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1. Introduccion.

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram-positiva, aerobia, la cual se
encuentra ampliamente distribuida en el mundo en una gran diversidad de
microambientes como son: suelo, insectos, polvo, follaje, etc.

Dentro de las bacterias Gram-positivas las del género Bacillus se caracterizan
por su formacién de endosporas; este género se divide en varios grupos con base
en la morfologia de la endospora y el esporangio. Un grupo comprende a las
bacterias: B. thuringiensis, B. cereus, B. anthracis y B. mycoides, las cuales
presentan una forma celular ovalada y esporas elipsoides o cilindricas. Hay cierta
controversia en cuanto a considerar a B. thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides
como variedades de B. cereus o como especies independientes, ya que estas
bacterias difieren de B. cereus en pocas caracteristicas: B. anthracis y B. cereus
son patdégenos de mamiferos, B. thuringiensis es un patégeno de insectos y B.
mycoides presenta un crecimiento rozoidal (Damgaard, P. H., 1996). Estas
bacterias presentan dos fases de crecimiento durante su ciclo de vida: una fase de
crecimiento vegetativo en la cual la bacteria se duplica por biparticion y una fase
estacionaria en la cual se inicia un proceso de esporulacion como respuesta al
estrés nutricional del medio. Durante la esporulacidon la bacteria se divide
asimétricamente en dos compartimentos: la célula madre y el compartimento de la
espora, el cristal proteico se acumula en la célula madre.

La gran importancia de Bt es que una vez que entra en el proceso de
esporulacion, la bacteria comienza una alta produccién de proteinas dentro de la
célula madre, las cuales tienen actividad insecticida. Estas proteinas se acumulan
en forma de una inclusion cristalina; esto es, un cristal parasporal que contiene las
toxinas conocidas con el nombre de 8- endotoxinas o proteinas Cry (cristal)
ademas de proteinas Cyt (Citolisis). Este cristal protéico constituye
aproximadamente el 20- 30% del peso seco de la bacteria (Fig. 1).

EG1661 (Baum, J. A., y Malvar, T., 1995) C = cristal romboide, S = espora.

Originalmente Bt se aislé del gusano de seda en 1901 y se pensd que era un
patégeno de lepidopteros. Posteriormente se encontraron variedades con
actividad insecticida hacia coledpteros (escarabajos), dipteros (mosquitos),
himendpteros (hormigas), acaros; asi como nematodos y protozoarios. También



se ha encontrado que Bt produce ciertos compuestos antibidticos con actividad
fungicida (Bravo, A. y Soberén, M., 2000). Ademas de las 8- endotoxinas ya
mencionadas Bt cuenta con otros factores de virulencia (Tabla 1) y proteinas VIP
(vegetative insecticidal proteins). Las proteinas VIP también matan insectos en
semejanza a las 8- endotoxinas, pero a diferencia de estas las VIP se producen y
secretan al medio durante la fase vegetativa del crecimiento y no forman cristal
(Estruch, et al., 1992).

Tabla 1

Factores de virulencia en B. thuringiensis.

Factor de virulencia Peso molecular Efecto Referencia

Fosfolipasa C 34kDa Hidroliza membranas Titbal R.W., 1993. en
fosfolipidicas. Damgaard, 1996.

Hemolisina Il =~ 47kDa Actia sobre células de Budarina Z.1 et al 1994.
mamifero en Damgaard, 1996.

Quitinasas 45-80kDa Hidroliza quitina Kramer J.M 1997.
rompiendo enlaces Samson,.M.S 1998.
a1-4 glucosidicos en Damgaard, 1996.

Turicinas 11.6 kDa Tiene actividad de Favret M.E. et al. 1989;
bacteriocinas contra Cherif A. et al. 2001
otras especies de en Damgaard, 1996.
Bacillus.

Beta- exotoxinas Moléculas analogas al Actuan como Kim, Y.T. et a/ 1970.

ATP. inhibidores de ia RNA en Damgaard, 1996.

polimerasa.

Tabla1. Factores de virulencia conocidos en B. thuringiensis. en Damgaard, P. H., 1996.

El proceso de esporulacion. ha sido bien estudiado y se sabe que consta de
siete estadios (I - VII), el primero de los cuales puede ser revertido si se adicionan
nutrimentos al medio de cultivo. Después del segundo estadio el proceso de
esporulacion es irreversible. Durante el crecimiento vegetativo tenemos un
crecimiento exponencial y el factor sigma responsable de la transcripcién génica
es c® (Bravo, A. y Soberén, M., 2000).

En el primer estadio (I) se tiene la induccidén de los genes de la esporulacién
asi como el factor sigma especifico del estado de transicion: o''; dando lugar, en el
estadio Il a la formacién de un septo asimétrico el cual divide a la bacteria en
célula madre, donde se formara el cristal protéico y el compartimento donde se
formara la espora.

En el estadio 11l inicia la formacién del cristal. Durante este estadio se activan
los factores o y ot en los compartimentos de la célula madre y el de la espora,
respectivamente. Durante el estadio lll, asi como en el estadio IV, actia un
promotor (Bt1) el cual es activado por sngmaE. Durante el estadio V se inducen y
activan los factores sy ¢® en los compartimentos de la célula madre y la espora,
respectivamente. En este estadio, asi como en el estadio VI, continda la sintesis
de protelnas Cry y aqui actua un segundo promotor, Bt2, el cual es activado por el
factor sigma®. En el Gitimo estadio (V1) se producen enzimas liticas que liberan a
las esporas y los cristales insecticidas (Bravo, A. y Soberoén, M., 2000).



En la fig. 2 se muestra un esquema de! control genético de la esporulacién y la
produccion de toxinas insecticidas durante el ciclo de vida de B. thuringiensis, asi
como la aparicion de los diferentes factores sigma en el tiempo.
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Fig. 2. Control genético de la esporulacién y la produccion
de toxinas en B. thuringiensis. Adaptada de Lereclus et a/., 2000.

