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RESUMEN

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram positiva. Una de sus principales
caracteristicas es que durante la fase de esporulacion produce cristales proteicos
formados por las 6-endotoxinas Cry y Cyt. Estas toxinas pertenecen a la familia de
toxinas formadoras de poro y son activas contra diversos érdenes de insectos
como: Lepidopteros, Coledpteros, Dipteros e Himendpteros, asi como para

algunos nematodos y protozoarios.

Debido a su actividad insecticida, las toxinas Cry se emplean en la generacion
de insecticidas topicos asi como en el desarrollo de plantas fransgénicas. Sin
embargo, el uso extensivo de estos bioinsecticidas aumenta la probabilidad de
generacion de insectos resistentes. De hecho, en anos recientes, se han aislado al

menos siete insectos resistentes en el campo.

Una de las estrategias implementadas para contender con la evolucion de la
resistencia es el apilamiento de genes. Esta estrategia consiste en la coexpresion
de dos o mds toxinas que sean activas contra un mismo insecto, pero que se unan
a distintos receptores. Esto Ultimo debido a que el mecanismo de resistencia mds

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

Actualmente se comercializa la planta transgénica de algoddn Bollgard Il, que
expresa a las toxinas CrylAc y Cry2Ab. Esta combinacion de foxinas se emplea
debido a que la seleccidon de resistencia confra CrylAc no genera resistencia
cruzada contra Cry2Ab vy viceversa. Ademds, se ha demostrado que las toxinas
CrylAy Cry2A no compiten por los mismos sitios de unidn. Lo anterior, nos llevd a

proponer que las toxinas Cryl1Ab y Cry2Ab se unen a distintos receptores.

En este trabajo demostramos que Cry2Ab es activa contra Manduca sexta y no
compite con CrylAb por la unidn a vesiculas de microvellosidad apical (BBMVs)

de M. sexta. Adicionalmente, observamos que Cry2Ab no se une al receptor



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 demostrd la union de Cry2Ab a varias
proteinas de M. sexta que mediante espectrometria de masas se identificaron
como: actina, subunidad A de la V-ATPasa, proteina ribosomal PO y la

aminopeptidasa N de clase 2y 3.



INTRODUCCION

Las plagas de cultivos causan danos importantes a la agricultura y economia
de los paises. Se estima que existen alrededor de 67 000 especies que danan
diversos sembradios, provocando una pérdida de casi 40 % de la produccion de
cultivos agricolas a nivel mundial, siendo las plagas de insectos (~ 2000 especies)

la principal causa de estas pérdidas [1].

Desde 1960, el control de plagas se ha basado en el uso intensivo de pesticidas
quimicos; sin embargo, el uso de estos productos ha causado diversos problemas
incluyendo contaminacion ambiental, efectos adversos en organismos benéficos,
asi como danos a la salud humana. Una de las alternativas para el control de
plagas ha sido el empleo de agentes de control bioldgico como los
bioinsecticidas, los cuales, ademds de ser altamente especificos contra sus
insectos blanco e inocuos para humanos y ofros vertebrados, no son daninos
contra el medio ambiente. En este sentido, el patdégeno de insectos mds
empleado es Ila bacteria Bacillus thuringiensis (Bt), que representa
aproximadamente el 2 % total del mercado de insecticidas. Ademds del empleo
de los productos Bt como insecticidas tdpicos, 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 bifdsico: una fase de crecimiento vegetativo durante la cual la bacteria se
reproduce por biparticion; y la fase de esporulacidén, que consiste en la

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

Durante la fase de esporulacion se producen cristales paraesporales (figura 1)
de naturaleza proteica compuestos por 6-endotoxinas Cry y Cyt (en el caso

particular de Bacillus thuringiensis subespecie israelensis), las cuales confieren a la




bacteria actividad insecticida contra diversos oérdenes de insectos como
lepiddpteros, coledpteros, dipteros e himendpteros asi como nematodos y

protozoarios [3].

Figura 1. Micrografia de transmision electrénica de una célula esporulada de Bacillus thuringiensis
subsp. morrison. Las flechas blancas senalan los cristales paraesporales compuestos de 6-

endotoxinas. Tomada de [4].

Toxinas Cry

Los cristales paraesporales de Bt estdn compuestos por protoxinas. Se han
descrito dos grupos de protoxinas: largas, como CrylAa de 130 kDa y cortas de 70
kDa como Cry2Aa [5], éstas deben ser procesadas por proteasas del hospedero
(ver mecanismo de accidon) para liberar al fragmento activo que se conoce

como toxina.

Las toxinas Cry se clasifican en 72 grupos de acuerdo a la similifud de
secuencia de aminodcidos y, cada tipo de toxina es activa contra blancos
especificos. La nomenclatura de las toxinas se basa en los siguientes criterios: el
primer caracter estd dado por un nUmero ardbigo (1-72), éste sélo cambia si la
idenfidad es menor al 45 % (Cry1-Cry72). El segundo caracter es una lefra
mayuscula (CrylA, 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 minUscula (Cryl1Aa, CrylAb y
CrylAc). Por Ultimo, se asigné un cuarto caracter que consiste en un nUmero
ardbigo, y sélo se emplea cuando la identidad de secuencia es mayor al 95 %
(Cry1Aal, CrylAa2, etc.) [6].



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 ofras 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 v,

estdn constituidas por tres dominios estructurales:

Dominio I: este dominio comparte similitud estructural con otras toxinas
formadoras de poro como la colicina la y N asi como con la toxina diftérica. El
dominio | estd implicado en la oligomerizacion de la toxina, inserciéon en la
membrana y formacién de poros. Estd formado por siete a-hélices antiparalelas,
las hélices a-1, a-2, a-3, a-4, a-6 y a-7 son de naturaleza anfifilica y rodean a la
hélice hidrofébica a-5. Hasta la fecha, se sabe que la hélice a-3 estd implicada en
la oligomerizacion de la toxina [7, 8], y se propone que las hélices a-4 y a-5 se

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

Dominio II: el dominio Il es un prisma beta formado por tres hojas B antiparalelas
empacadas alrededor de un nUcleo hidrofébico con asas expuestas que estdn
involucradas en el reconocimiento de receptores [13]. Estructuraimente, el
dominio Il es el mds variable. Dada esta variabilidad se cree que este dominio es

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

Dominio lll: consiste de dos hojas B antiparalelas que forman un sdndwich beta.
Este dominio muestra menos variabilidad estructural que el dominio Il [14], pero al
igual que éste, estd implicado en la especificidad de la toxina debido a que
media interacciones especificas con diferentes proteinas del intestino de los

insectos [13].

Mediante cristalografia de rayos X, se resolvié la estructura tridimensional de
ocho toxinas Cry de tres dominios: CrylAa, Cry2Aa, Cry3Aa, Cry3Ba, Cry4Aq,
Cry4Ba, Cry5Ba y Cry8Ea [14-21]. Como se aprecia en la figura 2, a pesar de que



las toxinas son especificas contra diferentes drdenes de insectos, todas ellas
comparten una alta similitud estructural. El hecho de que la estructura
fridimensional esté conservada sugiere que podrian actuar a través de un

mecanismo de accion similar.

Lepiddpteros y
dipteros

Dipteros Dipteros Nematodos Coledpteros

Figura 2. Estructura terciaria de 8 toxinas Cry cristalizadas: CrylAa (PDB: 1CIY), Cry2Aa (PDB: 115P),
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 |, en azul el dominio Il y en verde

el dominio lll.

Mecanismo de accidon

Como se menciond 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



debido al pH alcalino (pH 10-11) y las condiciones reductoras que permiten la
ruptura de puentes disulfuro, liberando asi 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 fripsina vy
quimiotripsina. Las protoxinas largas (130 kDa) se procesan a la mitad del extremo
C-terminal y ademds se eliminan de 20 a 50 aminodcidos del N-terminal, mientras
que las protoxinas cortas (70 kDa) se procesan exclusivamente en la regidén N-
terminal [2]. Finalmente, la forma activa de la toxina atraviesa la matriz peritréfica
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 accidén para explicar el

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

¢ Modelo de unién secuencial: propone que la unidén 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 osmdtico que a su vez provoca la muerte celular por lisis.

e Modelo de sendlizacion: este modelo sugiere que la unién de la toxina Cry
al receptor de caderina desencadena una via de senalizaciéon intracelular

que induce la muerte celular por necrosis.

Modelo de unidn secuencial.

Este mecanismo de accidn ha sido caracterizado principalmente en el
lepiddptero Manduca sexta para la toxina Cryl1Ab. Esta toxina se une de manera
secuencial a diferentes receptores dependiendo de su estado oligomérico (figura
3).



Figura 3. Modelo de unién secuencial de las toxinas CrylA en M. sexta. 1) Solubilizacién de cristales.
2) Activacion de la protoxina. 3) Unién del mondémero a ALP y APN. 4) Unién del mondmero a
caderina y corte de la a-hélice 1. 5) Oligomerizacién. é) Unién del oligbmero a ALP y APN. 7)

Insercién en membrana y formacién 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 (GPl) son
abundantes en las células del intestino (mds de 15 % del total de proteinas), es por
ello que se propuso que esta interaccidon 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 interaccion de la toxina Cryl1Ab con los receptores de tipo caderina facilita
ofro corte proteolitico, en este caso se elimina un fragmento del extremo N-
terminal que incluye la hélice a-1 del dominio |. Esta modificaciéon induce un
cambio conformacional que promueve la oligomerizacidon 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 insercion del oligdbmero se lleva a cabo en balsas
lipidicas [28, 29], y se propuso que las hélices a-4 y a-5 del dominio | estdn

implicadas en la formacién de un poro con un didmetro aproximado de 1-2 nm



[15]. El poro que se forma en la membrana celular permite el paso de iones, agua
y moléculas pequenas lo cual provoca un desbalance osmdtico y finalmente

causa la muerte celular [30-32].

Modelo de senalizacion

En 2005 Zhang y colaboradores [33, 34] propusieron un mecanismo de accioén
de las toxinas Cry alterno al de unidn secuencial basado en sus trabajos con la
toxina CrylAb en la linea celular High Five (H5: originada de células no

diferenciadas de ovario del lepiddptero Trichoplusia ni).

El modelo de senalizacion (figura 4) propone que la unidn de la toxina Cryl1Ab
monomérica a la caderina activa una via de senalizacién dependiente de Mg?*.
En esta via participa una proteina G que mediante la hidrdlisis de GTP activa a la
adenilato ciclasa la cual incrementa los niveles de cAMP, lo que resulta en la
activaciéon de la cinasa PKA. Finalmente, PKA enciende una via de senalizacion,
que a la fecha no ha sido descrita, pero que induce la muerte celular por

Necrosis.

Caderina

:
Sitio de

> e .Toxina Cry
I UMD
-

GTP-Mg?*

Muerte celular

Figura 4. Modelo de sefdlizacion de las toxinas Cry [33].



Los autores de este trabajo afirman que la induccion de la muerte celular por
toxinas Cry no requiere de la formacion de un oligbmero ni de su insercion en la
membrana o la formacién de un poro. Sin embargo, los dos mecanismos de
accion aqui descritos se basan en trabajos realizados en modelos celulares
distintos (insectos y lineas 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 podria ser el resultado de ambos mecanismos.

Aunqgue los mecanismos especificos que resultan en la muerte celular siguen
siendo controversiales, la interaccion 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 nimero limitado de
especies de insectos. Esta especificidad se debe principalmente a la interaccidén
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
proteinas que unen a las toxinas Cry (Tabla 1): proteinas de tipo caderina [35],
aminopeptidasa N [36] y fosfatasa alcalina [37] ancladas por GPI, fransportador
ABC, un glicoconjugado de 270 kDa [38], una proteina de 250 kDa denominada
P252 [39]. a-amilasa, B-glucosidasa y la ADAM-3 metaloproteasa. Adicionalmente,
se propuso que los glicolipidos también funcionan como sitios de unién de las
toxinas Cry [40]. Sin embargo, sdlo se ha demostrado la funcionalidad de la ALP,

APN y caderina como receptores de las toxinas Cry.



Tabla 1. Moléculas de unién a toxinas Cry.

Proteina de
union

Organismo en el que se
identificé

Toxinas a las que se une

Caderina Manduca sexta CrylAq, CrylAby CrylAc
Heliothis virescens CrylAq, CrylAby CrylAc
Ostria nubilalis Cryl1Ab
Helicoverpa armigera CrylAc
Bombyx mori CrylAa
Pectinophora gossypiella CrylAc
Limantria dispar CrylA
Anopheles gambiae Cry4Ba
Aedes aegypfi Cryl1Aa
Cry3Aa
Cry3Aa
APN Manduca sexta CrylAal, CrylAbT, CrylAbS2y
CrylAc!
Bombyx mori CrylAa'3 4y CrylAb'3 4
Helicoverpa armigera CrylAal, CrylAb'y CrylAc!-3
Heliothis virescens CrylTAb!, CrylAc!-3 y CrylFal 4
Lymantria dispar CrylAc's3
Plutella xylostella CrylAa 235y CrylAb!-235
Spodoptera litura Cryl1Cad>
Epiphyas postvittana CrylAady CrylBasd
Aedes aegypti Cryl11Aay Cry4Ba
Anopheles quadrimaculatus  Cry11Ba
Anopheles gambiae Cry11Ba
ALP Manduca sexta CrylAq, CrylAby CrylAc
Helicoverpa armigera CrylAay CrylAc
Heliothis virescens CrylAc
Aedes aegypti Cry4Bay Cryl11Aa
Cry8Kab
Cry3Aa
ABCC2 Bombyx mori* CrylAq, CrylAby CrylAc
BTR-270 Lymantria dispar CrylAq, CrylAb, CrylBay CrylAc
P252 Bombyx mori CrylAq, CrylAby CrylAc
o- amilasa Anopheles albimanus Cry4Bay Cryl11AQ
B-glucosidasa Cry8Da
ADAM-3 Cry3Aa
Glicolipidos* Manduca sexta CrylAg, CrylAby CrylAc

Caenorhabditis elegans

Cry5Ba

Proteinas y otras moléculas (¥) a las que se unen las toxinas Cry en insectos lepiddpteros (negro),

dipteros (azul), coledpteros (verde) y nematodos (naranja). Los superindices en las toxinas que unen

a APNs indican la clase de APN a la que unen. * El ABCC2 de B. mori se sobreexpresé en células Sf9.




© Receptores de tipo caderina

La superfamilia de proteinas de fipo caderina es muy diversa y realiza una gran
variedad de funciones, incluyendo adhesion celular, migracién, organizacion del
citoesqueleto y morfogénesis [41]. Estas proteinas tienen dominios repetidos de
unidn a calcio o repetidos de caderina (CR) de aproximadamente 110
aminodcidos de longitud, usualmente tienen 5 repetidos pero se han reportado
caderinas hasta con 34 repetidos. Son proteinas glicosiladas y regularmente
tienen un sélo cruce fransmembranal, aungue se han identificado variantes con 7

cruces o ancladas por GPI [42, 43].

