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1. RESUMEN 

La manera en que las toxinas Cry se insertan en la membrana apical del intestino medio 
de insectos susceptibles, es un tópico que actualmente está siendo estudiado por varios 
grupos de investigación. La toxina debe sufrir cambios estructurales para pasar de un 
ambiente hidrofilico a otro hidrofóbico. Estos cambios pueden ser debidos a alteraciones 
conformacionales y/o a alteraciones que impliquen la ruptura de enlaces peptídicos de la 
toxina. En este trabajo se analizó la estructura de la toxina CrylAb mediante herramientas 
de espectroscopía de fluorescencia. Se exploró la posibilidad de insertar la toxina en 
vesículas artificiales y preparadas a partir de la micro vellosidad apical del insecto 
susceptible, Manduca sexta. Sin embargo, no se encontraron las condiciones 
experimentales para insertar una cantidad suficiente de toxina para su posterior análisis 
estructural como proteína de membrana. 

La protoxina tiene que ser activada a toxina por las proteasas presentes en el intestino 
medio, siendo este un paso indispensable para la inserción de las toxinas Cry. A pesar de 
esto, no existe un consenso acerca de la mejor manera de activar las toxinas Cry l A. En el 
presente trabajo se analizó el procesamiento in vitro e in vivo de la toxina CrylAb con las 
proteasas del jugo gástrico de Manduca sexta y Spodoptera ji1/giperda y se comparó con el 
obtenido in vitro con tri psi na. Encontramos que la proteólisis moderada con el jugo 
gástrico de M. sexta, produjo toxina cinco veces más activa en formación de poro que la 
digerida con tripsina. La digestión con tripsina generó un fragmento de 62 kDa. En 
contraste, las proteasas del jugo gástrico producen dos cortes adicionales en el extremo N
terminal, removiendo las hélices al y a2a para producir una proteína de 58 kDa. Un corte 
posterior dentro del dominio II divide a la toxina en dos fragmentos de 30 kDa, los cuales 
permanecen asociados. En ensayos de formación de poro observamos que la toxina más 
activa fue la que perdió la hélice al. Por otro lado, la aparición de los fragmentos de 30 
kDa correlacionó con una disminución en la formación de poro y en la actividad 
insecticida. Nuestros resultados sugieren que el corte en el dominio II podría estar 
involucrado en la inactivación de la toxina y que los fragmentos de 30 kDa son 
intermediarios estables en la ruta de degradación. 

Por otro lado, encontramos que las vesículas de la microvellosidad apical que contienen 
el receptor, también contienen proteasas asociadas a la membrana que son capaces de 
procesar correctamente a la protoxina, capacitándola para la inserción y formación de poro. 
De esta manera, finalizamos el trabajo describiendo las mejores condiciones de activación 
que nos permitirán realizar, en un futuro, los estudios estructurales sobre los cambios que 
ocurren al insertarse la toxina en membranas. 

7 
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la.SUMMARY 

The biochemical events that make possible the insertion of Cry toxins in the midgut 
brush border membrane of susceptible insects, is currently being studied by several 
research groups. In order to switch trom a hydrophilic to a hydrophobic environment, Cry 
toxin has to suffer structural changes. These changes might be due to alterations in 
conformation of sorne or all of the protein and/or peptide bond cleavages. In this work we 
analyzed the structure ofthe CrylAb toxin with fluorescent spectroscopy tools. Insertion of 
the toxin into artificial and Manduca sexta brush border membrane vesicles was accessed. 
However, we did not find the experimental conditions to insert an enough amount of toxin 
for the following structural analysis as a membrane protein. 

Protoxin must be activated to toxin by midgut proteases. Activation is a key step for the 
final insertion of toxin into membrane. Nevertheless, currently, there is not a consensus 
about the better way to activate Cry I A protoxins. Here, we analyzed the Cry I Ab in vi/ro 
and in vivo processing with the midgut proteases of Manduca sexta and Spodoptera 
ji7.lgiperda as compared with that obtained with trypsin. Moderated proteolysis with midgut 
juice of M. sexta did produce a five-fold more active toxin than trypsin, as determined in 
pore formation assays. Trypsin generated a 62 kDa fragment. In contrast, midgut proteases 
produced two additional nicks at the N-terminal end removing helices al and a2a to 
produce a 58 kDa protein. A further cleavage within domain II splits the toxin into two 
fragments of 30 kDa that remain each other associated. In pore formation assays the most 
active toxin was that that has loosen the al helix. In contrast, the appearance of the 30 kDa 
fragments correlates with a decrease in pore formation and insecticidal activities. Our 
results suggest that the cleavage in domain II may be involved in toxin inactivation and that 
the 30 kDa fragments are stable intermediates in the degradation pathway. 

On the other hand, we found that receptor-bearing brush border membrane vesicles al so 
contain membrane-associated proteases, which are able to process the protoxin producing a 
toxin that inserts into the membrane and form ionic pores. In this way, we describe the best 
activating conditions that would be relevant for the future studies on the structural changes 
that the toxin suffer when is in the membrane-inserted state. 

8 
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2. INTRODUCCION 

2.1 Generalidades de Bacillus thuringiensis 

Bacillus lhuringiensis (Bl) es una bacteria Gram-positiva distribuida en todo el mundo 

(Martin and Travers, 1989), cuya característica más notable es que durante la fase de 

esporulación produce inclusiones cristalinas parasporales (Fig. 3a, Whiteley and Schnepf, 

1986). Se ha estimado que más del 30% de la proteína celular está contenida en estas 

inclusiones (Dean, 1984), las cuales están compuestas por proteínas con actividad 

insecticida que han sido denominadas proteínas insecticidas cristalinas (ICP's, por sus 

siglas en Inglés) ó 8-endotoxinas. Existen dos superfamilias de 8-endotoxinas, a saber, las 

proteínas Cry y las proteínas Cyt (Knowles, 1994). Las proteínas Cry son especie 

específicas y se han utilizado desde la década de los sesenta como bioinsecticidas 

comerciales contra larvas de insectos que afectan la agricultura y áreas forestales, así como 

para el control de insectos vectores de patógenos para el ser humano (Guillet el al., 1990; 

Feitelson el al., 1992; Evans, 1997; Das and Amalraj, 1997). 

Powell (1993) estimó que el 2% del mercado mundial de pesticidas es satisfecho con 

biopesticidas. Dentro de ese mercado Bl dominaba el 95% de las ventas (Feitelson el al., 

1992). Varios han sido los factores que han hecho posible su éxito en la agricultura. El 

más importante de ellos es el estrecho rango de huésped y su inocuidad para mamíferos, 

otros vertebrados, plantas e inclusive otros insectos benéficos (Dean, 1984; Whiteley and 

Schnepf, 1986). Sólo existe un ejemplo de generación de resistencia a Bl en campo 

(Tabashnik el al., 1990). Esto se debe a que los tiempos de permanencia de las proteínas 

Cry en el ambiente son muy cortos (Lüthy, 1986; Aronson el al., 1986; Pusztai el al., 1991; 

Sanchis el al., 1999), por lo que la presión de selección es muy baja. En este sentido, Bl ha 

sido utilizado como una alternativa "verde" para el manejO de plagas agricolas. 

Paradójicamente, las ventajas que Bl ofrece, también se convierten en importantes 

desventajas para su uso comercial (Knowles, 1994). El estrecho rango de huésped hace que 

no se cuente con toxinas para cada plaga que afecta la actividad humana. El reducido 

tiempo de permanencia en el ambiente hace necesario un profundo conocimiento de la 

biología y cmnportamiento de la plaga que se quiere controlar ya que una toxina puede ser 

activa para un estadío larvario, pero disminuir o incluso no ser tóxica para los siguientes 

9 



• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

(Ali el al., 1996; Rausell el al., 2000). Por lo tanto, los tiempos y formas de aplicación 

deben ser cuidadosamente seleccionados. Por último, existe el riesgo del desarrollo de 

resistencias por el incremento en el uso de BI, como aspersiones de cristales y sobre todo en 

plantas transgénicas que expresen constitutivamente una o varias toxinas Cry (Estruch el 

al., 1997). Esto podria sustituir gradualmente las poblaciones sensibles por otras resistentes 

(Frutos el al., 1999), con lo cual no sólo se vería reducida la efectividad del bioinsecticida, 

sino que se reduciría la variabilidad genética de las poblaciones de insectos. En este 

sentido, una parte de la investigación se ha dirigido a: 

1) La búsqueda de cepas con nuevas especificidades o incluso con actividades 

redundantes (Lüthy, 1986; Bravo el al., 1998), éstas últimas para aumentar el 

arsenal disponible de toxinas para evitar o en su caso manejar las resistencias; 

2) El estudio del mecanismo de acción de las toxinas sobre sus insectos blanco 

(Knowles, 1994); 

3) El estudio de los mecanismos de resistencia (Tabashnik el al., 1990; Van Rie el al., 

1990; Oppert el al., 1997; Pietrantonio and Gill, 1996); 

4) El diseño de estrategias racionales para la aplicación de las biotecnologías 

desarrolladas a partir de BI (McGaughey and Whalton, 1992; Gould el al., 1997; 

Sanchis el al., 1999; Tabashnik el al., 2000; Tang el al., 2001); 

5) El impacto ecológico por el uso de estas tecnologías (Sanchis el al., 1999; Schuler 

el al., 1999; Hilbeck el al., 1999; Hail, 2000; Agrawal, 2000); entre otros. 

A medida que se ha avanzado en el conocimiento de la biología de Bl, se ha descubierto 

que algunas cepas también producen otras proteínas tóxicas. Tal es el caso de las 0-

endotoxinas Cyt que en BI var. israelensis forman parte de las inclusiones cristalinas y que 

son hemolíticas in vitro (Thomas and Ellar, 1983); de las proteínas insecticidas de la fase 

vegetativa (VIP, por sus siglas en Inglés) que son secretadas al ambiente (Estruch el al., 

1996; Yu el al., 1997) y aunque a la fecha se sabe poco sobre sus efectos en otros 

organismos, estas proteínas podrían resultar en una nueva alternativa para el control de 

algunos insectos (Estruch el al" 1996); de las enterotoxinas (Siegel, 2001) Y las u- y ~

exotoxinas (Dulmage, 1978; Vanková, 1978) que por ser tóxicas a mamíferos representan 
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Dado que el interés de este trabajo está centrado en las toxinas Cry, en lo subsiguiente 

nos referiremos casi exclusivamente a ellas. 

2.2 Clasificación de las toxinas Cry 

A partir de que se clonó y secuenció el primer gen de una 8-endotoxina (Schnepf and 

Whiteley, 1981) se han clonado y caracterizado muchos otros genes C1)J. El crecimiento de 

la base de datos ha sido constante y continúa en ascenso. Por este motivo, los programas de 

búsqueda de nuevos genes cry siguen siendo extensivos (Bravo el al .. 1998; Iríarte el al., 

1998; Kim, 2000). Hasta el 8 de febrero de 200 l han sido registrados 185 genes. 

El anterior sistema de clasificación ponderaba el espectro de actividad de las 8-

endotoxinas y su homología a nivel de secuencia de aminoácidos, deducida a partir de las 

secuencias de sus genes respectivos (H6fte and Whiteley, 1989). En esta clasificación, las 

toxinas Cry se sistematizaron en cuatro grupos: Cryl, con actividad contra lepidópteros, 

Cryll con actividad dual contra lepidópteros y dípteros, CryIlI con actividad contra 

coleópteros y finalmente CryIV contra dípteros. Sin embargo, en este esquema aparecieron 

inconsistencias debido a los intentos de acomodar toxinas altamente homólogas con otras 

previamente conocidas pero con espectros insecticidas distintos (Críckmore el al .. 1998). 

La clasificación vigente de las toxinas Cry (Crickmore el al., 1998) se basa únicamente 

en la organización de las secuencias deducidas de aminoácidos en un árbol filogenético 

(Fig. 1). La nomenclatura es jerárquica y se definieron cuatro categorías de acuerdo al 

porcentaje de identidad entre las secuencias. En este sistema se conservó el mnemónico 

Cry y en la primera categoría se cambiaron los números romanos por arábigos, los cuales 

permiten diferenciar toxinas con menos del 45% de identidad. Proteínas con la misma 

categoría primaria frecuentemente afectan el mismo orden de insectos. Existen 

excepciones, las toxinas CrylB y Cryll, que a diferencia del resto de las toxinas Cryl, 

tienen actividades duales contra coleópteros o dípteros, respectivamente (Bradley el al., 

1995; Kim, 2000). La segunda categoría se denota con una letra mayúscula que distingue 

entre secuencias que tienen entre 45 y 78% de identidad. La tercera categoría es designada 

con una letra minúscula y las toxinas que comparten esta categoría muestran entre 78 y 

podrían tener potencias alteradas y/o distintos blancos dentro de un mismo orden. 
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Figüi'a 1. Arbol filogenético d.e las toxinas Cry. Las líneas verticales deiilarcan las cuatfü 
categorías utilizadas para la nueva clasificación de las proteínas Cry. Tomado de Críckmore 
el al., 2000. 
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Figura 2. Análisis de genes el)'. a) Número de genes que codifican para toxinas con 
actividad insecticida contra: L, lepidópteros; Du, actividad dual contra lepidópteros y 
dípteros o lepidópteros y coleópteros; O, dípteros; N, nemátodos; O, Otros. b) Año de 
descubrimiento de actividad contra los diferentes ordenes o phyla (modificado de 
Feiieison, i 993). 
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Finalmente, con el objeto de diferenciar aquellas toxinas que tienen identidades de entre 95 

y 100%, se asignó una última categoria que implica unas cuantas mutaciones puntuales 

dentro de un mismo gen o inclusive toxinas idénticas que presentan diferencias en la 

secuencia nucleotídica. La base de datos de El puede ser consultada libremente en la 

siguiente dirección de interne!: http://epunix.biols.susx.ac.uk/Home/Neil Crickmore/BtI. 

El comité de nomenclatura de las 8-endotoxinas de El (Crickmore el al., 200 1) actualiza 

constantemente esta base de datos y los 185 genes reportados se agrupan en 88 holotipos y 

32 categorías primarias. Más del 50% de los genes cry reportados codifican para toxinas 

activas contra lepidópteros (Fig. 2a). Sin embargo, se han aislado genes C1J' que codifican 

para 8-endotoxinas activas contra insectos de los ordenes Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, 

Himenoptera, Homoptera, y Mallophaga, así como para otros organismos no insectos tales 

como ácaros, nemátodos y platihelmintos (Edwards el al., 1988; Beegle and Yamamoto, 

1992; Payne el al., 1993; Feitelson, 1993). La Figura 2b muestra gráficamente un análisis 

histórico del descubrimiento de toxinas de El con especificidad para diferentes organismos 

blanco. 

2.3 Mecanismo de acción 

Las proteínas Cry son sintetizadas, durante la esporulación, como protoxinas que 

cristalizan formando inclusiones de hasta l ¡.1m de longitud (Fig. 3a, Bechtel and Bulla, 

1976; Grochulski el al., 1995). Cuando un organismo susceptible ingiere los cristales, éstos 

son solubilizados (Fig. 3b) en el ambiente del intestino medio que en el caso de 

lepidópteros y dípteros es alcalino y reductor (Dow, 1992). La protoxina soluble es 

activada mediante digestión proteo lítica (Fig. 3c). Se presume que las proteasas digestivas 

que se encuentran en el jugo gástrico del intestino medio son las responsables del 

procesamiento que remueve una pequeña región en el extremo N-terminal (29-58 residuos), 

así como la mitad de la proteína desde el extremo C-terminal. La toxina activa se une tanto 

a la membrana peritrófica como a receptores encontrados en las microvellosidades de las 

células del epitelio intestinal (Fig. 3d, Bravo el al., 1992). Esta última interacción es muy 

específica, las constantes de afinidad de diferentes toxinas por proteínas presentes en 

UH:fübranas del intestinü nledio de difen:ntcs insectos es del orden nanomolar. Este dato se 

ve reflejado en que para observar un aumento en la permeabilidad de membranas que 
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a) Producción del 
cristal y esporulación 

f) Inserción, oligomerización y 
formación del poro 

b) Ingestión y 
solubilización 

e) Cambio 
conformacional 

c) Activación 
proteolítica 

d) Unión al receptor 

Figura 3. Mecanismo de aCClon de las toxinas ery. a) Bacillus thuringiensis 
produce las inclusiones cristalinas durante la fase de esporulación. b) Una vez 
ingeridos por un insecto susceptible, los cristales son solubilizados en el ambiente 
alcalino y reductor del intestino medio, c) la protoxina es activada mediante digestión 
por las proteasas del insecto, d) la toxina se une a los receptores localizados en la 
microvellosidad apical del intestino medio, e) esto podria inducir cambios 
conformacionales que llevan a la toxina hasta un estado competente para la inserción 
y f) una vez insertada, la toxina genera poros iónicos que permiten el paso de iones y 
agua hacia el interior de la célula, lo que eventualmente termina en lisis y muerte del 
insecto (modificado de De Maagd el al., 2001). 
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contienen receptor, se requieren concentraciones nanomolares de toxina (Lorence et al., 

1995). 

Las proteínas que se han propuesto como posibles receptores de una o más de las 

toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc y CrylC son la aminopeptidasa N (APN) Y una proteína 

de la familia de las cadherinas (cadherina E). Las APN de M. sexta (Sangadala et al., 1994; 

Knight et al., 1994; Denolf et al., 1997), Heliothis viresces (Gill et al., 1995; Luo et al., 

1997a), Lymantria dispar (Valaitis et al., 1995), Plutella x)'/ostella (Denolf et al., 1997) y 

Bomb)'x mori (Yaio et al., 1997) y las cadherinas E de M. sexta (Valadmudi et al., 1995), y 

de B. mori (Nagamatsu et al., 1998) han sido purificadas y caracterizadas. Se desconoce 

cuál es el papel del receptor en la actividad insecticida de las toxinas Cry. Se ha sugerido 

que podria participar aumentando la concentración local de toxina en la vecindad de la 

membrana, facilitando la inserción (Pietrantonio and Gill, 1996). En el caso de las 

proteínas parecidas a la cadherina E se propuso que la toxicidad podria estar mediada por 

un evento de señalización que termina en la muerte apoptótica de las células del epitelio 

intestinal (Keeton and Bulla, 1997). Para determinar el papel del receptor en la 

intoxicación por proteínas Cry, se han realizado experimentos de expresión tanto de la 

aminopeptidasa N como la cadherina E en sistemas heterólogos. Las APN de M. sexta y 

Epiphyas postvittana se expresaron en la línea celular Sf9 de S. fi-ugiperda (Denolf et al., 

1997; Simpson and Newcomb, 2000). Por otra parte, la cadherina E de M. sexta se expresó 

en las líneas de humano COS-7 y HEK-293 (Vadlamudi et al. 1995) y en las líneas de 

insecto Sf21 (Keeton and Bulla, 1997). Aun cuando las células expresaron estas proteínas 

en su superficie, en todos estos experimentos, ni la APN ni la cadherina E fueron capaces 

de volver sensibles a las líneas celulares al efecto de la toxina. La cadherina E de B. mori es 

el único receptor que, expresado en células Sf9, resultó en una mayor sensibilidad de estas 

células a la toxina Cry l Aa (Nagamatsu et al., 1999). 

No se sabe cuál es el papel del receptor en la inserción de la toxina a la membrana. Se 

piensa que ésta debe sufrir grandes cambios conformacionales antes de que pase de un 

ambiente hidrofilico a un ambiente hidrofóbico (Fig. 3e). Es posible que la interacción 

toxina-receptor dispare este cambio conformacional en la toxina, llevándola a un estado 

competente para la inserción (Pietrantonio and Gill, 1996), aun cuando también se ha 

postulado que el ambiente alcalino y/o la activación proteolítica podrían estar involucrados 
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en este fenómeno. Sea cual fuere la participación del receptor, se cree que in vivo juega un 

papel estrictamente necesario para la subsiguiente penetración en la membrana, debido a 

que en ausencia de receptor y a concentraciones fisiológicas, las toxinas Cry no son capaces 

de insertarse espontáneamente en membranas naturales (Knowles, 1994). 

La inserción es irreversible y aun cuando no se conoce la forma en que ocurre, se han 

postulado dos modelos que han centrado su atención en la estructura del dominio formador 

del poro (véase la sección 2.4). Lo que resulta incuestionable en el modo de acción de las 

toxinas Cry, es que generan poros iónicos (Fig. 3i) muy grandes con diámetro interior de 6-

10 A (Knowles and Ellar, 1987) y conductancias de 40-800 pS (von Tersch el al., 1994). 

Son poros poco selectivos que provocan la entrada, principalmente de K+, con la 

consiguiente despolarización de la membrana. Además, como consecuencia de la entrada 

osmótica de agua, la célula se hincha y eventualmente muere por lisis (Knowles and Ellar, 

1987). Los primeros síntomas de la intoxicación son la casi inmediata parálisis de la 

motilidad intestinal y la detención de ingesta. Después de uno o dos días, una vez que la 

barrera impuesta por el intestino ha sido superada, las esporas germinan en el ambiente 

altamente nutritivo del hemocele y el insecto muere por inanición y septicemia. 

2.4 Estructura de las toxinas Cry 

La mayoria de las toxinas Cry tienen 5 bloques altamente conservados (Fig. 4). 