+
N

& Pero como es que Bt produce tanta proteina Cry? Los genes de las proteinas
Cry se encuentran codificados en plasmidos de bajo nimero de copias (Baum y
Malvar, 1995). Se sugiere que la alta produccién de proteina Cry se debe a la alta
estabilidad del mRNA. Se ha reportado que los mRNAs codificantes de proteinas
Cry presentan una vida media de 10 minutos a diferencia de los mMRNAs de otros
genes que tienen una vida media de 1-2 minutos. Los elementos en cis que
confieren estabilidad a estos se clasifican de acuerdo a su localizacién en el gen
como estructuras terminales 3’ y estabilizadores de mRNA en 5 (Agaisse y
Lereclus, 1995). También se propone que la presencia de dos promotores
ayudaria a la alta produccion de proteina debido a su activacion secuencial
(Agaisse, H. y Lereclus, D., 1995), aunque no se han reportado estudios genéticos
al respecto.

Por Judltimo, el cristal mismo es una excelente forma de obtener grandes
cantidades de proteina resistente a la accidn de proteasas a la vez que son
solubles en el intestino del insecto blanco. Estas dos caracteristicas, estructura y
solubilidad, al parecer dependen de factores como la estructura secundaria, la
presencia de puentes disulfuro, asi como de componentes adicionales (proteinas
auxiliares: P19 y P20 en la toxina Cry4D, ORF1 y ORF2 en la toxina Cry2A), las
cuales estarian involucradas en la cristalizacion de las nroteinas Cry (Agaisse, H.
y Lereclus, D. 1995; Baum, J. y Maivar, T. 1995).



1.1. Estructura de las proteinas Cry.

Actualmente se conoce la estructura tridimensional de tres proteinas Cry: Cry1Aa,
Cry3A y Cry2a (Fig. 3). Las proteinas Cry en general estan constituidas por tres

dominios globulares (I, i, Ill), cada uno de los cuales tiene un papel especifico
durante la actividad toxica de la proteina.
A Cry1Aa B Cry3A C Cry2A

Dominte I
Tominie I Dominio 11 Dsmlnlo 1H

Fig. 3. Representaciéon esquematica de las proteinas Cry1Aa, Cry3A y Cry2A. Adaptada de
Bravo y Soberdn, 2000.

El dominio | consiste de un ramillete de 7 a- hélices, de los cuales la hélice a-5
se encuentra rodeada por el resto de las a- hélices; se asume que este dominio
actua en la insercion en membrana y formacion del canal idnico o poro
(Grochulsky, et al., 1995; Carroll y Eliar, 1991).

El dominio Il esta formado por tres laminas B- plegadas antiparalelas las cuales
terminan en asas (asas 1, 2 y 3); este dominio esta involucrado en la especificidad
hacia el insecto susceptible y en el reconocimiento de moléculas receptoras sobre
las células de la membrana apical del intestino del insecto (Grochulsky, et al.,
1995; Carroll y Ellar, 1991). Principalmente las tres asas se han descrito como los
sitios mas importantes en la interaccion con el receptor mediante experimentos de
mutageénesis sitio dirigida (Smith y Ellar, 1994; Abdul-Rauf y Ellar, 1999).

El dominio IlI consiste de dos laminas beta antiparalelas formando un
“B- sandwich”. Se sugiere que el dominio Il mantiene la estructura general de la
proteina y que pudiera estar involucrado en la formacidon del canal idnico (ya que
parte de este dominio esta en contacto con el dominio | (Pietrantonio y Gill, 1996;
Carroll y Ellar, 1991). Mediante cristalografia de rayos X de la toxina Cry1Ac con
su ligando N-acetil-D-galactosamina (GalNac) presente en el receptor amino
peptidasa N (APN) se ha demostrado que el azdcar GalNac se une al dominio Il§
de dicha toxina (Derbyshire, et al., 2001).



1.2. Bloques conservados.

El alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las proteinas Cry
muestra que existen cinco secuencias de aminoacidos o bloques conservados, los
cuales se encuentran distribuidos en las regiones de contacto entre dominios, asi
como en las regiones internas del dominio | y Il (Fig. 4).

Dominio | il 114

Bloque 4 3 B
sl X . o e 3
oy | sevevrsoroern ummeversevessomsenm i ownes | . . .
e e Fig. 4. Se muestra un alineamiento

ays T - 3 de las secuencias de aminoacidos de las
- proteinas Cry donde se observa la
; posicion de los bloques conservados,
aquellas secuencias que no presentan los
o bloques son toxinas con actividad
3 insecticida reportada que no presentan
estas secuencias candnicas (de Maagd et

al., 2001).
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En un alineamiento de las secuencia de aminoacidos de las toxinas Cry
podemos observar que dentro del grupo de toxinas que presentan los bloques
conservados el tamafno en las diferentes protoxinas es variable (Fig. 4)
encontrandose que el tamafio puede ser de alrededor de 130 kDa o de alrededor
de 70 kDa, sin embargo todas ellas al ser procesadas por las enzimas digestivas
del insecto se convierten en toxinas de alrededor de 60 kDa. Es importante notar
que existen secuencias de proteina con actividad insecticida reportadas que no
presentan ningun bloque conservado, ademas de que presentan un tamafo
diferente (Schnepf ef al., 1998), lo cual sugiere que estas proteinas podrian tener
una estructura y mecanismo de accion diferente al resto de las toxinas Cry.

Se ha determinado la secuencia consenso de aminoacidos para cada bloque
conservado dentro de las 8- endotoxinas (Tabla 2), asi como la posicion que
ocupan dentro de la estructura de las toxinas Cry (Fig. 5).




Tabla 2.
Bloques conservados en las toxinas Cry.