En insectos lepiddpteros las proteinas de tipo caderina estédn compuestas por
tres dominios: un dominio extracelular formado por 11 a 12 repetidos de caderina
(CR), un dominio transmembranal y un dominio intracelular pequeno [41]. A
diferencia de las caderinas cldsicas que se localizan principalmente en las
uniones adherentes, las proteinas de tipo caderina identificadas en lepiddpteros
se localizan en la membrana apical de las células columnares del epitelio

intestinal [44], que es el sifio de accidn de las toxinas Cry.

Se ha demostrado que las proteinas de tipo caderina son blanco de unién de
las toxinas Cry en por lo menos seis especies de lepiddpteros: M. sexta, Bombyx
mori , Heliothis virescens, Helicoverpa armigera, Pectinophora gossypiella y Osftrinia
nubilalis [13], asi como en algunas especies de dipteros: Anopheles gambiae vy
Aedes aegypti [45, 46] y coledpteros: Tenebrio molitor y Diabrotica virgifera
virgifera [47, 48].

BT-R1 es una glicoproteina de tipo caderina de 210 kDa. Esta proteina se
identificé en M. sexta mediante inmunoprecipitacion con CrylAb seguida de
electroforesis en gel de dos dimensiones [49]. Se han identificado tres regiones de
la caderina que participan en la interaccién con las toxinas Cryl1A: el repetido 7

de BT-Ri interactUa con el asa 2 del dominio Il de CrylAb y el repetido 11
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interactUa con las asas a-8 y 2 del mismo dominio y en H. virescens el repetido 12

interactUa con el asa 3 del dominio Il de Cryl1Ac [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-R: estas lineas celulares se vuelven susceptibles a las toxinas Cry1A [51]. El papel
de las proteinas de tipo caderina como receptores de las toxinas CrylA se
refuerza por el hecho de que la resistencia a la toxina CrylAc de una linea de H.
virescens (YHD2) seleccionada en laboratorio, estd ligada a una mutaciéon por
insercion de un retrotransposén en el gen de caderina [52]. Adicionalmente, la
caracterizacion de diversas cepas de P. gossypiella resistentes a las toxinas Cry,
aisladas en campo y seleccionadas en laboratorio, reveld que la resistencia a las
toxinas estd asociada a 3 alelos de caderina mutados [53]. Finalmente, se
demostréd que la caderina es un receptor funcional de las toxinas Cry 1A, ya que al
silenciar el gen con RNA de interferencia en M. sexta, las larvas se vuelven
tolerantes a la toxina CrylAb, lo cual indica que la caderina juega un papel

importante en el mecanismo de accion de las tfoxinas [54].

© Aminopeptidasa N (APN)

La aminopeptidasa N es una exopeptidasa anclada por GPI. Estas enzimas se
encargan de cortar aminodcidos neutros del exfremo N-terminal de los
polipéptidos. En el intestino de insectos lepiddpteros, trabajan junto con endo vy
carboxipeptidasas para digerir proteinas derivadas de la dieta de los insectos [55].
En M. sexta y H. virescens se demostrd que tanto la APN como la ALP se

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

Las APNs identificadas en insectos comparten varias caracteristicas: los genes
codifican para proteinas de aproximadamente 1000 aminodcidos, sufren varias
modificaciones postraduccionales para producir proteinas maduras de entfre 90 y

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

a la membrana por GPI [56-59].

Diversas APNs se han descrito como receptores de toxinas Cry en diferentes
especies de lepiddpteros como H. virescens, Spodoptera litura, H. armigera, B.
mori, Lymantria dispar y Plutella xylostella. Andlisis filogenéticos sugieren que en

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

Clase 1. Las APNs de clase 1 se han idenfificado en nueve especies de
lepiddépteros. Ademds de las caracteristicas antes mencionadas, generalmente
tienen una secuencia rica en treoninas. Se cree que esta regidn confiene 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, 10y
36 sitios predichos de O-glicosilacion. Se ha observado que cinco de las nueve
APNs descritas se unen a toxinas Cry. La interaccién mejor caracterizada es de la
toxina CrylAc a la APN de M. sexta, la cual requiere del carbohidrato GalNac (N-

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

Clase 2. Los miembros de esta clase carecen de una regién rica en freoninas
pero si se N-glicosilan. Sin embargo, no se ha demostrado que la foxina Cryl1Ac se
una a ninguna APN de esta clase. En contraste, se reporté que CrylAa y CrylAb
se unen a APNs de clase 2 [57, 62].

Clase 3. Es el grupo mds grande de APNs conocidas en lepidépteros, con once
miembros de diferentes especies. Esta clase es la mds relacionada con las de
clase 1 ya que tienen una region rica en treoninas en el C-terminal. Todas las APNs
de esta familia que se han aislado de BBMVs (vesiculas de la membrana apical)
tienen una masa molecular de ~120 kDa. En esta clase, se han descrito APNs que

se unen a las foxinas Cry1Aa, CrylAb, CrylAc, CrylBa y Cryl1Fa.

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

C-terminal. Consta de nueve miembros, de los cuales sélo fres se han descrito
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como blancos de unién de las toxinas Cry [56, 62, 63]. En H. virescens se identifico
una APN de clase 4 con una masa molecular de 110 kDa que se une a las toxinas
CrylTAcy CrylFa [63].

Clase 5. Este grupo es el mds pequeno, consiste de sdlo 3 miembros
identificados en P. xylostella [62] y H. armigera. Existe una marcada diferencia
entre la secuencia de aminodcidos de estas APNs. Sélo se ha demostrado la

union a toxinas Cry en los lepiddpteros P. xylostella y S. litura.

Otras APNs. Ademds 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
Cry1Cay CrylAa (APN de M. sexta) [64] y Cry1Ac (APN de B. mori) [65].

En el diptero Ae. aegypti se identificaron dos isoformas de APN (AeaAPNT1 y
AeaAPN2) que se unen a la toxina Cryl1Aa. También se demostré que algunos
fragmentos proteicos de estas APNs pueden inhibir la unién de Cryl1Aa a las
BBMVs de Ae. Aegypti. En el caso de An. quadrimaculatus y An. gambiae se
identificaron dos APNs que unen a la toxina Cryl11Ba con alta afinidad: 0.56 nM

[66] ¥ 6.4 nM respectivamente.

Se ha demostrado que las APNs participan en la insercion de la toxina en las
membranas, ya que al tratar a las BBMVs con fosfolipasa C especifica de
fosfatidilinositol, que libera a las proteinas ancladas por GPI (incluyendo a la APN),
se disminuye la incorporacion de CrylAb a balsas lipidicas [28] y se reduce

drdsticamente la formaciéon de poros [67].

El papel funcional de la APN en el mecanismo de accién de las toxinas Cry se
demostré en una poblacion de S. exigua que es resistente a Cry1Ca, esta cepa
carece del franscrito de APN-1, lo anterior sugiere que la APN estd involucrada en
la toxicidad de Cry1C [68]. Finalmente, en el caso de S. litura, el silenciamiento de

la APN con dsRNA resultd en una disminucion de la susceptibilidad a Cryl1Ca,
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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
lipidicas [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
region apical del intestino, mientras que Ias m-ALPs se localizan en la membrana
de las microvellosidades de células columnares y estdn particularmente

restringidas al intestino medio y posterior [69].

Se han descrito diversas m-ALPs ancladas por GPI que se unen a toxinas Cry en
lepiddpteros (M. sexta, H. virescens y H. armigera), dipteros (Ae. aegypti) vy
coledpteros (A. grandis y T. molitor) [37, 71, 72]. En el caso del lepidoptero M. sexta
se demostré que las toxinas CrylAa, CrylAb y CrylAc se unen a una ALP de 65
kDa, aunque con diferentes afinidades (Kd = 268nM, 289 nM y 4 uM,
respectivamente) [24, 71, 73]. Adicionalmente, también se demostré 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 CrylAc, ademds de la mutacion 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 produccion de GPI-ALP, indicando que la ALP es un
receptor funcional de CrylAc en H. virescens [37]. Adicionalmente, en Ae.
aegypti se demostré que un fago-péptido que se une a una ALP de 65 kDa
compite por la unién de la toxina Cryl1Aa a las BBMVs e inhibe la toxicidad de

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

Los fransportadores ABC (ATP binding cassette) son proteinas integrales de
membrana que unen ATP y usan la energia de su hidrdlisis para transportar
sustratos a través de la membrana. En mamiferos 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 proteinas resistentes a multiples drogas (MRPs: Multidrug-resistant
proteins); el fransportador ABCC2 pertenece a este subconjunto. En mamiferos,
ABCC2 se expresa predominantemente en organos secretores y barreras
fisioldgicas como células epiteliales y se localiza en higado, rindn e intestino. El
transportador ABCC2 estd involucrado en el tfransporte de iones y en la secrecién
de toxinas, esta proteina es capaz de transportar diferentes sustratos como
xenobidticos, metales pesados y de conferir resistencia a antibidticos, drogas
quimioterapéuticas y herbicidas. En insectos, el fransportador ABC se ha
implicado en el metabolismo de dcido Urico, 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 estd 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 unidén de las toxinas a las
BBMVs derivadas de estas cepas, esto indica que el fransportador ABC podria ser

un receptor de las toxinas [75-78].

Recientemente, Tanaka y colaboradores (2013) demostraron que, como se
habia propuesto anteriormente, el transportador ABCC2 es un receptor funcional
de las toxinas Cry. En este estudio, los autores expresaron ectépicamente el
transportador ABCC2 de B. mori (BMABCC2) en células Sf9. Las células
transfectadas unen a las toxinas CrylA y se vuelven susceptibles a las toxinas a

diferencia de las células que no expresan al BmMABCC2 [79].
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© BTR-270.

La proteina BTR-270 es un glicoconjugado de 270 kDa que se identificd en el
lepiddépero L. dispar, esta proteina anidnica altamente glicosiada une a las
toxinas Cryl1Aa, Cryl1Ab, CrylBa y CrylAc y no se une a Cry1Ca, Cry2Aq, Cry2Ba y
Cry3Aa [38]. Se cree que esta proteina podria ser un componente del glicocalix

de la membrana de las microvellosidades.

© P252.

Esta proteina se aislé de la fraccion soluble en Triton X-100 derivada de BBMVs
de B. mori. Mediante SDS-PAGE se estimd que tiene una masa molecular de 252
kDa. La proteina purificada se une a CrylAa, CrylAb y CrylAc bajo condiciones

no desnaturalizantes [80].

® a-amilasa.

Mediante ensayos de ligand blot, Ferndndez-Luna y colaboradores
identificaron una proteina de 70 kDa presente en las BBMVs de An. albimanus que
intferactUa con las toxinas Cry4Ba y Cry11Aaq. Esta proteina se identificé como una

a-amilasa [81].

© ADAM-3.

En el coledptero L. decemlineata se observo la union de la toxina Cry3Aa a una
proteina de 30 kDa, identificada como la metaloproteasa ADAM-3. La unidn de la
toxina a ADAM-3 mejora la formacién de poro de la toxina, sugiriendo que esta

unidn es importante para la toxicidad de Cry3Aa [82].
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®© PB- glucosidasa

Se demostrd que la toxina Cry8Da se une a una sola proteina de 150 kDa en las
BBMVs del coledptero P. japonica. Esta proteina se identificé como una PB-
glucosidasa. Estas enzimas hidrolizan los enlaces glucosidicos By estdn
involucradas en la degradacién de la celulosa, que es un componente estructural

de la pared celular de las células vegetales.

©® Glicolipidos

La identificacion de glicolipidos como posibles receptores de las toxinas Cry se
realizé en el nematodo C. elegans al caracterizar mutantes resistentes a la toxina
Cry5Ba [40, 83]. Estas mutantes son deficientes en la produccion de ciertos
glicolipidos basados en ceramida, a los cuales se une de manera especifica la
toxina Cry5Ba. También se observd que las toxinas CrylAa, CrylAb y CrylAc se

unen a glicolipidos extraidos del intestino de M. sexta [40].

® Moléculas de union a toxina Cry identificadas mediante enfoques
protedmicos

Los enfoques protedmicos basados en geles de dos dimensiones (2D) vy
espectrometria de masas se han empleado para el descubrimiento de nuevas
proteinas de unién a toxinas Cry. Con esta fecnologia se identificd a la ALP como
proteina de unidén a la toxina CrylAc en M. sexta y H. virescens [71, 84] y
posteriormente se validd 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 proteinas de unidén a CrylAc en BBMVs
de lepiddpteros mediante ligand blot de geles de 2D, entre ellas: acting,
aminopeptidasa, subunidad A de la ATPasa vacuolar y una proteina similar a la
desmocolina (Tabla 2) [71, 84].
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De igual manera, el andlisis de proteinas de unidén en BBMVs de Ae. aegypti a
Cry4Ba por espectrometria de masas reveld la unidn de esta toxina a dos
proteinas asociadas a balsas lipidicas: flotilina y prohibitina, asi como a actina, ALP
y APN (Tabla 2). Los datos anteriores sugieren que proteinas adicionales a las ya
descritas asi como proteinas intracelulares podrian tener un papel activo en el

modo de accion de las toxinas Cry.

Tabla 2. Proteinas de union a toxinas Cry identificadas mediante andlisis

proteémicos

Proteina Insecto Referencia
V-ATPasa H. virescens (Subunidad A) [84-87]
H. armigera (Subunidad B)
A. aegypti (Subunidad E)
Heat shock proteins H. armigera [85, 86]
Actina M. sexta [71, 84, 86,
H. virescens 87]
H. armigera
A. aegypti
ATP sintasa A. aegypti [87]
Flotilina A. aegypti [87]
Prohibitina A. aegypti [87]

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

coledpteros (verde)

Resistencia a toxinas Cry

En la actuadlidad, se estima que alrededor de 170 millones de hectdreas de
sembradios a nivel mundial se dedican al cultivo de plantas transgénicas Bt
(algoddn y maiz). Sin embargo, el uso intensivo de esta tecnologia ha generado
una fuerte presion de seleccidn en los insectos expuestos a las toxinas que estd

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

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

Cry en al menos 7 especies de insectos en campo:

H. zea: adislada en Estados Unidos de cultivos de algoddén que expresa la
toxina Cryl1Ac [88].

H. armigera: Aislada en China de cultivos de algoddn que expresa la toxina
CrylAc [89].

P. gossypiella: Aislada en India de sembradios de algoddn que expresa la
toxina CryTAc [90].

S. frugiperda: Aislada en Puerto Rico de sembradios de maiz que expresa la
toxina Cry1F [91].

Busseola fusca: Aislada en Suddfrica de sembradios de maiz que expresa la
toxina CryTAb [92].

H. armiguera: Aislada en Australia de cultivos de algoddn que expresan a la
toxina Cry2Ab.

D. virgifera virgifera: Aislada en Estados Unidos de cultivos de maiz que

expresa la toxina Cry3Bb1 [93].