Basándose en ésto, H6fte and Whiteley (1989) propusieron que la estructura tridimensional 

de las proteínas Cry debería de ser conservada y que las toxinas Cry tienen mecanismos de 

acción semejantes. Esto fue corroborado con la solución de las estructuras de las toxinas 

Cry3Aa (Fig. 5a, Li el al., 1991) Y Cry l Aa (Fig. 5b, Grochulski el al., 1995). La obtención 

de estas estructuras ha representado uno de los avances más significativos en el 

entendimiento del mecanismo de acción de las Ií-endotoxinas de Bl. Las estructuras 

primarias de las toxinas Cry3Aa y CrylAa son 36% idénticas, sin embargo, a nivel de 

estructura terciaria se encontró un sorprendente parecido entre ellas (Grochulski el al., 

1995). Ambas son proteínas globulares conformadas por tres dominios y los dominios 

correspondientes muestran el mismo plegamiento topológico. La similitud estructural no se 

encuentra distribuida uniformemente a 10 largo de la proteína, sino que varía entre 

dominios. Mediante la comparación filogenética se ha sugerido que los dominios 1 y II 
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Figura 4. Estructura primaria de las toxinas Cry. Longitudes relativas de las 
protoxinas Cry y posición de los cinco bloques conservados. Las posiciones de los 
tres dominios de las toxinas Cry 1 A activadas son señaladas. La región C-terminal y 
un pequeño fragmento de la N-terminal son digeridos por las proteasas del jugo 
gástrico durante el proceso de activación (Tomado de De Maagd el al., 2001). 
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1 

Figura 5. Estructura de las toxinas Cry. a) Cry3A, b) CrylAa, c) CrylAa, vista desde arriba. Imágenes generadas 
en InsightII a partir de los archivos PDB correspondientes. El dominio 1 se dibuja en azul, dominio n en rojo y 
dominio nI en verde. El dominio 1 está formado por 7 hélices a. en un ramillete en el que la hélice 0.5 se encuentra en 
el centro (c). Este dominio está involucrado en la inserción y formación del poro. Los dominios n y nI están 
formados por hojas plegadas ~ y están implicados en la especificidad de las toxinas Cry. Las asas en la parte inferior 
del dominio n reconocen al receptor. El intercambio del dominio nI entre toxinas Cry con diferentes especificidades, 
provoca intercambios de especificidad. 
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coevolucionaron, mientras que el dominio 1lI evolucionó independientemente (Bravo, 

1997). 

El dominio 1 está constituido por siete hélices a antiparalelas y anfipáticas. Seis de 

estas hélices fonnan un ramillete que rodea a la hélice a5 (Fig. 5c), la cual corresponde a la 

primera de las 5 regiones conservadas. Exceptuando las hélices al, a2a y a2b, las 

restantes hélices a tienen una longitud de más de 30Á, por lo cual son de tamaño suficiente 

para atravesar la membrana. Este mismo patrón se encuentra, con sus respectivas 

particularidades, en los dominios fonnadores de poro de la Colicina A y de la toxina 

diftérica (Parker and Pattus, 1993; Choe el al., 1992; Grochulski el al., 1995). Estos datos 

estructurales sugieren que el dominio 1 es el responsable de la fonnación del poro. En 

apoyo a esto, se reportó que a altas concentraciones, las toxinas Cry (Walters el al., 1993; 

von Tersch el al., 1994), el dominio 1 (Grochulski el al., 1995) e inclusive péptidos de la 

hélice a5 (Cummings el al., 1994; Gazit el al., 1994) generan poros en ausencia de 

receptor, cuando se prueban con bicapas lipídicas artificiales. Sin embargo, estos poros son 

diferentes en tamaño y cinética a los fonnados con membranas que contienen el receptor 

(Knowles el al., 1994). Recientemente, se mostró que la sustitución de ocho residuos de la 

hélice a7 por los residuos 311-319 del fragmento B de la toxina diftérica, aumenta la 

toxicidad de Cry 1 Ac contra Helicovelpa armigera y produce canales de mayor 

conductancia que la toxina silvestre en bicapas artificiales (Chandra el al., 1999), por lo que 

se propone que esta hélice a está directamente involucrada en la fonnación del poro. 

Se han propuesto modelos de inserción de las toxinas Cry en las membranas. El modelo 

de sombrilla (Fig. 6a) propone que las hélices a4 y a5 penetran la bicapa, mientras que las 

demás se mantienen paralelas a la superficie de la membrana (Li el al., 1991). El modelo de 

abrecartas (Fig. 6b), implica la inserción de las hélices a5 y a6 a la membrana, sin ningún 

reordenamiento estructural de las demás hélices (Hodgman and Ellar, 1990). Recientemente 

se ha propuesto un tercer modelo que implica la inserción de toda la toxina a la membrana, 

exceptuando la hélice al (Aronson and Shai, 2001). Actualmente, el modelo de sombrilla 

es el que tiene más soporte experimental. Se ha observado que las hélices a4 y a5 no 

soportan cambios fácilmente, debido a que la toxina pierde su actividad (Wu and Aronson, 

1992). El análisis de la estructura cristalográfica ha demostrado que a4 segrega los residuos 
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a b 

Figura 6. Modelos de inserción de las toxinas Cry en la microvellosidad apical 
del intestino medio. Las hélices a están numeradas a partir del N-terminal. El 
receptor se indica como R. a) Modelo de sombrilla (Li el al., 1991). Las hélices a4 y 
aS se insertan mientras que las hélices restantes se mantienen sobre la superficie de la 
membrana. b) Modelo de abrecartas (Hodgman and Ellar, 1990). Las hélices aS y a6 
se insertan a la membrana sin mayor reordenamiento estructural de las demás hélices. 
(Modificado de Knowles, 1994). 
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con carga en una cara de la hélice. Se ha sugerido que la cara con residuos cargados de a4 

se orienta hacia el lumen del poro, mientras que la hélice a5 podría estar en contacto con la 

membrana (Aronson el al., 1999; Masson el al., 1999). También se ha propuesto que la 

hélice a5 podria participar en la oligomerización. Sin embargo, esto último es controversial 

debido a que la mutante H 168R, siendo tres veces más tóxica que la silvestre, no forma 

oligómeros cuando es incubada con VMV A (Aronson el al., 1999). Mediante una 

estrategia de complementación de función entre dos mutantes de CrylAb, afectadas en 

diferentes pasos en el mecanismo de acción (una afectada en formación de poro y la otra en 

unión al receptor), quedó bien establecido que los monómeros de Cry l Ab son capaces de 

interactuar unos con otros para formar poros funcionales y recuperar la toxicidad (Soberón 

el al., 2000). Sería interesante determinar el mecanismo de oligomerización, las regiones 

implicadas, así como el número de moléculas de toxina por poro. Se tiene evidencia de que 

la formación del poro requiere el desdoblamiento de la interfase entre los dominios 1 y lI, 

en la que se encuentran 4 de los 16 puentes salinos existentes en la toxina, como fue 

observado mediante experimentos de restricción del movimiento, a través de formación de 

puentes disulfuro por ingeniería genética, que impide la separación de la hélice a7 del 

dominio l y la hoja pI b del dominio II (Schwartz et al, 1997a). 

El dominio menos conservado en secuencia y estructura terciaria entre las dos toxinas 

cristalizadas es el dominio lI. Este dominio está formado por tres láminas plegadas p y por 

tres asas. Las dos primeras láminas plegadas p están formadas por cuatro hojas P 

antiparalelas, mientras que la última sólo tiene 3 hojas P y dos pequeñas hélices 

a (Grochulski el al., 1995). En las asas de estas láminas P se observa la mayor diferencia 

estructural. En basc a estudios de mutagénesis dirigida (Lu el al., 1994; Smith and Ellar, 

1994), se ha propuesto que el dominio" juega un papel fundamental en la especificidad de 

la toxina, donde las asas interaccionan con el receptor localizado en las microvellosidades 

de las células epiteliales del intestino medio (Grochulski el al., 1995; Rajamohan el al., 

1996; Jurat-Fuentes and Adang, 2001). La interfase entre los dominios l y " está formada 

por contacto entre la parte N-terminal de la hélice a7 (segunda región conservada) y el asa 

formada entre a6-a7 (dominio 1) con plb-asa-a8 (dominio lI). En contraste, las caras 

externas de las láminas PI a y p2 están expuestas al solvente. Como se mencionó, en esta 
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interfase se encuentran 4 de los 16 puentes salinos existentes en la proteína. Esta 

interacción podria jugar un papel en la estabilización de la estructura de la toxina activa 

(Grochulski el al., 1995). Además, si estas interacciones resultaran debilitadas por la unión 

de la toxina con el receptor o por la presencia de la membrana plasmática, los dos dominios 

podrían alejarse uno de otro y esta separación podria ser importante al comienzo del 

proceso de inserción (Grochulski el al., 1995; Schwartz el al., l 997a). 

El dominio III se forma por dos láminas plegadas ~ antiparalelas formando un 

sándwich. La lámina exterior es accesible al solvente, mientras que la interior se encuentra 

de cara a los otros dos dominios. Dos asas que se extienden desde el cuerpo principal del 

dominio lll, forman parte de la interfase en la interacción con las hélices a6 y a7 del 

dominio 1. Se ha propuesto que este dominio protege a la toxina de la acción proteo lítica de 

las enzimas digestivas (Li el al., 1991) Y que la interacción entre los dominios 1 y III es 

importante para la estabilidad e integridad de la protoxina (Nishimoto el al., 1994). Sin 

embargo, se han encontrado diversas mutantes en el resto de la proteína que también tienen 

efecto sobre la estabilidad (Alcantara el al., 2001). Más significativamente, se han 

encontrado evidencias de que el dominio 111 está involucrado en la especificidad de la 

toxina ya que el intercambio del dominio 111 entre diferentes toxinas provocó un 

intercambio en su especificidad (Bosch el al., 1994; Masson el al., 1994; Lee el al., 1995). 

Por medio de mutagénesis sitio-dirigida e intercambio de fragmentos por recombinación in 

vivo entre las toxinas Cry l E y Cry l C, se han encontrado bloques del dominio I1I, e 

inclusive residuos sencillos dentro de estos bloques, que son estrictamente necesarios para 

la toxicidad de Cry l C contra S. exigua (de Maagd el al., 1999). 

La toxina CrylAc es un caso especial dentro de las toxinas Cry. Es la única en que se 

ha descrito una interacción con el receptor APN en la que participa un componente 

carbohidrato que contiene residuos de N-acetilglucosamina. El sitio de unión a este azúcar 

se encuentra en el dominio III y los residuos N506, Q509 y Y513 están implicados en la 

interacción de la toxina Cry l Ac con el azúcar (Burton et al., 1999). 

Por otra parte, se ha propuesto que una región rica en argininas, dentro de ~ 17 que 

forma parte del cuarto bloque conservado, podría funcionar como sensor de voltaje (Chen 

el al., 1993). En un reporte posterior se demostró que en bicapas artificiales ias 

conductancias de las mutantes R521 y R527 de Cry l Aa disminuyeron y que la probabilidad 
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de apertura de estas mutantes presenta una dependencia de voltaje diferente a la silvestre. 

(Schwartz el al., 1997b). 

A pesar de que se conoce su estructura tridimensional, la forma en que las toxinas Cry 

se insertan, y su estructura como proteína de membrana, apenas comienza a estudiarse. Los 

únicos datos publicados sobre este tópico han sido obtenidos mediante 1) el uso de péptidos 

sintéticos y su interacción con membranas artificiales (Gazit et al., 1998) y 2) mediante la 

restricción covalente del movimiento de las hélices a del dominio 1 (Schwartz et al., 

l 997a). En estos estudios se propone que las hélices a4 y aS penetran la membrana, 

mientras que las restantes se mantienen perpendiculares a las dos primeras y que la 

actividad de formación de poro depende de la flexibilidad en el movimiento de las hélices y 

de la disolución de la interfase entre los dominios l y 1I (Schwartz et al., 1997a). 

En este trabajo nos interesa conocer cuáles son las modificaciones estructurales que 

sufren las toxinas Cry de Bacillus Ihuringiensis, para llegar a ser proteínas integrales de 

membrana. Estos cambios en estructura pueden ser debidos a alteraciones 

conformacionales o a alteraciones que impliquen la ruptura de enlaces peptídicos de la 

toxina, por lo que aquí se plantearon los siguientes ohjetivos: 
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3. OBJETIVOS 

1. Analizar los cambios conformacionales de la toxina CrylAb insertada en 

membranas. 

11. Analizar el proceso de activación in vitro e in vivo por digestión proteo lítica de la 

toxina Cry 1 Ab. 

Para abordar el primer objetivo, nos planteamos comparar la estructura de la toxina 

Cry 1 Ab en fase acuosa e insertada en membranas artificiales y naturales, mediante el uso 

de herramientas de espectroscopía de fluorescencia. 

En el segundo objetivo, nos interesó encontrar la mejor condición de activación de la 

toxina Cry 1 Ab. Para ello, estudiamos el procesamiento proteo lítico de la protoxina con 

tripsina y con jugo gástrico del intestino medio de larvas de Manduca sexta y Spodoptera 

ji'ugiperda, las cuales son susceptibles y tolerantes, respectivamente, a la actividad 

insecticida de esta proteína. 
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4. MATERIALES y METO DOS 

4.1 Purificación de la Ii-endotoxina Cryl Ab 

Los cristales de CrylAb fueron producidos en la cepa acristalífera Bt407cry

transformada con el plásmido pHT315 (Arantes and Lereclus, 1991) conteniendo el gen 

crylAb (pHT315-IAb). La cepa transformante fue cultivada por 3 días a 29°C en medio de 

esporulación HCT (Lereclus et al., 1995) conteniendo eritromicina, 10 ¡.tg/ml. Una vez que 

la esporulación fue completa, los cristales fueron purificados por gradientes de sacarosa 

(Thomas and Ellar, 1983b). Los cristales fueron solubilizados en NazCO) 50 mM, pH 10.5, 

~-mercaptoethanol 0.2% a 37°C por 2 h (Fig. 7). 

La protoxina (20 ¡.tg) fue digerida con tripsina (37°C) o con jugo gástrico de M. sexta o 

de S. ji-ugiperda (30°C), a diferentes relaciones de proteasa/protoxina por 2 o 13 h. La 

digestión fue detenida con tluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) I mM. Las muestras 

fueron centrifugadas a 16,000 x g por 10 minutos y la toxina, contenida en el sobrenadante, 

fue cosechada. La concentración de proteína fue determinada con el reactivo de Bio-Rad 

(Bio-Rad Labs. Hercules, CA), utilizando seroalbúmina de bovino (BSA) como proteína de 

referencia. 

Para el procesamiento in vivo de Cry I Ab, las larvas de quinto instar de M. sexta fueron 

forzadas a ingerir 10 ¡.tg de protoxina. A diferentes tiempos post-ingestión, el intestino 

medio fue disectado y la fracción soluble y el material sólido del bolo alimenticio fueron 

separados por centrifugación. Las muestras se separaron en un gel de dodecil sulfato de 

sodio-poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE 10%), y la proteína fue transferida a una 

membrana de nitrocelulosa e inmunodetectada con un anticuerpo policlonal anti-CrylA 

(1110,000) (Bravo et al .. 1992). 

4.2 Obtención de mutantes de lisina de la toxina CrylAb. 

La mutagénesis conservativa para remover secuencialmente cada uno de los tres 

residuos de lisina de Cry I Ab, fue realizada con un método de mutagénesis sitio-dirigida 

por extensión de fragmentos traslapados, obtenidos por PCR mediante el uso de 

oli2:onucleótidos muta2:énicos (Tabla Il. como se reoortó oreviamente (Meza el al 1996) ...... ......' - • •• • 0: •• 

Como templete, se utilizó un fragmento EcoRV de 847 pb del gen clylAb clonado en el 
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-
Figura 7. Preparación de la toxina CrylAb. Los cristales aislados por gradiente de 
sacarosa fueron solubilizados en NalCO) 50 mM, pH l 0.5, ~-mercaptoethanol 0.2% a 
37°C por 2 h. El pH del solubilizado fue ajustado a 8.5 con Tris-HCI 1M y se 
adicionó tripsina l/50 (w/w). La digestión se realizó a 37°C y después de 2 h, se 
adicionó PMSF a concentración final de 1 mM. Los productos de digestión fueron 
purificados por cromatografia de intercambio iónico en una columna HiTrap Q de 1 
mI. Cada uno de estos pasos fue monitoreado mediante SDS-PAGE. Carriles: 1) 
Solubilizado, 2) Procesado con tripsina, 3) Proteína purificada por intercambio iónico, 
M) Marcadores de peso molecular. La flecha señala la posición de la toxina y la punta 
de flecha la de la protoxina. 
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Tabla l. Oligonucleótidos mutagénicos que se utilizaron para la 
mutagénesis conservativa para remover los residuos de lisina de 
la toxina Cry I Ab. 

Nombre Secuencia" 

K403R.20 5'- TATACAGAAQAGCGGAACG 

K478R.26 5'- CCTTTAACAAQATCTACTAATCTTGG 

K478R(c).26 5'- CCAAGATTAGTAGAT~TTGTTAAAGG 

K490R(c).22 5'- CTGGTCCT~TAACGACAGAAGT 

T3.24 5'- GCGCGAAATTAACCCTCACTAAAG 

T7.24 5'- CGCGCGTAATACGACTCACTATAG 

" Las bases subrayadas muestran el cambio en el codón de lisina 
por el de arginina. 
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plásmido pSK. Los productos mutagénicos fueron clonados en los sitios BamHI y HindlIl 

de pSK y secuenciados en doble cadena. Los fragmentos mutantes fueron digeridos con 

S{uI y subclonados en el plásmido pHT315 conteniendo un gen clylAb, al eual 

previamcnte se le removió el fragmento SfuI. El gen así regenerado fue electroporado en la 

cepa acristalífera Bt407cl)'- y seleccionado en placas de LB eritromicina 10 ¡.tg/ml. Las 

transformantes fueron analizadas por su capacidad para formar cristal. Además se analizó 

la solubilización, procesamiento con tripsina y actividad de los cristales en bioensayos 

contra larvas de primer instar de M. sexta. 

4.3 Marcaje fluorescente 

La toxina CrylAb y las mutantes de lisina fueron purificadas por cromatografía de 

intercambio iónico y marcadas con fluoresceína isotiocianato (FITC, Molecular Probes, 

Eugene, OR) en amortiguador de boratos 50 mM, pH 9, en oscuridad y a temperatura 

ambiente por 16 h. La FITC no unida fue removida mediante cromatografía de exclusión 

molecular en Sephadex G·25. La estequiometria del marcaje fue determinada mediante la 

obtención del espectro de absorción de 250 a 550 nm. Los valores a 280 y 495 nm fueron 

utilizados para calcular las concentraciones de proteína y de FITC, respectivamente. Para 

ello, se consideraron los coeficientes de extinción molar del FITC (76,000 M- I
, Molecular 

Probes, Eugene, OR) y de la toxina (78,626 M'\ Y que la absorción del FITC a 280 nm es 

el 40% de la absorción a 495 nm (Sepulveda-Becerra el al., 1996). La toxina marcada fue 

analizada por Westem blot con un anticuerpo monoclonal anti-FITC conjugado con 

fosfatasa alcalina y visualizado con el sustrato cromogénico NBT y BCIP (de Maio, 1994). 

4.4 Obtención del jugo gástrico, purificación de vesículas de la microvellosidad apical 

(VMV A) y preparación de vesículas pequeñas unilamelares (vpu) 

Los huevos de M. sexta fueron amablemente donados por el Or. Jorge Ibarra 

(CINVEST A V·IPN, Mexico). Las larvas de S. fntgiperda fueron criadas por la Biol. Laura 

Lina (CEIB·UAEM). Las larvas de S. ji-ugiperda y de M. sexta fueron alimentadas sobre 

una dieta artificial como se describió previamente (Bell and Joachim, 1976). Las larvas de 

1'.1. sexta y S. frugiperda de quinto instar fueron enfriadas ! O minutos sobre hielo y el 

intestino medio disectado. El jugo gástrico de ambos insectos fue separado del material 
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sólido mediante centrifugación y filtrado a través de membranas de 0.22 flm (Millipore Co., 

Bedford, MA). La proteína total fue determinada y el jugo gástrico fue almacenado en 

alícuotas pequeñas a -70°C. 

Las VMV A fueron preparadas con el método de precipitación diferencial con MgCI¡ 

como fue reportado por Wolfersberger y cols. (1987), con un paso final de diálisis contra 

400 volúmenes de KCI 150 mM, HEPES-HCI lO mM, pH 7.4 (Sigma, SI. Louis, MO). El 

contenido de proteína en las VMV A fue ensayado con el reactivo de Folin-Ciocaltcau 

(Sigma, SI. Louis, MO) en presencia de SOS 0.75%. El enriquecimiento de las VMVA fue 

estimado de acuerdo a la proporción de las actividades de fosfatasa alcalina (FA), 

aminopeptidasa N (APN) Y citocromo e oxidasa, relativo al homogenizado inicial (7-10 

veces de incremento de FA Y APN/mg proteína). La actividad de citocromo e oxidasa fue 

determinada para comprobar que las VMV A no estuvieran contaminadas con membrana 

mitocondrial. Esta actividad fue ensayada con la forma reducida del citocromo c de corazón 

de caballo como sustrato, en un espectro fotómetro SIM Aminco OW-2000 de doble rayo 

(García-Soto el al., 1988). La actividad de APN fue ensayada usando la L-Ieucina-p

nítroanílida como sustrato (Lorence el al.. 1997) y la de FA con p-nitrofenil fosfato 

(Harlow and Lane, 1988). 

Las vesículas pequeñas unilamelares (vpu) fueron preparadas con fosfatidilcolina (FC) 

y colesterol (C) (Avanti Polar Lipids, Co) a relaciones molares (FC:C) de 10:1,5:1 y 1:1. 

Para ello, un mg total de lípido en cloroformo fue secado bajo corriente de nitrógeno hasta 

formar una monocapa en el fondo de un tubo de vidrio. La monocapa fue suspendida en I 

mi del amortiguador requerido y sonicada tres ciclos, de un minuto cada uno, en baño de 

agua-hielo. Con el fin de evitar la oxidación, los lípidos fueron manejados y almacenados 

bajo atmósfera de nitrógeno y las soluciones siempre fueron desgasificadas y sometidas a 

burbujeo de nitrógeno. 