Bloque Consenso Localizacion

1 LPVYAQAANLHLXLLRD Dominio |

2 WVRYNQFRREMTLXVLDLVALFPXY DXRXYP Union
dominio ly Il

3 WTHRSADXXNTIXXXXITQIPLVKAXXLXXGXXVVXGPGFYGGDIL Unién
dominio 1 y 1l

a QRYRVRIRYAS Dominio il

5 VYIDRIEFVP Dominio Il

Tabla 2. Se muestra la secuencia consenso, asi como la localizacion de cada uno de los
bloques conservados (Charles et al., 2000).

En la fig. 5 observamos la localizacidn espacial de los bloques conservados
utilizando como modelo a la toxina Cry1Aa.

Blogue 2

A

Fig.5.Visualizacion de bloques conservados en la estructura tridimensional de la toxina Cry1Aa.
A) Modelo de’listones. B y C) Modelo CPK. C es una rotaciéon de 90° de B. Imagen adaptada de
Yamamoto y Dean., 2000.

El bloque 1 lo constituye la hélice o-5 del dominio |, la cual se cree esta
involucrada en la formacién del poro o canal idnico, lo cual explicaria su naturaleza
conservada. Incluso podria estar involucrada en mantener cierta integridad
estructural del haz o ramillete de a- hélices dada su localizacidn central en este
dominio (Schnepf et al., 1998).

El bloque 2 lo forma la hélice -7 en el dominio | y la primera lamina beta del
dominio Il; este bloque constituye la region de union del dominio | y Il. Se ha
demostrado que esta regidn debe presentar una cierta flexibilidad entre el dominio
I y Il de la toxina Cry1Aa, pues restringiendo el movimiento mediante puentes
disulfuro se pierde la actividad de formacion de poro (Schwartz et al., 1997).

Los bloques 3, 4 y 5 se localizan en el dominio lll; el bloque 3 contiene la ultima
lamina beta del dominio [l la cual forma una estructura involucrada en la



interaccion del dominio | y lll. Los bloques 4 y 5 corresponden a las hojas beta
centrales del dominio Ill (Schnepf et a/., 1998). En el bloque 4 se encuentran
cuatro argininas las cuales establecen puentes salinos intramoleculares con
residuos acidos del bloque 5.

Ademas, en un estudio en el cual se comparan las secuencias de la mitad
carboxilo terminal del fragmento de la protoxina, se sugiere la presencia de tres
bloques adicionales (bloques 6, 7, y 8) los cuales se encuentran fuera del centro
activo de la proteina (Schnepf et al., 1998).

Al parecer las mitades carboxilo terminal permiten a las protoxinas con un peso
caracteristico de 130- 140 kDa (segun la metodologia de varios autores)
agregarse en el cristal, quiza debido a la formacion de puentes disulfuro
intermoleculares, permitiendo a las proteinas formar un solo cristal en la célula
madre durante la esporulacién (Baum y Malvar, 1995).

1.3 Mecanismo de accion de las proteinas Cry.

Antes de detallar el mecanismo de accidn de las toxinas Cry cabe mencionar los
sintomas que se presentan en los insectos susceptibles una vez que ingieren los
cristales proteicos. En primer lugar hay un cese de la ingesta, vomito, diarrea,
paralisis total y por ultimo la muerte, ademas la larva adquiere un color negro
caracteristico de la infeccidon por Bt. (Bravo, A. y Soberén, M., 2000; Lorence,
1997b).

El mecanismo de accion de las proteinas Cry comprende una serie de eventos
moleculares después de que el insecto susceptible ingiere a los cristales (Fig.6).

Fig.6 Mecanismo de accion de las toxinas Cry. Tomada de de Maagd ef al., 2001.
a).- Solubilizacion del cristal proteico dentro del intestino del insecto.
b).- Procesamiento proteolitico de la protoxina llevada a cabo por las proteasas del intestino del
insecto.
c).- Unibén de la toxina activa al receptor.
d).- Cambio conformacional de la toxina.
e).- Formacion del canal idénico y lisis de las células epiteliales del intestino (Lorence et al.,
1995; Schnepf et al., 1998; Rajamohan et al., 1998).



El cristal estda compuesto de protoxinas y éste se solubiliza a pH alcalino y
ambiente reductor dentro del intestino del insecto; una vez que el cristal es
solubilizado las protoxinas son procesadas o activadas por proteasas propias del
insecto; dentro de las proteasas en lepidépteros tenemos que son del tipo de las
serin- proteasa como la tripsina y la quimiotripsina, aunque también existen otro
tipo de proteasas como cistein- proteasas y metalo- proteasas, principalmente. Por
ejemplo, la protoxina Cry1A tiene un peso de 130-135 kDa; después del
procesamiento presenta un tamano de 55 a 65 kDa (Rajamohan et al., 1998). Se
ha demostrado que cierto decremento en la solubilidad de estos cristales influye
en la toxicidad de las toxinas y que esto podria ser un mecanismo de resistencia
por parte de los insectos.

Una vez que la toxina ha sido procesada el fragmento toxico resistente a
protedlisis se une a su receptor. Mediante experimentos histopatolégicos se ha
determinado que las toxinas actian sobre la microvellosidad apical de las células
del intestino en los insectos (fig. 7).

o 3 : 4 )

Fig. 7. Toxina unida a la
microvellosidad apical de intestino
del insecto (MV). Imagen tomada de
Bravo, A. y Soberén, M., 2000.

La unidn de las toxinas a receptores extracelulares presentes en la
microvellosidad apical de las células dei intestino del insecto se lleva a cabo por
los residuos especificos del dominio Il, asi como del dominio Ill. Este ha sido uno
de los eventos mas estudiados dentro del mecanismo de accidon. La utilizacion de
sistemas tales como la elaboracion de vesiculas de membrana de la
microvellosidad apical (Wolfersberger et al, 1987), resonancia de superficie
(surface plasmon resonance), mutaciones sitio-dirigidas en dominio 11 y 11l (Dean et
al.,, 1996), toxinas marcadas radiactivamente y estudios de fluorescencia, han
permitido tanto la .caracterizacion de posibles receptores de membrana, asi como
de regiones de la proteina que interactian con estos receptores. Se ha
demostrado que las proteinas receptoras de las toxinas Cry1A en insectos son
aminopeptidasas y caderinas (Vladamudi, et al., 1995; Nagamatsu et al., 1999).