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

CrylA topicas en poblaciones de P. xylostella aisladas en campo abierto en

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

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

afecten cualquiera de los pasos del mecanismo de accidon 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

alteracién de la activacidon de las toxinas [96], secuestro por lipoforina [97] o

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

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

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

El mecanismo de resistencia mds frecuente involucra defectos en la unidon 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 Bases genéticas de la Ref.
que es resistencia
resistente
P. xylostella NO-QAGE CrylAc Pérdida de 30 pb en el gen [75]

que codifica para el
transportador ABCC2

O. nubilalis SKY Cryl1Ab Cambio de dos aminodcidos  [101]
en la APP

D. saccharalis  Bt-RR CrylAb Expresion reducida de [102,
caderina y tres APNs 103]

H. armigera GYBT CrylAc Se introduce un coddén de [104]
paro prematuro en el gen de
CR
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BfR CrylAc Pérdida en el gende APN1y  [105,
reduccién en los niveles del 106]
transcrito de mALP
H. virescens YFO CrylAc Mutaciones en el gen de CR [76]
YEE CrylAc Pérdida de 22 pb en el gen
del transportador ABCC2 [7¢]
YHD3 CrylAc Pérdida de 22 pb en el gen
del transportador ABCC2 y
. [76]
mutaciones en el gen de CR
YHD2 CrylAc Interrupciéon del gen de CR
por un retrotransposon y
reduccion en los niveles de [37,
ALP 52]
P. gossypiella  AZP-R CrylAc Mutaciones en tres alelos de [53]
CR
T. ni GipBtR CrylAc Mutacion en el fransportador  [107,
ABCC2 y reduccién en la 108]
expresion de APNI
GLEN- CrylAc Pérdida de 30 pb en el gen
CrylAc- que codifica para el 75
BCS transportador ABCC2y 107']
reduccion en la expresion de
APN1
S. exigua CrylC- Cry1Ca No se expresa la APN1 [68]
resistente
S. frugiperda 456y 512 CrylFa Reduccion en los niveles del [104]
transcrito de mALP
B. mori C2 CrylAb Mutacion de un aminodcido [77]
en el fransportador ABCC2

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 tecnologia en un futuro, por ello se han descrito e implementado
diversas estrategias para contender con la evolucidn de la resistencia. A

continuacion se describen algunas de ellas [109]:




© 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 tfransgénicos cercanos a los
sembradios de Bt. Los refugios estdn destinados a mantener poblaciones de
insectos susceptibles a las toxinas. En teoria, esta estrategia retrasaria la evoluciéon
de resistencia si insectos homocigotos resistentes (RR) se cruzan con homocigotos
susceptibles (SS) y su descendencia heterocigota (RS) se elimina por la alta

concentraciéon de toxinas expresadas en los cultivos Bt.

© Plantas Bt con nuevas toxinas Cry

Ademds 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 fienen un
mecanismo de acciéon distinto y por lo tanto, podrian ser capaces de controlar

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

® Toxinas Cry modificadas

Como se menciond previamente, de acuerdo al modelo de unidén secuencial,
la unidn de las toxinas CrylA a los receptores de tipo caderina facilita el corte
proteolitico de la hélice a-1, induciendo la oligomerizacion de la toxina y la
formacién del poro. Con base en estas observaciones, se generaron toxinas Cry
modificadas (CrylAbMod y CrylAcMod) que carecen de la hélice a-1 [111]. Estas
toxinas son capaces de oligomerizar e insertarse en la membrana de manera
independiente al receptor de tipo caderina. Las toxinas CrylAMod son activas
contra insectos en los cuales se silencidé la caderina mediante RNAIi y por ello se
volvieron tolerantes a las toxinas Cry. Adicionalmente, también son activas contra
una cepa de P. gossypiella que desarrolld resistencia en campo a las toxinas
debido a deleciones en el gen de caderina. A pesar de que se creia que estas

toxinas sélo eran activas contra insectos en los que los mecanismos de resistencia

22



involucran defectos en el receptor de caderina, recientemente se demostrd la
eficacia de las toxinas CrylAMod contra dos cepas resistentes aisladas en
campo: P. xylostellay O. nubilalis, en las cuales la resistencia no estd ligada a
mutaciones en el gen de caderina [54]. Adicionalmente, también se demostrd
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 evolucion de
resistencia es el apilamiento de genes, que consiste en expresar dos o0 mds toxinas

en una misma planta.

Debido a que la alteracion de los receptores es el mecanismo de resistencia a
toxinas Cry mds frecuente, las toxinas coexpresadas en estas plantas tfransgénicas
se deben unir a diferentes receptores [112]. De esta manerq, la probabilidad de
generar resistencia a las toxinas disminuye, ya que se requeririan multiples

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 confra una toxina en especifico
también generan resistencia a ofras toxinas Cry a las que nunca han sido
expuestos. A este fendmeno se le conoce como resistencia cruzada y es comun
entre toxinas que ademds de presentar alta similitud de secuencia también
comparten los mismos receptores. Es por ello, que la seleccidon de la combinacién
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 desafios para la implementacion de esta tecnologia.
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ANTECEDENTES

Actualmente se comercializan algunas plantas fransgénicas de segunda
generacion que han comenzado a implementar la estrategia de apilamiento de
genes. La mas empleada hasta el momento es la planta fransgénica de algodén
Bollgard Il, que constituye aproximadamente el 80 % del total de sembradios de

algoddn en Australia.

Bollgard Il coexpresa a las toxinas CrylAc y Cry2Ab. Ambas toxinas pertenecen
a la familia de toxinas Cry de tres dominios, sin embargo, comparten sélo 17 % de

identidad de secuencia.

El empleo de esta combinacién de toxinas obedece al hecho de que no
comparten los mismos sitios de unién, por lo que el algoddn Bollgard Il deberia ser
toxico contra insectos resistentes a Cryl Ac o Cry2Ab. De hecho, recientemente se
demostrd que varias cepas de H. armigera que desarrollaron resistencia a Cryl1Ac
en campo, seguian siendo suscepfibles a Cry2Ab [89]. Adicionalmente, mediante
bioensayos en invernadero, se observd que una cepa de P. gossypiella resistente
a CrylAc era sensible a algoddn transgénico que coexpresaba CrylAc en

combinacion con Cry2Ab [113].

Aunado al control de insectos resistentes que proporciona la coexpresion de
CrylAc y Cry2Ab, esta combinacidén de toxinas aumenta el espectro de
toxicidad, ya que Cry2Ab es activa confra algunos lepiddpteros que no son

susceptibles a CrylAc.

Receptores de la toxina Cry2Ab

A pesar del uso extensivo de Bollgard I, a la fecha, no se ha reportado ningun
receptor para la toxina Cry2Ab, a diferencia de CrylAc (Tabla 1). Sélo se sabe

que su homdlogo Cry2Aa se une a una proteina 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 proteinas.
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Figura 6. Ligand blot de Cry2Aa a BBMVs de H. armigera (A) y S. litforalis. Modificada de [114].

A pesar de que se desconocen los receptores de Cry2Ab, se ha propuesto que
éstos son distintos a los receptores de CrylAb. La forma en que se evalia si dos
toxinas se unen a los mismos sitios es mediante ensayos de competencia
heterdloga de unién. Los ensayos de competencia heterdloga de unidn consisten
en unir a una toxina marcada con biotina o 1'% a BBMVs en presencia de un
exceso de competidor (foxina no marcada o fria). Si la toxina fria (CrylAc: V
figura 7) se une a los mismos receptores que la toxina marcada (1'25-Cry1Ab, figura
7), entonces serd capaz de desplazar la unidn de la toxina marcada, en cambio,
si la toxina fria (Cry2Ab: ¢ figura 7) no se une a los mismos receptores, la union de

la toxina marcada no se verd afectada.

En la figura 7 se observa que CrylAb compite por la unién a BBMVs de H. zea
con CrylAc 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 Cryl1A y Cry2A no comparten los mismos sitios de unién

en diversos insectos (Tabla 4).

25



60

B
o

% de union de '?5|-Cry1Ab
nN
o

o

0 1 10 100 1000
nM competidor

Figura 7. Competencia heterdloga de unidn a BBMVs de H. zea entre 125-Cryl1Ab y CrylAc, Cry2Ae,
Cry2Ab, Vip3Aa y CrylFa. Tomada de [115].

Tabla 4. Ensayos de competencia heteréloga de uniéon a BBMVs

Toxina Competidor Insecto Ref.
unida Compite No compite
Cry1Ab CrylAq, Cry1Ba, P. gossypiella [116]
CrylAc*y Cryl1Ca,
CrylJa Cry2Aay
Cry?Ca
Cry2Ab Cry2Aay CrylAc* H. armigera [117]
Cry2Ae
Cry2Ab CrylAc* H puntigera
CrylAc Cry2Ab* H. punctifera [118]
Cry2Ae
Cryl1Ab CrylAa*y Cry2A* C. medinalis 'y [119]
CrylAc* M. patnalis
Cry1Ab Crylla, L. bostrana [120]
Cry2Aq,
Cry2Aby
Cry?Ca
CrylAa CrylAb*y Cry2A* P. gossypiella 'y [121]
CrylAc* H. zea
Cry1Ab CrylAcy Cry2Ab, H. zea [115]
CrylFa Cry2Ae*,
Vip3Aa y
Cry1Ab Cry2Ae* H armigera 'y
H. virescens
CrylAc Cry2Aa H. armigera [122]

Algunas toxinas que se emplearon como competidores (*), posteriormente se marcaron, se unieron

a las BBMVs y se compitieron con ofras toxinas.



En 2010, Caccia y colaboradores [118] demostraron que en dos cepas de H.
armigera y H. punctifera, la resistencia generada contra Cry2Ab se debia a una
disminucion en la unidn de esta toxina a las BBMVs. El hecho de que estas cepas
sean susceptibles a CrylAc, y que la unidn de esta toxina no esté afectada,
sugiere que el mecanismo de resistencia desarrollado por el insecto involucra
defectos en un receptor especifico para Cry2Ab, que no es necesario para
CrylAc. Este estudio, al igual que los presentados en la tabla 4, refuerza la
hipotesis de que los receptores de las toxinas Cry2A son distintos a los de las

toxinas CryTA.

Resistencia cruzada entre toxinas Cry1 y Cry2.

Dado que el mecanismo de resistencia mds frecuente es la alteracion de los
receptores de las toxinas, si éstas (CrylA y Cry2A) no se unen a los mismos
receptores, entonces se espera que no se genere resistencia cruzada entre CrylA
y Cry2A. Este supuesto se ha comprobado en diversos estudios (Tabla 5) en los

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

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

Insecto Cepa Toxina con Resistencia No hay RR Ref.
la que se cruzada resistencia
seleccioné cruzada
D. Cry1Ab- CrylAb CrylAay Cry2Aby [123]
saccharalis RR CrylAc CryTA.105
H. armigera SP15 Cry2Ab Cry2Aay CrylAcy [118,
Cry2Ae CrylAb 124]
H. armigera GYBT CrylAc CrylAay Cry2Aa [104]
CrylAb
H. armigera BiR CrylAc Cry2Ab [125]
H. armigera LFR1o CrylAc Cry2Ab [125]
H. armigera -—- CrylAc Cry2Ab [126]
H. armigera BX CrylTAc CrylAb Cry2Aby [127]
Cry2Aa
H. armigera SCD-1 CrylAc CrylAay Cry2Aa [128]
Cryl1Ab
H. punctigera Hp4.13 Cry2Ab Cry2Ae CrylAby [118]
CrylAc
H. zea AR CrylAc CrylAb Cry2Aay [129]




Vip3
H. zea GA-R CrylAc Cry2Ab [130]
H. zea -—- CrylAc Cry2Aa 3.3 [131]
H. virescens CP73-3 CrylTAc Cry2A 52.8 [132]
CrylAb
H virescens KCBhyb Cry2Aa CrylAc 187.67 [133]
H. virescens CXC Cry2Aa CrylAc 289.31 [133]
H virescens YHD?2 CrylAc Cry2A 15 [134]
H virescens YHD2 CrylTAc Cry2Aa 9.5 [135]
1000MVP
P. gossypiella AZP-R CrylAc Cry2Ab 1.8y  [136]
1.9
P. gossypiella BX-R1 Cry2Ab CrylAc 420, [136]
180
P.gossypiella BX-R2 Cry2Ab CrylAc 2.6,21 [136]
P. xylostella SZBT CrylAc CrylAq, Cry2Aay [137]
CrylAb, Cry1B
CrylFy
Cryl1C
Ti. ni GLEN- CrylAc CrylAaq, Cry2Ab, [78]
CrylAc- CrylAb, Cry1D
BCS Cry9C,
Cryl],
CryTF,
CrylE,
CrylCy
Cry1Bb

Se determind que existe resistencia cruzada en los casos en los que el aumento en la dosis letal
media (LCso) de la cepa resistente con respecto a la cepa susceptible es significativo. Es decir, no se
sobrelapan los limites de confianza (95 %). El cociente de resistencia (RR: resistance ratio) es la LCso

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

En un estudio no listado en la tabla se demostré que dos cepas de P.
gossypiella seleccionadas con CrylAc (APHIS-98R y AZP-R) tienen 0 % de
sobrevivencia al retarse con 10 ug/g de dieta de Cry2Aa [138]. Sin embargo, en
un bioensayo en el que se retd a fres cepas de P. gossypiella resistentes a Cryl1Ac
(MOV-97R, AZP-RO y AZP-RE) con 1 ug/mL de Cry2Aaq, las tres cepas tuvieron 7.1,
10 y 5.1 % de sobrevivencia, respectivamente. Pero, al retarse con 3.2 ug/mL de
Cry2Aa la sobrevivencia fue nula. De igual manera, se observd que la cepa AZP-
RO es susceptible a algodén que expresa Cry2Ab (0 % de sobrevivencia) o

CrylAc mds Cry2Ab (0 % de sobrevivencia). Aunque, al repetir el experimento,
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obtuvieron 1.8 % (SD 1.2) de sobrevivencia en algoddn que coexpresa CrylAc y
Cry2Ab [113]. En dos estudios independientes se observd que al retar a una cepa
de P. xylostella (NO-QA) con una toxina a la que no habia sido expuesta (Cry2A)

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

Finalmente, existen dos reportes en los que se aislaron varias cepas de campos
de cultivo de algoddn que expresa CrylAc en China y se observd que estas
cepas han desarrollado resistencia a CrylAc, sin embargo, presentan poca o nula
resistencia a Cry2Ab [89, 141].