4.5 Secuencia de extremos N-terminales 

La toxina CrylAb fue digerida con jugo gástrico de M. sexla, separada en SOS-PAGE 

10% y transferida a una membrana de POVF Immobilon-psQ (Millipore Co., Bedford, 

M A), en una cámara rle transferencia semiseca. La proteína fue teñirla con el colorante. 

Ponceau S 0.1 % (Sigma, SI. Louis, MO) y las bandas seleccionadas fueron cortadas para la 
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secuenciación del extremo N-terminal en el 6400/6600 Milligen/Biosearch Prosequencer en 

el Instituto de Biotecnología-UNAM. 

4.6 Cromatografía de exclusión molecular y de intercambio iónico 

La toxina Cry I Ab, obtenida por digestión con tripsina o jugo gástrico de M. sexta, fue 

separada mediante cromatografia de exclusión molecular en una columna Superdex 200 HR 

10/30 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) o mediante cromatografia de 

intercambio iónico en columna HiTrap Q (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, 

Sweden) como se describió anteriormente (Güereca and Bravo, 1999). Las toxinas eluidas 

fueron analizadas en SOS-PAGE 10%, transferidas a membranas de nitrocelulosa, 

detectadas con un anticuerpo policlonal anti-CrylAb (1/10,000; I h) que a su vez fue 

detectado con un anticuerpo secundario de cabra anti-conejo acoplado a peroxidasa de 

rábano (Si¡''111a, SI. Louis, MO) (1/1000; I h), Y visualizadas por incubación con el sustrato 

quimioluminiscente SuperSignal (Pierce, Rockford, 11), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. En el caso de la cromatografia de intercambio iónico, el dominio l fue 

detectado con el anticuerpo monoclonal 406 (1/5,000; I h), el cual reconoce los 

aminoácidos 164-222 de CrylAb (H6fte el al., 1988) y un anticuerpo anti-ratón acoplado a 

peroxidasa de rábano (Sigma, SI. Louis, MO) (111000; I h). 

4.7 Ensayos de unión y de inserción 

Las protoxinas digeridas con tripsina o con Jugo gástrico fueron ensayadas por su 

capacidad de unirse a VMVA, como se reportó previamente (Aranda el al., 1996). Veinte 

I1g de proteína de VMV A fueron incubadas con la toxina Cry I Ab a concentración final de 

10 nM en 100111 de amortiguador de unión (PBS, BSA 0.1 % w/v, Tween-20 0.1 % v/v, pH 

7.6) por I h. La toxina no unida fue removida por centrifugación (10 minutos a 14,000 x g) 

y la pastilla, conteniendo las VMVA, fue lavada dos veces con el mismo amortiguador (500 

111). Finalmente, las VMVA fueron suspendidas en 10111 de PBS, pH 7.6, Y un volumen 

igual del amortiguador de carga de Laemmli 2X. Las muestras fueron hervidas por 5 

minutos, separadas por SOS-PAGE 10%, y electrotransferidas a membranas de 

nitrocelulosa. La toxina Cry 1 Ab que permaneció unida a las vesículas fue detectada con el 

La inserción de la toxina Cry I Ab en membranas sin receptor fue ensayada incubando 
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un mg de vesículas pequeñas unilamelares (vpu) con toxina 4 ¡.tM por l h a temperatura 

ambiente. Las variables experimentales evaluadas fueron el pH, la fuerza iónica y la 

relación molar FC:C. Adicionalmente, se evaluó la posibilidad de forzar la incorporación 

de la toxina durante la preparación de las vpu y por sonicación. En el primer caso, se 

procedió a preparar las vpu en presencia de la toxina Cry l Ab 4 ¡.tM, con o sin 

alquilglucósido a una concentración mayor que la concentración micelar crítica (CI' = 60 

mM). Cuando se usó alquilglucósido, el detergente fue removido por diálisis extensiva 

contra Tris-HCI50 mM con o sin lOO mM de NaCI a 4°C. 

La inserción de Cry I Ab en membranas con receptor, fue ensayada incubando la toxina 

marcada con FITC con vesículas de la microvellosidad apical (VMV A) de M. sexta en las 

siguientes situaciones experimentales: a) se mantuvo la concentración de VMVA (40 

¡.tg/IOO ¡.tI) y se aumentó la concentración de toxina (20-400 nM) y b) se mantuvo constante 

la concentración de toxina (200 nM) y se aumentó la de VMVA (5-400 ¡.tg). Todas las 

incubaciones se realizaron en oscuridad y a temperatura ambiente durante dos horas. 

En cada caso, las vesículas fueron sedimentadas por centrifugación a 100,000 x g y 

lavadas para remover la toxina no unida. La presencia de toxina en la pastilla y 

sobrenadante fue monitoreada espectrofluorométricamente como se describe adelante. 

4.8 M ediciones de fluorescencia 

Los espectros de emisión de la fluorescencia intrínseca de la toxina Cry l Ab fueron 

obtenidos excitando la muestra, contenida en una celda de cuarzo de 700 ¡.tI y l cm de 

longitud de paso de luz, a 280 nm y registrando la emisión en el rango de 300 a 400 nm. La 

fluorescencia del FITC fue registrada excitando la muestra a 494 nm y obteniendo la 

emisión de 500 a 600 nm en un espectrofluorómetro AMINCO AB2. 

Los efectos de solvente de la fluorescencia del FITC fueron analizados de acuerdo a la 

teoría de Lippert (Lackowicz, 1983). Los ensayos de apagamiento de la fluorescencia 

intrínseca de Cry l Ab con ioduro y con acrilamida, fueron realizados incubando la proteína 

con concentraciones crecientes (O a 0.5 M) de los agentes apagadores y manteniendo el 

volumen total constante. El apagamiento máximo se determinó mediante el apagamiento 

apagador, la excitación fue realizada a 290 nm. Los espectros de emisión fueron analizados 

32 



• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

con la ecuación de Stern-Volmer para el apagamiento bimolecular de la fluorescencia 

(Lackowicz, 1983). La exposición de los residuos de triptofano se determinó mediante el 

apagamiento de la fluorescencia intrínseca con ioduro y se comparó con la esperada a partir 

del modelo de estructura terciaria de Cry l Ab. 

La actividad de formación de poro fue ensayada mediante el monitoreo de los cambios 

en el potencial de membrana con el colorante fluorescente cargado positivamente, 3,3'

dipropiltiodicarbocianina (Dis-C3-(5), Molecular Probes, Eugene, OR) como se describió 

previamente (Lorence et al.. 1995). La fluorescencia se registró a 620/670 nm 

(excitación/emisión) en un sistema Hansatech (Norfolk, England). Una hiperpolarización 

provoca la internalización del colorante en las VMV A y una disminución en la 

fluorescencia. Una depolarización causa el efecto opuesto. Las VMV A (10 /-lg) 

previamente cargadas con KCI 150 mM fueron suspendidas en 900 /-ll de cloruro de N

metil-D-glucamina (MeGluCI) 150 mM, HEPES-HCI 10 mM, pH 9. Cuando el colorante 

llegó al equilibrio (2 minutos), se adicionó CrylAb a concentración final de 50 nM. Los 

cambios en el potencial de membrana fueron monitoreados mediante adiciones sucesivas de 

KCI (7, 22, 47, 98 Y 195 mM) a la suspensión de VMV A (Fig. 8). Aquí, se reportan los 

análisis de las pendientes (m) de las curvas de los cambios en la fluorescencia (t.F) (%) vs. 

el potencial de equilibrio del K+ (EK+) (mV). EK+ fue calculado con la ecuación de Nernst 

(Hille, 1992). Las determinaciones del potencial de membrana fueron realizadas 4 veces. 

4.9 Bioensayos 

La actividad de las toxinas, obtenidas por digestión de la protoxina Cryl Ab con jugo 

gástrico o con tri psi na, fue ensayada contra larvas de primer instar de M. sexta. Para ello, 

se procedió a aplicar un volumen constante de la dilución de la muestra (35 /-ll) sobre la 

superficie de la dieta contenida en placas de poliestireno de 24 pozos (Cell Wells, Coming 

Glass Works, Corning New York 14831). Una larva de primer instar fue adicionada por 

pozo y una placa de 24 pozos fue usada por cada concentración de toxina. Las placas 

fueron incubadas a 28°C, 65±5% de humedad relativa, y un fotoperiodo de luz:oscuridad de 

16:8 h. La mortalidad fue registrada después de 7 días. En los casos en que se determinó la 

Leso, los resultadü5 de 111ürtalidad füefon analizados con el píO~lama Probit y los 

resultados se muestran con sus respectivos límites de confianza al 95%. 
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Figura 8. Ensayos de permeabilidad de K+. a) 1.5 mM del colorante fluorescente (Dis-C

J
-

(5», el cual es sensible a cambios en el potencial de membrana, es adicionado a b) 20 /-Ig de 
VMVA cargadas previamente con KCl 150 mM, EGTA 2 mM, EDTA 0.5 mM, HEPES-HCl 
10 mM, pH 7.5 Y suspendidas en MeGluCl 150 mM, pH 9. c) En estas condiciones el colorante 
se introduce a las vesÍCulas hasta que llega al equilibrio (2 minutos), indicado por F O' Cuando 
el colorante se encuentra en las vesículas se apaga su fluorescencia por lo que se observa una 
disminución en su emisión (excitación a 620 nm, emisión a 670 nm). Un aumento de la 
fluorescencia indica una depolarización en el potencial de membrana, el efecto opuesto indica 
una hiperpolarización. La apertura de una vía de permeabilidad por adición de valinomicina o 
toxina, provoca una hiperpolarización. La posterior adición de KCl al medio externo, indicado 
por F l' F 2' F j, ... F n provoca una depolarización que provoca la salida del colorante y es 
registrada por un respectivo aumento de la fluorescencia. Los cambios en la fluorescencia son 
obtenidos mediante la ecuación ilF = 100 ( F n - F o)/F O' Para cada adición de KCl se calcula el 
potencial de equilibrio de K+ con la ecuación de Nernst EK+ = RT/F * In ([K]/[K]), siendo R, 
la constante general del estado gaseoso; T, la temperatura absoluta; F, la constante de Faraday; 
fK 1 VJ fKl, las concentraciones e){temas e internas de K+. d) Con ilF v E". se construye una 
.. "C .. -'1 " "' .... .,... "' 

gráfica cuya pendiente (m) representa la permeabilidad de K+ inducida por la toxina en las 
VMVA. 
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5. RESULTADOS 

A continuación se describen los resultados obtenidos en el presente trabajo. Estos han 

sido divididos en dos secciones. La primera sección corresponde al análisis fluorescente de 

la toxina CrylAb. La segunda sección, parte de la cual fue aceptada para publicación en la 

revista Insect BiochemislI)l and Molecular Biology (ver anexo). está dedicada al 

procesamiento proteolítico y su papel en la activación y degradación de la toxina Cry 1 Ab. 

5.1 Estudios fluorescentes de la toxina Cryl Ab 

5.1.1. Análisis de la estructura de la toxina CrylAb por su fluorescencia intrínseca 

Bajo el supuesto de que las toxinas Cry deben sutiir cambios en su estructura para pasar 

de un ambiente hidrofilico a otro hidrofóbico, como es el caso de una membrana biológica, 

el primer objetivo planteado para este trabajo, fue realizar el análisis de los cambios 

confonnacionales de la toxina Cryl Ab cuando se inserta en la membrana. Para ello, se 

escogió una metodología que implica el uso de las propiedades espectroscópicas de la 

fluorescencia. 

La fluorescencia intrínseca de las proteínas corresponde principalmente a la 

fluorescencia de los residuos de triptofano. La toxina CrylAb tiene 9 residuos de triptofano 

de los cuales 7 se encuentran en el dominio 1 y los 2 restantes en el dominio 11. El espectro 

de emisión de la fluorescencia intrinseca de la toxina Cryl Ab tiene un máximo a 345 nm. 

En comparación, el espectro de emisión del L-triptofano en solución tiene un pico a 360 nm 

(Fig. 9). Debido a que la emisión del triptofano responde al comportamiento de Lippert, el 

cual está relacionado a la polaridad del ambiente, este corrimiento, hacia longitudes de 

onda más cortas, indica que una proporción de los triptofanos se encuentran embebidos en 

el interior hidrofóbico de la proteína. 

Para caracterizar más detalladamente la exposición de los residuos de triptofano de la 

toxina Cry 1 Ab al solvente, se realizaron experimentos de apagamiento de la fluorescencia 

intrínseca en presencia de agentes como acrilamida e ioduro. La acrilamida es capaz de 

difundir de ambientes hidrofilicos a hidrofóbicos. Con acrilamida 0.1 M se observó un 

apagamiento del 50% de la emisión respecto a la fluorescencia inicial, y a 0.5 M se observó 
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Figura 9. Fluorescencia intrínseca de Cryl Ab. a) Espectro de emisión. La toxina 
(10 nM) fue excitada a 280 nm y la emisión de fluorescencia fue registrada entre 300 
y 400 nm. El pico de emisión a 345 nm indica que parte de los triptofanos se 
encuentran en un ambiente hidrofóbico. b) Efecto de solventes sobre la emisión del 
L-triptofano. El coeficiente de polarizabilidad, ,M, depende de la polaridad, del índice 
de refracción y de la constante dieléctrica del solvente en el que se encuentra el 
fluoróforo. El corrimiento del pico de emisión (corrimiento de Stoke), Va-V" es la 
diferencia entre el número de onda del pico de absorción y el de emisión. 
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un apagamiento del 85% (Fig. lOa). A medida que se incrementó la concentración de 

acrilamida, el pico de emisión se corrió hasta 5 nm hacia longitudes de onda más cortas. 

Estos resultados indican que aunque la acrilamida es capaz de difundir hasta el interior 

hidrofóbico de la proteína, los residuos de triptofano más expuestos al solvente fueron los 

primeros en ser apagados. El ioduro, a concentraciones tan altas como 0.5 M apagó menos 

del 50% de la fluorescencia intrinseca de la proteína (Fig. I Ob). A medida que se aumentó 

la concentración de este ión, el pico de emisión de fluorescencia se corrió gradualmente 

hacia longitudes de onda más cortas. El total del corrimiento fue de 10 nm, lo que indica 

que sólo los residuos de triptofano localizados dentro del interior hidrofóbico de la proteína 

continuaron emitiendo fluorescencia. Cuando la toxina fue desnaturalizada con 6M de 

hidrocloruro de guanidina (Fig. I Oc), la fluorescencia intrínseca fue apagada más 

eficientemente dado que los triptofanos se encuentran más accesibles al solvente y en 

consecuencia al ioduro. A medida que se aumentó la concentración del ión se observó un 

corrimiento espectral hacia el azul de hasta 8 nm. Los espectros de emisión fueron 

analizados mediante la ecuación de Stern-Volmer para el apagamiento colisional de la 

fluorescencia (Fig. 10d Y e). La pendiente de las líneas representa la constante de 

apagamiento bimolecular (Ksv), la cual está implicada en la eficiencia con que el fluoróforo 

es apagado. Resulta notable que en comparación con el apagamiento por ioduro del L-Trp 

en solución, la Ksv de la toxina CrylAb es 4 veces menor (Fig. lOe). En contraste, la Ksv 

de la toxina desnaturalizada con hidro cloruro de guanidina no difiere considerablemente de 

la del L-triptofano. 

Por otra parte, se determinó gráficamente el porcentaje de los triptofanos de la proteína 

que se encuentran expuestos al solvente (Fig. II a). Para las toxinas nativa y 

desnaturalizada se obtuvo que el 69% y el 95% de los triptofanos se encuentran accesibles, 

respectivamente. Según un modelo estructural de la toxina Cry I Ab generado por 

computadora, a partir de las coordenadas cristalográficas de Cry I Aa, el porcentaje de 

exposición para la toxina nativa se desvía sólo ligeramente del esperado (57 % de 

exposición, Fig. II b). La desviación entre exposición observada y esperada podria ser 

explicada debido a que estos experimentos son afectados por la dinámica de movimiento de 

la proteína. Por otra parte, el porcentaje de exposición de la toxina tratada con hidroc1oruro 

de guanidina, indica que la estructura se desnaturalizó lo suficiente como para permitir el 
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Figura 10. Apagamiento de la 
fluorescencia intrínseca de CryIAb. 
La toxina Cry 1 Ab (IO nM) fue incubada 
en presencia de O, 10, 30, 50, 70, 100, 
130, 150, 170, 200, 250, 300, 350, 400, 
450 Y 500 mM del agente apagador 
correspondiente en un volumen de 300 
¡¡I de Tris-HCI 50 mM pH 9, Los 
espectros de emisión fueron registrados 
por triplicado excitando a 280 nm 
cuando se usó acrilamida como agente 

apagador (a) y a 290 nm cuando se usó ioduro de potasio (b y e). En los experimentos 
de apagamiento con ioduro, la fuerza iónica se mantuvo constante mediante la adición 
de KCI. [KI] + [KCI] = 500 mM. El corrimiento máximo en los espectros de emisión es 
indicado mediante líneas verticales. La intensidad de fluorescencia de los espectros de 
emisión fue utilizada para construir una gráfica de apagamiento mediante la ecuación de 
Stem-Volmer (FiF = l + Ksv [Q)) para la acrilamida (d) y para el ioduro (e). En la 
ecuación, Fo y F son ia fluorescencia en ausencia y presencia del agente apagadoí, Ksv 
indica la constante de apagamiento y [Q] es la concentración del apagador. Como 
parámetro de comparación se analizó el apagamiento del L-triptofano en fase acuosa. 
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acceso del ioduro hasta alcanzar a la mayor parte de los triptofanos. Debido a que la 

mayoria de los triptofanos se encuentran en el dominio 1, es posible inferir que en estas 

condiciones, al menos el dominio I perdió su estructura. 

5.1.2. Inserción de la toxina CrylAb en membranas modelo 

El uso de agentes apagadores como el ioduro y la acrilamida ha demostrado ser útil para 

el estudio de la localización de los residuos de triptofano de proteínas integrales de 

membrana. En este trabajo se realizaron experimentos para tratar de incorporar la toxina 

CrylAb en vesículas pequeñas unilamelares (vpu). Para ello, se exploraron las siguientes 

variables: pH (8 a 10.5 en intervalos de 0.5), concentración de NaCl (O, 100 Y 200 mM), 

composición lipídica (fosfatidilcolina/colesterol, en relaciones molares de 10: 1, 5: 1, 1: 1) Y 

el uso de un detergente no iónico como el alquilglucósido. 

I mg de vpu fue incubado en presencia de toxina Cry I Ab a concentración final de 4 

J.IM a temperatura ambiente. Después de I hora, la suspensión fue centrifugada a 100,000 x 

g y la pastilla fue separada del sobrenadante. Ambas fracciones fueron analizadas para 

detectar la fluorescencia intrínseca de la proteína existente en cada fracción. En ningún 

caso se observó fluorescencia asociada a las vpu (pastilla), mientras que el total de la 

proteína quedó en el sobrenadante (Fig. 12). 

En otra serie experimental, se intentó forzar la incorporación de la toxina durante la 

preparación de las vpu. Para esto, se mezclaron los lípidos y la toxina en cloroformo y se 

secaron en corriente de nitrógeno hasta formar la monocapa, para posteríormente 

suspenderlos en fase acuosa. El análisis de la fluorescencia intrínseca indicó que en estas 

condiciones, la toxina tampoco se incorporó a la membrana. 

El uso de detergentes no iónicos tales como el alquilglucopiranosido ha permitido la 

reconstitución de muchas proteínas en membranas modelo. Por ello, y con el fin de 

incorporar la toxina Cry I Ab en la bicapa de vpu, se realizaron experimentos utilizando este 

detergente a una concentración mayor que la concentración mi celar crítica, en la cual el 

lípido se mantiene en forma soluble. Al remover el detergente por diálisis, hasta alcanzar 

una concentración igual o menor que la concentración micelar crítica, las moléculas de 

lípido salen de la solución y .e organizan en bicapas. El uso de este detergente tampoco 

resultó en la incorporación de la toxina. 
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Figura 12. Interacción de la toxina CrylAb con membranas sintéticas. La toxina 
(4 ¡¡M) fue incubada por 1 h con vesículas pequeñas unilamelares preparadas con 
fosfatidilcolina:colesterol (10: 1, 5: l o 1: 1) en amortiguadores conteniendo diferentes 
pH (8·10.5 en intervalos de 0.5) y/o fuerza iónica (O, 100 Y 200 mM de NaCl). 
Alternativamente, las vesículas fueron preparadas en presencia de la toxina utilizando 
alquilglucopiranósido. Las vesículas fueron uItracentrifugadas a 100,000 x g y se 
analizó la fluorescencia de la pastilla que contiene las vesículas (P) y del 
sobrenadante, en el cual se quedó la proteína no unida (S). 
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En estos experimentos, tanto la calidad de las membranas como la ausencia de receptor 

pudieron haber sido factores importantes en la baja o nula incorporación de la toxina a las 

membranas modelo. 

5.1.3. Uso de sondas fluorescentes extrínsecas para el estudio de la estructura de la 

toxina CryIAb 

Con el objeto de intentar insertar la toxina en membranas naturales que contienen 

receptor, se decidió marcar fluorescentemente a la toxina Cry l Ab con fluoresceína 

isotiocianato (FITC). Este fluoróforo reacciona específicamente con el grupo E-amino de 

las lisinas. La toxina CrylAb tiene sólo tres lisinas, localizadas en las posiciones 403, 478 Y 

490. En un alineamiento de 79 secuencias Cry se encontró que el residuo K478 está 

altamente conservado (86 %), el K490 se conserva en 48% mientras que el residuo K403 es 

más variable (24% de conservación). 