Mediante estudios de competencia homologa se ha demostrado que la cinética
de unién de las 3- endotoxinas es bifasica. Constituyendo una primera union
reversible, donde hay una interaccion inicial entre la toxina y el receptor, y
posteriormente una union irreversible donde se presenta una insercion de la.toxina
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en las células de la microvellosidad apical de intestino del insecto (Aronson y Shai,
2001).

Una vez que se da la union al receptor se induce un cambio conformacional en
la toxina, el cual incluso seria facilitado por la accién proteolitica de las proteasas
del insecto. Se propone que una vez que la toxina interacciona con el receptor tipo
caderina se produce un cambio conformacional que permite el corte de la hélice
a-1 exponiendo residuos hidrofébicos que favorecen la oligomerizacion de las
toxinas para formar el canal idnico (Pietrantonio y Gill, 1996; Aronson et al., 1999;
Goémez et al., 2002). Incluso se ha demostrado que en el procesamiento in vitro de
la toxina Cry1Ab con las proteasas del intestino medio de Manduca sexta también
se produce un corte que remueve la hélice a-1 y que este corte no interfiere con
a) la unién de la toxina a vesiculas de la microvellosidad apical de M. sexta, b) la
actividad téxica ni con c) la capacidad de formacién de poro de la toxina; la cual
incluso es mayor cuando se pierde la hélice a1 (Miranda et al., 2001). Asi mismo,
un corte posterior en el dominio Il produce dos fragmentos de 30 kDa y la toxina
pierde toda actividad toxica. Se concluye que el primer corte de la hélice a-1 es
parte del proceso de activacion de la toxina, mientras que cortes posteriores en la
estructura de la toxina estan relacionados con el proceso de degradacion e
inactivacion de la toxina Cry1Ab (Miranda et al., 2001). Ademas, se ha demostrado
en una toxina mutante de Cry1Ac, que si se evita el corte que remueve el extremo
amino terminal se pierde completamente la capacidad de formacion de poro en
VMVA de M. sexta (Bravo. et al., 2002).

Se propone que una vez que la protoxina se procesa adecuadamente es capaz
de interaccionar con otros monémeros para formar un oligédmero e insertarse en la
membrana. Para demostrar que esta interaccion se lleva a cabo se realizdo un
experimento en el laboratorio utilizando dos monémeros afectados dentro del
mecanismo de accidn, la toxina mutante Cry1Ab F371A, afectada en la unién a
receptor y la toxina mutante Cry1Ab H168F afectada en formacion de poro, las
cuales al probarse por separado no presentaban toxicidad. Se demostrdé que debe
haber una interacciéon de los mondmeros antes de insertarse en la membrana, ya
que al agregar concentraciones iguales de ambas toxinas se recuperaba la
actividad de formacién de poro y por tanto de toxicidad hacia larvas de M. sexta
(Soberon et al., 2000). La formacion del poro es el paso menos estudiado en el
mecanismo de accion.

En un experimento llevado a cabo por Schwartz et al. (1997) se demuestra
mediante la restriccion de movimientos intramoleculares por producciéon de
puentes disulfuro en la toxina Cry1Aa que debe haber cierta flexibilidad en Ila
region que une al dominio | y Il para la correcta formacidon del poro, ya que la
restriccion de movimiento entre estos dominios impide la formacién del pora. En
este trabajo se propone que insercidon en {a membrana del asa conformada por las
hélices a-4 y a-5 del dominio | tiene un papel importante en la formacién y funcién
del poro. También se especula que la formacién del canal idnico requiere la



agregacion de cuatro moléculas de toxina, donde las hélices a-4 del dominio |
constituyen el lumen del canal iénico.

Hasta el momento se desconoce la estructura de la toxina cuando se inserta en
la membrana; sin embargo, de acuerdo a las evidencias experimentales y
haciendo analogia con otras toxinas, se han propuesto dos modelos (Fig. 8).

a) Modelo del abrecartas.
b) Modelo del paraguas.

© Dominio lil

Dominio I}

Dominio |

Fig. 8. Representaciéon esquemaética del cambio conformacionai de la toxina al insertarse en la
membrana. A). Interaccion de la toxina con su receptor. B) Insercion de las hélices a-5 y a-6 en el
modelo del abrecartas. C) Insercion de las hélices a-4 y a-5 en el modelo del paraguas.
R: receptor. Imagen adaptada de Bravo, A. y Soberén, M., 2000.

En el modelo del abrecartas (fig.8B) se propone que las hélices a-5 y a-6 se
insertan en la membrana a consecuencia de un cambio conformacional inducido
por el receptor; este modelo no contempla la participacién del resto de la proteina.

En cuanto al modelo del paraguas (Gazit et al, 1998), el cual ha sido objeto de
recientes revisiones y demostraciones (fig.8C), se plantea que:

a) Eldominio | se separa/ aleja del resto de la toxina.

b) El extremo carboxilo de la hélice a-4 y el extremo amino de la hélice a-5 se
introducen en la membrana en forma de una asa, mientras que el resto de
las hélices se aplanan sobre la superficie de la membrana.

c) Se propone que se requiere la agregacion de 4 moleculas de toxina para
la formacion del canal i6nico, donde las caras hidroféobicas de las hélices
a-4 forman el lumen del poro.

d) Las hélices a estan alineadas de tal forma que las cadenas laterales de los
aminoacidos cargados negativamente (Gluizg ¥y Aspizs) s€ posicionan
dentro del lumen del canal iénico, formando dos anillos concéntricos de
cargas negativas (Bravo, A. y Soberon, M., 2000; Masson et al., 1999; Gazit
et al., 1998).
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1.4 Tipos de receptores.