La tendencia de todos estos trabajos es que la seleccion con una toxina (Cryl1A
o Cry2A) genera poca (RR<15) o nula resistencia a la ofra toxina, lo cual apoya el
empleo de esta combinacién de toxinas para contender con la generacion de
resistencia y fortalece la propuesta de que se unen a diferentes receptores. Sin
embargo, en algunos casos si 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 unidn o bien, que se han desarrollado al

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

El nivel mas alto de resistencia cruzada entre Cry2Ab y CrylAc se observd en la
cepa BX-R1 de P. gossypiella resistente a Cry2Ab. Esta cepa desarrollé un RR de
420 contra CrylAc. Sin embargo, al seleccionar P. gossypiella con CrylAc (AZP-R),
los niveles de resistencia generados contra Cry2Ab fueron mucho menores (RR =
1.9). A este fendmeno se le denomind resistencia cruzada asimétrica y aunque
aun se desconocen las bases moleculares de este fendmeno, considerando que
estas dos toxinas no compiten por los mismos sitios de unidn, se ha propuesto que
la resistencia cruzada entre Cryl1Ac y Cry2Ab requiere de alelos de resistencia en
dos o mas locus. Finalmente, la cepa BX-R1 no sobrevivid al exponerse a algoddn
transgénico que coexpresa CrylAc y Cry2Ab, por lo que las condiciones de
seleccion de resistencia y bioensayos en laboratorio no son totalmente

extrapolables a ensayos en campo [136].
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H. virescens es ofro de los insectos en los que se han observado altos niveles de
resistencia cruzada entre toxinas CrylA y Cry2A. La cepa CP73-3 resistente a
Cryl1Ac desarrolld un nivel de resistencia de 52.8 contra Cry2A [132], mientras que
las cepas KCBhyb y CXC resistentes a Cry2Aa presentan un RR contra CrylAc de
187.7 y 289.3 respectivamente [133].

En la cepa CP73-3 el mecanismo de resistencia no estd asociado a la
disminucion de la unidn de las toxinas, sin embargo, se ha encontrado que en
esta cepaq, aligual que en CXC, la actividad de proteasas estd alterada; ademds,
la recuperacion del epitelio intestinal ante el reto con CrylAc 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 Cryl1Ac) con larvas susceptibles. La progenie de
esta cruza se selecciond con Cry2Aa. Mediante bioensayos se demostrd que esta
cepa aumento sus niveles de resistencia a Cry2Aa asi como a CrylAc, lo anterior
sugiere que el mecanismo de resistencia a Cry2Aa es el mismo que el de CrylAc.
Sin embargo, la unién de CrylAc y Cry2Aa no estd afectada, por lo que se
propuso que el mecanismo que confiere resistencia a ambas toxinas no involucra
defectos en la unidn, sino que estd relacionado con la alteracién de algun paso

en comun en el modo de accidn de las toxinas.

El origen de la cepa KCBhyb es similar al de CXC, proviene de una cepa
resistente a CrylAc (KCB), sin embargo, la seleccion con Cry2Aa no aumentd los
niveles de resistencia a CrylAc. Lo anterior sugiere que la resistencia se debe a

dos mecanismos distintos.

Alelos ligados a resistencia

Hay multiples ejemplos en la literatura en los que se reporta que la resistencia a
toxinas Cry estd asociada a mutaciones en los genes de algunos receptores de
las toxinas asi como en elementos trans-regulatorios. Combinando esta

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

podrian o no estar implicados en el mecanismo de accién de las toxinas Cry2A.

En D. saccharallis (Bt-RR), H. armigera (GYBT y BiR) y T. ni (GLEN-Cry1Ac-BCS) no
se desarrolld resistencia cruzada entre toxinas CrylA y Cry2A (tabla 5). En estas

cepas la resistencia estd asociada a:

Bt-RR (Cry1Ab): reduccion en la expresion de caderina y fres isoformas de APN
[102, 103].

GYBT (CrylAc): se infroduce un coddén de paro prematuro en el gen que

codifica para la caderina [104].

BtR (Cry1Ac): pérdida del gen de APN1 y reduccioén de los niveles del transcrito
de mALP [105, 104].

GLEN-Cry1Ac-BCS (Cryl1Ac): péerdida de 30 pb en el gen que codifica para el
transportador ABCC2 y reduccion en la expresion de APN1 [75, 107].

Con la correlacion de estos datos y el antecedente de que las toxinas Cry 1A'y
Cry2A no se unen a los mismos sitios, podemos suponer que la APNT, mALP vy la
caderina no juegan un papel importante en el mecanismo de accién de las

toxinas Cry?2.

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

ALP podrian tener cierta influencia en la toxicidad de Cry2A:

La cepa AZP-R de P.gossypiella, resistente a CrylAc, tiene un RR a Cry2Ab de
1.9. En esta cepa, se encontré que la resistencia estd ligada genéticamente a

mutaciones en tres alelos del gen de caderina [53].
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En H. virescens, la cepa YHD2 desarrolld un nivel de resistencia de 15 entre
CrylAc y Cry2A. Mediante un andlisis genético se descubrid que el gen de
caderina estd interrumpido por un retrotransposén, 1o que previene la fraduccioén
de la proteina completa. De hecho, la caderina no se detecta por
inmunodeteccidon. Adicionalmente, también se describid que la resistencia a

Cryl1Ac estd ligada a la disminucién de la expresion de ALP [37, 52].

Con base en estos antecedentes, en el presente frabajo nos propusimos
evaluar la interaccion de Cry2Ab con los receptores de CrylAb (ALP, APN1 vy
caderina) asi como determinar los blancos de unidn de esta toxina en el

lepiddptero M. sexta.
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HIPOTESIS

Las toxinas Cryl1Ab y Cry2Ab se unen a diferentes receptores en la membrana

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

OBJETIVO GENERAL

ldentificar los receptores a los que se une la toxina Cry2Ab en vesiculas de

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

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar si la toxina Cry2Ab compite con la toxina Cryl1 Ab por los mismos

sitios de unidn en BBMVs.

e Evaluar la interaccion de Cry2Ab con los receptores de CrylAb en M. sexta
(ALP, APN1 y caderina).

e |dentificar los receptores a los que se une Cry2Ab en BBMVs de M. sexta.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y medios de cultivo

Cepas de Bacillus thuringiensis

La cepa acristalifera Bt 407- se transformd con el vector pHT315-Cryl1Ab. Las
colonias transformantes se crecieron en medio de esporulaciéon HCT adicionado

con eritromicina (10 ug/mL) por 72 horas a 30 °C.
La cepa de Bt que expresa Cry2Ab (Bt2Ab, donada por el Dr. Bruce Tabashnik)
se crecio en medio LB, HCT y SP adicionado con tetraciclina (10 ug/mL) por 24, 48

y 72 horas a 30 °C.

Cepas de Escherichia coli

E. coli BL21 se transformd 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 pg/mL).

Purificacion de toxinas Cry

Las cepas de Bt se esporularon en los medio de cultivo indicados. La
esporulaciéon y formacion de cristales se observd mediante microscopia de
contraste de fases. La espora/cristal se recuperd en 30 mL de una solucidon que

contenia 0.3 M de NaCl y 0.01 M de EDTA a pH 8. La suspensidn se centrifugd por
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10 minutos a 12 850 x g y se descartd el sobrenadante. Este lavado se repitié 3
veces. Después del tercer lavado, la pastilla se resuspendié en 30 mL de agua con
1 mM de PMSF. Este paso se repitié 3 veces. Finalmente, la pastilla se resuspendid
en Tris 50 MM pH 8, PMSF TmM y se almacend a 20 °C.

Solubilizacién de protoxinas: Para llevar a cabo la solubilizacion de los cristales
de Cry2Ab, la preparacion de espora/cristal se centrifugd 5 minutos a 11 228 x gy
la pastilla se resuspendid en un volumen de NaOH 50 mM. Se incubd por una hora
a 4 °C y pasado este tiempo se centrifugd 10 minutos a 11 228 x g (2 veces) para
bajar la espora y los cristales no solubilizados, se recuperd el sobrenadante
(profoxina soluble). En el caso de CrylAb, la solubilizacion se llevd a cabo en
amortiguador de carbonatos 50 mM pH 10.5y 0.2 % de B-mercaptoetanol a 37 °C

por dos horas en agitacién (850 rom).

Activacién: La protoxina soluble se diluyd 1:3 en Tris 1 M pH 8 para ajustar el pH
del amortiguador, y se incubd a una relacién 1:1 (Cry2Ab) y 1:20 (Cryl1Ab) con
tripsina por 1 hora a 37 °C en agitacion (850 rpom). La reacciéon se detuvo con 1
MM de PMSF. Las muestras se centrifugaron por 10 minutos a 12 100 x g y se

recuperd el sobrenadante.

Cuantificacion de proteinas

Método de Bradford

Para determinar la concentfraciéon de proteina se realizd un microensayo
empleando el reactivo Bio-Rad Protein Assay, Dye Reagent Concentrate. Los
datos se interpolaron a una curva estdndar de proteina (figura 8), la cual se

realizd empleando de 1 a 10 ug de BSA.
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Figura 8. Curva esténdar de concentracién de proteina realizada por el método de Bradford.

Método de Lowry

Este método se empled para determinar la concentraciéon de proteinas de
membrana. Se empled el kit comercial BioRad Dc Protein Assay. Se realizé una
mezcla 50:1 de los reactivos Ay S (solucion 1). La soluciéon | (125 uL) se mezcld con
3 UL de la muestra y se incubd por 15 minutos a temperatura ambiente. Se
adicioné 1 mL del reactivo B y se mezcld. La reaccion se incubd por 15 minutos a
temperatura ambiente y al final se leyd la absorbancia a 750 nm. Para determinar
la concentracion de proteina los datos se interpolaron a una curva estdndar

generada con BSA (figura 9).
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Figura 9. Curva estédndar de concentracién de proteina realizada por el método de Lowry.
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Generacion de anticuerpos policlonales

La protoxina Cry2Ab soluble se separd en un gel SDS-PAGE preparativo y se
corté la banda correspondiente a la protoxina (~ 65 kDa). La banda se disolvié en
PBS empleando un mortero. Esta muestra se utilizd para inmunizar un conejo junto
con adyuvante incompleto de Freud o alimina. Después del cuarto refuerzo se
sangré a blanco. El suero se obtuvo al separar el paquete celular mediante

centrifugacion.

Inmunodeteccién (Western blot)

Las muestras de proteinas 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 mds 0.1 % de Tween 20) adicionado con 5 %
de leche. Posteriormente se lavd la membrana con t-PBS y se incubd con el
anticuerpo primario por una hora en agitacién. La membrana se lavd por 30
minutos con amortiguador tPBS y se incubd ofra hora con el anticuerpo
secundario (GAR-HRP: Goat anti-rabbit IgG conjugated with horseradish
peroxidase de Santa Cruz Biotechnology) y se lavé por 30 minutos con tPBS. La
inmunodeteccion se realizd 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
contaminaciéon de superficie. La dieta artificial de los insectos se colocd en placas
de 24 pozos (2 cm? por pozo). Cada pozo se contfamind con 35 ulL de protoxina o
toxina Cry2Ab soluble diluida en agua y se dejé secar a temperatura ambiente.
En cada pozo se colocd una larva. Las placas se dejaron a temperatura
ambiente por 7 dias y, transcurrido este tiempo, se contaron las larvas muertas.

Como control negativo la dieta se contamind con agua y/o hidroxido de sodio
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(NaOH), de acuerdo a la concentracion de protoxina mdas alta empleada en el
bioensayo. La LCso se estimd con un andlisis PROBIT utilizando el programa POLO-
PC. El andlisis PROBIT es un fipo de regresion empleada para analizar variables de
respuesta bimodal. Transforma la curva sigmoidea de dosis/respuesta a una linea
recta, a partir de la cual se puede comparar la relacion entre la variable de

respuesta bimodal y la variable independiente (concentracion de toxinal).

Aislamiento de intestinos de M. sexta

Las larvas de tercer instar de M. sexta se colocaron sobre hielo por 30 minutos.
Se realiz6 un corte longitudinal en la seccidn media de la larva y se exfrajo el
infestino medio. Se elimind el contenido del intestino y el tejido se enjuagd en
solucion | (300 mM de manitol, 17 mM de Tris-HCI, 5 mM de EGTA, 1 mM de EDTA,
10 mM de HEPES, 2 mM de DTT, 1 mM de PMSF, leupeptina 10 ug/mL, pepstatina 10
hug/mL y 10 ug/mL de neomicina a pH 7.4). El tejido se lavd cuatro veces con la
solucion antes mencionada; al final se centrifugd a 2 320 x g durante 15 minutos y

la pastilla se almacend a -70 °C.

Preparacion de BBMVs

Los intestinos de M. sexta se resuspendieron 1:10 p/v en solucidon | fria. Las
muestras se homogenizaron utilizando un taladro Black & Decker U-114 tipo FV. Se
dieron 9 golpes a 2250 rom. Se agregd un volumen de MgCl. 24 mM y se dejo en
hielo por 15 minutos. La muestra se centrifugd a 2 500 x g durante 15 minutos. Se
recuperd el sobrenadante y se centrifugd a 30 000 x g durante 30 minutos a 4 °C.
Se desecho el sobrenadante y la pastilla se resuspendid en solucion | fria y MgClz
24 mM en relacion 1:1. Se repitieron los pasos de centrifugacién y al final la pastilla
se resuspendié en solucion | fria, diluida con agua desionizada (1:1) y se volvié 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 solucion |, ultracentrifugando las muestras
a 150 000 x g. Después del Ultimo lavado las BBMVs se resuspendieron al mismo
volumen del inicial de solucion |. Se agregd 1 U de PI-PLC (Phospholipase C,
Phosphatidylinositol-specific from Bacillus cereus de Sigma) por cada 100 ug de
BBMVs y se incubd por 2h a 37 °C. Al final, la reacciéon se centrifugd a 215 000 x g

por 30 minutos y se recuperd el sobrenadante.

Actividad de fosfatasa alcalina

Se incubaron 20 ug de proteina por 15 minutos con 500 uL de la siguiente
solucion: p-nitrofenol fosfato (Tmg/mL) en 0.5 mM de MgClz, 100 mM de Tris-HCI pH
9.5 La reaccidén se detuvo con 500 uL de EDTA 250 mM pH 8. La absorbancia se
leyd a 405 nm. Simultdneamente se realizd una curva estandar con 10, 20, 40 y 80
UM de p-nitrofenaol (figura 10). La actividad enzimdtica especifica se calculd de la
siguiente manera: la cantidad de moles consumidos se obtuvo al interpolar los
datos en la curva estandar y se dividié por el tiempo de reaccion. Finalmente, se
dividié por la cantidad de miligramos empleados. La actividad se reporta en
unidades: una unidad se define como la cantidad de miligramos de proteina

necesarios para tfransformar 1 nmol de p-nitrofenol fosfato en 1 minuto.

y=0.0231x+0.013
R?=0.9992

Absa 405 nm
=

0 10 20 30 40 50 60 70 80

UM de p-nitrofenol

Figura 10. Curva estadndar de p-nitrofenol.
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Actividad de aminopeptidasa

Se realizé la siguiente mezcla de reaccion: 400 L de H20, 200 yL de Tris-HCI 1 M
pH 8, 250 uL de NaCl 1 My 5 uL de muestra. Se adicionaron 100 yL de L-leucina-p-
nitfroanilida 10 mM. La cinética de reaccion se siguid 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
dividié entre los ug de proteina empleados y se reportd como unidades (1U =

nmol/min* ug).