La toxina CrylAb, obtenida por digestión con tripsina, fue purificada mediante 

cromatografia de intercambio iónico y posteriormente marcada con FITC. La sonda libre 

fue separada de la sonda unida a la proteína mediante filtración en gel con sephadex G25. 

La toxina marcada fue analizada por Westem blot con un anticuerpo monoclonal a-FITC 

conjugado con fosfatasa alcalina. Por otro lado, la estequiometria del marcaje fue 

determinada mediante la obtención de espectros de absorción desde 250 hasta 550 nm. Los 

valores a 280 y 495 nm fueron utilizados para calcular las concentraciones de proteína y de 

FITC, respectivamente. Para ello, se consideraron los coeficientes de extinción molar del 

FITC y de la toxina (ver material y métodos). 

Con el objeto de encontrar la condición en que sólo se marque un sitio de Iisina en la 

proteína, se procedió a realizar reacciones de marcaje a diferentes relaciones molares 

FITC/toxina. Sin embargo, aun con excesos molares de 200X, el marcaje fue marginal (0.5 

FITC/toxina). Esto contrasta fuertemente con el modelo estructural de la toxina Cry l Ab, 

en el cual los residuos K403 y K490 se encuentran expuestos en la superficie de la proteína, 

mientras que el residuo K478 se encuentra en el centro hidrofóbico. 
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5.1.4. La agregación de la toxina CrylAb impide su marcaje con FITC 

Es posible que el modelo estructural no correspondiera a la verdadera estructura de la 

toxina. Sin embargo, esto es poco probable debido a que a nivel de estructura primaria, 

Cry l Ab es más de 90% idéntico a la toxina cristalizada Cry 1 Aa. En este sentido, cabe 

recordar que a pesar de que la identidad entre las secuencias de Cryl Aa y Cry3Aa es de 

sólo 36% de identidad, tienen un extraordinario parecido estructural. Otra explicación 

podría estar relacionada con un impedimento estérico del marcaje, debido al estado de 

agregación de las moléculas de toxina. Aun cuando no se ha estudiado este fenómeno 

desde un punto de vista cinético, es frecuente observar que la toxina Cry l Ab purificada y 

almacenada a 4°C por periodos menores a una semana, se agrega hasta formar precipitados. 

Esta precipitación se inhibe mediante el incremento de la fuerza iónica y/o manteniendo la 

concentración de la proteína a menos de l mg/ml. Sin embargo, como se encontró 

mediante ensayos de cromatografia de exclusión molecular y electroforesis en geles 

nativos, en estas condiciones existen agregados de más de 10 moléculas de toxina (Güereca 

and Bravo, 1999). En este sentido, dado que se espera que la formación de agregados sea 

una función del tiempo, y que la agregación es el factor que impide el marcaje de la toxina 

Cry l Ab con FlTC, se procedió a minimizar el período de tiempo entre la activación y el 

marcaje. Así, la toxina recién activada, purificada por intercambio iónico, marcada con 

FITC y purificada por exclusión molecular, se mantiene como un monómero. En estas 

condiciones, el marcaje fluorescente con un exceso molar de 30X fue exitoso 

(2FITC/Toxina). 

Para determinar el número de sitios que pueden ser marcados, se hicieron reacciones a 

diferentes relaciones molares FITC/Toxina y se obtuvo la estequiometria de marcaje para 

cada una (Fig. 13). La estequiometría de marcaje para CrylAb fue de 2:1 como era de 

esperarse según el modelo de estructura terciaria para esta proteína. El FITC acoplado a la 

toxina fue detectado con un anticuerpo anti-FITC, conjugado a fosfatasa alcalina en un 

ensayo de inmunotransferencia (Fig. 13b, inserto). 

Debido a que, para el estudio espectroscópico de la interacción de la toxina con las 

membranas de la microvellosidad apical de M. sexta, es necesario contar con la posibilidad 

de marcar en un sólo sitio y, de estH forma, conocer la localización de la sonda, se 

generaron mutantes del gen e/y l Ab en las que se removieron secuencialmente los residuos 
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Figura 13. Marcaje de la toxina CrylAb con FITC. La toxina CrylAb recién activada y 
purificada fue incubada por 16 h con fluoresceína isotiocianato (FITC). a diferentes relaciones 
molares en buffer de boratos 50 mM pH 9. Posteriormente, la sonda no unida fue removida por 
cromatografia de exclusión molecular en una columna de sephadex 0-25 equilibrada en el 
mismo buffer. Todo el proceso fue realizado en oscuridad y a temperatura ambiente. a) La 
estequiometría del marcaje fue determinada mediante análisis espectrofotométrico para lo cual 
se utilizaron los coeficientes de extinción molar de la toxina (pico T) (E280 = 78,626 M,l) Y del 
FlTC (pico F) (E

495 
= 76,000 M'l). La absorción del FlTC a 280 nm es el 40% de la absorción a 

495 nm (Sepulveda-Becerra el al .. 1996). El asterisco señala el cambio de la lámpara UV a 
visible. b) Estequiometría de marcaje a diferentes relaciones iniciales de FITC:toxina. La 
inflexión en la curva significa que un sitio se marca más rápido. Inserto, la toxina marcada fue 
analizada por Western blot con un anticuerpo monoclonal anti-FITC conjugado con fosfatasa 
alcalina y visualizado con el sustrato cromogénico NBT y BClP (de Maio, 1994). 
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Figura 14. Actividad insecticida de las mutantes de Iisina. La mutagénesis 
conservativa sitio dirigida para remover secuencialmente los residuos de lisina fue 
realizada como se reportó previamente (Meza et al., 1996). Las mutantes se 
expresaron en la cepa Bt407cry y no se encontraron diferencias en cristalización, 
solubilización ni procesamiento con tripsina respecto a la parental. La toxicidad 
contra larvas de primer instar de M. sexta fue determinada como % de mortalidad 
respecto a la toxina silvestre. Las larvas fueron retadas contra 20 ng/cm2 de: 1, 
CrylAb silvestre; 2, K403R; 3, K478R; 4, K490R; 5, K403R-K478R; 6, K403R
K490R Y 7, mortalidad espontánea como control negativo. 
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de Iisina. Para ello se procedió con el método de mutagénesis sitio-dirigida con un 

protocolo de extensión de fragmentos traslapados, obtenidos por PCR mediante el uso de 

oligonucleótidos mutagénicos (Meza et al., 1996). La mutagénesis fue conservativa, 

intercambiando lisinas por argininas, para evitar al máximo la pérdida o alteración de 

función. Las mutantes K403R, K478R, K490R, K403R-K478R y K403R-K490R se 

expresaron como la parental y no se encontró ninguna diferencia en su solubilización ni 

activación. La actividad insecticida de las mutantes de lisina fue ensayada en larvas de 

primer instar de M. sexta. Como es posible observar en la Figura 14, ningún cambio alteró 

la toxicidad contra este insecto. Los resultados anteriores sugieren que los residuos de 

lisina no participan ni en la producción de la proteína ni en la estructura de la toxina 

Cry I Ab, ni en su actividad biológica. 

5.1.5. Marcaje de las mutantes de Iisina 

La toxina Cryl Ab silvestre y la mutante K478R se marcaron en dos sitios, mientras que 

la mutante K490R se marcó sólo en uno (Fig. ISa). Por otra parte, cuando se cambió el 

residuo K403, en la mutante sencilla K403R ó doble K403R-K478R se encontró una 

estequiometria de marcaje menor de uno (Fig. ISa y b). En contraste, la doble mutante 

K403R-K490R se marcó muy pobremente. Estos datos validan el modelo de estructura 

terciaria de Cryl Ab, en el cual el residuo K478 se encuentra inmerso en el centro 

hidrofóbico de la proteína y por lo tanto inaccesible al solvente y en consecuencia también 

inaccesible al reactivo fluorescente (Fig. ISc). Analizando los resultados de marcaje, se 

encontró que el residuo K403 es el más accesible, seguido por el K490. Estos resultados 

indican que la mutante doble K403R-K490R puede ser utilizada para introducir residuos de 

lisina en otras regiones de la toxina y así marcar específicamente la proteína en otras 

pOSICIOnes. 

Debido a que el marcaje fluorescente podria afectar la toxicidad de la proteína, se 

realizó un bioensayo con la toxina Cry l Ab silvestre, marcada 2: l con FITC y sin marcar, 

contra larvas de primer instar de M. sexta. Los resultados muestran que el marcaje no altera 

la toxicidad de Cry I Ah (Tabla 2). 

46 



•••••••••••••••••••••• ; 

.j>. 
-..J 

2.2 

2 

1.8 

1.6 

l!! 1.4 
.~ 

t: 1.2 g 
LI. 1 
.í! 
Gi 
E 0.8 
o 
'3 
i 0.6 
ti w 

0.4 

0.2 

o 

a 

1 

0.4 

0.3 

J::l\J 
~ 

oLI--~----~~----~c--
300 400 500 

= 

2 3 4 5 6 

Figurn 15. Estequiometría de marcaje de las mutantes de Iisina con FITC. Las mutantes de lisina fueron marcadas como se 
explica en la Figura 13. a) Estequiometría de marcaje. 1, CrylAb silvestre; 2, K403R; 3, K478R; 4, K490R; 5, K403R-K478R Y 6, 
K403R-K490R Inserto: Espectro de absorción de la mutante K403R-K490R incubada por 26h con un exceso molar de FITC de 
30: 1. b) Modelo de estructura de la toxina CrylAb en el que se muestra la exposición de los residuo de lisina. Los residuos K403 y 
K490 se encuentran expuestos al solvente, mientras que el K478 se encuentra en el interio hidrofóbico de la proteína. 
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Tabla 2. Toxicidad de la toxina CrylAb marcada con FITca. 

Toxina 

CrylAb 
Cry 1 Ab-FITC' 

10.8 
8.1 

Límites al 95% 

7.0-16.8 
4.9-13.2 

a Bioensayos contra larvas de primer instar de Manduca sexta. Se 
usó el método de alimentación por contaminación de la 
superficie de la dieta. 

b La CLso (concentración que mata al 50% de las larvas) fue 
obtenida con bioensayos a 5 concentraciones de toxina. Para 
cada concentración se usaron 24 larvas y se corrigió con la 
mortalidad no específica observada en larvas control que no 
fueron alimentadas con toxina. 

, Estequiometría de marcaje FITC:proteína de 2: l. 
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5.1.6. Interacción de la toxina CrylAb con vesículas de la microvelIosidad apical 

(VMV A) de M. sexta 

Con el fin de estudiar la inserción en membranas que contienen receptor, se procedió a 

incubar las toxinas marcadas con FITC con vesículas de la microvellosidad intestinal 

(VMVA) de M. sexta. En un experimento único. en el que se incubó la toxina CrylAb (100 

nM), marcada con FITC (estequiometría FITC:proteína de 2: 1), con 20, 40 Y 60 Ilg de 

VMVA se observó un cambio en el espectro de emisión de 525 a 515 nm (Fig. 16a). Para 

entender este cambio se estudiaron los efectos de solvente para el FITC y se construyó una 

gráfica de Lippert (Fig. 16b). Sorprendentemente, esta sonda no sigue el comportamiento 

clásico de Lippert. En contraste, los cambios son inversos y tiene efectos específicos de 

solvente en ambientes polares. Klonis y Cols. (1998) describieron que el FITC responde 

más a efectos próticos que a la polaridad del ambiente. De esta forma, aunque resulta 

difícil explicar el cambio espectral de la toxina Cry l Ab marcada con fluoresceína en 

relación a la polaridad que rodea a la sonda, es posible que el FITC se encuentre más 

expuesto al ambiente polar y que, por lo tanto, esta región de la proteína no esté en contacto 

con la membrana. Sin embargo, el cambio observado involucra un cambio ambiental en la 

vecindad del fluoróforo, el cual podría ser utilizado para seguir la inserción de la toxina en 

las membranas. 

Para estudiar sistemáticamente la interacción de la toxina con membranas, se realizaron 

experimentos en los que, a) se mantuvo la concentración de VMVA (40 flgllOO Ill) y se 

aumentó la concentración de toxina marcada con FITC (20, lOO, 200 y 400 nM) y b) se 

mantuvo constante la concentración de toxina-FITC (200 nM) y se aumentó la de VMV A 

(20, 40, 80, 200 Y 120 Ilg). Todas las incubaciones se realizaron en oscuridad y a 

temperatura ambiente durante dos horas. Posteriormente, se centrifugaron a 100,000 x g por 

I h y se analizaron especirofluorométrilOarnente la pastilla, conteniendo las VMV A, y el 

sobrenadante, conteniendo la toxina no unida. En todos los casos se observó muy poca (1-3 

%) fluorescencia asociada a las VMVA (Fig. 17). Mediante inmunotrasferencia se detectó 

que una parte de la toxina marcada fluorescentemente estaba unida a las vesículas. 

Dado que los ensayos de inserción de la toxina Cry l Ab en membranas modelo no 

instar de M. sexta fue muy pobre, y a que de forma sistemática hemos observado 
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Figura 16. Interacción de la toxina CrylAb con VMVA. a) La toxina CrylAb 
(100 nM) marcada con FITC (estequiometría 2: 1) fue incubada con 20, 40 Y 60 ¡.¡g de 
VMVA de M. sexta. Se obtuvieron los espectros de emisión de la toxina-FITC antes y 
después de la adición de vesículas. Los espectros de emisión en presencia de VMV A 
fueron corregidos mediante la resta de los espectros de las vesículas en ausencia de 
toxina. b) Gráfica de Lippert que muestra los efectos de solvente sobre la emisión de 
fluorescencia del FITC obtenida como se explica en la Figura 9b. 
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inconsistencias en las actividades de fonnación de poro de las toxinas activadas con 

tripsina, nos cuestionamos si el problema de una baja inserción radicaba en el proceso de 

activación de la protoxina. En este sentido, nos propusimos analizar más detalladamente el 

proceso dc activación de la toxina Cry 1 Ab. 
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Figura 17. Interacción de la toxina CrylAb con VMVA. La toxina CrylAb (200 nM) marcada con FITC (estequiometría 2:1) 
fue inc:ubada con 20, 40 80 Y 120 ¡lg de VMVA de M. sexta. Después de Ih de incubación a temperatura ambiente, las vesículas 
fueron empaquetadas por ultracentrifugación 100,000 x g y lavadas para remover la toxina no unida. La presencia de toxina en la 
pastilla y sobrenadante fue monitoreada espectrofluorométricamente. a) Espectros de emisión corregidos de la toxina unida a las 
vesículas, b) espectros de emisión de la toxina no unida que quedó en el sobrenadante. 
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5.2 Procesamiento in vi/ro e in vivo de la toxina Cryl Ab: Activación y degradación 

Cuando se analizan de acuerdo a su peso molecular, las protoxinas Cry son agrupadas 

como proteínas dc 130-135 kDa o como proteínas naturalmente truncadas de 70-73 kDa 

(Rukmini el al., 2000). Independientemente de su tamaño, el proceso de activación por 

digestión proteolítica es un evento indispensable en el mecanismo de acción. En estudios 

de digestión de la protoxina de 130 kDa, con respecto al tiempo, se encontró que la toxina 

es generada por cortes proteolíticos secuenciales que remueven fragmentos de -10 kDa 

desde el extremo C-terminal (Choma el al., 1990). Adicionalmente, un péptido pequeño de 

29-58 residuos del extremo N-terminal es removido de las protoxinas Cry de 70 y de 130 

kDa (Choma el al., 1990; Schnepf el al., 1998), resultando en la producción de toxinas de 

60-65 kDa. 

El procesamiento intramolecular ha sido reportado para diversas toxinas Cry. CrylAb 

(Convents el al., 1991), CrylAc (Lightwood el al., 2000), Cry2Aa (Audtho el al., 1999), 

Cry3A (Carroll el al., 1997), Cry4Aa (Yamagiwa el al., 1999), Cry4B, y Cry9Aa (Zalunin 

el al" 1998) son cortadas dentro del dominio 1, mientras que Cry I1 Aa (Dai and Gill, 1993), 

Cry 1 Ac (Choma el al" 1990) y Cry 1 Aa (Pang el al" 1999) son cortadas dentro del dominio 

11. El proceso de activación in vivo no está totalmente elucidado y podría variar debido a 

diferencias en la calidad y cantidad de las proteasas del intestino medio de los insectos. 

Con el objeto de entender mejor el papel de las proteasas del intestino medio en la 

activación de las protoxinas Cry, estudiamos la proteólisis in vitro e in vivo de CrylAb con 

el jugo gástrico de Manduca sexla y Spodoplera fnlgiperda. Este trabajo fue hecho con la 

suposición de que el jugo gástrico del insecto blanco contiene todas las proteasas necesarias 

y las condiciones ambientales para la eficiente activación de las protoxinas Cry. 

5.2.1. Digestión de la protoxina CrylAb in vi/ro con jugo gástrico y tripsina 

M. sexla es un lepidóptero altamente susceptible a la toxina Cry I Ab; en cambio, S. 

jÍ'llgiperda resiste dosis mayores de 2000 ng/cm2 (Aranda el al., 1996). Aquí, se realizaron 

análisis de digestión de la protoxina CrylAb con tripsina o con jugo gástrico de M. sexla 

(relación proteasa/protoxina de J 150 w/w). El producto de digestión con tripsina resultó ser 

una banda principal de 62 kDa que permaneció estable aun después de 13 h de incubación. 
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En contraste, después de 2 h de tratamiento con jugo gástrico de M. sexta, apareció un 

doblete principal de 60 y 58 kDa y una tercer banda de 30 kDa. Después de 13 h de 

incubación, la intensidad de las bandas de proteínas de mayor masa molecular decreció, 

mientras que aumentó el fragmento de 30 kDa (Fig. 18a). La producción de este fragmento 

fue analizada tras 2 h de digestión con diferentes relaciones de proteasa/protoxina usando 

jugo gástrico de larvas de M. sexta y de S. Intgiperda en comparación con tri psi na (Fig. 

18b). Con una dilución 1/1000 de proteasas del intestino medio de M. sexta y S. 

Intgiperda, el primer corte intramolecular produjo un doblete de 62 y 60 kDa. A medida 

que la proporción de jugo gástrico/protoxina se aumentó en forma logaritmica, se pudieron 

observar más diferencias en el patrón de bandeo en SDS-PAGE 10%. Con una dilución de 

1/1 00, ocurrió un segundo corte que produjo una banda de 58 kDa, mientras que la de 62 

kDa disminuyó. Finalmente, con diluciones de 1/1 O y 1/2, se obtuvieron dos fragmentos de 

-30 kDa. En contraste, altas concentraciones de tripsina (1/10 o 1/1) produjeron tanto la 

banda principal de 62 kDa como una banda de 33 kDa. En la Tabla 3 se muestran las 

secuencias N-terminales de los fragmentos obtenidos por los diferentes cortes. La Figura 

18b muestra que la digestión proteo lítica de la protoxina Cry I Ab es más eficiente en jugo 

gástrico de S. Intgiperda que en el de M. sexta. 

5.2.2. Digestión de Cryl Ab in vivo 

Para determinar si los fragmentos de 30 kDa también son producidos in vivo. se 

alimentaron a la fuerza larvas de M. sexta de quinto instar con 10 /lg de protoxina Cry I Ab. 

Después de la alimentación, el tejido del intestino medio fue disectado, y la presencia de 

protoxina y toxina fue ensayada mediante Westem blot usando un anticuerpo policlonal 

anti-CryIA. La producción in vivo de los fragmentos de 30 kDa fue observada después de 

15 minutos y hasta 4 h, mientras qUe la cantidad de la proteína de 58 kDa disminuyó (Fig. 

19). 

5.2.3. Asociación de las proteínas de 30 kDA obtenidas por procesamiento 

intramolecular 

La piotoxina Crj!l\.b digerida con jugo gástrico de M. sexta (l/ID) fue cargada en una 

columna de exclusión molecular Superdex 200-10130. Se colectaron fracciones de I mI 
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Figura 18. Procesamiento in vitro de la protoxina CrylAb. Análisis electroforético (SDS-PAGE 10%) de las 
proteínas obtenidas por digestión con tripsina o con las proteasas del jugo gástrico de Manduca sexta y Spodoptera 
ji"l/giperda. a) Digestión por 2 y l3h de CrylAb con tripsina o jugo gástrico de M. sexta (proporción de 
proteasa:protoxina = 1:50 w/w). b) Digestión de CrylAb por dos horas a diferentes relaciones de proteasa:protoxina. 
La proteína fue teñida con azul brillante de Commassie. M, Marcadores de peso molecular. 
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Tabla 3. Secuencia N-tenninal de los productos de digestión in vitroa. 

Corte Posiciónh Región Proteasa Producto (kDa) 

R28 129ETGY Antes de al M. sexta, S. frugiperda', 62 
Tripsina 

lec L57 G58LVDI Antes de a2 M. sexta, S. .fiugiperda 60 

2° F67G68pSQW a2a-a2b M. sexta, S. frugiperda 58 

3° F67G68pSQW a2a-a2b M. sexta, S..frugiperda 30 

3° nd nd M. sexta, S. frugiperda, 30 
Tripsina 

a Los productos de digestión, a diferentes relaciones proteasa:protoxina, fueron 
separados en SDS-PAGE 10% Y posterionnente transferidos a PDVF. La 
proteína fue teñida con Ponceau S 0.2% Y las bandas fueron recortadas y 
analizadas en el 6400/6600 MilligenlBiosearch Prosequencer. 

b Los numeros señalan los residuos entre los cuales se genera el corte 
proteolítico. 