Se ha demostrado que la mayoria de las toxinas Cry1 se unen con alta afinidad
a glicoproteinas cuyos pesos moleculares varian entre 63 y 220 kDa. Se sabe que
las proteinas de unidn para las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac en M. Sexta,
Heliothis virescens, Lymantria dispar, Plutella xylostella, Bombix mori son
miembros de la familia de las aminopeptidasas de tipo N, con peso molecular
cercano a 120 kDa.

También se ha demostrado que la aminopeptidasa N (APN) esta unida a la
membrana mediante un ancla de glicosilfosfatidilinositol (GPI); esta ancla de GPI
es susceptible a la accion de la enzima fosfolipasa C, la cual al cortar el ancla de
GPI procesa a la APN en una forma soluble de 115 kDa. La APN en forma soluble
mantiene la capacidad de unirse a la toxina de forma especifica (Bravo, A. y
Soberén, M., 2000; Lorence, 1997a).

Por otra parte, se ha observado que el azucar N-acetil-D-galactosamina
(NaGal) inhibe de manera especifica la unién entre la APN y la toxina Cry1Ac en
M. sexta, H. virescens, L. dispar y P. xylostella; lo cual sugiere que la proteina de
unién de Cry1Ac es un glicoconjugado que contiene NAcGal y que este azlcar
participa en la interaccién entre la APN y la toxina Cry1Ac (Bravo, A. y Soberén,
M., 2000; Burton et al., 1999; Derbyshire et al., 2001). También se ha demostrado
que la capacidad en la formacién de poro de la proteina Cry1Ac depende de la
cantidad de APN presente en VMMA de larvas de Trichoplusia ni, no de la
capacidad enzimatica de la APN ( Lorence et al., 1997a).

En otro experimento llevado a cabo por Martinez-Ramirez et al. (1994) se
reporté la union de las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac a un receptor de 210 kDa
en VMMA de M. Sexta. Este receptor resulté ser una nueva proteina glicosilada
del tipo de las caderinas (Vladamudi et al.,, 1995); por tanto, se cree que este
receptor contiene sitios de unidn comunes para las proteinas Cry1Aa, by c.

Aranda et al. (1996) reportan mediante ensayos de union de ligando que la
-toxina Cry1Ca se une a dos proteinas presentes en la microvellosidad apical de
células de intestino de S. frugiperda con un tamaino de 40 y 44 kDa,
respectivamente; mientras que la toxina Cry1Ab se une a una proteina de 150 kDa
en las mismas vesiculas. Incluso en ensayos de unién de ligando realizados por
Sanchis y Ellar (1993) se demuestra que la toxina Cry1Ca también se une a una
proteina de 40 kDa presente en las vesiculas de microvellosidad apical de
intestinos de S. littoralis y que la toxina Cry1Ac reconoce a una proteina de un
peso similar ademas de unirse a otra proteina con un peso de 120 kDa. Se ha
reportado que la toxina Cry1Ca reconoce a una proteina de 106 kDa, con actividad
de aminopeptidasa, presente en vesiculas de microvellosidad apical de intestino .
de M. sexta (Luo et al., 1996).

El papel de caderina como receptor de la toxina Cry1Aa, Ia cual es téxica hacia
Bombix mori, se ha demostrado expresando al gen que codifica para la caderina
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de B. mori en una linea celular de S. frugiperda (Sf9), contra la cual dicha toxina
no presenta toxicidad. Al expresar el receptor en esta linea celular, mediante un
baculovirus, las células se vuelven susceptibles a la toxina Cry1Aa, provocando
que las células se hinchen y se lisen (Nagamatsu et al., 1999).

1.5 Sitios de union de las toxinas Cry a su receptor.
1.5.1 Dominio ll

Dentro del dominio il los sitios de interaccién son las asas en la parte apical de
este dominio. El asa de la hélice a8, localizada entre la hélice -8 y lamina 1 en
la proteina Cry3A o localizada entre la hélice a-8a y la hélice a-8b de la proteina
Cry1Aa. En cuanto a las asas 1, 2 y 3, en ambas proteinas éstas se encuentran
entre la lamina 1y B2 (asa 1); entre la lamina 6 y B7 (asa 2) y finaimente entre
la lamina 10 y B11 (asa 3).

En la asa 1 del dominio il de las toxinas Cry1A (Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac)
esta formada por dos aminoacidos conservados: Argat1 Y Glyaiz, los cuales no han
sido sujetos a estudios genéticos como mutaciones, deleciones o substituciones.
Por el contrario mediante mutaciones en los aminoacidos adyacentes (313FNY315)
de la toxina Cry1Aa, se ha observado que el cambio de 313FNY315 por 313AAA31s en
esta toxina mutante no afecta la constante de disociacion (Kqg) toxina/ receptor con
respecto al tipo silvestre en B. mori; pero la toxicidad de la proteina mutante es
hasta 10 veces menor con respecto a la toxina silvestre. El asa | del dominio Il de
la toxina Cry3A esta formada por los aminoacidos 3s0YYGND3s4, mutaciones
puntuales (NaszA y DassA) en esta asa resultan en una proteina que pierde
completamente su toxicidad y capacidad de unirse a las VMVA del escarabajo
Tenebrio molitor.

El asa 2 del dominio Il de la toxina Cry3A consiste de los residuos Prosi2 y
Sera13; se ha observado que la sustitucion de estos aminoacidos por alanina no
afecta ni la toxicidad ni la capacidad de unién a VMVA del escarabajo 7. molitor.
Por el contrario, en la toxina Cry1Aa el asa 2 tiene una longitud de 13 aminoacidos
(367RRIILGSGPNNQE379), mientras que en Cry1Ab y Cry1Ac la longitud es de 11
aminoacidos (3:3RRPFNIGINNQa373). Mediante remociones y substituciones en
estas asas se ha determinado que los dos residuos de arginina al principio del asa
en ambas toxinas afectan la interaccidon entre el receptor y la toxina (union
reversible), mientras que mutaciones en el resto de los aminoacidos hidrofébicos
afectan la union irreversible.