Marcaje de proteinas con biotina

Las toxinas se dializaron en amortiguador de boratos (dcido bdrico 0.05 M,
NaOH 0.05 M, NaCl 0.15 M pH 8.6 ajustando con HCI). La toxina dializada se
incubd con un éster de biotina por 1 hora a temperatura ambiente (por cada 0.5
mg/mL de proteina a marcar se agregaron 20 uL del reactivo de biofinilacion). La
biotina libre se elimind al pasar la toxina marcada por una columna empacada
con 1 g de sephadex G25 (Sigma), previamente equiliorada con PBS. La columna

se centrifugd a 514 x g por 2 minutos y se recuperd la elucion.

Ensayos de unién en solucion

Se incubaron 10 ug de BBMVs con diferentes concentraciones de toxina
biotinilada en 100 uL de amortiguador de unién [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
removid por centrifugacién, 10 minutos a 14 000 g. Las BBMVs se lavaron 3 veces
con amortiguador de unidn. Al final, se resuspendieron en 15 yL de PBS y 4 L de
mezcla litica 4X. Las muestras se hirvieron por 5 minutos, se sometieron a SDS-PAGE
y se ftransfiieron a una membrana de PVDF. La deteccidn de proteinas
biotiniladas se realizd blogueando la membrana con PBS mds 2 % de Tween por
30 minutos. Posteriormente, la membrana se lavé con tPBS y se incubd con

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

quimioluminiscencia SuperSignal West Pico de Pierce.

Competencia homdéloga y heteréloga de unién

En el caso de las competencias, se incubaron 10 ug de BBMVs con 5 nM de
toxina Cry1Ab biotinilada en presencia o ausencia de un exceso de 50, 100, 250,
500 y 1000 veces mds de ftoxina fria (toxina no marcada, CrylAb para
competencias homologas y Cry2Ab en el caso de competencias heterdlogas) en
amortiguador de unién durante 1 hora a temperatura ambiente. Las uniones se
lavaron 3 veces con amortiguador de unién y al final se resuspendieron en 15 L
de PBS y 4 uL de mezcla litica 4X. Se analizaron mediante SDS-PAGE y se
transfirieron a membranas de PVDF. La deteccion se realizd igual que con las

uniones.

Induccion de proteinas recombinantes

La cepa hospedera E. coli BL21 (ADE3) transformada con los plasmidos CR7-12 y
ALP en pET22b se crecid durante la noche en medio LB adicionado con
ampicilina (100 ug/mL), y a partir de este cultivo se inoculd ofro de mayor
volumen (30 mL de medio LB con antibidticos) y se crecié a 30 °C en agitacion
constante (250 rpm). Al alcanzar una D.O.soonm de 0.6 a 0.8 se anadio IPTG a una
concentraciéon final de 1 mM y se dejé crecer por otras 4 horas; al final se

centrifugd el cultivo para recuperar la biomasa.

Purificacion de proteinas recombinantes

Las proteinas recombinantes CR7-12-his y ALP-his se purificaron mediante
cromatografia de afinidad por niquel. La pastilla celular se resuspendié en urea
pH 8 (Urea 8M, NasPO4 20 mM y NaCl 500 mM) y se sonicé a mdxima potencia,
dando 5 pulsos de 45 segundos, con un minuto entre cada pulso. El lisado celular

se centrifugd a 25 432 x g por 30 minutos y se recuperd el sobrenadante.
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Para purificar las proteinas se empacd una columna con 1 mL de resina de
agarosa acoplada a niquel (Ni-NTA de Qiagen), se equilibré con Tris 20 mM, NaCl
500 mM (amortiguador TN) e imidazol 20 mM. Se pasd el sobrenadante por la
columna dejando eluir la fraccidon no unida. Las proteinas recombinantes fienen
una etiqueta de histidinas y se inmovilizan en la columna, ya que se forman
interacciones idnicas entre los anillos de imidazol de las histidinas y el niquel. Para
eliminar las proteinas que se pegan de manera inespecifica a la resina, se lavo
con amortiguador TN adicionado con 30 mM y 40 mM de imidazol. Las proteinas

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

Ligand blot

ALP, APN y CR7-12
Se corrieron 5 ug de receptores purificados (ALP-his y CR7-12-his) y 6 uL de

lisado celular de APN en SDS-PAGE y se tfransfirieron a membranas de PVDF. Las
membranas se bloguearon con tPBS mds 2 % de BSA por 2 horas a temperatura
ambiente. Se enjuagaron con agua y se lavaron con tPBS por 15y 5 minutos (2
veces). Se incubaron con toxina marcada con biotina en tPBS mas 0.1 % de BSA
por 2 horas. Una vez franscurrido el tiempo, las membranas se enjuagaron con
tPBS y se lavaron como se menciond anteriormente. Finalmente las membranas se
incubaron con estreptavidina acoplada a peroxidasa por una hora a
temperatura ambiente, se lavd 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 ug de
proteinas en SDS-PAGE y se fransfiieron a membranas de nitrocelulosa. El
tratamiento de las membranas fue el mismo que para los ligand blots con
receptores purificados, sdlo que en este caso el amortiguador en el que se incubd

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

Las muestras (100 ug 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 yL de DeStreak rehydratation solution (DeStreak reagent,
Ureaq, Tiourea y CHAPS). Las muestras se cuantificaron empleando el 2-D Quant Kit
de Healthcare y se tomd la cantidad necesaria para obtener 70 y 80 ug de
proteina. Se llevd a un volumen final de 125 ul y se agregaron los anfolitos (0.6 L
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 yL 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 duracidén 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-HCI pH 8.8, 29.3 % de glicerol, 2 % de SDS y 0.002 % de azul de bromofenal, se
dejaron agitando 15 minutos en el amortiguador antes mencionado adicionado
con 100 mg/mL de DITT y posteriormente se incubaron otros 15 minutos con el
mismo amortiguador pero adicionado con lodoacetamida (250 mg/mL).
Inmediatamente se corrid la segunda dimensidon en SDS-PAGE al 12 %. Los geles se
tineron con plata (Pierce silver stain kit) o se fransfiieron a membranas de

nitfrocelulosa para proseguir con el ligand bloft.

Una vez identificadas las proteinas de unidn a Cry2Ab, se repitid la electroforesis
de dos dimensiones y el gel se tino con Coomassie Brilliant Blue G-250: EZBlue Gel
Staining Reagent de Sigma. Los puntos se cortaron y se enviaron para
secuenciacion por espectrometria de masas (LC/MS/MS) a la unidad de

protedmica del Instituto de Investigaciones Clinicas de Montreal.

En los apéndices | y Il se detalla la preparacion de las soluciones y geles

empleados.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Purificacion de la toxina Cry2Ab

La toxina Cry2Ab se purificd a partir de la cepa Bt2Ab crecida en tres medios
diferentes: HCT, LB y SP. Durante 72 horas se monitored la esporulacion de los
diferentes cultivos. Se observd que el cultivo esporulaba completamente a las 48

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

Se analizd el perfil de produccién de proteinas de esta cepa en las condiciones
mencionadas mediante SDS-PAGE (figura 11) y en todas las preparaciones de
espora/cristal se observd que se enriquecia 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 preparaciéon de espora

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

B)

HCT LB SP

Figura 11. SDS-PAGE del perfil de produccidn de proteinas 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

preparacién 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 esporuld a las 48 horas se decidid seguir

tfrabajando con ese medio de cultivo.
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Generacion de anticuerpos policlonales contra Cry2Ab

Se evalud la reactividad y especificidad de los antficuerpos policlonales
obtenidos del suero de un conejo inmunizado con protoxina Cry2Ab. Los
anficuerpos fueron muy inespecificos ya que reconocian varias bandas incluso en
la muestra de la cepa acristalifera (Bt 407-). La inespecificidad se debid al método
empleado para aislar la proteina con la que se inmunizd, ya que se cortd 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
proteinas con una masa molecular similar que migran muy cerca de Cry2Ab, por

lo que la preparacion inoculada contenia proteinas contaminantes.

Para eliminar anticuerpos inespecificos, el suero se inmunoadsorbidé en una
membrana de PVDF con preparacion de espora cristal de la cepa Bt 407-. De
esta maneraq, los anticuerpos que reaccionan con cualquier otra proteina distinta
a Cry2Ab se quedan adheridos a la membrana. El suero inmunoadsorbido se
probd contra distintas muestras (figura 12): reconocié a Cry2Ab en la preparaciéon
de espora cristal, a la protoxina soluble asi como a la toxina activada, sin
embargo, sigue reconociendo una banda de ~ 65 kDa en la preparacion de Bt
407-. Como confrol, se evalud el suero preinmune, éste no reconocié ninguna

proteina (figura 12).

En las preparaciones de espora cristal y protoxina soluble, ademds de la banda
de 65 kDa correspondiente a la protoxina Cry2Ab se reconocen ofras dos de 50 y
30 kDa (figura 12), las cuales posiblemente sean productos de degradacion 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 acciéon de esta

proteasa.
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Suero a-Cry2Ab Suero preinmune

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 a-Cry2Ab y preinmune se emplearon a una dilucién 1:10 000.

Bioensayo

Para determinar la dosis letal media (LCso) de la protoxina Cry2Ab se realizd 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 hidréoxido de sodio, el control negativo (agua) se
adiciond con el mismo volumen de NaOH empleado en la dosis mdas alta (200

ng/cm2).

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

realizd un andlisis PROBIT utilizando el programa POLO-PC:

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

Cry2Ab Protoxina soluble 43.6 ng/cm? (40.0 - 46.9)

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

La dosis letal media es de 43.6 ng/cm?2. Al compararla con la LCso reportada
por Widner y Whiteley en 1989: 250 ng/cm?, y la obtenida por Garcia Gémez B.,

datos no publicados: 200 ng/cm? observamos que la LCs obtenida en este




trabajo es aproximadamente 5 veces mayor a la reportada previamente (ya que
se requiere menos toxina para causar una mortalidad del 50 %). La diferencia
enfre estos tres estudios probablemente se deba al uso de diferentes muestras
para el bioensayo: protoxina Cry2Ab soluble de Bt, protoxina sobreexpresada en

E. coliy espora/cristal de Bt respectivamente.

A pesar de obtener una LCso mayor a la reportada previamente, observamos
qgue Cry2Ab es menos tdoxica que CrylAb contra M. sexta, cuya LCso es de 1.3
ng/cm?z (0.9-1.7) [7].

Activacion de la protoxina

Como se menciond 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 observd que al incubar a la protoxina Cry2Aa con
jugo gdstrico de L. dispar ésta se procesa en los aminodcidos Y49 y L144,
generando dos fragmentos de 58 y 50 kDa [146, 151]. El procesamiento en estos
aminodcidos corresponde al sitio de corte de quimiotripsing; sin embargo, en la
mayoria de los reportes la protoxina Cry2Ab se activa in vifro con tripsina [115-118,
152]. Estas proteasas tienen diferente especificidad: la tripsina hidroliza enlaces
peptidicos en el extremo C-terminal de la lisina y arginina, excepto cuando el
siguiente aminodcido es una prolina; mientras que la quimiotripsina corta las
cadenas peptidicas en el exiremo C-terminal de la tirosina, fenilalanina, triptéfano
y leucina. Readlizamos un alineamiento del extremo N-terminal de Cry2Aa y
Cry2Ab y observamos que la Y49 y la L144 estdn conservadas en ambas
protoxinas (figura 13, resaltadas en amarillo), por lo que la diferencia en los
protocolos de activacion reportados para Cry2Aa y Cry2Ab no se debe a

diferencias en el sitio de corte de quimioftripsina.
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Analizamos el procesamiento in silico de Cry2Aa y Cry2Ab con ftripsina (figura
13, sitios de corte resaltados en azul) y determinamos que la mayor diferencia

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

RKK Y

Cry2ha MNNVLNSGRTTICDAYNVVAHDPFSFEHKSLDT IQKERMEWKRT DHSLYVAPVVGTVSSE 60
Cry2hb MNSVLNSGRTTICDAYNVAAHDPFSFQHKSLDTVQKERTEWKENNHSLYLDPIVGTVASE 60

**.****iiiiﬁiiﬁﬁﬁﬁ_***tt**:******:**** ***:.:***i: *:**i*:**
Cry2ha LLKKVGSLIGKRILSELWGI IFPSGSTNLMQDILRETEQFLNQRLNTDTLARVNAELIGL 120
Cry2kb LLKKVGSLVGKRILSELRNLIFPSGSTNLMQDI LRETEKFLNQRLNTDTLARVNAELTGL 120

tiiii*ti:itt***** _:**it***tt**itttttt:ttt**ii**iiitt**** *

R R L R

Cry2ha QANTRE FNQQVDNFLNPTQNEVELSITSSVNTMQQLFLNRLPQFQIQGYQLLLLPLFAQA 180
Cry2hb QANVEEFNRQVDNFLNPNRNAVELSITSSVNTMQQLFLNRLEQFQMOGYQLLLLPLFAQA 180

hkd s hdkkoshdkhhhhhkdk ok dkkdkdkdkdkdkdkhkdkhhkhhhdhkhkWhhdkdd s kkdkkkkkhhkkdkhk

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 mds cercanos a
Y49 y L144,

Se realizaron pruebas de activacion de la protoxina Cry2Ab con jugo gdstrico
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 sélo 6 aminodcidos, estas pequenas
diferencias no se pueden apreciar en SDS-PAGE y parecen no tener un efecto en

el modo de accion de la toxina Cry2Ab (ver mdas adelante).

¢° < Jugo géstrico Quimiotripsina
F § o o © S o )
L © S & 8 Q S O S s S
kDa d? \w : \‘\' '\‘0 ': :’ : '\W :’ ': '\5 '\w
250 - .
130 === -l
95 ,-
72|t -
o —
55| w» o e — — e
, : ‘
36 W
28| = J—
-

Figura 14. SDS-PAGE de la protoxina Cry2Ab activada con tripsina, jugo gdstrico de M. sexta y
quimiotripsina a diferentes relaciones proteasa:protoxina. La flecha senala el fragmento que

corresponde a la toxina activada.

48



Debido a que en los frabajos en los que se describen las competencias entre
toxinas CrylA y Cry2A se emplea toxina activada con tripsina, se decidid seguir

trabajando con esta proteasa.

Se realizd la activacion de Cry2Ab con distintas relaciones de tripsina (figura
15). Como se puede observar en la figura 15A, la protedlisis no es totalmente
efectiva, ya que aun a relaciones 1:2 se alcanza a ver protoxina no procesada. Al
analizar con detalle el procesamiento de Cry2Ab con ftripsina (figura 15B), se
puede observar que se generan 3 fragmentos: una banda mayoritaria de 50 kDa
y otfras dos de 58 y 30 kDa aproximadamente. De acuerdo a los reportes previos,
el fragmento de 58 kDa tiene el dominio | completo (las 7 a-hélices), mientras que
el fragmento de 50 kDa carece de las fres primeras hélices, incluyendo la a-hélice
3. Esta a-hélice es importante para la oligomerizacion de la foxina y en
consecuencia para su actividad insecticida, ya que mutantes en la a-hélice 3 que
evitan la oligomerizacién no son toxicas contra M. sexta [?]. No existen reportes
dénde se describa la presencia y/o funcionalidad del fragmento de 30 kDa;
podria tratarse solamente de un fragmento de degradacién de la toxina. Sin
embargo, dado que observamos que la toxina procesada es activa contra M.
sexta (ver mds adelante) a pesar de que la proteina mayoritaria es el fragmento
de 50 kDa, que en teoria no tiene la a-hélice 3, suponemos que el fragmento de

30 kDa corresponde a la regién eliminada de la proteina de 50 kDa.
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Figura 15. SDS-PAGE de la activacion de Cry2Ab. A) Activacion de la protoxina Cry2Ab con tripsina y

jugo gdstrico de M. sexta a diferentes relaciones proteasa:protoxina. B) Activacion de Cry2Ab con

49



tripsina 1:1. Las flechas negras sefalan los fragmentos generados al procesar con tripsing, y la flecha

azul senala a la tripsina (23.3 kDa).

