sexta, una de las cuales 

está anclada por GPI a las BBMVs. 

 

 La actina, la subunidad A de la V-ATPasa, la proteína ribosomal P0 y las APN2 

y/o 3 son blancos de unión de Cry2Ab en M. sexta. 
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PERSPECTIVAS 

 

 Determinar la secuencia completa de las proteínas identificadas como blancos 

de unión de Cry2Ab en M. sexta. 

 

 Clonar los posibles receptores de Cry2Ab en M. sexta para medir la afinidad de la 

interacción toxina-receptor.  

 

 Realizar bioensayos de Cry2Ab en presencia de sus posibles receptores para 

determinar si alguno de ellos sinergiza la toxicidad de Cry2Ab contra M. sexta.  

 

 Demostrar la interacción in vivo de Cry2Ab con sus posibles receptores. 

 

 Silenciar cada uno de los posibles receptores y medir la toxicidad de Cry2Ab 

contra las larvas silenciadas. 
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APÉNDICE I 

Medios de cultivo, antibióticos y soluciones 

 

 Medios de cultivo 

 Medio HCT: 

5 g de bactotriptona 

1 g de casaminoácidos 

Ajustar pH a 7.25 con hidróxido de potasio (KOH), llevar a 900 mL, si se 

hacen placas de agar agregar 15 g de bactoagar y esterilizar. 

Posteriormente agregar: 

50 mL de solución I: fosfato de potasio monobásico (KH2PO4) 0.5 M 

1 mL de solución II: sulfato de magnesio (MgSO4) 0.05 M sulfato de 

manganeso (MnSO4) 1 mM y sulfato de zinc (ZnSO4) 5 mM. 

10 mL de solución III: sulfato ferroso (FeSO4) 150 mM y ácido sulfúrico 

(H2SO4) 0.1 N 

10 mL de solución IV: cloruro de calcio (CaCl2) 0.1 M 

30 mL de glucosa al 10 %. 

 

 Medio LB: 

10 g de bactotriptona 

5 g de extracto de levadura 

10 g de cloruro de sodio (NaCl) 

Llevar a 1 L, si se hacen placas de agar, agregar 15 g de bactoagar 

 

 Medio SP: 

8 g de caldo nutritivo 

0.25 g de sulfato de magnesio MgSO4*7H2O 

1 g de cloruro de potasio (KCl) 

1 mL de cloruro de manganeso (MnCl2) 10 mM 

Ajustar pH a 7 con hidróxido de potasio (KOH), llevar a 1 L, si se hacen 

placas de agar agregar 15 g de bactoagar y esterilizar. 
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Posteriormente agregar: 

2 mL de stock 2: 1.83 g de sulfato ferroso (FeSO4*7H2O), 1.4 mL de ácido 

sulfúrico (H2SO4) 1N en 50  mL de H2O. 

1 mL de stock 3: cloruro de calcio (CaCl2) 0.5 M 

 

 Antibióticos 

 

 Ampicilina (100 mg/mL): Disolver en agua. 

 

 Cloranfenicol (25 mg/mL): Disolver en etanol. 

 

 Eritomicina (10 mg/mL): Disolver en etanol y agua 1:1. 

 

 Tetraciclina (5 mg/mL): Disolver en etanol. 

 

 Soluciones 

 

 Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF): 

Para preparar una solución 100 mM: 

Disolver 1.74 g de PMSF en 100 mL de isopropanol. 

 

 Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG): 

Para una solución 100 mM: 

Disolver 476 mg de IPTG en 20 mL de agua desionizada y filtrar. 

 

 Mezcla lítica 4X: 

Para 10 mL: 

4 mL de glicerol  

5 mL Tris 0.5 M pH 6.8 

0.4 g de SDS 

1 mL β-mercaptoetanol 

Agregar un poco de azul de bromofenol. 
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 PBS: 

NaCl 145 mM 

NaH2PO4 2.8 mM 

Na2HPO4 3.8 mM 

Ajustar pH a 7.2 

 

 Tripsina 

Disolver 1mg/mL en ácidos clorhídrico (HCl) 1 mM pH 3, CaCl2 20 mM. 
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APÉNDICE II 

Geles desnaturalizantes (SDS-PAGE) 

 

Soluciones: 

 

Amortiguador inferior (100 mL):                                       Amortiguador superior: 

18.15 g Tris                                                                 6.07 g Tris  

0.05 g de EDTA                                                         0.05 g de EDTA 

Ajustar pH a 8.8 y filtrar                                           Ajustar pH a 6.8 y filtrar 

0.4 g de SDS                                                             0.4 g de SDS 

 

Acrilamida 30 % (100mL):                                        PSA 10%: 

29.2 g de acrilamida                                         1 g de PSA en 10 mL de agua 

0.8 g de bis-acrilamida  

 

Amortiguador de corrida (1L): 

3.02 g de Tris  

14.4 g de glicina 

1 g de SDS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gel separador 12.5% (2) 

Agua 3.9 mL 

Amortiguador 

Inferior 

3 mL 

Acrilamida 30% 5 mL 

PSA 10% 120 µL 

TEMED 4.8 µL 

Gel concentrador 4 % (2) 

Agua 4.7 mL 

Amortiguador 

Inferior 

2 mL 

Acrilamida 30% 1.2 mL 

PSA 10% 80 µL 

TEMED 8 µL 
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APÉNDICE III 

 

 Tabla generada por el programa Scaffold Viewer de los resultados del análisis 

por espectrometría de masas de los puntos 1 al 5 de la figura 27A, que 

corresponden a las proteínas de unión de Cry2Ab en las BBMVs de M. sexta. 

  

 

 

 Tabla generada por el programa Scaffold Viewer de los resultados del análisis 

por espectrometría de masas de diversas proteínas de unión a Cry2Ab: dos 

proteínas de más de 250 kDa (figura 24), proteína de 95-130 kDa anclada por 

GPI (figura 25) y tres proteínas de menos de 36 kDa (figura 26). 

 

 

 

 

En ambas tablas, el código de colores mostrado en la esquina superior izquierda 

indica la probabilidad de que la proteína identificada sea la correcta. Los 

números en la tabla representan el número de secuencias de aminoácidos 

diferentes que se asocian sólo con la proteína indicada. 
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