El asa 3 del dominio Il en las toxinas Cry1Ab y Cry1Ac comprende los
aminoacidos 433SGFSNSSVS446. Mutaciones de cada uno de estos aminoacidos
por alanina han demostrado una reduccidon en la toxicidad; también se ha
determinado mediante competencia heteréloga que los aminoacidos Glyszs Yy
Phesso estan involucrados en la unidon reversible de la toxina Cry1Ab en VMMA de
M. sexta. En la toxina Cry3A el asa 3 comprende los aminoacidos 4a1MQGSRG4gs;
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mutantes con una sustitucion de estos aminoacidos por alanina presentan una
reduccidon en la uniéon reversible, pero presenta una mejor union irreversible, lo
cual relaciona con un aumento en la toxicidad, segun experimentos realizados con
el escarabajo T. molitor.

En un trabajo realizado por Flores et al. (1997) se demostrd que el fragmento
aislado correspondiente al dominio Il y Illl de la toxina Cry1Ab, mantiene su
capacidad de unirse a la microvellosidad apical de células de intestino de los
insectos M. sexta y Trichoplusia ni demostrando que esta regién de la toxina
mantiene su capacidad de unién en ausencia del dominio I.

1.5.2 Dominio lll

Respecto al dominio Il de la toxina Cry1Ca se ha demostrado mediante
intercambio del dominio Il de la toxina Cry1Ab (la cual es téxica para el insecto
M. sexta) por aquel de la toxina Cry1Ca (téxica hacia el genero Spodoptera) que la
toxina quimérica presenta una mayor toxicidad en comparacion con las toxinas
parentales hacia ambos insectos y que ademas hay una alteracion en el
reconocimiento de proteinas de la membrana apical del intestino medio de
Spodoptera exigua (de Maagd et al., 1996). La conclusién del trabajo es que el
dominio 1ll de la toxina Cry1Ca tendria un papel importante en el nivel de toxicidad
hacia su organismo blanco y mas importante aun es el resultado de que el dominio
Ill de Cry1Ca pudiera estar involucrado en el reconocimiento y unidén de proteinas
de membrana de intestino medio de S. exigua.

En un trabajo posterior de Maagd et al. (2000) reportan la construcciéon de
diferentes toxinas quiméricas en las cuales se intercambio el dominio Il de la
toxina Cry1Ca por aquel de las toxinas parentales Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ba,
Cry1Ea y Cry1Fa con el fin de determinar el papel del dominio Ill de la toxina
Cry1Ca en la especificidad hacia su organismo blanco asi como la toxicidad de las
diferentes toxinas hibridas en larvas de S. exigua. De las toxinas quiméricas
construidas, la toxina hibrida Cry1Da- Cry1Ca pierde totalmente su toxicidad hacia
S. exigua mientras que el resto de las construcciones presenta una toxicidad
superior a aquella de las toxinas parentales por separado. Puesto que hay una
variacion en los valores de mortalidad entre las diferentes construcciones se
especula que habria alguna modulacién en la actividad téxica por parte de los
dominios | y Il de las toxinas silvestres en las construcciones. La conclusion
importante de este trabajo es que independientemente del origen del dominio | y Ii,
el dominio lil de la toxina Cry1Ca determina la especificidad, en este caso, hacia
larvas de S. exigua y que toxinas silvestres que originalmente no matan a este
insecto (Cry1Ba y Cry1Ac) o que presentan una toxicidad menor en comparaciéon
con la toxina silvestre Cry1Ca (Cry1Ab y Cry1Fa) al presentar el dominio Il de
Cry1Ca aumentan su actividad toxica.

También se han hecho mutantes en Cry1Aa y Cry1Ac en las cuales se

intercambia el dominio lll; la toxina Cry1Aa se une a un receptor de 210 kDa y la
toxina Cry1Ac se une a un receptor de 120 kDa en el insecto Lymantria dispar; al
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hacer el intercambio de dominios entre ambas toxinas tenemos que la toxina
Cry1Aa (con el dominio il de Cry1Ac) se une ahora al receptor de 120 kDa y la
toxina Cry1Ac (con el dominio |li de Cry1Aa) reconoce ahora al receptor de 210
kDa; lo cual sugiere un pape! importante del dominio il en el reconocimiento dei
receptor (Kyong et al., 1995).

En el proceso de intoxicacion causado por las toxinas Cry, el uitimo sintoma
observado es la muerte del insecto. Se ha propuesto que las proteinas Cry
inactivan al sistema que mantiene el gradiente de pH, asi mismo crean un
desbalance osmoético debido a la formacion del poro lo cual resulta en la ruptura
de las células del intestino. Las proteinas Cry aumentan la permeabilidad de la
microvellosidad apical a cationes, aniones, agua y moléculas de mayor tamarnio
(Bravo, A. y Soberén, M., 2000). Se cree que la alcalinizacion del citoplasma es el
efecto mas devastador ya que interviene en el metabolismo celular normal y
resulta en la destruccion del epitelio intestinal. También se ha demostrado que en
ciertos casos hay un efecto sinérgico entre las esporas y las proteinas Cry (Bravo,
A. y Soberdén, M., 2000; Lorence, 1997).



2. Antecedentes.

El gen de la protoxina Cry1Ca tiene un tamafo de 3 567 pares de bases (pb) y
codifica para una protoxina de 1 189 aminoacidos. La activacion de las toxinas
Cry requiere de cortes en el extremo amino y carboxilo de la secuencia de
aminoacidos; en este caso se cortan los primeros 32 aminoacidos del extremo
amino y 571 aminoacidos del extremo carboxilo. La forma activa de la toxina tiene
un tamarfio de 586 aminoacidos.