Para determinar si los fragmentos generados mediante protedlisis de la
protoxina Cry2Ab son activos, se evalud la toxicidad de la toxina Cry2Ab activada
con tripsina contra larvas neonatas de M. sexta (tabla 7). Como control negativo
se empled agua con tripsina y PMSF, en las mismas relaciones que la dosis mds

alta.

Tabla 7. Bioensayo de toxina Cry2Ab activada con tripsina.

Dosis Individuos Insectos muertos Porcentqgje de
mortalidad
0 ng/cm? 24 6 25 %
50 ng/cm? 24 24 100 %
100 ng/cm? 24 24 100 %

No se pudo realizar el andlisis PROBIT debido a que sdlo se emplearon dos dosis,
sin embargo, de los datos obtenidos es evidente que a pesar del efecto téxico de
la tripsina y el PMSF, los fragmentos de Cry2Ab generados mediante protedlisis con

tripsina son activos contra M. sexta.

Marcaje de Cry1Ab y Cry2Ab con biotina

Después del procesamiento con tripsina, las foxinas Cry1Ab y Cry2Ab activadas

se marcaron con un éster de biotina que se une a lisinas:

v CrylAb: la forma activada de CrylAb tiene una masa molecular de 65
kDa. En la figura 16A se puede observar la banda correspondiente a la
toxina Cry1Ab activada desde una concentracion de 2.5 nM.

v Cry2Ab: como se menciond 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 proteina activada (50 kDa) se detecta hasta una
concentracién 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).
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Figura 16. Western blot de las toxinas Cry1Ab (A) y Cry2Ab (B) marcadas con biotina. Se cargaron 10
uL de amortiguador de fosfatos con toxina CrylAb o Cry2Ab a la concentracién indicada. La
detecciodn se realizd con estreptavidina acoplada a peroxidasa, empleada a una dilucién 1:10 000.

Las flechas senalan a la toxina activada (negra) y a la protoxina (blanca).

Preparacion de BBMVs

Se prepararon BBMVs de intestinos aislados de larvas de tercer instar de M.

sexta y se evalud la actividad especifica de ALP y APN.

En las preparaciones de BBMVs no sélo se aislan las microvellosidades de las
células columnares del intestino, sino también pequenas cantidades de material
contaminante que proviene de mitocondrias, microsomas, membranas

basolaterales asi como elementos del citoesqueleto [153].

Por lo general, si una toxina (Cry1Ab) es tdxica contra cierto insecto (M. sexta),
ésta se une de manera saturable y especifica a las BBMVs. Este tipo de unién
indica que las toxinas se unen a un nUmero limitado de sitios definidos en las

BBMVs, y siendo que la ALP y APN se han reportado como receptores de CrylAb
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su enriquecimiento en la preparacion de BBMVs es un indicativo de la calidad de

la muestra para la realizacion de ensayos de unidn.

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 Actividad en Relacién
homogenizado BBMVs BBMVs/Homogenizado
ALP 143.3 U 322.1U 2.2
APN 186.4 U 621.14 U 3.3

Las unidades de ALP estdn dadas en nmol/mg*min y de APN como nmol/pug*min.

Union de Cry1Ab y Cry2Ab a BBMVs de M. sexta

Se evalud la unidn de distintas concentraciones de CrylAb y Cry2Ab marcadas
con biotina a BBMVs de M. sexta (figura 17). Se puede observar que tanto CrylAb
como Cry2Ab se unen a las BBMVs de M. sexta, sin embargo, CrylAb se une
desde 2.5 nM mientras que la unién de Cry2Ab se detecta hasta los 100 nM. Los
ensayos de unidn en solucidn se realizan en un volumen de 100 yL, diez veces mds
de lo que se empled para verificar la marca de la toxina (figura 16), es por ello
que a pesar de que la concentracion minima a la que se detecta Cry2Ab es de
250 nM, en este experimento pudimos observar unidn de Cry2Ab desde los 100
NM.
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Figura 17. Western blot de la unién de Cryl1Ab (A) y Cry2Ab (B) a BBMVs de M. sexta. Se incubaron

concenfraciones crecienfes de CrylAb y Cry2Ab activadas y marcadas con estreptavidina a 10 ug
de BBMVs de M. sexta. Como confrol negativo (-) se cargaron 10 ug de BBMVs. Como control de
precipitaciéon (CP) las toxinas se incubaron en ausencia de BBMVs. La deteccion de las toxinas
marcadas con biotina se realizd con estreptavidina acoplada a peroxidasa. Las flechas sefalan a la

toxina marcada.

Como se menciond previamente, existe una correlaciéon directa entre la unidon
de la toxina a las BBMVs y su toxicidad. En reportes previos se demostrdé que
CrylAc es 35 veces mds afin por las BBMVs de H. armigera y H. zea que Cry2Ab
[117], lo cual concuerda con el hecho de que Cry2Ab es menos toxica que
Cry1Ac contra estos dos insectos. Algo similar podria ocurrir en M. sexta, ya que se
demostrd que Cry2Ab es menos toxica que Cryl1Ab vy, esto también se ve reflejado
en las diferencias de union 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 unidén de esta toxina. Por
lo anterior se requeriria calcular las constantes de disociacion de CrylAb y Cry2Ab

para obtener datos cuantitativos acerca de su afinidad por las BBMVs.

Competencias de union

En estos ensayos se evalua la unidn de la toxina marcada a BBMVs en

presencia de un competidor (toxina no marcada o fria). Si las toxinas empleadas
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se unen a los mismos sitios, el exceso de toxina friac compite la union de la toxina

marcada.

Competencia homdéloga (con toxina activada con tripsina, figura 18): en este
caso se empled una concentracion de 5 nM de CrylAb marcada y se compitid
hasta con 1000 veces mds toxina fria (Cry1Ab no marcada). Como se trata de la
misma toxina, los sitios de unidn se comparten, por lo que el exceso de toxina fria
disminuye la unién de la toxina marcada a las BBMVs. Este resultado sugiere que la
union de Cryl1Ab a las BBMVs de M. sexta es especifica y saturable.
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Figura 18. Western blot de la competencia homdloga de unién de CrylAb. La unién de 5 nM de
CrylAb marcada a las BBMVs de M. sexta se compitid con un exceso de 50, 100, 500 y 1000 veces
mds toxina fria. La flecha indica la banda correspondiente a CrylAb (65 kDa). Como control

negativo (-) se corrieron las BBMVs sin toxina y como positivo la toxina Cry1Ab marcada.

Competencia heteréloga (con toxina activada con tripsina, figura 19): La unidn
de la toxina CrylAb (5 nM) marcada a BBMVs de M. sexta se compitid con un
exceso de 50, 100, 500 y 1000 veces mds de Cry2Ab fria activada con tripsina. Se
observd que aun en presencia de 5000 nM (1000 X) de toxina Cry2Ab, Ia unién de
CrylAb a las BBMVs no se afecta. El resultado anterior indica que Cry2Ab no

compite con Cryl1Ab por la unidn a las vesiculas.

54



Cry2Ab

RS y & g o
N O S N N $ &
N <"
95—
——
72 -
554 T —— - ! «
36—
-
28—

Figura 19. Western blot de la competencia heteréloga de unién entre CrylAb y Cry2Ab. La unién de
5 nM de Cryl1Ab marcada a las BBMVs de M. sexta se compitié con un exceso de 50, 100, 500 y 1000
veces mds de toxina Cry2Ab fria. La flecha indica la banda correspondiente a CrylAb (65 kDa).
Como confrol negativo (-) se corrieron las BBMVs sin toxina y como positivo la toxina CrylAb

marcada.

Competencia heteréloga (con toxina activada con quimiotripsina, figura 20):
como un confrol adicional se realizé la competencia de union de CrylAb con
Cry2Ab activada con quimiotripsina. Como se observa en la figura 20, Cry2Ab no
compite la unidon de CrylAb a BBMVs de M. sexta. Esto demuestra que los seis
aminodcidos adicionales que se eliminan al procesar a la toxina con
quimiotripsina, en lugar de fripsina, no afectan su capacidad de competir a la
toxina Cry1Ab.

El hecho de que Cry2Ab no compita con la union de CrylAb a BBMVs de M.
sexta sugiere que estas toxinas se unen a diferentes receptores. Lo anterior
concuerda con el hecho de que la generacién de resistencia cruzada entre

toxinas CrylTA'y Cry2A es poca o nula (Tabla 5).
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Figura 20. Western blot de la competencia heterdloga de unién entre CrylAb y Cry2Ab (activada
con quimiotripsina). La unidon de 5 nM de Cryl1 Ab marcada se compitidé con un exceso de 250, 500 y
1000 veces mds de toxina Cry2Ab fria. También se compitié con un exceso de 1000 X Cry2Ab
activada con tripsina (1000 2Ab Trp) vy CrylAb (1000 1Ab) como comparacién. CP, control de
precipitaciéon. La flecha indica la banda correspondiente a CrylAb. Como control negativo (-) se

corrieron las BBMVs sin foxina y como positivo la foxina Cry1 Ab marcada.

Para corroborar la hipdtesis de que Cry2Ab no comparte los mismos sitios de
union que CrylAb, se evalud la unidn de ambas toxinas a los receptores de
CrylAb. Como se observa en la tabla 2, previamente se demostrd que CrylAb se
une a tres proteinas en M. sexta: ALP, APN1 y caderina. Sin embargo, en este
frabajo solo se evalud la unidn a ALP y los repetidos 7-12 del receptor de
caderina, debido que no se ha podido lograr la expresion estable del receptor
APNT.

Ligand blot de Cry1Ab y Cry2Ab a ALP y caderina (repetidos 7-12)

Para realizar los ensayos de unidon de CrylAb y Cry2Ab a ALP y caderina, las
proteinas recombinantes ALP-his y CR7-12-his se purificaron mediante

cromatografia de afinidad por niquel (figura 21).
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Figura 21. SDS-PAGE de la purificacion de ALP y CR7-12. Las proteinas se purificaron por

cromatografia de afinidad por niquel. Las proteinas se eluyeron con 1 M de imidazol.

Una vez purificados los receptores, se realizd un ligand blot empleando la

toxina Cry2Ab marcada con biotina.

Unién a ALP (figura 22): Previamente se reportd la unidon de las toxinas CrylAa,
CrylAb y CrylAc a una ALP de 65 kDa en M. sexta [36, 73]. En este estudio
también se observo la interaccion de CrylAb con la ALP de M. sexta. Sin
embargo, en el caso de Cry2Ab no se detectd interaccion con esta proteing,
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Figura 22. Ligand blot de Cryl1Ab y Cry2Ab marcada con biotina a ALP. La membrana con 5 ug de

ALP purificada se incubd con 10 nM de toxina marcada y se reveld con estreptavidina. Como
conftrol negativo (-) la membrana se incubd sdlo con amortiguador. Se realizd la inmunodeteccion

de ALP (a-ALP) empleando anticuerpos policlonales.
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Los reportes en cuanto a resistencia cruzada entre toxinas CrylA y Cry2A
debida a alteraciones en la ALP son confradictorios. Por un lado, la reduccién del
transcrito de mALP en H. armigera (BtR) no causa resistencia cruzada entre
CrylAc y Cry2Ab, mientras que en H. virescens (YHD2), la disminucion en la
expresion de ALP si correlaciona con la generacion de resistencia cruzada entre
CrylAc y Cry2A (tabla 5). Sin embargo, la cepa YHD2 también tiene alteraciones
en el receptor de caderina, por lo que habria que evaluar la contribuciéon de

cada uno de estos receptores en la generacion de resistencia cruzada.

Unién a caderina (figura 23): la caderina es una glicoproteina de 210 kDa. En
este estudio se purificd una proteina recombinante que comprende los repetidos
7 al 12 de esta proteina. Se observé que CrylAb es capaz de unirse a CR7-12, esto
concuerda con los trabajos en los que se describid que las toxinas CrylA
interactUan con los repetidos 7, 11 y 12 del receptor de caderina a través de las
asas 2, 3y a8 del dominio Il. En cambio, la toxina Cry2Ab no interactué con CR7-
12.
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Figura 23. Ligand blot de Cryl1Ab y Cry2Ab marcada con biotina a CR7-12. La membrana con 5 ug
de CR7-12 purificada se incubd con 10 nM de toxina marcada vy se reveld con estreptavidina. Como
control negativo (-) la membrana se incubd sdlo con amortiguador. Se realizd la inmunodeteccion

de caderina (a-CR) empleando antficuerpos policlonales.
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Mediante ligand blots demostramos que a diferencia de Cryl1Ab, 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:

e Probablemente la ALP y la caderina no sean receptores de Cry2Ab. Ya que

Cry2Ab no se unidé ala ALP ni a los repetidos 7-12 del receptor de caderina.

e El hecho de que no se haya observado unidén entre Cry2Ab la ALP vy los
repetidos 7-12 del receptor de caderina podria deberse a que al ser
producidos en E. coli, estos receptores no estdn glicosilados.

e COmo solo 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 proteinas enddégenas de M. sexta interacciona

Cry2Ab se realizé un ligand blot empleando las BBMVs de este lepiddptero.

Ligand blot de Cry2Ab a BBMVs de M. sexta

Mediante ensayos de unién tipo ligand blot de Cry2Ab marcada con biotina a

BBMVs de M. sexta se identificaron 7 bandas que unen a la toxina (figura 24):

Cry2Ab 10 nM
BSA (-) 05% 1%
kDa <1
250 - € 2
130 <3
95 €4
2 - es
N - <
36 . — + €7

Figura 24. Ligand blot de Cry2Ab marcada con biotina a BBMVs de M. sexta. Las proteinas de las
BBMVs de separaron mediante SDS-PAGE y se transfiieron a una membrana de PVDF. Las
membranas se incubaron en PBS con BSA al 1% (-) o en PBS con BSA al 0.5y al 1% en presencia de

10 nM de Cry2Ab activada marcada con biotina.
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2 bandas de mds de 250 kDa (figura 24, bandas 1y 2): hasta la fecha sélo
se han descrito 2 proteinas de alto peso molecular que unen a las toxinas
Cry: la proteina BTR270 de L. dispar [38] y P252 de B. mori [80]. BTR270 une a
las toxinas CrylAa, CrylAb y CrylBa pero no une a CrylCa, Cry2Aq,
Cry2Ba ni Cry3Aa, mientras que P252 une a las toxinas CrylAa, CrylAb vy
CrylAc.