, jugo gástrico de larvas de Manduca sexta o Spodopterafi'llgiperda 
nd, no dctcnninado. 
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Figura 19. Procesamiento in vivo de CrylAb. Westem blot de las proteínas 
obtenidas por la digestión in vivo de la protoxina CrylAb. Larvas de quinto instar de 
M. sexta fueron alimentadas con 10 J.lg de protoxina. Después de 15 minutos o 4 
horas, el intestino medio fue disectado. Las muestras fueron sujetas a SDS-PAGE 
10% Y la toxina fue detectada por Westem blo! con un anticuerpo policlonal anti
CryIA. Jg, Protoxina digerida in vitro con jugo gástrico de M. sexta (1:10 w/w) por 
13 h. T, protoxina digerida in vitro con tripsina (1 :50 w/w) por 13 h. La masa 
molecular (kDa) de los marcadores de referencia es indicada. 
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que fueron analizadas por Westem blot con el anticuerpo policlonal anti-CryIA. Como se 

muestra en la Figura 20a, los fragmentos de 30 kOa coeluyeron con el monómero de 58 

kOa. Este resultado sugiere que estos polipéptidos se mantienen unidos por interacciones 

no covalentes y que el tratamiento con jugo gástrico no destruye la estructura de la 

proteína, sino que sólo corta algunos enlaces peptídicos. 

Para identificar los dominios de la toxina presentes en las proteínas de 30 kOa, el 

producto de digestión de la protoxina Cry I Ab con jugo gástrico fue cargado en una 

columna de intercambio iónico HiTrap Q, previamente equilibrada con NaCl 50 mM, Tris

HCI 50 mM pH 8.5. La proteína fue eluida con un gradiente lineal de NaCI 50-400 mM, 

en Tris-HCI 50 mM pH 8.5. Se colectaron fracciones que fueron analizadas por Westem 

blot usando dos anticuerpos diferentes, el policlonal anti-CrylA (Fig. 20b) y el anticuerpo 

monoclonal 406 que reconoce un epítope dentro del dominio 1 (Fig. 20c). La Figura 20b 

muestra que la proteína de 30 kDa coeluye con la toxina de 58 kDa a aproximadamente 

0.25 mM de NaCl, como pudo detectarse con el anticuerpo policlonal anti-CryIA. Sin 

embargo, cuando las mismas fracciones fueron probadas con el anticuerpo monoclonal 

406, la proteína de 30 kOa de sólo algunas fracciones cruzó con este anticuerpo (Fig. 20c). 

Estos resultados sugieren que dos diferentes fragmentos de 30 kDa son producidos por el 

tratamiento con las proteasas del jugo gástrico, un fragmento conteniendo el dominio I o 

parte de éste, y un segundo fragmento conteniendo el resto de la toxina. 

5.2.4 Estudios funcionales de la toxina Cryl Ab 

Para determinar si el procesamiento de la protoxina Cry I Ab, anteriormente descrito, está 

involucrado en la toxicidad contra M. sexta o, alternativamente, en la ruta de degradación 

dentro del intestino medio del insecto, se realizaron estudios funcionales de los diferentes 

pasus en el mecanismo de acción de las toxinas Cry en los que se comparó la toxina 

procesada con jugo gástrico contra la activada con tripsina. 

La toxina CrylAb, obtenida por digestión a diferentes proporcIOnes de jugo 

gástrico/protoxina, fue probada en ensayos de unión a VMV A de M. sexta. En la 

proporción de 1/1 00, cuando se obtuvo el fragmento de 58 kOa, se observó la unión de esta 

proteína a las vesÍCulas (Fig. 21). A proporciones de l/50 y 1/10, donde apareció la 

proteína de 30 kDa, tanto el polipéptido de 58 como el de 30 se unieron a las vesículas. Así, 
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Figura 20. Transferencia tipo western de los perfiles de elusión de la protoxina CrylAb, digerida con jugo gástrico de M. 
sexta. a) Cromatografía de exclusión molecular en columna Superdex H-200. Las fracciones cromatográfícas fueron sujetas a SDS
PAGE 10% Y la toxina fue detectada por Westem blot con un anticuerpo policlonal anti-CrylA. b) y c) Cromatografía de 
intercambio iónico en columna HiTrap Q con un gradiente lineal de 50 a 400 mM de NaCI en Tris-HCI 50 mM, pH 8.5. Las 
fracciones fueron sujetas a SDS-PAGE 10% y la toxina fue detectada por Westem blot con el anticuerpo policlonal anti-CrylA 
(panel b) o con el anticuerpo monoclonal 4D6 que reconoce un epítope del dominio l de CrylAb (panel c). La masa molecular 
(kDa) de los marcadores de referencia es indicada. 
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Figura 21. Unión de los fragmentos de digestión de CrylAb con jugo gástrico de 
M. sexta en vesículas de la microvellosidad apical de M. sexta. La protoxina fue 
procesada a diferentes relaciones proteasa:protoxina e incubada con 20 Jlg de VMV A. 
Después de I h de incubación, la toxina no unida fue removida y las vesículas, 
conteniendo la toxina, fúeron sometidas a SDS-PAGE 10%, transferidas a 
nitrocelulosa y detectadas con el anticuerpo policlonal anti-Cryl A. Carril 1, 
proteasa:protoxina 1: 100; carril 2, 1:50; carril 3, 1: 10. La masa molecular (k Da) de los 
marcadores de referencia es indicada. 
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el corte intramolecular que produce el fragmento de 30 kDa, no afecta la unión de los 

fragmentos a las VMV A. 

Para analizar el efecto del tratamiento con proteasas del jugo gástrico en la actividad de 

fonnación de poro de la toxina Cry 1 Ab, se realizaron ensayos in vi/ro de la penneabilidad 

de K+ como se reportó previamente (Lorence et al., 1995). La Figura 22a muestra que el 

tratamiento moderado con jugo gástrico (2 h a una dilución de l/IODO), aumentó la 

actividad de CrylAb en los ensayos de penneabilidad a K+. La adición de la toxina 

activada, a concentración final de 50 nM, a las VMV A, cargadas con KCI 150 mM y 

suspendidas en MeGluCI ISO mM, produjo una rápida hiperpolarización. La respuesta del 

colorante a las adiciones de KCI también se incrementó, cuando se comparó con el control 

en el cual se adicionó una cantidad igual de amortiguador. Después de cada adición de 

KCI, se estableció un nuevo potencial de membrana y una depolarización fue producida. 

La Figura 22b muestra la pendiente de los cambios en fluorescencia vs. el potencial de 

equilibrio del K+ El mismo análisis fue realizado con la toxina activada por diferentes 

tratamientos (Tabla 4). La penneabilidad a K + obtenida con un tratamiento moderado con 

jugo gástrico (2 h a dilución de 1/1000) fue cinco veces mayor que la obtenida por el 

tratamiento de activación con tripsina durante 2 h a dilución de 1/100 (Tabla 4). 

Interesantemente, a medida que los fragmentos de 30 kDa fueron producidos, la actividad 

de fonnación de poro de la toxina fue disminuida. Así, tras una proteólisis extensiva (jugo 

gástrico/protoxina 111), la fonnación de poro fue 14 veces menor que la observada con la 

toxina obtenida con jugo gástrico/protoxina 111000 (Tabla 4). 

La toxicidad de las protoxinas digeridas con jugo gástrico o con tripsina fue ensayada en 

larvas de primer instar de M. sexta. En la Tabla 5 se muestra que la protoxina no procesada 

tuvo la máxima actividad y que el tratamiento con proteasas, en las condiciones en que 

aparecen los fragmentos de 30 kDa, redujo la actividad insecticida. 
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Figura 22. Permeabilidad a K+ a través de VMV A de M. sexta inducida por CrylAb. Ensayos realizados como se describe en 
la sección de material y métodos y en la Figura 8. a) Registro fluorescente de los cambios en permeabilidad a K+ producidos por la 
toxina CrylAb, digerida con jugo gástrico 1:1000. El amortiguador control contiene la misma cantidad de jugo gástrico, pero sin 
pro toxina. UAF, unidades arbitrarias de fluorescencia. Las adiciones de KCI indicadas con números del l al 5, corresponden a las 
siguientes concentraciones finales de K+: 7, 22, 47, 98 Y 195 mM. b) La pendiente (m), de la curva L'lF (%) vs. potencial de 
equilibrio de K+ (E/) (mV) o respecto a la concentración externa de K+, fue determinada. E/fue calculado usando la ecuación de 
Nernst. Los cambios en fluorescencia fueron determinados 4 veces. 
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Tabla 4. Penneabilidad del K + a través de las VMV A de M. sexta 
inducida por la toxina Cry I Ab. 

Tratamiento Corte Proteasa/Protoxinaa 
mrox-minl 

b 

Jugo gástrico 1 cr 1/1 000 0.145 
deM. sexta 2° 1/100 0.059 

3° 1/1 O 0.038 
3° 1/1 0.010 

Tripsina 1/100 0.028 
l/50 0.011 
1/20 0.006 
l/S 0.000 

a La protoxina Cry I Ab fue digerida por 13h con el tratamiento 
indicado. Después de la digestión se adicionó PMSF 1 mM y las 
muestras fueron analizadas en ensayos de penneabilidad de K+. 

b Las diferencias en la pendiente de la curva de cada toxina activada 
(mloxl menos la pendiente del trazo control (min), en el cual la 
misma cantidad de amortiguador fue adicionado, son presentadas. 
La pendiente (m) de las curvas de los cambios en la fluorescencia 
(LIF) (%) vs. el potencial de equilibrio del K+ (EK+) (mV), o vs. la 
concentración externa de K+, fue detenninada en VMV A tratadas 
con Cry 1 Ab 50 mM (Fig. 22). Los valores son las pendientes 
medias de cuatro diferentes mediciones. Las desviaciones estándar 
fueron menores del 5%. 
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Tabla 5. Toxicidad de las proteínas CrylAb contra M. sexta. 

Dosis Mortalidad (%)a 
(ng/cm2 ) 

Protoxina Jugo gástrico Tripsina 

2h 13 h 2h 13 h 

lO 83.3 29.2 20.8 16 4.2 
20 87.5 87.5 41.7 60 37.5 
50 lOO lOO 87.5 95.8 70.8 

a Mortalidad registrada en 24 larvas de primer instar de M. sexta y 
corregida con la mortalidad no específica observada en las larvas 
control que no fueron alimentadas con la toxina. Las 
desviaciones estándar fueron menores del 5%. 
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5.2.5. Las VMV A tienen proteasas asociadas que activan correctamente a la protoxina 

CrylAb 

La presencia de proteasas asociadas a las VMV A de C. quinqllefasciallls fue reportada 

previamente (Dai and Gill, 1994). Sin embargo, en este estudio no se analizó la actividad de 

fonnación de poro de la toxina. Aquí encontramos que las vesículas de M. sexta tienen 

suficiente actividad de proteasa intrínseca para digerír a la protoxina hasta una proteína de 

menos de 60 kDa (Fig. 23a). La incubación de la protoxina (100 nM) con VMV A (10 ¡.tg), 

por 15 min, fue suficiente para obtener una toxina activa en fonnación de poro (Fig. 23b). 

Sin embargo, en tiempos mayores de incubación, se pudo observar una disminución en la 

actividad. Por otra parte, la incubación con VMV A inhibió significativamente el corte 

responsable de la producción de los fragmentos de 30 kDa cuando la toxina se procesa con 

jugo gástrico (Fig. 24). Estos resultados, en conjunto, podrían implicar que al interaccionar 

la toxina con las VMV A, posiblemente con el receptor, ésta sufre un cambio 

confonnacional que pennite la digestión proteo lítica en un sitio que previamente no es 

fácilmente accesible a las proteasas. Alternativa o simultáneamente, el efecto podría ser 

explicado por la protección de la proteína contra las proteasas, de tal fonna que se aumente 

la vida media de la fonna activa. 

5.2.6. La protoxina desnaturalizada no regresa a su estructura nativa 

Se exploró la posibilidad de marcar la protoxina, para posteríonnente procesarla 

proteolíticamente con VMV A y, así, obtener una toxina derívatizada fluorescentemente que 

tiene una alta eficiencia para insertarse en membranas y fonnar poro. Para ello, la protoxina 

fue incubada con FITC y después de remover la sonda libre, fue digerída con tripsina y los 

productos resultantes separados por SDS-PAGE 10%, electrotransferídos a una membrana 

de nitrocelulosa y detectados (;Un un anticuerpo monoclonal anti-FITC conjugado a 

fosfatasa alcalina. Se encontró que la región tóxica de la proteína no fue marcada por la 

sonda (Fig. 25; banda de 60 kDa, comparar carriles 2 y 3). Este resultado sugiere que la 

región tóxica se encuentra en el centro hidrofóbico de la protoxina y, por lo tanto, 

inaccesible al solvente. 
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Figura 23. Activacióu de la protoxina CrylAb con VMV A. La protoxina Cry l Ab (100 nM) fue incubada con 10 )Jg de vesículas 
de la microvellosidad intestinal de M sexta, que fueron preparadas en ausencia de inhibidores de proteasas, Después de 15 minutos 
a 37°C, las vesículas fueron recuperadas por centrifugación y la proteína que se mantuvo en el sobrenadante fue analizada en: a) 
SDS-PAGE 10%,y teñida con azul brillante de Commassie. Carriles: M, marcadores de masa molecular; 1, protoxina procesada con 
VMVA. b) ensayos de permeabilidad de K+ realizados como en la figura 22. 
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Figura 24. Las VMVA inhiben la degradación de la toxina y protoxina por jugo 
gástrico. La toxina o protoxina fueron preincubadas 15 minutos, con o sin I O ~g de 
VMVA preparadas en presencia del cocktail de inhibidores de proteasas, Complete™. 
Posteriormente, se adicionó jugo gástrico de M. sexta a proporciones de 1: 1 000 Y 
1: 1 00 (w/w). Después de 2 h de digestión, las muestras fueron cargadas en SDS
PAGE 10% Y transferidas a nitrocelulosa para su posterior análisis por Western blot 
con el anticuerpo polic1onal anti-CryIA. La masa molecular (kDa) de los marcadores 
de referencia es indicada. 
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Figura 25. La región tóxica está protegida del solvente por la pro toxina. La 
protoxina fue incubada con FITC (FITC:Proteína = 30: l w/w) durante 16 h Y después 
de remover la sonda libre por exclusión molecular, fue digerida con trípsina (1 :50 
w/w), sometida a SDS-PAGE 10% y teñida con azul brillante de Commassie (carril 3) 
y analizada por Westem blot con un anticuerpo monoclonal anti-FITC (carriles l y 2). 
Carril 1, Protoxina no digerida; carriles 2 y 3, pro toxina dig~rida con tripsina. 
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Con el fin de evaluar la posibilidad de desnaturalizar, marcar con FITC y 

posterionnente renaturalizar, la protoxina fue sujeta a hidrocloruro de guanidina 3 y 6 M. 

Para saber si la desnaturalización y renaturalización tienen un efecto sobre la actividad 

insecticida, se realizaron bioensayos contra larvas de M. sexta. A diferencia de la protoxina 

nativa, la desnaturalizada-renaturalizada perdió completamente su toxicidad (Tabla 6). Esto 

excluyó la posibilidad de marcaje previo a la activación, pero planteó la pregunta del por 

qué la protoxina no podía ser renaturalizada hasta alcanzar su estructura nativa. En este 

sentido, se obtuvo el espectro de emisión de la fluorescencia intrínseca de la protoxina y se 

comparó con la de la protoxina desnaturalizada y con la de la desnaturalizada

renaturalizada. La protoxina tiene un máximo de emisión a 334 nm. La desnaturalización 

con hidrocloruro de guanidina 3 M produjo un corrimiento espectral de 2 nm hacia el rojo. 

Al aumentar la concentración de hidrocloruro de guanidina hasta 6 M, el corrimiento fue de 

4 nm. La remoción del agente caotrópico por cromatografia de exclusión molecular, no 

regresó a la proteína a su estructura nativa. (Fig. 26). 
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Tabla 6. Toxicidad de la toxina Cryl Ab nativa y desnaturalizada
renaturalizada contra larvas de M sextaa. 

Dosis Mortalidad (%) 
(ng/cm2 ) 

Nativa Renaturalizadab 

2 20.8 4.2 
10 91.7 25 
50 100 8.3 

a La mortalidad fue valorada como se explica en la Tabla 5. 
b La toxina CrylAb fue sujeta a desnaturalización con hidrocloruro 

de guanidina 6M. El agente caotrópico fue removido mediante 
cromatografía de exclusión molecular para permitir la 
renaturalización de la proteína. 
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Figura 26. La protoxina desnaturalizada no regresa a su estructura nativa. 
Espectros de emisión de la fluorescencia, intrínseca de la protoxina nativa, 
desnaturalizada con hidroc!oruro de guanidina 3 o 6 M Y de la protoxina 
renaturalizada. 
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6. DISCUSiÓN 

6.1 Análisis fluorescente de la toxina Cryl Ab. 

Los eventos bioquímicos que hacen que las toxinas Cry se inserten en la membrana 

apical del intestino medio, es un tópico de gran interés en el área. Existe evidencia de que 

la toxina debe sufrir cambios conformacionales para pasar de un ambiente hidrofilico a otro 

anfipático. Sin embargo, hasta la fecha, la investigación se ha centrado en el dominio 

formador de poro y se desconoce si ocurren cambios en el resto de la proteína. Sería 

valioso contar con una estrategia experimental que permita estudiar la estructura de la 

toxina en la membrana, para proponer un modelo de los cambios conformacionales que 

acontecen como resultado de la inserción. De esta manera, seria posible estudiar la 

magnitud de tales cambios a través de la localización de residuos específicos respecto de su 

orientación en el ambiente de la membrana. Por este motivo, el objetivo inicial de este 

trabajo fue el análisis de los cambios conformacionales de la toxina Cryl Ab cuando se 

inserta en la membrana. Para ello, se planteó una estrategia experimental de espectroscopía 

de fluorescencia, que incluía el estudio estructural comparativo de la toxina en solución 

acuosa vs. la toxina insertada. 

Una herramienta, utilizada con éxito para definir el ambiente en que se encuentran los 

residuos de triptofano de las proteínas integrales de membrana, es el apagamiento de la 

fluorescencia. Para ello se usan agentes que tras impactar con el fluoróforo excitado 

extraen su energía, la difunden como calor y, de esta forma, impiden la emisión de 

fluorescencia. De estos agentes, el ión ioduro y la acrilamida han sido extensamente usados 

(Lackowicks, 1983). El ioduro es incapaz de difundir a través de ambientes hidrofóbicos 

como las membranas, por lo cual sólo puede apagar la fluorescencia de los residuos 

expuestos al solvente acuoso. Por el contrario, la acrilamida difunde en ambientes 

hidrofóbicos y apaga la fluorescencia tanto de residuos expuestos al solvente como de 

aquellos que se encuentran protegidos. 

El estudio del apagamiento de la fluorescencia intrínseca de la toxina Cry l Ab permitió 

obtener un conocimiento más dinámico de la estructura de la toxina en solución. En 

presencia <:le ioduro, se observó que la exposición de triptofanos difiere en 10 % de la 

esperada según el modelo teórico (Fig. 11). Esta diferencia puede ser explicada debido a 
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que, a diferencia del modelo estructural generado por computadora, en base a la estructura 

cristalográfica de la toxina Cry I Aa, la emisión de la fluorescencia es sensible a la dinámica 

conformacional de la proteína. Este mismo análisis podria ser realizado con mutantes de 

triptofano, de tal manera que se podría determinar experimentalmente cuáles son los 

triptofanos más expuestos al solvente. Por otra parte, el análisis de estas mutantes podría 

aportar un conocimiento mucho más profundo de la estructura de la toxina Cry 1 Ab una vez 

insertada en membranas. 

De igual forma, fue posible determinar mediante el análisis de marcaje fluorescente de 

las mutantes de lisina, que se construyeron durante el desarrollo del presente trabajo, que el 

residuo K403 se encuentra más accesible al solvente que el K490, y confirmar que K478 se 

encuentra dentro del centro hidrofóbico de la proteína (Fig. 15). Las toxinas Cry 1 presentan 

un uso preferente de argininas como residuos con cargas positivas. Por ejemplo, CrylAa 

sólo presenta 2 residuos de lisina y 44 de arginina, mientras que Cry 1 Ab tiene tres lisinas 

en las posiciones 403, 478 Y 490 Y 43 residuos de arginina. Los residuos K478 y K490 se 

encuentran altamente conservados mientras que el residuo K403 es variable. La 

conservación de estos residuos, en particular de K478, sugirió que en esta posición, la 

toxina requiere una lisina como residuo con carga positiva. Sin embargo, ni la mutagénesis 

conservativa ni el marcaje afectaron la solubilización, procesamiento y actividad insecticida 

de estas toxinas (Fig. 14 Y tabla 2). ¿Cuál es la razón de la alta conservación de los residuos 

K478 y K490? ¿Por qué del uso preferente de argininas como residuos de carga positiva? 

No es frecuente observar proteínas que tengan preferentemente argininas en lugar de 

lisinas. Se ha propuesto que como las toxinas Cry I son tóxicas para lepidópteros, y que el 

pH del jugo gástrico de los lepidópteros es alcalino (pH > 10.5), el uso de argininas 

permitiría que en estas condiciones de pH, el 85% de las argininas expuestas al solvente se 

encut:ntren efectivamente con carga positiva, pero sólo el 57 % de las lisinas dehido a que 

los pKas de los grupos guanidino y e-amino son de 12.5 y 10.8, respectivamente. Es posible 

especular que la toxina requiere de estas cargas positivas para interaccionar eficientemente 

con la membrana, cuya superficie es negativa. A este respecto, resalta que las toxinas Cry 

activas contra coleópteros, en los cuales el pH del jugo gástrico es neutro o ácido, presentan 

üiiü composición balanceada entre arginjn::ts y lisinas como residuos que aportan cargas 

positivas. Tal es el caso de la toxina Cry3A que tiene 35 residuos de lisina y 26 de arginina. 
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6.2 La inserción de las toxinas Cry en membranas. 