El dominio Il de la toxina Cry1Ca también tiene un papel muy importante en la
especificidad de esta toxina. En un estudio realizado por Smith, P. y Elilar, J.
(1994) se determinaron las regiones correspondientes a las asas 1 y 2 de la toxina
Cry1Ca mediante alineamiento multiple y prediccion de estructura secundaria
tomando como referencia a la toxina Cry3A. De este trabajo se determind que la
secuencia de aminoacidos para el asa 1 es: 317GRNF32; y aquella para el asa 2
es: 174QPWP3;7. Se realizaron mutaciones sitio dirigidas en diferentes aminoacidos
utilizando oligonucledtidos degenerados en reaccion de PCR. La actividad toxica
se analizé mediante un ensayo de lisis en linea celular de Spodoptera frugiperda
(Sf9) y ensayos de mortalidad en larvas de mosquito Aedes aegypti.

La mayoria de las mutantes en el asa 1 y asa 2 presentaron cambios
significativos en la toxicidad hacia Aedes aegypti.

- La mutante Raigl es tdxica contra Sf9 pero no es tdxica hacia
A. aegypli.

- La mutante Qa74E elimina la toxicidad hacia la linea celular Sf9 y
larvas de mosquito A. aegypti.

- La mutante Pa77A es toxica .para Sf9 (60%) pero no es téxica para
A. aegypli.

Los autores concluyen que las asas 1 y 2 podrian representar las regiones
minimas determinantes tanto de la especificidad como de la toxicidad de Ia toxina
Cry1Ca. Sin embargo en este trabajo no se analizaron mutantes en el asa 3 o en
regiones fuera de las asas en la toxina. Tampoco se comprobo que la actividad de
las diferentes mutantes contra la linea celular Sf9 correlacionaba directamente con
la toxicidad hacia larvas de Spodoptera frugiperda.

En un trabajo reportado por Abdul-Rauf, M: y Ellar, D.J. (1999) se realizé una
mutagénesis puntual en las asas 2 y 3 de la toxina Cry1Ca analizando la toxicidad
contra larvas del lepidoptero Spodoptera littoralis y el diptero Aedes. aegypti. El
modelamiento de la estructura de la toxina Cry1Ca se realizé con el programa
PEPTIDE- STRUCTURE, mediante un alineamiento de secuencia con la toxina
Cry3A. La secuencia de aminoacidos reportada para el asa 2 ya ha sido reportada
previamente (374QPWP377) mientras que la secuencia de aminoacidos para el asa
3 reportada en este trabajo es: 436 QRSGTPF442.
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Respecto a las mutaciones puntuales en el asa 2 (374QPWP377), los autores
reportan que:

- La mutante Qa74E perdié completamente su toxicidad hacia ambos
insectos.

- La mutante P377A presenta una toxicidad similar a la cepa silvestre
en larvas de S. /ittoralis mientras que no es toxica hacia larvas de A.

aegypti.

En cuanto a las mutantes puntuales en el asa 3 (4136QRSGTPF.442), los autores
reportan que:
. - Las mutantes S43sF ¥ GasgA perdieron totalmente su toxicidad hacia

ambos insectos.
- La mutante S433Y pierde completamente su toxicidad hacia S.
littoralis y mantiene una actividad del 87% en A. aegypti.

Los autores reportaron que las mutantes puntuales en el asa 2 afectadas en
toxicidad perdieron afinidad por las vesiculas de la microvellosidad apical, lo cual
confirma la importancia de la interaccion toxina-receptor en la toxicidad hacia el
insecto blanco.

Estos cambios puntuales en el asa 1, 2 y 3 muestran la importancia de un solo
aminoacido en la determinacion de especificidad y toxicidad en ambos insectos asi
como en la linea celular Sf9.

Como podemos observar la estrategia experimental de ambos trabajos fue
determinar las secuencias de aminoacidos de las asas 1, 2 y 3 de la toxina
Cry1Ca y posteriormente realizar los cambios puntuales en estas regiones a fin de
determinar su papel en la toxicidad hacia los insectos seleccionados. Ninguna de
las mutantes construidas presentan mayor actividad toxica con respecto a la
toxina silvestre.
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Puesto que es de gran importancia el conocimiento del mecanismo de accion
de las proteinas Cry dada su utilidad como bioinsecticidas no agresivos al medio
ambiente y altamente especificos, es vital el entender a nivel molecular como
funcionan las 8- endotoxinas producidas por Bacillus thuringiensis. La importancia
del conocimiento basico del mecanismo general de accién de las proteinas Cry
permitira desarrollar mejores bioinsecticidas, ampliar el espectro de accién a otros
insectos, tener alternativas frente el desarrollo de resistencia por parte de estos y
sobre todo asegurar una menor perdida de cosechas debido a que muchos de los
insectos constituyen verdaderas plagas para el campo; y mas importante aun, la
disminucién en el uso de pesticidas quimicos como solucion a las infestaciones
causadas por insectos.

En este sentido la bisqueda y caracterizacidn de nuevas toxinas asi como el
desarrollo de nuevas mutantes constituyen una importante herramienta en el
conocimiento en general de las proteinas con actividad insecticida de Bacillus
thuringiensis.

En este trabajo nos enfocaremos a la toxina Cry1Ca, la cual es toxica para dos
insectos devastadores en maiz: Spodoptera frugiperda y Spodoptera exigua.

El propodsito del presente trabajo es la caracterizacidon de mutantes en el
domlnlo Il de la toxina Cry1Ca, las cuales fueron construidas por el Dr. Didier
Lereclus (Instituto Pasteur). Las mutaciones aleatorias dentro del dominio il de la
toxina Cry1Ca fueron elaboradas mediante PCR mutagénico (ver materiales y
metodos). Este acercamiento experimental tiene la ventaja de que se pueden
tener mutantes en la totalidad de la regidén de interés, en este caso, la secuencia
de aminoacidos del dominio Il de la toxina Cry1Ca y por lo tanto es una forma
diferente (a aquella de hacer mutantes puntuales) para abarcar el problema de
determinar las regiones o aminoacidos importantes en actividad del dominio il de
la toxina Cry1Ca.