2 bandas en el rango de 95-130 kDa (figura 24, bandas 3y 4): En este rango
de pesos moleculares se encuentran las APN’s (90-170 kDa). En M. sexta se
describié la unidon de CrylAb a una APN de clase 1 [65] y ofra de clase 2
(120 kDa) [44]. Adicionalmente, se describid ofra APN de 106 kDa que une
alas toxinas Cry1Ca y CrylAa [64].

1 banda de aproximadamente 70 kDa (figura 24, banda 5): La ALP
previamente identificada en M. sexta como receptor de CrylAb tiene una
masa molecular de 65 kDa [44]. En este trabajo no se observd la unidn de
Cry2Ab a una version recombinante de ALP, sin embargo, debido a que la
inferaccidbn de la toxina con su receptor podria depender de
modificaciones post-traduccionales, no se descarta la posibilidad de que
la ALP sea blanco de union de Cry2Ab. Adicionalmente, en este rango de
masas moleculares se describi® una a-amilasa (70 kDa) que une a las

toxinas Cry4Ba y Cry11Aa en el diptero A. albimanus [81].

1 banda de aproximadamente 50 kDa (figura 24, banda 6): La Unica
proteina previamente reportada que une a toxinas Cry en este rango de
peso molecular es la actina (42 kDa), la cual se identificé como blanco de

union de Cryl1 Ac mediante andlisis protedmicos [71].

1 banda de 36 kDa, esta Ultima sdlo se observa cuando el amortiguador de
incubacion de la toxina se adiciona con 0.5 % de BSA (figura 24, banda 7),
lo cual sugiere que la unidén es débil y quizd no sea especifica. La Unica

proteina de bajo peso molecular reportada que une a toxinas Cry es la
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ADAM 3 metaloproteasa (30 kDa) del coledptero L. decemlineata [82]. Sin
embargo, en lepidépteros no se ha descrito ninguna proteina de unién a

toxinas Cry de menos de 50 kDa.

Adicionalmente, se observa una banda de ~85 kDa, sin embargo, la misma
proteina se detecta en el carril incubado sin toxina (figura 24, control negativo [-]).
Como parte de los controles de un experimento, Cheng Du observd dos proteinas
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 frata de dos
proteinas biotiniladas de M. sexta [154]. Como se describe en la seccion de
materiales y métodos, en este estudio se empled la toxina marcada con biotina y
la deteccion de ésta se realiza con estreptavidina acoplada a peroxidasa. En
diversos experimentos se pueden observar las proteinas de 85 y 120 kDa (figuras
18, 19, 20 y 24). Siempre se emplearon los controles adecuados para distinguir
estas dos proteinas enddgenas de la toxina (figuras 18, 19 y 20) o las proteinas de
unién a Cry2Ab (figura 24).

Ligand blot de Cry2Ab a proteinas ancladas por GPl a BBMVs de M. sexta

En el caso de CrylAb se demostrd que la toxina se une a proteinas ancladas a
la membrana mediante dlicosilfosfatidilinositol, entre estas proteinas se
encuentran la APN y ALP. En este trabajo se evalud si alguna de las 7 proteinas de
unién 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 especifica de fosfatidilinositol), esta enzima liberd las proteinas
ancladas por GPI, las cuales se separaron mediante SDS-PAGE (figura 25A).
Finalmente, se analizé la unidn de Cry2Ab a estas proteinas mediante ligand blot
(figura 25B).
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Figura 25. SDS-PAGE de las proteinas ancladas por GPI a las BBMVs de M. sexta tefido con plata (A)

y Ligand blot de Cry2Ab activada marcada con biotina a BBMVs y proteinas ancladas por GPI (B). El

control negativo (-) se incubd sélo con PBS.

Cry2Ab se une a una sola proteina anclada por GPI con masa molecular entre

95y 130 kDa (figura 25B). Mediante espectrometria de masas se identificd a esta

proteina 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. Identificacion por espectrometria de masa de la proteina de unién a

Cry2Ab anclada por GPl en M. sexta.

Probabilidad Mds del 95 % 80 % al 94 % 50 % al 79 % _ 0%al19%
Profeinas identificadas NUmero de Masa Blanco antes | Muestra: Banda
acceso molecular | de la muestra | de 95-130 kDa
Aminopeptidasa 3 20279109 108 kDa
[Manduca sexta] 38
Aminopeptidasa N 4582686 (+1) 107 kDa
[Manduca sexta] 38
RecName: Full = 2499901 (+1) 111 kDa
Membrane alanyl... 29
Aminopeptidasa N 37780226 90 kDa
[Manduca sexta] 16
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Laccase 1 [Manduca 26190489 91 kDa
sexta] 3

El cédigo de colores mostrado en la parte superior indica la probabilidad de que la proteina
identificada sea la correcta. Los niUmeros en la tabla representan el nUmero de secuencias de

aminodcidos diferentes que se asocian sdlo con la proteina indicada.

Previamente se reportdé que CrylAb se une a APNT de M. sexta [155]. En este
trabajé identificamos a la APN2 y APN3 como posibles blancos de unidén de
Cry2Ab. Estos resultados apoyan los experimentos en los que se demuestra que
Cry2Ab no compite por los mismos sitios de unidn con CrylAb. Adicionalmente,
también se reportd que no se desarrolla resistencia cruzada a Cry2Ab en tres
lineas de insectos resistentes a CrylAc, en las que la resistencia estd asociada a
defectos en la APNT1 [103, 105, 107]. Estos datos sugieren que la APN1 no es blanco
de union de Cry2Ab. Sin embargo, aun 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 dificil 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 identificd una
proteina 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
proteinas ancladas por GPI (figura 25B), no se detectd ninguna proteina con peso
molecular de 70 kDa. Este resultado sugiere que la proteina de 70 kDa que une a
Cry2Ab no es ALP, ya que estas proteinas se anclan a la membrana a través de
GPI.

Identificacion de proteinas de union a Cry2Ab mediante enfoques
protedmicos

Las BBMVs tienen una composicion diversa de proteinas, entre éstas podemos
encontrar algunas con masas moleculares similares que no se pueden distinguir

mediante geles de una dimensién. La electroforesis de dos dimensiones es una
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técnica ampliamente usada para el andlisis de mezclas complejas de proteinas.
Este método separa a las proteinas de acuerdo a dos propiedades
independientes: en la primera dimension, isoelectroenfoque (IEF), las proteinas se
separan de acuerdo a su punto isoeléctrico (pl), mientras que en la segunda

dimensiéon, son separadas por su masa molecular mediante SDS-PAGE.

En 2003 McNail y colaboradores realizaron un andlisis protfedmico de las BBMVs
de larvas de quinto instar de M. sexta. En este estudio identificaron alrededor de
450 proteinas individuales mediante geles de 2D [71]. Adicionalmente, esta
tecnologia se ha empleado para realizar estudios comparativos entre cepas
resistentes y sensibles a tfoxinas Cry, de hecho, en 2003 Jurat-Fuentes observé que
en una cepa de H. virescens resistente a Cryl Ac se abate la expresion de ALP, lo
anterior permitid demostrar que la ALP tiene un papel importante en el

mecanismo de accion de CrylAc [37].

En este trabajo se emplearon geles de dos dimensiones (2D) en combinacion
con experimentos de ligand blot para identificar los blancos de union de Cry2Ab
en las BBMVs de M. sexta.

Se identificaron ocho proteinas a las que se une la toxina Cry2Ab (figura 26A).

En el rango de 95 a 130 kDa se observan 3 proteinas (figura 26A, puntos 1, 2y 3)
con un punto isoeléctrico entre de 5y 7, sin embargo, al comparar el Western blot
con el gel tenido 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 tenido
con plata (B). Los niUmeros a la derecha de cada figura indican las proteinas de unién a Cry2Ab. En
la figura izquierda (A) la segunda dimension se separd en SDS-PAGE al 12 % mientras que en la figura
de la derecha (B) se empled un gel al 10 %.

En el genoma de M. sexta estn anotadas 4 APNs (Tabla 10). Las proteinas 1,2 y
3, figura 26A, identificadas como blancos de unidén de Cry2Ab se encuentran en
el rango de peso molecular y punto isoeléctrico predicho para las APNs (Tabla
10). Sin embargo anteriormente se demostré que Cry2Ab solo se une a la APN2 y
APNS (Tabla ?).

Tabla 10. APNs anotadas en el genoma de M. sexta.

Clase de APN NUmero de Masa molecular Punto isoeléctrico
acceso predicho (kDa) tedrico
APNI1 AAF07223.1 112 58
APN2 CAAb66466.2 107 5.6
APN3 AAMI18718.1 108 6.3
APN4 AAMI13691 114 59

La masa molecular y punto isoeléctrico se determinaron con el programa ProtParam.
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Por debajo de los 95 kDa se detectd una proteina (figura 26 y 27A, marcada
con un *) que aparentemente une a Cry2Ab, sin embargo, previamente se
demostréd que se trata de una proteina enddgena de M. sexta que reacciona con

la estreptavidina (figura 24).

Alrededor de los 50 kDa se detectaron 3 puntos. El punto é coincide con la
masa molecular y el pl de la actina. En un trabagjo previo se observd que en
BBMVs de quinto instar de M. sexta separadas mediante 2D, la toxina CrylAc se
une a un punto idéntico (en peso molecular y pl) al punto 6 observado en este
estudio, mediante espectrometria de masas se demostrdé que se trataba de
actina [71]. Los puntos 4 y 5 parecen ser reconocidos de manera inespecifica ya

gue desaparecen al lavar la membrana por mds 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 proteina.

Previamente se identificaron dos proteinas de mds 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 concentracion del gel empleado
(12 %). Sin embargo, mediante espectrometriac de masas se determind la

identidad de estas proteinas (ver mds adelante).

Debido a que todas las proteinas identificadas como blanco de unidn de
Cry2Ab estdn en un mismo rango de pH (4-7), se emplearon firas de gradiente
linear de pH de 4 a 7 para resolver las proteinas de las BBMVs de M. sexta
mediante IEF. Lo anterior con el fin de mejorar la resolucion de las proteinas en
este rango y disminuir el riesgo de contaminacién con ofras proteinas al

secuenciar por espectrometria de masas.
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El ligand blot con Cry2Ab se volvié a realizar, pero ahora con las muestras
separadas mediante tfiras de pH 4-7. Se identificaron cinco proteinas (figura 27A)
que corresponden a los puntos 1, 3y é de las previamente identificadas (figura
26). Estas proteinas se secuenciaron por espectrometria de masas para conocer
su identidad.

A)

kDa
250

130
95

72

55

36

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 tenido con

plata (B). Los nUmeros a la derecha de cada figura indican las proteinas de unién a Cry2Ab.

Proteinas de uniéon a Cry2Ab en M. sexta.

Se secuenciaron por espectrometria de masas los puntos correspondientes a
las proteinas de unidén a Cry2Ab identificadas mediante ligand blot de la toxina a

las BBMVs de M. sexta separadas mediante geles de dos dimensiones (Tabla 11):
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Tabla 11. Identificacion por espectrometria de masa de las proteinas de union a Cry2Ab en M. sexta.

Probabilidad | Mdés del 95% | 80 % al 94 % | 50 % al 79 % 0%al19%

Proteinas Nomero de MW B| Mvestra: Mvuestra: | B Muestra: B Muestra: B Mvuestra: | B | Muesira: | B | Muestra:
identificadas acceso (kDa) L| >250kDa | >250kDa | L 120 kDa L 45 kDa L 36 kDa L 36 kDa L 36 kDa
K 1 2 K K K 1 K 2 K 3
RecName: Full = gi| 2499901 11 5 .
Membrane alanyl... (+1)
Aminopeptidase 3 .
[Manduca sexta] Qi 20279109 108 24 5 14 3 8 2
Aminopeptidase N Qi | 4582686
[Manduca sextal (+1) 107 ] ? S 2 ] ]
ﬁgg‘:ﬁfg"jjjﬁ;;‘ gi137780226 | 90 ] ]
H (+)-transporting
ATPase [Manduca | gi| 11062 (+1) 68 54 39 35 14 24 6 17 4
sexta]
[Nﬁgn@ﬁi;ig? gi|28070937 | 42 |1 6 18 9 34 4 2
RecName: Full =
Actin, muscle; Qi| 1703156... 42 1 3
Flags: Precursor
Ribosomal protein
PO [Manduca gi| 268306372 34 22 1 23 3 14
sexta]

El cédigo de colores mostrado en la parte superior indica la probabilidad de que la proteina identificada sea la correcta. Los nUmeros en la tabla

representan el nUmero de secuencias de aminodcidos diferentes que se asocian sélo con la proteina indicada.




3 Dos proteinas de mas 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
proteina es de 68.1 kDa mientras que su pl es de 5.1. Sin embargo, la proteina
que se analizd mediante espectrometria de masas migra arriba de los 250
kDa.

Al realizar un BLAST, se encontré 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 migracién andmala de esta proteina.

I\

Una proteina de 120 kDa (figura 27, punto 1): se identificé como actina. Sin

\V4

embargo, a pesar de que la probabilidad de que la proteina identificada sea
la correcta (mayor al 95 %), sélo 9 péptidos alinean con la secuencia de
actina. El peso molecular aparente de la proteina 1 es de aproximadamente
120 kDa (figura 27), mientras que el de la actina es de 42 kDa. Podria tratarse
de un dimero de acting; sin embargo, en la figura 27B se puede observar una
estria que conecta los puntos 1y 5, por lo que también existe la posibilidad de
que se trate de contaminacion ya que el punto 5 también se identificé como

actina (ver mds adelante).

I\

Proteina de 45 kDa (figura 27, punto 5): de acuerdo a los resultados de la

\V4

espectrometria de masas, 34 péptidos de la proteina 5 alinean con la actina.
La proteina 5 tiene una masa molecular aparente de aproximadamente 45
kDa, y un pl alrededor de 5. Ambos datos concuerdan con la masa molecular

y el punto isoeléctrico de la actina: 41.8 kDay pl 5.3.

o\

Tres proteinas con masa molecular aparente de 30 kDa (figura 26A). Las tres

\V4

proteinas, se identificaron como la proteina ribosomal PO de M. sexta, cuya

masa molecular es de 34 kDa y tiene un pl de 6.3.



Los puntos 2, 3 y 4 (figura 27) también se secuenciaron mediante
espectrometria de masas. Sin embargo, el andilisis de las secuencias de péptidos
contra el genoma de M. sexta no arrojé ningun resultado. Este andlisis se repitid
contra las bases de datos de B. mori y D. melanogaster, tomando en cuenta que
estdn mejor anotadas que la de M. sexta; sin embargo, esta busqueda tampoco
arrojo resultados significativos. Por el contrario, al comparar con el genoma de

humano se identificé contaminacién por queratina.