Aquí, hemos explorado algunas variables experimentales para la inserción de la toxina 

Cry 1 Ab en membranas artificiales o biológicas (Figs. 12 y 17). Para los experimentos de 

inserción en membranas artificiales, se utilizaron vesículas pequeñas unilamelares 

preparadas con fosfatidi1colina y colesterol en tres diferentes relaciones molares. Se 

analizó si a diferentes valores de pH y diversas fuerzas iónicas, la toxina CrylAb puede 

insertarse espontáneamente, lo cual no se observó. Estos resultados, por supuesto, no 

implican que el pH o la fuerza iónica no sean condiciones relevantes para la interacción de 

la toxina con la membrana, sino que no se logró optimizar las condiciones que mimetizaran 

las condiciones in vivo. En otra serie experimental se exploró, también sin éxito, la 

posibilidad de forzar la incorporación de la proteína en las membranas mediante sonicación 

y/o en presencia de detergentes dializables durante el proceso de preparación de las 

vesículas. 

Nuestros resultados contrastan con los resultados de formación de poro previamente 

reportados, en los que se demostró que las toxinas Cry son capaces de insertarse y abrir vías 

de permeabilidad en membranas modelo (English el al., 1991; Haider and Ellar, 1989; 

Yunovitz and Yawetz, 1988). Mediante un análisis de la fluorescencia de la toxina 

Cry l Ab, fue posible estimar que se requiere de la inserción de 3XI0 12 moléculas para 

obtener una señal mínima dentro del límite de sensibilidad del espectrotluorómetro. Tanto 

la calidad de la membrana como la ausencia de receptor podrían ser factores determinantes 

para incorporar tal cantidad de proteína. 

Para intentar insertar la toxina en membranas que contienen receptor, se incubó la 

toxina·FITC con VMVA de M sexta. Encontramos inconsistencias en los resultados. Por 

una parte, tras la adición de las VMV A a la toxina se observó un corrimiento en la emisión 

del tluoróforo hacia longitudes de onda más cortas. En contraste, cuando las vesículas 

fueron preincubadas con la toxina y posteríormente separadas de la toxina no unida por 

ultracentrifugación, se encontró que sólo una fracción muy pequeña (1-3%) de la toxina se 

mantuvo asociada a las vesículas. En este último caso, a medida que se aumentó la 

c~ntidad de vesículas, se observó un comportamiento dosis-respuesta en la asociación de 

toxina. 
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A la fecha nadie ha planteado la pregunta de cuántas toxinas deben insertarse para 

lograr una actividad de formación de poro cuantificable. Se sabe que en presencia de 

receptor, es posible observar la unión de las toxinas marcadas con 1135 a VMVA de insectos 

susceptibles a concentraciones de 2-10 nM. En contraste, para detectar la actividad de poro 

es necesario usar concentraciones de 1-50 nM de toxina. Esto, podría reflejar diferencias en 

la sensibilidad de las técnicas utilizadas, o que no todos los eventos de unión, a pesar de ser 

específicos, conducen a la inserción de las proteínas y su incorporación en el poro. Esto 

último podría estar relacionado con la reversibilidad del primer paso de la unión o con un 

fenómeno relacionado con la competencia de las toxinas para penetrar la membrana. 

La inserción de la toxina depende de una correcta activación de la protoxina. Nuestra 

experiencia indica que el procesamiento de la toxina Cry 1 Ab con tripsina no produce de 

manera sistemática toxinas activas en formación de poro, sino que la actividad varía entre 

preparaciones diferentes e incluso es frecuente observar toxinas que son completamente 

inactivas. Además, no existe un consenso en la forma de activación y cada grupo procede 

con protocolos diferentes (Smedley et al., 1997), por lo que el proceso de activación de 

CrylAb, y en general de las toxinas CryIA, está siendo sujeto de investigación. 

Encontrar una mejor condición de activación podría permitir insertar una mayor 

cantidad de moléculas de toxina y así hacer posible el estudio de la estructura de la toxina 

en membranas. En este sentido nos propusimos estudiar el procesamiento de la toxina 

Cry I Ab in vitro e in vivo. 

6.3 Procesamiento de la toxina CrylAb. 

La activación in vitro de las protoxinas Cry 1 A es comúnmente realizada con proteasas 

comerciales tales como trípsina, usualmente a bajas concentraciones, produciendo un 

fragmento tóxico de 60-70 kDa. Sin embargo, se ha reportado que, cuando se usan a altas 

concentraciones, otras proteasas, tales como subtilisina (Chestukhina et al., 1990; Pang el 

al., 1999), papaina (Choma et al., 1990), quimotripsina, termolisina y pronasa (Convents et 

al., 1991), producen polipéptidos más pequeños en las toxinas CryIA. El procesamiento 

proteo lítico dentro del dominio 1 ha sido reportado para diferentes toxinas Cry (Tabla 7). 

Sin emhargo, el significado biológico de estos cortes no es claro debido a que se han 

reportado resultados contradictorios. Las toxinas Cry2Aa y Cry3A son cortadas entre las 
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Tabla 7. Cortes proteolíticos intramoleculares reportados para las toxinas Cry de B. thuringiensis. 

Toxina Posición" Región Proteasab Producto (kDa) Actividad' Referencia 

CrylAb ~6-~7 Q, TI, S, P 30 Convents et al, 1991 
CrylAa ~6-~7 Q, TI, S, P 30 Pang et al, 1999 
CrylAc L46L47 a2a-a2b SI + Ogiwara et al, 1992 
CrylAc F5Oy51 al-a2 Mb 58 Lightwood et al, 2000 
CrylAc F68_G69 a2a-a2b Mb. Pb 56 Lightwood et al, 2000 
Cry2Aa a3-a4 Q Audtho et al, 1999 
Cry3A N '61 p162 a3-a4 Q II Y 49 + Carrol et al, 1997 
Cry4A R2J5Q236 a5-a6 Cp 20 y45 + Yamagiwa et al, 1999 
Cry48 Cp 18 y 46 Komano et al, 1998 
Cry48 a5-a6 S + Zalunin et al, 1998 
Cry9A a5-a6 S + Zalunin et al, 1998 
Cry9C a2~-a3 T Lambert et al, 1996 
CryllA L367T368 ~5-~6 + Dai and Gil!, 1993 

a Los numeros señalan los residuos entre los cuales se genera el corte proteolítico. 

b Q, quimotripsina; TI, termolisina; S, subtilisina; P, pro nasa; T, Tripsina; SI, Spodoptera lituaria; 
Mb, Mameslra brassicae; Pb, Pieris brassicae; Cp, Culex pipiens. 

, Actividad insecticida. 
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hélices a3-a4 por quimotripsina. La toxina procesada Cry2Aa no retiene la actividad 

insecticida (Audtho el al., 1999). En contraste, la toxina Cry3A incrementó su solubilidad 

sobre un rango de pH más amplio, y retuvo su actividad completa contra larvas del 

coleóptero susceptible (Carroll el al., 1997). Cry4A, Cry9A y Cry48 fueron cortadas entre 

las hélices a5-a6 por las proteasas del intestino medio de Culex pipiens para Cry4A y 

subtilisina para Cry9A y Cry4B. Las proteínas procesadas fueron tóxicas para la larva 

susceptible y los polipéptidos permanecieron asociados en un complejo (Yamagiwa el al., 

1999; Zalunin et al.. 1998). Komano y cols. (1998) reportaron que el procesamiento in 

vÍlro de Cry48 por proteasas del intestino medio de C. pipiens produjo fragmentos 

inactivos de 18 y 46 kDa. Cry9C fue digerida por tripsina después de la hélice a2b. Este 

procesamiento tuvo como resultado una proteína completamente inactiva (Lambert el al .. 

1996). En contraste, el corte proteolítico de Cry I Ac por proteasas del intestino medio de 

Spodoplera litura antes de la hélice a2b tuvo poco efecto en la toxicidad contra larvas de 

Plutella xylaslella (Ogiwara et al .. 1992). 

En este trabajo, se demostró que el procesamiento in vitro e in vivo de la protoxina 

Cry I Ab por proteasas del intestino medio de M. sexta involucró tres cortes 

intramoleculares. Los productos del tratamiento con estas proteasas fueron diferentes de 

los obtenidos con tripsina. El tratamiento extensivo con tripsina en una proporción 

tripsinalprotoxina de 1/1 produjo tanto la proteína de 62 kDa como la de 33 kDa (Fig. 18b). 

En contraste, la activación in vitra con jugo gástrico produjo fragmentos de 60 kDa, 58 kDa 

y dos de -30 kDa (Fig. 18b). El primer corte realizado por las proteasas del intestino 

medio ocurrió a una proporción de proteasalprotoxina igual a 111 000 Y resultó en un 

fragmento de 60 kDa. La secuencia N-terminal de este fragmento, indicó que su formación 

fue el resultado del corte entre los residuos Leu-57 y Gly-58 en la secuencia L57G58LVDI 

localizada al inicio de la hélice a2a (Tabla 3). El segundo evento proteolitico fue realizado 

a una proporción de proteasalprotoxina de 1/100, produciendo un fra¡''1l1ento de 58 kDa. La 

secuencia N-terminal de este fragmento, localiza el sitio de corte entre los residuos Phe-67 

y Gly-68 en la secuencia F67G68pSQW entre las hélices a2a-a2b (Tabla 3). La máxima 

actividad de formación de poro in vitro fue observada después del primer corte 

intramolecular, tras lo cual la actividad decayó a medida gut: ocurrit:run los !;ortes 

subsecuentes (Fig. 22 y Tabla 3). En comparación, la secuencia N-terminal del producto de 
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digestión con tripsina indicó que el corte ocurre entre los residuos R-28 e 1-29 de la 

secuencia R28
¡29 ETGY (Tabla 3), como previamente había sido reportado (Grochulski el 

al., 1995). 

Finalmente, un tercer corte intramolecular produjo dos fragmentos de -30 kDa, 

probablemente dentro del dominio II. Uno de los fragmentos tiene el extremo N-terminal 

del segundo evento proteolítico con la secuencia G68pSQW (Tabla 3). No fue posible 

obtener la secuencia N-terminal del otro fragmento de -30 kDa, debido a que la secuencia 

se encontró bloqueada. 

La actividad de formación de poro fue severamente reducida cuando estos dos 

fragmentos fueron producidos (Tabla 4). La toxicidad in vivo también fue disminuida 

(Tabla 7). Dado el tamaño de la toxina y de los fragmentos, proponemos que este último 

corte podría ser realizado en el dominio ¡1. Se ha reportado que la proteólisis in vitro por 

diferentes proteasas (quimotripsina, termolisina, subtilisina y pronasa) cortaron las 

protoxinas CrylAb (Convents el al., 1991) y CrylAa (Pang el al., 1999) en el asa que 

conecta las hojas p6-p7 del dominio I1, produciendo dos fragmentos con una masa de 30 

kDa (Tabla 7). En el caso de la toxina Cry 1 Aa, este procesamiento inactivó a la proteína 

contra Bombyx mori (Pang el al., 1999). Estos datos sugieren que el corte dentro del 

dominio II de las toxinas CrylA podria estar involucrado en la inactivación. El hecho de 

que los fragmentos de 30 kDa fueran encontrados in vivo después de 15 minutos de 

digestión y de que se encontraran presentes aún después de 4 h de la ingesta (Fig. 19), 

sugiere que estos fragmentos son intermediarios estables en la ruta de degradación de la 

toxina CrylAb catalizada por las proteasas del intestino medio de M. sexla. 

Secuencias N-terminales similares a las de los dos primeros cortes aquí reportados han 

sido descritas para la toxina CrylAc. Estas son producidas por el jugo gástrico de tres 

diferentes insectos lepidópteros (Tabla 7). El primer corte fue encontrado sólo con el 

tratamiento de la protoxina CrylAc con jugo gástrico de Mameslra brassicae (Lightwood 

el al., 2000). El segundo corte fue encontrado mediante el tratamiento con jugo gástrico de 

tres insectos (M. brassicae, Pieris brassicae y Spodoplera [¡lllra) (Lightwood el al., 2000; 

Ogiwara el al.. 1992). La activación de Cry 1 Ac con proteasas del intestino medio de S. 

¡¡t!l!'{1 resultó en una ligera reoncción en la toxicidad contra larvas de P. xyloslella. La 

activación con jugo gástrico de M. brassicae, la cual es una larva de lepidóptero no 
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susceptible a Cry I Ac, generó productos de 58, 40 Y 20 kDa que son insolubles (Lightwood 

et al.. 2000). 

En este trabajo encontramos que el tratamiento con jugo gástrico produjo una toxina más 

activa en ensayos de formación de poro que el tratamiento con tripsina (Tabla 4). La mayor 

actividad de formación de poro fue obtenida cuando la hélice a 1 fue cortada. Resulta 

evidente en la Figura 18b que a diferencia del jugo gástrico de M. sexta, el tratamiento con 

tripsina no produce los dos primeros cortes en el extremo N-terminal de CrylAb. Estos 

datos sugieren que los cortes ocurridos al inicio de la hélice a2a y entre las hélices a2a

a2b, podrían ser producidos por proteasas diferentes a la tripsina que se encuentran en el 

jugo gástrico. Alternativamente, las tri psi nas de insecto podrían tener diferentes 

propiedades y/o especificidades que sus contrapartes en mamíferos. También concluimos 

que la hélice a I podría ser dispensable para la inserción en la membrana y/o formación de 

poro. Estos datos concuerdan con el reporte previo de Aronson y Cols. (1999), el cual 

muestra que el tratamiento con proteinasa K de Cry I Ac unida a VMV A de M. sexta, 

removió la hélice a 1 y el inició de la hélice a2, mientras que el resto de la toxina 

permaneció resistente a posteríor proteólisis. Adicionalmente, Ogiwara y Cols. (1992) 

reportó que las proteasas del intestino medio de P. xyloslella digirieron a Cry 1 Ac entre los 

residuos Leu-46 y Leu-47, localizados después de la hélice al, sin decremento en la 

toxicidad contra larvas de P. xyloslella. Por último, el péptido sintético correspondiente a 

la hélice a I fue el único, de las 7 hélices a del dominio 1, que no se unió a la membrana 

lipídica (Gazit el al.. 1998). 

Los dos fragmentos de 30 kDa, obtenidos por tratamiento con Jugo gástrico, 

permanecieron asociados en solución (Fig. 20), posiblemente mediante interacciones no 

covalentes, por lo que se sugiere que este corte no involucra la pérdida de la estructura 

globular de la proteína. Resultados similares fueron obtenidos mediante la digestión de las 

protoxinas Cry3A y Cry4A con quimotripsina, en las que los fragmentos permanecieron 

asociados en condiciones no desnaturalizantes (Carroll et al .. 1997; Yamagiwa et al .. 

1999). También, en concordancia con el reporte de que Cry3A digerída con quimotripsina 

se unió a VMVA de L. decemlineata (Carroll el al .. 1997; Martinez-Ramirez and Real, 

1996), encontramos que los fragmentos de 58 y de 30 kDa, obtenidos tras la digestión de ia 

protoxina CrylAb conjugo gástrico, se unieron a las VMVA de M. sexta (Fig. 21). 
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El procesamiento proteolítico de las toxinas Cry es un paso critico que no sólo está 

involucrado en la activación de la protoxina, sino que también podría estar implicado en la 

especificidad de la toxina (Haider and Ellar, 1989; Haider et al., 1989) y en la resistencia de 

los insectos (Oppert et al" 1997; Shao et al" 1998). La carencia de una proteasa principal 

en Plodia interpunclella es responsable de su resistencia a las toxinas Cry de BI subsp. 

entomocidus HD 198 (Oppert et al" 1997). Por otra parte, se ha reportado que la rápida 

degradación de las toxinas Cry está asociada con la pérdida de susceptibilidad de larvas de 

quinto instar de S litoralis hacia CrylC (Keller et al., 1996) y que los inhibidores de serin

proteasas aumentaron la actividad insecticida de algunas toxinas de BI hasta en 20 veces 

(Maclntosh et al., 1990). 

Aquí, encontramos que el jugo gástrico de S jhlgiperda, un lepidóptero tolerante a 

Cry l Ab, tuvo una mayor capacidad para producir los fragmentos de 30 kDa que el jugo 

gástrico de M. sexta (Fig. 18b). Las proteasas del intestino medio de este insecto 

degradaron a la toxina Cry l Ab al menos cinco veces más rápido que las de M. sexta. 

Debido a que S¡;-ugiperda es altamente resistente a CrylAb (Aranda et al., 1996), nuestros 

resultados apoyan la hipótesis de que la inactivación de las toxinas Cry, mediante digestión 

por las proteasas del intestino medio, podría ser considerado como un mecanismo de 

resistencia. Por lo tanto, la generación de mutan tes de Cry l Ab resistentes a los cortes 

específicos por las proteasas del intestino medio, podría aumentar la potencia de este 

insecticida biológico. En este sentido, al eliminar el sitio de corte en el dominio II de 

Cry l Ac no se encontró ningún efecto en su toxicidad contra P. brassicae (Lightwood et al., 

2000). Sin embargo, como se mostró en este trabajo, la inactivación de la toxina comienza 

desde que ocurre el corte que separa la hélice a2a del resto de la proteína. Sería interesante 

eliminar ambos sitios de corte y probar si existe un aumento en su toxicidad. 

Finalmente, en este trabajo se encontró que las VMVA contienen actividad de proteasa 

asociada a la membrana que fue suficiente para digerir y activar a la protoxina Cry l Ab 

(Fig. 23). Además, la interacción de las vesículas con la toxina tiene un efecto protector 

contra la inmediata degradación de la toxina por las proteasas del intestino medio. En un 

trabajo simultáneo, en nuestro laboratorio, desarrollado por Isabel Gómez y Mario 

Soberón, se observó este mismo efecto mediante la preincubación de la protoxina con un 

fragmento de anticuerpo, scFV73, y su posterior digestión con tri psi na o jugo gástrico. Este 
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fragmento de anticuerpo fue seleccionado por competir con la unión de la toxina Cry 1 Ab a 

las VMV A y se encontró que es homólogo una secuencia de la cadherina E. En contraste, 

la preincubación de protoxina con otro fragmento de anticuerpo, scFV 45, que no compite 

por la unión de la toxina a las VMV A, no tuvo el mismo efecto. Es posible que la 

cadherina E, que se ha identificado como receptor de Cry I Ab, participe en el mecanismo 

de acción de esta toxina, probablemente mediante la inducción de un cambio 

conformacional de la protoxina que permita la correcta activación, y/o mediante la 

protección de ésta contra la ulterior degradación por proteasas digestivas. 

Cuando se separaron las vesículas por centrifugación, se observó que una fracción de la 

toxina estaba asociada a las membranas. Esto podría proporcionar un medio para la 

inserción de toxina en membranas que pudiera ser estudiado mediante espectroscopía de 

fluorescencia. Para ello se planteó la posibilidad de marcar fluorescentemente a la toxina 

en su forma de protoxina. Sin embargo, el marcaje de esta proteína con FITC resultó en el 

marcaje exhaustivo de la región C-terminal, mientras que se excluyó selectivamente el 

marcaje de la región tóxica. Se exploró la posibilidad de marcar la protoxina que 

previamente fue desnaturalizada con hidrocloruro de guanidina, pero desafortunadamente 

no fue posible renaturalizar a la protoxina hasta su forma nativa, lo cual fue observado 

mediante el registro y comparación de los espectros de emisión de la protoxina nativa, 

desnaturalizada y renaturalizada. Adicionalmente, se observó que la desnaturalización y 

renaturalización de la protoxina terminó con la actividad insecticida. 

6.4 Comentario final 

Una vez ingeridos, los cristales son solubilizados y la protoxina liberada es sometida a 

un ambiente altamente proteolítico, como lo es el lumen del intestino medio. Esto provoca 

la digestión inmediata que en primer instancia está relacionada con la activación, pero que 

casi simultáneamente es seguida por la degradación de la toxina. Previamente se 

consideraba que la proteína de 60 kDa era resistente a posterior digestión proteolítica y que 

esta forma se constituía como la entidad tóxica. Los datos aquí presentados sugieren que la 

digestión intramolecular que remueve la hélice a 1 de la toxina Cry 1 Ab es necesaria para 

una completa activación y que a este corte le siguen casi inmediatamente otros que la 

inactivan. 
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En el tránsito del lumen a la membrana intestinal, la proteína debe superar la barrera 

impuesta por la membrana peritrófica (Bravo el al., 1992). Se sabe que esta membrana es 

capaz de unir a la toxina, lo cual significa un mecanismo de defensa físico que 

inevitablemente disminuirá la cantidad de proteína disponible para lograr el efecto 

fisiológico característico por la intoxicación con toxinas Cry. 

Con lo anteriormente dicho es posible proponer que la estrategia de Bacillus 

thuringiensis como patógeno, consiste en asegurar que el número suficiente de toxinas 

llegue a la vecindad de la microvellosidad apical del intestino medio, y que además, al 

menos una fracción de éstas se inserte en la membrana para formar los poros que 

eventualmente lleven a la lisis celular y a la muerte del insecto. En este sentido, es evidente 

la ventaja que presenta la producción de grandes inclusiones cristalinas como paquetes que 

contienen las o-endotoxinas. Por otra parte, es posible entender el porque del uso de una 

gran cantidad de materia y energía, para la síntesis de estas proteínas durante el proceso de 

esporulación. 
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7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

l. El procesamiento de la protoxina Cry 1 Ab con tripsina no es suficiente para una 

correcta activación de la proteína (Fig. 18, Tablas 4 y 5). Sin embargo, dado que no se 

pierde la actividad insecticida, se propone que el fragmento resistente a tripsina debe ser 

posteriormente procesado por las proteasas del intestino medio del insecto. 

2. Se encontró que la condición experimental en que se remueve la hélice a 1 es la que 

genera una toxina con mayor actividad de formación de poro, por lo que se concluye 

que esta hélice es dispensable (Tablas 3 y 4). Para determinar si la ocurrencia de este 

corte es indispensable para la activad insecticida de la toxina Cry I Ab, seria necesario 

remover el sitio de corte por mutagénesis dirigida. 