Las tablas de los resultados de la secuenciacidon por espectrometria de masas

generadas por el programa Scaffold Viewer se anexan en el apéndice 3.

Mediante espectrometria de masas se determind la identidad de cinco

proteinas de M. sexta que unen a Cry2Ab en los ensayos de ligand blot (tabla 12):

Tabla 12. Proteinas de unién a Cry2Ab

Proteina: NUmero de acceso Mw pl
Actina CADS58315.1 42 kDa 5.3
Ztéb::udad A de la ATPasa transportadora CAA45537 1 68 kDG 51
APN2 CAA66466.2 107 kDa 5.6
APN3 AAMI18718.1 108 kDa 6.3
Proteina ribosomal PO ACY95307.1 34kDa 6.3

Papel de la actina en el mecanismo de accién de las toxinas Cry.

La actina es uno de los principales componentes del citoesqueleto; estd
involucrada en importantes procesos celulares como motilidad, division,

transporte de vesiculas, asi como diferenciacion y proliferacion celular.
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En este trabajo se identificd a la actina como proteina de unién a Cry2Ab. En
estudios previos también se observd interaccion entre la toxina Cryl1Ac vy la actina
en diferentes insectos lepidépteros como: H. virescens [84], H. armigera [86] y M.

sexta [71] asi como de Cry4Ba con la actina del diptero 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 proteina estd acoplada a la membrana a través de otfras proteinas como la
anquirina, por lo que es poco probable que la actina sirva como receptor de las
toxinas Cry de Bf. Sin embargo, debido a su localizacién, el contacto entre esta
proteina y la toxina podria 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 liticos.

Se ha propuesto que la actina estd involucrada en la defensa del organismo a
las toxinas Cry, ya que en diversos estudios se ha observado que la expresion de

ésta se aumenta al intoxicar a los insectos con toxinas Cry [158].

Recientemente se realizd un estudio en donde se observd que al silenciar el
gen de actina en larvas de A. aegypti éstas se vuelven mds sensibles a la toxina
Cryl1Aa [158], indicando que esta proteina podria ayudar a superar la
infoxicacion por toxina, probablemente promoviendo una respuesta celular

conftra 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 vesiculas secreforias. Sin embargo, fambién se
encuentran en la membrana plasmdatica de muchas células animales donde
estdn involucradas en la homeostasis del pH y/o en la energizacién 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
fransepitelial secundario en el intestino, incluyendo la absorcion de aminodcidos y

la regulacién del pH luminal.

Las V-ATPasas son proteinas heteromultiméricas, consisten en dos dominios
funcionales. Un dominio periférico catalitico, denominado V1 y el complejo
membranal VO que conduce protones a través de la membrana (Figura 28). En M.
sexta, el dominio V1 de la V-ATPasa de la membrana plasmatica consiste de 8
subunidades (A-H), mientras que el dominio VO consiste de 4 subunidades

diferentes (a, c, dy e) [162].

Dominio V1
Hidrolisis de ATP

Citoplasma =
(00000690008 00000000000000000)
‘ OO0
Dominio VO
Translocacion de H*
L |IIlIIII\IIIIII|

W

Figura 28. Representacion esquemdtica de la estructura de la V-ATPasa. Tomada de [163].

En reportes previos se demostrd, empleando enfoques protedmicos, que
algunas subunidades de la V-ATPasa son blanco de unién de toxinas Cry:

Cryl1Ac une a la subunidad A de la V-ATPasa de H. virescens [84].

CrylAc une ala 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 demostrdé que la subunidad A de la V-ATPasa de M. sexta

también es blanco de unién 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
citosdlica del complejo proteico [162]. Sin embargo, la interaccién entre la toxina
y las subunidades periféricas de la V-ATPasa podria ocurrir de diversas formas. Una
posibilidad es que al insertarse en la membrana, una parte de la toxina quede
expuesta hacia la cara citosdlica de la membrana y sea capaz de interactuar
con proteinas cercanas, o bien, que como algunos autores han propuesto, la

toxina sea internalizada y la intferaccidn ocurra en vesiculas endociticas.

La V-ATPasa acopla la franslocacion de H* con la de K*, generando una
diferencia de potencial que energiza los procesos de fransporte a través de la
membrana [164]. La interaccién in vivo de las toxinas Cry con la V-ATPasa podria
desestabilizar este proceso, alterando el balance del pH asi como el transporte de
iones y nutrientes. En estudios previos, empleando larvas susceptibles y resistentes
de P. interpunctella, se demostrd que en larvas resistentes se incrementan los
niveles de V-ATPasa, por lo que se sugirid que este incremento podria resultar en
un estado energético elevado que ayuda a los insectos a contender con la

infoxicacion 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

bioinformdticas, las APNs de clase 2 se N-glicosilan.
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Se ha reportado que las APN2 no unen a la toxina CrylAc [166]. En este frabajo
observamos la posible unidn de Cry2Ab a la APN2 de M. sexta. Estos resultados
concuerdan con el hecho de que no se desarrolla resistencia cruzada entre
CrylAc 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 CrylAa y CrylAb bagjo
ciertas condiciones experimentales:

Cryl1Aa: APN2 de P. xylostella y B. mori expresada en E. coli [62].

CrylAb: APN2 de B. mori expresada en E. coli [62].

Cryl1Ab: APN2 de M. sexta, proteina enddgena [57].

Como se observa, al igual que Cry2Ab, Cryl1Ab también es capaz de unirse a la
APN2 de M. sexta. En este estudio demostramos que Cry2Ab y CrylAb no
compiten por la unidn a las BBMVs de M. sexta, lo cual sugeria que no comparten
los mismos sitios de unidn en M. sexta. Sin embargo, tfambién existe la posibilidad
de que las toxinas CrylAb y Cry2Ab se unan a epitopes diferentes en una misma
proteina, en este caso a la APN2. Ofra posibilidad es que la identificacion de la
APN2 como blanco de unidn de Cry2Ab sea un artefacto, ya que es dificil 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 estdn altamente relacionadas con las de clase 1, al
igual que éstas son proteinas O-glicosiladas. A pesar de ello, las toxinas CrylAaq,
CrylAb y CrylAc sélo son capaces de unir a la APNT de M. sexta [58, 155, 167] y
APN2, en el caso de CrylAb [57]. Estos resultados apoyan la hipdtesis de que
Cryl1Ab y Cry2Ab se unen a distintos receptores en las BBMVs de M. sexta.

Proteinas ribosomales y su relacién con la toxicidad de toxinas Cry.

No existen reportes previos de interaccidon entre toxinas Cry y proteinas

ribosomales, sin embargo, Contreras et al. observd que en el coledptero Tribolium
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castaneum los niveles de la proteina ribosomal L13a disminuyen en respuesta a la
intoxicacion con toxinas Cry3Ba y Cry23Aa/Cry37Aa. La proteina L13a forma parte
de la subunidad 60S del ribosoma, y aungue su funcion en insectos se desconoce,
los resultados sugieren que tiene un papel importante en la respuesta ante la

intoxicacidon por Bt [168].

Ademds 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 accion
distinto al de las toxinas Cry 3D [169]. En un frabajo previo se observd que la toxina
Vip3A interactua directamente con la profteina ribosomal S2. Mediante
microscopia confocal se determind que ambas proteinas colocalizan tanto en la
superficie de células Sf21 como en el citoplasma, por o que se propuso que la
inferaccion inicial entre estas dos proteinas se da en la superficie de las células y
posteriormente en el citoplasma de células que se comienzan a lisar.
Adicionalmente, se demostrdé que esta interaccidn es importante para la
toxicidad de Vip3A, ya que al silenciar la expresion de S2, se reduce la foxicidad

de esta toxina [170].

En este trabajo se identific la union de Cry2Ab a la protfeina ribosomal PO. Esta
proteina pertenece a la familia L10 de proteinas ribosomales que forman parte de
la subunidad 60S. A pesar de que existen un par de evidencias que sugieren que
la unidn de toxinas Cry y Vip a proteinas ribosomales es importante para la
toxicidad, se debe demostrar la funcionalidad de esta interaccidén en el modo de

accioén de la toxina Cry2Ab.
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CONCLUSIONES

La toxina Cry2Ab es activa contra M. sexta.

Cry2Ab se une de forma especifica a las BBMVs de M. sexta pero no es capaz

de competir con la unién 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 proteinas en las BBMVs de M. sexta, una de las cuales

estd anclada por GPIl a las BBMVs.

La acting, la subunidad A de la V-ATPasa, la proteina ribosomal PO y las APN2

y/o 3 son blancos de unién de Cry2Ab en M. sexta.
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PERSPECTIVAS

Determinar la secuencia completa de las proteinas identificadas como blancos

de union de Cry2Ab en M. sexta.

Clonar los posibles receptores de Cry2Ab en M. sexta para medir la afinidad de la

interaccion 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 interaccion 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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APENDICE |

Medios de cultivo, antibiéticos y soluciones

> Medios de cultivo
® Medio HCT:

5 g de bactotriptona
1 g de casaminodcidos
Ajustar pH a 7.25 con hidréxido 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 solucion I: fosfato de potasio monobdsico (KH2PO4) 0.5 M
1 mL de solucién ll: sulfato de magnesio (MgSOs4) 0.05 M sulfato de
manganeso (MNSO4) 1 mM y sulfato de zinc (ZnSO4) 5 mM.
10 mL de solucion lll: sulfato ferroso (FeSO4) 150 mM y dcido sulfurico
(H2SO4) 0.1 N
10 mL de solucion |V: cloruro de calcio (CaClg) 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*7H20
1 g de cloruro de potasio (KCI)
1 mL de cloruro de manganeso (MnClz2) 10 mM
Ajustar pH a 7 con hidroxido 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*7H20), 1.4 mL de dcido
sulfurico (H2SO4) TN en 50 mL de H20.

1 mL de stock 3: cloruro de calcio (CaCl2) 0.5 M

> Antibidticos

® 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.

® Teftraciclina (5 mg/mL): Disolver en etanol.

> Soluciones

® Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF):
Para preparar una solucidén 100 mM:

Disolver 1.74 g de PMSF en 100 mL de isopropanol.

© Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG):
Para una solucion 100 mM:
Disolver 476 mg de IPTG en 20 mL de agua desionizada vy filtrar.

® Mezcla litica 4X:
Para 10 mL:
4 mL de glicerol
5mL Tris 0.5 M pH 6.8
0.4 g de SDS
1 mL B-mercaptoetanol

Agregar un poco de azul de bromofenol.
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®© PBS:
NaCl 145 mM
NaH2PO42.8 mM
Na2HPO4 3.8 mM
Ajustar pH a 7.2

® Tripsina
Disolver Tmg/mL en dcidos clorhidrico (HCI) 1 mM pH 3, CaCl2 20 mM.
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APENDICE Il

Geles desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Soluciones:

Amortiguador inferior (100 mL):
18.15 g Tris
0.05 g de EDTA
Ajustar pH a 8.8 y filtrar
0.4 g de SDS

Acrilamida 30 % (100mL):
29.2 g de acrilamida

0.8 g de bis-acrilamida

Amortiguador de corrida (1L):
3.02 g de Tris
14.4 g de dlicina
1 g de SDS

Gel separador 12.5% (2)

Agua 3.9 mL
Amortiguador 3 mL

Inferior

Acrilamida 30% SmL

PSA 10% 120 pL
TEMED 4.8 pL

Amortiguador superior:

6.07 g Tris
0.05 g de EDTA

Ajustar pH a 6.8 y filtrar

0.4 g de SDS

PSA 10%:

1 gde PSAen 10 mL de agua

Gel concentrador 4 % (2)

Agua
Amortiguador
Inferior
Acrilamida 30%
PSA 10%

TEMED

4.7 mL
2 mL

1.2mL
80 L
8 uL
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APENDICE Ill

3 Tabla generada por el programa Scaffold Viewer de los resultados del andilisis
por espectrometria de masas de los puntos 1 al 5 de la figura 27A, que

corresponden a las proteinas de unién de Cry2Ab en las BBMVs de M. sexta.

Probability Legend: 01-B... 02-5... 03-B... 04-5... 05-B... 06-5... 07-B... 08-5... 09-B... 10-5...
over 95% .
80% to 94% i
50% to 79% 2| T 2 o = L
e o [=] [=] [=] [=] [=]
20% to 49% ] = = & & & & &
5 T |5 2 o o o o
0% to 19% 2 2 2] 5 5 3 5 5
5 [Bio View: 5 O I A I I O T - IR [
e 5 i = c e =] e =] ae =] e =] e
£ | £ [Identified Proteins (2) & E|E| 3 | & |2 | & |2 |&|a3|&|a]|8&
# | £ | [ncluding 0 Decoys E £ lglslglglzslglslsls8lsl3
[]  non le actin [Manduca sexta] 0i| 28070937 42kDa 9 34
2 | Rechi Full=Actin, le; Flags: Precursor  gi|1703156... 42kDa % 1 3
X Tabla generada por el programa Scaffold Viewer de los resultados del andlisis

por espectrometria de masas de diversas proteinas de unidén a Cry2Ab: dos
proteinas de mas de 250 kDa (figura 24), proteina de 95-130 kDa anclada por
GPI (figura 25) y tres proteinas de menos de 36 kDa (figura 26).

Probabilty Legend: 01-B... 02-5... 03-5... 04-B... 05-B... 06-5... 07-B... 08-5... 09-B... 10-5...
over 95% > B
= &l
80% to 94% EXRES 8 8 8
50% to 79% 2| 2 £ & &
20% to 49% I 2 el 5 |glg| B4 & &
g 5 |&| @ | & | & | & | @ o o
0% to 19% 2 z |2| & Py Py g 3 & | B £ | & &
. c o 5| T - o T + T n T o
5|5 e _ 7 T - B T - - B - I~ - B
= | = [Identified Proteins (8) b B £ @ A g & @ A @ i @ i
# | £[£ lIncluding 0 Decoys g 2 lElzlaglglglgl&|s &g ]<
1 H(+)-transporting ATPase [Mand... gi| 11062 (+1) 68 kDa 54 39 21 35 14 24 6 17 4
2 aminopeptidase 3 [Manduca sexta]gi| 20279109 108 kDa 38 24 5 14 3 8 2
3 ribosomal protein PO [Manduca s... gi| 268306372 34 kDa 22 1 23 3 14
4 aminopeptidase N [Manduca sexta]gi| 4582686 (+1) 107 kDa 1 38 9 3 7 1 1
5 non-muscle actin [Manduca sexta] gi| 28070937 42kDa % 1 6 18 5 4 2
3 Reclame: Full=Membrane alanyl ... gi| 2499901 (+1) 111kDa 29 22 1
7 aminopeptidase N [Manduca sexta]gi| 37780226 90 kDa 16 1 1
8 laccase 1 [Manduca sexta] gi| 26190489 91kDa 3

En ambas tablas, el coédigo de colores mostrado en la esquina superior izquierda
indica la probabilidad de que la proteina identificada sea la correcta. Los
numeros en la tabla representan el niUmero de secuencias de aminodcidos

diferentes que se asocian sélo con la proteina indicada.
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