3. La actividad de formación de poro disminuye cuando ocurre el corte que remueve la 

hélice a2a (Tablas 3 y 4). Sin embargo, en condiciones de proteólisis exhaustiva, 

cuando aparecen los fragmentos de 30 kDa (Fig. 18; jugo gástrico de M. sexta 1: 1 O), la 

toxina pierde totalmente la actividad de formación de poro (Tablas 3 y 4; tercer corte). 

Por otra parte, la velocidad de generación de estos cortes es mayor con el jugo gástrico 

del insecto resistente S. frugiperda que con el del insecto sensible M. sexta (Fig. 18). 

Concluimos que estos cortes están implicados en la ruta de degradación de la toxina 

Cry I Ab por las proteasas del intestino medio y que los fragmentos de 30 kDa son 

intermediarios estables de esta ruta de degradación. Seria muy útil generar mutantes 

que no tengan estos sitios para obtener una toxina más resistente a la degradación y, por 

lo tanto, potencialmente más tóxica. 

4. Los cortes ocurridos dentro de la hélice a2a y entre las hélices a2a-a2b (Tabla 3) 

podrían ser producidos por proteasas diferentes a la tripsina que se encuentran en el 

jugo gástrico. Alternativamente, las tripsinas de insecto podrían tener diferentes 

propiedades y/o especificidades respecto a sus contrapartes de mamíferos. 
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5. Los fragmentos de 30 kDa se mantienen unidos entre sí por interacciones no 

covalentes (Fig. 20a). Además, estos fragmentos son capaces de unirse a las vesículas 

de la microvellosidad apical de M. sexta. Sería interesante determinar si estos 

fragmentos no tóxicos, son capaces de competir con la toxina por el receptor. 

6. Las vesículas de la microvellosidad apical disminuyen la velocidad de degradación 

tanto de la toxina como de la pro toxina por las proteasas del jugo gástrico de M. sexta 

(Fig. 24). Además, estas vesículas tienen proteasas asociadas que son capaces de 

procesar a la protoxina Cry l Ab hasta su forma activa. Estos datos 'sugieren que la 

interacción de la toxina con la membrana del intestino medio, presumiblemente con el 

receptor, protege a la toxina contra la generación de los cortes proteolíticos implicados 

en la degradación. Alternativa o adicionalmente, esta interacción podría inducir 

cambios conformacionales en la toxina, los cuales podrían ser relevantes para la 

correcta activación e inserción. Esto podría ser estudiado con el fragmento de 

anticuerpo scFV73 que además de unirse específicamente a la toxina, tiene el mismo 

efecto que las VMV A en la activación y protección contra la degradación de la 

protoxina Cry l Ab. 

7. La región tóxica en la protoxina es inaccesible al solvente, por lo tanto no fue posible 

marcarla con FITC para posteriormente incubar la protoxina con las VMV A de M. sexta 

(Fig. 25). Por otra parte, la desnaturalización con hidrocloruro de guanidina y la 

posterior remoción del agente caotrópico termina totalmente con la actividad insecticida 

de la protoxina (Tabla 6). La proteína no regresa a su forma nativa (Fig. 26). 

8. La limitante para el estudio de la estructura de la toxina insertada en membrana fue la 

cantidad de proteína que se incorporó a las vesículas, artificiales o naturales (Figs. 12 y 

17). Una mejor activación proteolítica seguramente repercutirá en una mejor inserción, 

por lo que los resultados aquí presentados son potencialmente útiles para estandarizar 

las condiciones que permitan estudiar la estructura de la toxina insertada en membranas 

aisladas del intestino medio. Por otra parte, se podría explorar la posibilidad de 
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incorporar la toxina a vesículas artificiales, preparadas con mezclas de lípidos que 

formen membranas resistentes a detergentes. 

9. El análisis de la estructura de la toxina en solución acuosa mediante herramientas de 

espectroscopía de fluorescencia (Figs. 9, 10, 11, 13 Y 15), permitió validar el modelo 

de Cry I Ab generado a partir de las coordenadas cristalográficas de Cry I Aa. Una vez 

encontrada la condición de inserción, el análisis de la emisión y del apagamiento de la 

fluorescencia con ioduro o acrilamida podría ser útil para estudiar el ambiente en que 

se encuentran diferentes residuos de la proteína. 

10. La mutagénesis conservativa sitio-dirigida mostró que mnguna de las tres lisinas 

presentes en la toxina CrylAb es indispensable para la actividad insecticida (Fig. 14). 

Se encontró que el residuo K403 es el más accesible al marcaje fluorescente y que el 

residuo K490 se marca más lentamente mientras que el K478 no se marca (Fig. 15). El 

marcaje en estas posiciones no afecta la actividad insecticida (Tabla 2). La mutante 

doble K403R-K490R podria ser utilizada para experimentos de mutagénesis en los que 

se introduzcan residuos de lisina y de esta forma poder marcar y estudiar otras regiones 

de la proteína. Con la introducción adicional de un residuo de cisteína se podrian 

realizar estudios de transferencia de energía de fluorescencia para medir los cambios 

conformacionales de la toxina insertada en la membrana. 
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Abstract 

Activation of Cry proloxins is carried out by midgut protcascs. This proccss is importan! for toxicily and in some cases for 
specificity. Cornmcrcial proteases have been used for in vÜro protoxin activation. In Ihe case of Cry J A protoxins, trypsin digcstion 
generales a toxic fragment of 60-65 kDa. Here, we have analyzed the in vitro and in vivo activalion of Cry I Ab. We found differences 
in the processing of CrylAb protoxin by Manduca sexta and Spodoptera fmgiperda midgut proteases as compared to trypsin. 
Midgut juice proteascs produced two additional nicks at the N-terminal end removing helices al and a2a to produce a 58 kDa 
protein. A further clcavage within domain n splits Ihe toxin into two fragments of 30 kDa. The rcsulting fragmenls wcre not 
separated, bul instead coeluted with the 58 kDa monomer, in size-exc1usion chromatography. To examine if Ihis processing was 
in volved in the aclivation or degradation of CrylAb loxin, binding, pare formation, and toxicily assays were pcrformed. Pore 
formation assays showed lha! midguI juice trealment produced a more active toxin than trypsin trcalmenl. In addition. il was 
determined Ihal the al helix is dispensable for Cry 1 Ab activity. In contrast, Ihe appearance of Ihe 30 kDa rragments corre lates 
wilh a decrease in pore formation and insecticidal aClivities. Qur results suggest that the c1eavage in domain n may be involved 
in taxin inactivation, and thal the 30 kDa fragments are slable intermediates in the degradation pathway. © 2001 Published by 
Elsevier Seiencc Ltd. 

K('.\'Inmlx: /Ji/dI/lis tlwrillgiell.\·is: Protox.in lIctivalion: Toxin degradation: Midgut protease~: Mude of action 

1. Introduction 

During sporulation, Bacillus rhurillgiellsis (Br) pro
duces insecticidal crystal proteins (ICPs), al so caBed 0-
endotoxins or Cry toxins. Although each of these toxins 
has a narrow spcctrum of specificity, the Cry toxin fam
ily covers many inseet orders and other invertebrales 
(Crickmore et aL, 1998). After ingestion by susceptible 
!;Irvae, crystals are solubilized in (he midgut environ
ment and proloxins are activated by midgut prateases. 
The activated toxins bind to receptors localed in Ihe 
midgut brush border membnme and, after membrane 
insertion. they make low-seleclive ion pores (Lorence el 
al.. 1995). The resulting permeability produces ¡ooie and 

* Corre~p()nding aulhor. Tel.: +52-73-297635: fax.: +52+73-172388. 
E-mail (lddre~'S: bravo@ibt.umllll.lnx (A. Bmvo). 
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water flow, that leads lo ccll Iysis and insect dcath 
(Schnepf et al., 1998), 

When sorted by molecular weight, Cry protoxins are 
grouped as either 130-135 kDa ur as the naturally trunc
ated 70-73 kDa proteins (Rukmini el al., 2000), Inde
pendent of their size. activation by proteolytic digestion 
is an indispensable event in their mode of action. A lime 
course slUdy of 130 kDa protoxin digestion revealed thal 
the loxin is generated by proteolytic cleavages. occurring 
in a sequential manner and starting from the C-terminus 
(Choma et al., 1990). Abo, a short peptide at the N
terminal end is removed from the 130 and 70 kDa Cry 
protoxins (Choma et al., 1990: Schnepf et al., 1998) 
resulting in Ihe production of 60-65 kOa toxins. 

Intramolecular processing has been reported for sev
eral Cry toxins. CrylAb (Convents et al.. 1991), Cry2Aa 
(Audtho et al., 1999), Cry3A (Carroll et al., 1997), 
Cry4Aa (Yamagiwa et al., 1999), Cry4B, and Cry9Aa 
(Zalunin et al.. 1998) are c1eaved within dornain 1, while 
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CryllAa (Dai and Gill. 1993). CrylAc (Choma et al. . 
1990) and Cry 1 Aa (Pang et al., 1999) are c1eaved within 
domain 11. The in vivo activation process is not c1ear 
and could vary because of differences in insect midgut 
protcases. 

With the aim of better understanding the role of 
midgut proteases in the activation of ery protoxins. we 
studied the proteolysis of Cry I Ab by Manduca sexta and 
SpodoJ1tera frugiperda midgut juice using in vivo and 
in vitro conditions. This work was done with the suppo
sition thut the midgut juice of the target insect contains 
all of the necessary proteases and environment con
ditions fOf efficient activation of Cry protoxins. We 
found that, in contrast to the trypsin activation, the 
midgut protease treatment produced lower molecular 
mass proteins by proteolytic c1eavages inside lhe toxic 
fragment. Two additional nicks at the N*terminal end 
were identified. which removed helices al and a2a. A 
further c1eavage within domain 11 splits the toxin imo 
two fragments of 30 kDa. To understand if the intramol
ecular c1eavages of CrylAb are ¡n volved in the acti
vation or in the degradatíon pathway, functional assays 
of the different steps in the mode of action of Cry toxins 
were conducted with the processed toxins. We concluded 
lhal the processing of helix ex. l is part of the activation 
mechanism of CrylAb toxin, whereas deavage in 
dornain Il inactivated the (oxin. The generated 30 kOa 
fragmellts are stable intermediates in the degradation 
pathway. 

2. Materials and methods 

2. J. Cry J Ah ó*endotoxin purificatioll 

Cry 1 Ab crystals were produced in the acrystaJliferous 
Bt strain 407cr)'- transformed with pHT315 plasmid 
(Arames and Lereclus, 1991) harboring the cl)'IAb gene 
(pHT315-1 Ab). The transformant strain was grown for 
3 days at 29°C in nutrient broth sporulation medium 
(Lereclus et al., 1995) supplemented with 10 ¡¡g/mi 
erythromycin. After complete sporulation. crystals were 
purifled by sucrose gradients as reported (Thomas and 
ElIar. 1983). CryIAb crystals were solubilized in 50 mM 
Na2COJ pH 10.5. 0.2% ~-mercaptoethanol at 37°C for 
2 h. 

Protoxin (20 ¡¡g) was digested with trypsin (37°C) or 
M. sexta or S. frugiperda midgut juices (30°C), at differ
ent protcase/protoxin ratios for 2 or 13 h. Protoxin diges
tion was stopped with 1 mM phenylmethylsulfonyl nu
oride (PMSF). Samples \Vere centrifuged at 16,OOOg fur 
10 min and the toxin*containing supernatant was har
vested. Protein concentration was determined using the 
Bio-Rad Protein assay (Bio*Rad Labs. Hercules. CA). 

Fur io vivo processing of CrylAb, fifth instar larvae 
of M. sexTlI WC;:II; fun::e:-fe:d wi¡h 10 ilg Gf protcxin. Af!er 
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several post-feeding times, midgut tissue was dissected 
and the soluble fraction of the food bolus and solid 
material were separated by centrifugation. Samples were 
separated by sodium dodecyl sulfate 10% polyacrylam
ide gel e1ectrophoresis (SOS-PAGE). Protein was trans
terred Doto nitrocellulose and immunodetected with a 
polyclonal anti-CrylA toxin antibody (1/10.000) (Bravo 
et al.. 1992). 

2.2. Midgut juice isolarioll and brush border 
membrane vesicles (BBMV) purification 

M. sexta eggs were kindly supplied by Dr Jorge Ibarra 
(CINVESTAV-IPN, Mexico). S. frugiperda and M. 
sexta larvae were reared on an artificial di eL as de~cribed 
(Bell and Joachim. 1976). Fifth instar M. sexta and S. 
frugiperda larvae were chilled 10 min on ice aod midgut 
tissue was dissecled. Midgut juice from both larvae was 
separated from solid material by centrifugation and fil
tered through 0.22 ~m filters. Total protein was detenn
ined and small aliquots of midgut juice were stored at 
-700C until use. 

BBMV were prepared with the method of differeotial 
precipitation with MgCI 2 as reported by Wolfersberger 
et al. (1987), with a final step dialysis against 400 voI
umes of 150 mM KCI. 10 mM HEPES-HCI pH 7.4 
(Sigma, St. Louis, MO). Protein content of BBMV was 
assayed with the Folin-Ciocalteau reagent (Sigma, St. 
Louis, MO) in the presence of 0.75% SOS. BBMV 
enrichment was eSlimated according to the ratio of alka
line phosphatase (AP), aminopeptidase N (APN) and 
cytochrome e oxidase activities, relative to the initial 
homogenate (7-IO-fold increase AP and APN/rng 
protein). Cytochrome e oxidase activiry was determined 
to ensure that BBMV were nol contaminated with mito
chondrial membranes, by using horse heart reduced 
cytochrome e acid-modified as subsrrate, in a double 
beam SIM Aminco DW-2000 (García-Soto et al., 1988). 
APN activity Wtl..; assayed using L-Ieucine-p-nitroanilide 
as substrate (Lorence el al.. 1997) and AP using p-nitro
phenyl phosphate as substrate (Harlow and Lane. 1988). 

2.3. N*tenninal sequencing 

CrylAb toxin was digested with M. sexta midgut 
juice, separated by 10% SDS-PAGE and transferred onto 
an Immobilon-psQ POVF membrane (Millipore Co., 
Bedford, MA), in a semidry transfer chamber as directed 
by the manufacturer. Protein was developed with 0.1 % 
Ponceau S dye (Sigma, SI. Louis, MO) and selected 
bands were excised for N-terminal sequencing on the 
6400/6600 MilligenlBiosearch Prosequencer, at our 
im¡titme. 
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2.4. Size·exc/usioll ami iOIl-exchallge chromatography 

Cry I Ah toxin, previously digested wilh M. sexta 
midgut juice, was separated by Superdex 200 HR 10/30 
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) 
FPLC size-exclusion Uf HiTrap Q (Amersham Pharma
cia Biotech. Uppsala, Sweden) ion-exchange chromato
gmphy. as previously described (Güereca and Bravo. 
1999). Eluted taxin from both colurnns was sepanued by 
10% SDS-PAGE, transferred anta a nitrocellulose mem
brane, detccted with anti-Cry 1 Ah polyc1onal antihody 
(1/10,000; 1 h) and visualized by incubating with a goal 
anti-rabbit secondary antibody coupled with horseradish 
peroxidase (Sigma. SI. Louis. MO) (l/IODO; 1 h). fol
lowed by incubation with SuperSignal chemiluminescent 
suhstrate (Pierce. Rockford, IL), as described hy the 
manufacturers. In the case of ion-exchange chromato
gmphy. dornain 1 was detected with the 406 monoclonal 
antibody (1/5000; I h) that recognizes amino acids 164-
222 of Cry 1 Ab (HOfte et al.. 1988) and a rabbit anti
mouse antibody also coupled with horseradish peroxi
dase (Sigma. SI. Louis. MO) (l/IODO; 1 h). 

2.5. BindillK assays 

Trypsin- and midgut juice-digested protoxins were 
tested for binding to BBMV as reported (Aranda el al., 
1996). BBMV protein (20 ~g) were incubated with 
10 nM CrylAb toxin in 100111 binding buffer (PBS. 
0.1 % w/v BSA. 0,1 % v/v Tween-20, pH 7,6) for 1 h. The 
unbound toxin was removed by centrifugation (JO min al 
14,OOOg) and washing twice with the same buffer 
(500 ~I). Finally. the BBMV were suspended in 10 ~I of 
PBS, pH 7.6. and an equal volume of Laemmli sample 
loading buffer (2X) was added. Samples were boiled for 
5 min. separated by 10% SDS-PAGE. and electro
transferred 10 nitrocellulose membranes. The Cry I Ab 
toxin Ihat remained bound to the vesicles was visualized 
by incubating with anti-CrylAb polyclonal antibody and 
a goat anti-rabbit secondary antibody coupled with hor
seradish peroxidase, followed by incubation with the 
SuperSignal chemiluminescent substrate, as described 
aboye. 

2.6. F/uorescence measuremellts 

Pore formation activity was assayed by monitoring 
changes in membrane potential with the fluorescent posi
tively charged dye. 3.3' -dipropylthiodicarbocyanine 
(Dis-C,-(5)), (Molecular Probes. Eugene. OR) as pre
viously described (Lorence et al.. 1995). Fluorescence 
was recorded al 620-670 nm in a Hansatech system 
(Norfolk, England). Hyperpolarization causes dye intem
alization into the BBMV and a decrease in fluorescence; 
depolarization causes the opposite effect. BBMV (J O ~g) 
prev!lJusly lnacled with 150 mM KCI was suspended in 
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900 ~I of 150 mM N-methyl-D-glucamine chlonde 
(MeGluCI). 10 mM HEPES-HCI pH 9 buffer. After 
equilibration of the dye (2 min). 50 nM CrylAb toxin 
was added. Changes in membrane potential were moni
tored by successive additions of KCI (7, 22, 47, 98 and 
195 mM) lo the BBMV suspension. Analyses of the 
slope (m) of tlF (%) vs. K+ equilibrium potential 
(EJ(+) (mV) curve are reported in (his work. EJ(+ was 
calculated using the Nemst equation. Membmne poten
ti al detenninations were done four times. 

2.7. Bioassa.\'s 

Insect toxicity of digested protoxins was assayed with 
flrst instar M. sexta larvae by the diet-surface contami
nation procedure. A constant volume of the sample 
dilution (35 ~I) was applied onto the diet surface con
tained in 24-well polystyrene plates (Cell Wells. Coming 
Glass Works. Coming New York 14831). One first instar 
larva was added per well and one 24-well pI ate was used 
per toxin concentration. The pi ates were incubated at 
28°C, 65±5% of relative humidity, and a lighedark pho
toperiod of 16:8 h. Mortality was recorded after 7 days. 

l.11I 

'" 

". 

261 

lb7 

,., 

3. Results 111 

3./. Midgut juice alld trypsill digeslioll Di solubilized m 

CrylAb protoxill m 

We hypothesized Ihal midgut juice of susceptible m 
insects have all of the necessary components to activale m 
Cry protoxins. M. sexta is highly susceptible 10 Cry I Ab 21~ 

toxin, but S.frugiperda is not susceptible (Aranda et al., m 
1996). Analyses of CrylAb digestion with trypsin or m 
midgut juice of M. sexta (protease/protoxin ratio of l/50 l19 

w/w) were done. The praduct of trypsin digestion was mi 

a major band of 62 kDa that remained stable for 13 h of 181 

incubation. In contrast, after 2 h of M. sexta midgutjuice m 
treatment, a doublet of 60 and 58 kDa and a third 30 kDa ~1 

minor band appeared. Al' ter 13 h of incubation. the inten- 184 

sity of higher molecular mass proteins decreased, while 18.~ 

that of the 30 kDa fragmenl increased (Fig. 1 A). The 186 

production of the 30 klJa fragment was analyzed after ,~7 

2 h of digestion with different protease/protoxin ratios l8K 

using midgut juices from M. sexta and S. fru¡:iperda lar- !fjy 

vae in comparison with trypsin (Fig. lB). With al: l 000 290 

dilution of M. sexta and S. frugiperda midgut enzymes, 2'11 

the lirst intramolecular c1eavage produced a doublet of m 
62 and 60 kDa. As the ratio of midgut protease/protoxin 2'1.1 

logarithmically increased. more differences in the 10% ~ 

SDS-PAGE banding pattern were observed. With a M 

1: 100 dilution a second c1eavage occurred to produce a 2'16 

58 kDa bando whiJe the amount of the 62 kDa protein m 
decreased. Finally. with 1: lO and 1:2 dilutions, two frag- 2'18 

ments of -30 kDa were produced. In contrast. high con- m 
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Fig. 1. SDS-PAGE analy~is ()f prolcins from CrylAb dige~ti{)n with Iryp~in. Of with MallduclI sexw and Spot!oP/('/"{/ fl'l/giperdll midgul juice 
protea~es. SDS-PAGE (Jf Ihe protea~c-rcsiSlUnl fragrncnls obtaincd after digcslion 01' CrylAb protoxin. stllined with Coomassie brilliant blue. M. 
molccul:Jf Illass markcr... (Al 2 and 13 h digcMion of CrylAb with trypsin (protease/proloxin ratio 01' 1/50 w/w) or M. sex/{/ midgu! juice (DA Ilg). 
(B) 2 h digestiun of CrylAb with dillcrcnt protcaseJprotoxin ratim. 

centrations of trypsin (1/10 nr 1/1) produced both a 
62 kOa major band and a 33 kDa minor bando Fig. lB 
shows that proteolytic digestion of Cry1Ab protoxin is 
more effective in S. frll~iperda than in M. sexta 
midgut juiee. 

3.2. Digestioll of CrylAh ;n \';VO 

To determine if the 30 kOa fragments were also pro
dueed in vivo, fifth instar M. sexta larvae were foree-fed 
with Cry I Ab protoxin. After feeding, midgut tissue was 
dissected. and the presenee of protoxin and taxin was 
assayed by Western blotting using an anti-CrylA poly
c10nal antibody. The in vivo produetion of the 30 kOa 
fragments was observed after 15 min and up to 4 h while 
the amounl of the 58 kDa protein decreased (Fig. 2). 

3.3. Associatioll of illlramolecularl.v cleal'ed CrylAb 
30 k/Ja fraKments 

Cry I Ab protoxin digested with M. sexta midgut juice 
(1: 10) was added to a Superdex 200 size-exclusion col
umn. Fraetions of I mi were collected and analyzed by 
Western blotting with the polyclonal anti-CrylA anli
body. As shown in Fig. 3A, the 30 kDa fragments 
coeluted with the 58 kDa monomer. This result suggests 
that these polypeptides are joined by non-covalent bonds 
and that the midgut ¡uiee treatment does nol unfold the 
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" " Fig. 2. We~tem hlot of proleins fmm in vivo uctivation of Cry I Ah 111 

protoxin. Fifth in~U1r M. SO/{I 11Irvae were fed wilh JO J.lg Cry I Ah !I 

protoxin. After 15 min (lane 4) or 4 h (lane 6). midgut tissue was dis- !:! 

seclcd. Sample~ were subjected lo SDS-PAGE and the toxin was 2\ 

delecteu by We~lern blouing with an anti-CrylA polyelon<ll <lntibouy. 2~ 
Lane 1. CrylAb protoxin dige~leu 13 h in vitro with M. sexta miugut 2.~ 

juice (1: 10 w/w); lane 2. protoxin dige~teu 13 h in vitro with trypsin 2~ 
(1:50 w/w); l<lne 7. control in~ect. Thc numben. 31()ng~iuc the gel inui- 17 

cate the molecular ma~~es (kDa) of st<lnuard mllrkcr protein~. 28 
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Fig. 3. Westcm hIn! of the elution proliles of CrylAb toxin Jigeslcd with Mandllea sexta midguI juice (realmenl, after (A) ¡,ize-exdusion and 
(B ano C) lIiTmp ion-exchangc chrmnatogruphy. (A) Size-exclusion chromatography 00 a Supcn.lex H-2oo column. Samplc!> wcrc .... ubjected lO 
SDS-PAGE amI the toxin wa .... detcctcd by Westcm blotting wilh un i1nti-Cry I A polyclonal anlibody. (li) HiTrap ion-exchangc chromatography 
with iI lincllT grmlient of 50-400 mM NaCl. in 50 mM Tris-Hel pI! R.5. S;¡mples were subjected 10 SDS-PAGE and Ihe toxin was detected by 
Weslcm blotting wilh nn anti-CrylA polyclonal antibody. (el lIiTrap ion-exchange chromalography as in (B). Samples werc subjected to SDS
PAGE ¡tnd the toxin wa~ deleclcd by Wc~tem blotting with the 406 monodonal antibody that recognizes domain I fmm CrylAb. Thc numbers 
alongsíde the gel indicate moleculur mu~~e.~ (kDa) of standard marker protcins. 

actual structure of the protein but only rnakes sorne pep
tide bond cleavages. 

To identify the dornains of the toxin present in the 
30 kDa protein, the rnidguI juice-digested CrylAb pro
toxin was loaded onto a HiTrap Q ion-exchange column, 
previously equiJibrated with 50 mM NaCl, 50 mM Tfis
HCI pH 8.5. The protein was eluted using a linear gradi
enl of 50-400 mM NaCI, in 50 mM Tris-HCI pH 8.5. 
Fraclions were collected and analyzed by Weslem blot
ling using two different antibodies. a polyclonal anti
Cryl A anlibody (Fig. 38) and Ihe 4D6 monodonal anti
body thal recognizes an epi tope within dornaio 1 (Fig. 
3C). Fig. 3B shows thal the 30 kDa protein coeluled with 
the 58 kDa toxin at around 0.25 mM NaCl, as detected 
by Ihe polydonal anli-CrylA anlibody (Fig. 3B). How
ever. when the sume fractions were tested with the 4D6 
MAb, the 30 kDa protein of unly sorne of the fractions 
cross-reacted with Ihis antibody (Fig. 3C). These results 
suggested that two different 30 kDa fragrnents were pro
duced by the midgut prolease Ireatrnent. one fragment 
containing domain 1 or part of il. and the second frag
ment containing the rest of the toxin. 

3.4. FUllctimwl studies ol proces,~ed CrylAb lOxill 

To determine if the processing of Cryl Ab protoxin 
was involved in toxicity to M. sexta Of in the degradation 
pathway within the insect midgut, funetional studies of 
the different steps in the mode of aelion of Cry toxins 
were carried out with rnidgut juice-activated toxin, and 
cornpareJ with trypsin-activated toxin . 

Cry I Ab toxin obtained by digestion at different 
midgut juiee/protoxin ratios was tested for binding tu M. 
sexta BBMV. At a ratio of 1: 100. when no 30 kDa frag
menl was obtained, only the 58 kDa toxin was bound 
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(Fig. 4). However. al midgut juiee/protoxin ralios of 1:50 1\l 

and 1: l O where the 30 kDa protein appeared, both the 158 

58 and 30 kDa polypeptides were bound. Thus, the inlra- ,'.\~ 

molecular cleavage that yields the 30 kDa fragment does 16C1 

not affeet Ihe binding of the fragmenls lo BBMV. 1/;1 

To analyze the effect of midgut juice treatment on the .11>2 

activation of Cryl Ab protoxin. in vilro K + permeability 11>1 

assays were performed as previously reported (Lorence 11>1 

kDa 

116 
96 

66 -45-

2 
, -, 

" • 
Fig. 4. Binding nf CrylAb toxin to MilI/Jijea S('xtu brush border ~7 

membmne vesicle~ :lfter digestion with M. sext/l midgul juice. Cryl Ab 48 

protoxin was dige~ted al díffcrcnt midgut juice/protoxin mlio~ and ~q 

incubaled with 20 ¡.tg 01" BBMV. After I h incuhalion, unhound toxins ~I 

were removed and ve.~ic1e~ contaíning bound toxills wcrc ~ubjected to ,. 
SDS-PAGE. bloUcd onto u nitrocelluJo~e membmne, and detected with j2 

the polyclonal anti-CrylA untibody. une 1. 1:100 rutío: lune 2.1:50 5J 

ratio: tane 3, 1:10 rutío. The numbef:' al()ng~idc the gel indicate mol- ~ 

ecular musses (kDal of ~tandard marker proleins. ~~ 
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el al., 1995). Fig. 5A shows thal moderate midgut pro
tease extraet treatment (2 h al 1: 1000 dilution) enhanced 
the activity of CrylAb for in vitro K+ permeability. 
Addition of 50 nM of the activated toxin lo BBMV. 
loaded wi.h 150 mM KCI and suspended in 150 mM 
MeGluCI, produced a fast hyperpolarization. The 
response of the dye lo KCJ additions also increased. 
when compared lo the control in which the sume amount 
of buffer was added. After each KCI addition a new 
membrane potential was established, and a depolariz
arion was produced. Fig. 58 shows the slope of the 
changes in fluorescence VS. K+ equilibrium potemia!. 
The same analysis was done with the activated toxin by 
different treatments (Table 1). The K+ permeability 
obtained with a moderate midgut protease extraet treat
men' (2 h a. 1:1000 dilu.ionl was S-fold higher .han .ha. 
oblained by the trypsin activation trealment (2 h al 1: I 00 
dilution) (Table 1). Interestingly, after extensive proteo
Iysis, when the 30 kDa fragments were produced, Ihe 
pore formation aetivily of the toxin was redueed lo low 
levels (Table I l. 

The toxieity of the midgut juiee- and trypsin-digested 
Cry I Ab protoxins was tested using first instar M. sexta 
larvae. As shown in Table 2, the unproeessed protoxin 
had the highest activity. After longer times of protease 
treatrncnt. when the 30 kDa fragments were observed. 
reduced toxicity was obtained. 

A 
Control 5 
Buffer 

• 1 

O CrylAb 5 S 
" !lOnM ... 1:1000 • :: 

..: e ... 
<l 

~ • 

1 min 

B 
30 

20 

10 

o 

·10 

-20 

Table 1 
K ~ permcability acro~s Malldl/(.'a .I'('X/ll BBMV induced by Cry 1 Ab 
aclivated toxin 

Treatment 

M. ll'.lfCI miugul 
juice 

Trypsin 

Prolea~e/proloxin ratio" 

1:1000 

1:100 
1:\0 
1:\ 

\:100 
1:50 
1:20 
1:5 

0.145 

0.059 
0.038 
0.010 

0.028 
0.011 
0.006 
0.000 

u CrylAb pmloxin WllS dige~ted for 13 h wilh the indicaled treal
mcnt. Aftcr digestion PMSF wa~ addcd and .\ample~ wcre assayed for 
K + permeability. 

h Thc differcnce of the !-Ilopc of the curve of cach activated toxin 
(m" .. ) minu~ the slope of the control trace in which the same amount 
(lf buffer was udded (m,n') are pre~cnted. The slupe (m) 01' the curvC.~ 
of changes in nuorcscence (,1F) (%) vs. K + e4uiJibrium potential 
(EK +) (mV) or vs. external K + conccntration was dctermined in BBMV 
treatcd with 50 mM Cry IAb trigo 5). Values are mean values of four 
diffcrent measurements. Standard deviations werc Jc~s than 5%. 

~ 

K+ oulslde (mM) 
20 4t. 97 190 

C.-ylAb 
1:1000 

Fig. 5. K· permeabilily across ManJuL'" sex/{/ BBMV induced by Cry I Ab-activated toxin. Change:. in di~tribution of a nuorcsccnt dye (Dis-C,-
(5» scnsitive to change~ in mcmbnme potential were recorded as de~cribed in Section 2. CrylAb pmtuxin (50nM) dige~ted with 1:1000 midgul 
juicelprotoxin ratio wa~ added to BBMV (20llg) loaded with 150 mM KCI. 2 mM EGTA. 0.5 mM EDTA. 10 mM HEPES-HCI pH 7.5. and 
suspended in 150 mM MeGluCl. 10 mM HEPES-HCI pH 9 buffer. Pre-equilibmtion with 1.5 mM Di~-C,-(51 (2 min) is not shown. The arrow on 
top 01" the lraces correspond~ 10 the time o .. toxin addition. An upward dcncction indicate:. a mcmbrane po[cntial depolmi1.ation, the opposite cffect 
indicatcs an hyperpolariw[ion. FAU=:=fluorcsccncc arbilrary unil:.. Final K + concentration), (mM) were: 1, 7: 2. 22: 3. 47: 4, 98: and 5. 195. In ¡he 
contmllracc. buffer wa~ addcd instead of toxin. (A) Fluorescencc rccording of K + pcrmeability change), produced by the CrylAb toxin. (B) The 
slope (m) 01' the curve !1F (%) vs. K + equilibrium potential (EK+) (mV) or vs. external K· concentration wa~ detennined. EK' was calculated using 
Nemst equalion. Changes in fluorescence were dctermined four lime~. 
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Tuble 2 
Toxicity of CryIAb-<lctiv<ltcJ protein~ 10 Mllllllll("(/ jcxta larvae 

Mortalit}' (0;(,) • 

Activation trcalmen! tlnd incubation time 

Proloxin Midgut juice Trypsin 

2h 13 h 2h 13 h 

10 83 29 21 16 4 

20 88 88 42 50 38 
50 100 100 88 99 71 

" MorttlJity rccorded in 24 firsl in~t¡¡r lurvae and COlTccted fOf non
~pecific mort<llity ol:l~erved in the control I:lfvue th¡¡1 were nOI red with 
loxin. Stand:mJ dcvi<ltion was less thun 5%. 

4. Discussion 

In vitro activation of CrylA protoxins is cornmonly 
achieved by cornmercial enzyrnes such as trypsin, usu
ally at low concentratíon, producing the 60-70 kDa toxin 
fragmento However, it has been reported thaí other pro
teases such as subtilisin (Chestukhina el aL. 1990; Pang 
et al., 1999), papain (Choma et al., 1990), chymotrypsin. 
thennolysin and pronase (Convents et al.. 1991) produce 
smaller polypeptides in Cry 1 A toxins, when used at high 
concentrations. Proteolytic processing within domain 1 
has been reported for different Cry toxins. However, the 
biological significance of these cleavages is not clear 
since contradictory results have been reported. Cry2Aa 
and Cry3A toxins are cleaved between helices a3 and 
a4 by chyrnotrypsin. The processed Cry2Aa toxin did 
not retain the insecticidal activity (Audtho el al., 1999) . 
In contras!. the activated Cry3A toxin increased its solu
bility over a wider pH range. and retained full activity 
against susceptible coleopteran larvae (Carroll et al.. 
1997). Cry4A, Cry9A and Cry4B were cleaved between 
helices a5 and a6 by midgut proteases of Culex pipiens 
for Cry4A and subtilisin for Cry9A and Cry4B. The pro
cessed proteins were toxic to susceptible larvae and the 
polypeptides remained associated in a complex 
(Yamagiwa el al., 1999; Zalunin et al.. 1998). Komano 
et al. (1998) reported that in yitro processing of Cry4B 
by midgut proteases of C. pjpjells produced inactive 18 
and 46 kDa fragments. Cryqc. was digested by trypsin 
after helix a2b. This processing rendered the protein 
completely ¡nactive (Lambert et al.. 1996). In contrasto 
proteolytic cleavage of Cry 1 Ac by Spodoptera [itura 
midgut proteases before helix a2b has low effect in the 
toxicity against Plurella xylosreJla larvae (Ogiwara et 
al.. 1992). 

In this work. we demonstrated thal in vitro and in vivo 
processing of Cry 1 Ab protoxin by M. sexta midgut juice 
proteases involved three intramolecular cleavages. The 
products of midgut juice treatment were different from 
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the products of the trypsin treatment. Extensive trypsin ~1O 
treatment with al: 1 trypsin/protoxin ratio produced both ~ll 

62 and 33 kDa proteins (Fig. lB). In contrasto in vitro ~Jl 

activation with midgut juice produced 60, 58 and two ..¡11 

-30 kDa fragments (Fig. 1 B). The first cleavage pro- ..¡l.I 

duced by midgut proteases occurred at al: 1 000 ~11 

protease/protoxin ratio and resuIted in a 60 kDa taxin ./16 

l'ragment. The N-terminal amino acid sequence ol' this ./1) 

fragment indicated that its formation was a result of a ./_li 

cleavage between residues Leu-57 and Gly-58 in the .lW 

sequence LGLVDI localed inside helix a2a. The second ./.11) 

proteolytic event was performed at al: 100 ./.11 

protease/protoxin ratio producing a 58 kDa l'ragment. ..... l 
The N-tenninal sequen ce of the 58 kDa fragment locates ..... 1 

Ihe cleavage si te between residues Phe-67 and Gly-68 444 

in the sequence FGPSQW between helices a2a and a2b. ./.11 

The highest in vitro pore formation activity was ./.16 

observed after the first inlramolecular cleavage. and then ./.11 

decreased as further cleavages occurred (Fig. 5 and ..... 1 

Table 1). ./.19 

Finally, a third intramolecular cleavage produced two .ISO 

fragments of -30 kDa. probably within domain 11. One ..¡ll 

of the fragments has the N-terminal sequence of the 4ll 

second proteolytic event in the sequence FGPSQW as ~j1 
explained aboye. We could not obtain the N-terminal 4<,4 

sequence of the third intramolecular cleaved fragment, 4\\ 

because the sequence was blocked. -15/1 

The in yitro pore formation activity was severely "¡j1 

reduced when these two fragments were produced and 41~ 

in vivo toxicity was also decreased (Tables 1 and 2). We ./w 

propose that this c\eavage could be in domaio lf due to -liJj1 

the size of the toxin. lt has been reported that in vitro 461 

proteolysis by different proteases (chymotrypsin, thenn- -w 

olysin. subtilisin and pronase) cleaved Cryl Ab ..\!I.1 

(Convents et al., 1991) and Cry 1 Aa (Pang el al.. 1999) ~ 

protoxins in the loop region connecting J}6-p7 sheets of ..\!I.I 

dornain n. proctucing two fragments of a mass of -166 

30 kDa. In the case of Cry I Aa toxin, this processing ren- .lb) 

ders the protein inactive against Bombyx mor; (Pang et .j(¡I! 

al., 1999). These data suggest that cleavage within .¡,j'1 

dornain II of Cry I A protoxin might be illvolved in toxin .1)11 

inactivation. The fact that the 30 kDa fragments were .111 

found after 15 min of in vivo digestion and Ihat these ./12 

fragments were still present after 4 h of ingeslion (Fig. m 
2) suggested that these fragments were rather stable .I¡"¡ 

intermediates in the degradation pathway of the CrylAb m 
toxin catalyzed by midgut proteases of M. sexta, 416 

Similar N-terminal sequences to the first two cleav- m 

ages reported he re haye been described for Cry I Ac m 

toxin, produced by midgut juice of three different Lepi- m 

doptera insects. The flrsl cleavage was found only by 4SO 

treatment of CrylAc protoxin with MameSlra bras:ácae 481 

midgut juice (Lightwood el al.. 2000). The second cleav- 4Xl 

age was found by treatment with midgut juice from the 481 

three insects (M. brassicae. Pieris brassicae and Spo- .¡g.¡ 

doprera lirura) (Lightwood et al.. 2000: Ogiwara et al.. .185 
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1992). The activation of Cry I Ac with S. lifuro rnidgut 
juice resulted in a slight reduction in toxicity againsl P. 
xylostelJa larvae. The activation with midgut juice from 
M. bmssicae. which is a Lepidoptera-larva nol suscep
tible lo Cryl Ac, generales products of 58, 40 and 20 kDa 
that are insoluble (Lightwood el al., 2000). 

We found that the midgut juice trealmen! produced a 
more active toxin for pore formation assays than the 
trypsin trealmen! (Table 1). The highest pore formation 
activity was obtaioed wheo helix al was cleaved. It is 
evident from Fig. 1 B that the trypsin treatment did nol 
produce the first two cleavages at the N-terminal of 
Cry 1 Ab. as was observed with M. sexta midgut juice. 
These data suggest tha! cleavages occurred ¡nside helix 
a2u, and that cleavages between heliees a2a and a2b 
might be produced by different proteases found io the 
midgut juice. or that inseet trypsins may have differenl 
properties/specificity from their mammalian counter
pm1s. We also conclude that helix al might be dispens
able for membrane insertion and/or pore formation. 
These data agree wilh the previous report of Aronson et 
al. (1999). which showed that proteinase K treatment of 
Cry 1 Ac bound to BBMV from M. sexta, digested helix 
al while the rest of the toxin remained resistant to 
further proteolysis. Also. Ogiwara et al. (1992) reported 
that P. xy!o.'·tella midgut proteases digested Cry 1 Ac 
between residues Leu-46 and Leu-47, located after helix 
al, without decreasing the toxicity against P. x:viostella 
h.lrvae. Furthermore. the synthetic peptidc of helix o; 1 
was the only one out of the seven a-helices of dornaio 
I. which did nol bind lo the lipid rnembrane (Gazil el 
al., 1998). 

The two 30 kDa fragmems, obtained by midgut juice 
treatment. remained associated in solution (Fig. 3) poss
ibly by non-covalent interactions, suggesting that this 
c1eavage does not involve the loss of the globular struc
lUre of the proteio. Similar results were obtained in the 
digestion of Cry3A and Cry4A protoxins with chymo
trypsin. where the fragments also remained associated 
under non-denaturing conditions (Carroll et aL, 1997: 
Yamagiwa et al., 1999). Also, in agreement with the 
finding that chymotrypsin-treated Cry3A bound to L. 
decemlineata BBMV (Can·oll et al., 1997; Martínez
RamÍrez and Real, 1996), we found that lhe 58 and 
30 kDa fragments. obtained after midgut juice lreatmenl 
of CrylAb toxin. bound ro M. sexta BBMV (Fig. 4). 

Proteolytic processing of Cry toxins is a critical step 
nol only involved in protoxin activation, but also could 
be implicated in toxin specificity (Haider and Ellar. 
1989: Haider el aL. 1989) and insect resistance (Oppert 
el al., 1997; Shao el al., 1998). The lack of a majar gUI 
proteinase in Plodia illterpum:te/la is responsible foc its 
resistance to Cry toxins from 81 subspecies ellfomocidus 
HD198 (Oppert el al.. 1997), On Ihe olher hand, il has 
been reported that rapid degradation of Cry toxins is 
m;:~od~ted w1th the 1055 of ~e!1sitivity of fifth instllr S. 
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litoralis larvae to CrylC (Keller et aL, 1996) and that .<.1, 

senne protease inhibitors enhanced the insecticidal .'\.11 

activity of sorne Bt toxins up to 20-foId (MacIntosh et '1+1 

al., 1990), "' 
We found that the midgut juice of S. frugiperda, a <.I~ 

Cry I Ab-tolerant Iepidopteran, had a higher capacity 10 ~1 
produce lhe 30 kDa fmgments than the midgut juice 54' 
from M. sexta (Fig. 1 B). The midgut protease from Ihis <.19 

insect degraded CrylAb toxin at least five times faster ~~I) 

than M. sexta (data not shown). Since S. frugiperda is ~.~I 

not susceptible to CrlAb. our results support the hypoth- ~Il 

esis thal the inactivation of Bt toxins by midgut proteases ~$1 

could be considered as a resistance mechanism. There- .~.<.I 

fore, it would be interesling to produce novel Cry l Ab I.~~ 

toxins resistant to specitic cleavages by midgut proteases Ilb 

which could enhance the potency of this biological ~l1 

insecticide. ~~! 
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