Objetivo: Determinar los aminoacidos criticos del dominio Il que estuvieran
directamente relacionados con la toxicidad:- de la toxina Cry1Ca sobre su
organismo blanco: Spodoptera frugiperda. :

Hipotesis: Podemos determinar la importancia de un aminoacido o
aminoacidos en el mecanismo de accidon de la toxina Cry1Ca. Ademas pudiesen
existir otras regiones del dominio ll, diferentes a las asas, importantes para la
interaccion toxina-receptor.
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3. Materiales y métodos:

3.1 Cultivo de la bacteria.

La cepa silvestre y demas cepas mutantes se crecieron en 250 ml de medio SP
liquido, pH 7, adicionado con eritromicina ( 10ug/ml) por un periodo de 72 hrs. con
agitacién (250 rpm) y una temperatura de 30°C, periodo en el cual se observa
practicamente esporulacion total del cultivo.

Medio SP (esporulacion) 1L
Caldo nutritivo 8g
MgS0O, - 7 HO 0.25g
KCI 1g
Solucion |: MnCl; 1ml
Soluciéon H: FeSO4 1N 2ml

H>-S0O4 concentrado
Solucion lll: CacCl - 2H,0 0.5 M final 1mil

3.2 Bioensayos de toxicidad en larvas de Spodoptera frugiperda y
Aedes aegypti.

Los bioensayos de toxicidad se realizan con mezcla espora-cristal y con larvas de
Spodoptera frugiperda neonatas o de primer estadio de desarrollo en placas de 24
pozos con capacidad de 4ml. En cada pozo se colocan 2mi de dieta artificial
(harina de soya, germen de trigo, sales weson, sacarosa, metilparabeno, acido
ascorbico, acido soérbico, formaldehido 10%, acido acetico 25%, vitaminas
vandersat y cloruro de colina 15%) y se agrega un volumen final de 35ul de la
concentracion (ng/cm?) de mezcla esporas-cristal que queremos ensayar. En cada
pozo colocamos una larva y los resultados de mortalidad se cuantifican a los 7
dias. En cada bioensayo se coloca un control negativo, en este caso agua. El
control positivo es la cepa silvestre. Cada bioensayo se realiza por triplicado.

Los bioensayos de toxicidad se realizaron contra larvas de A. aegypti de tercer
estadio de desarrollo en un volumen final de agua y mezcla espora cristal de 100
ml. Por cada dosis a ensayar se utilizaron 20 larvas de A. aegypli. La mortalidad
se cuantifica a las 24 hrs. El control positivo es la cepa silvestre y el control
negativo es agua.

3.3 Determinacion de concentracion de proteina (método de Bradford).

La determinaciéon de concentracidn de proteina por el método de Bradford se
realiza midiendo absorbancia-a una longitud de onda de 595 nm en un volum:2n
final de 1ml en espectrofotdmetro (Pharmacia). Para ello colocamos una muestra
de la solucidbn a determinar la concentracion de proteina y la llevamos a un
volumen de 800 pl con H20 MQ y adicionamos 200 ul de reactivo de Bradford
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(Bio-Rad) en un volumen final de 1ml. La curva de referencia se realiza con
albumina sérica de bovino.

3.4 Purificacion de cristales por gradiente discontinuo de sacarosa.

Se recupera cultivo celular de medio liquido SP por centrifugacién a 10 000 rpm
durante 10 minutos.

La pastilla se resuspende perfectamente en 30 ml de solucién de NaCl 500 mM
+ EDTA 10 mM, pH 8; posteriormente la muestra se centrifuga 10 minutos a 10
000 rpm. El proceso se repite cinco veces, tratando de eliminar lo mejor posible a
las esporas.

L.a pastilla se resuspende en 5 ml de buffer TTN (Tris- HClI 20 mM, NacCl 300
mM, Tritén X-100 0.1%, pH 7.2) y se sonica a la muestra dando tres pulsos de 50
segundos por un minuto de descanso a 4°C, a fin de desbaratar los grumos de
esporas-cristales.

Para el gradiente discontinuo utilizamos cinco concentraciones de sacarosa
(sigma): 63, 67, 72, 79 y 84% con un volumen de 6 ml cada una.

Utilizamos tubos para ultracentrifuga (Beckman Intrumens Inc.) y colocamos el
volumen correspondiente a las concentraciones antes mencionadas en un orden
de mayor a menor concentraciéon. Por ultimo colocamos la muestra de esporas
cristal resuspendida y sonicada en solucion amortiguadora TTN, en un volumen
final de aproximadamente 5 ml. Se calibran los tubos y las muestras se centrifugan
20 minutos a 23 000 rpm y 15°C.

LLas fracciones obtenidas se recuperan por separado y se realizan lavados con
-30 ml de agua + triton X-100 al 0.01%; para ello las fracciones obtenidas se
mezclan con dicho amortiguador a un volumen aproximado de 30 mil, se mezclan
perfectamente y se centrifugan 10 minutos a 10 000 rpm. El proceso se repite
cinco veces.

La pastilla obtenida se solubiliza en amortiguador Tris HCI 1M pH 8. Se
determina mediante observacion al microscopio 6ptico la presencia de los cristales
de proteina en las fracciones obtenidas. Generalmente tenemos que el grueso de
los cristales se obtuvieron en las fracciones con una concentracién de sacarosa de
72% y 79% y finalmente realizamos alicuotas de 1m! del volumen final de cada
una de las fracciones adicionando PMSF a una concentracion final de 1mM. Las
alicuotas se almacena a 4°C hasta su posterior uso.

3.5 Solubilizacion de cristales (obtencion de protoxina).
Tomamos una alicuota de cristales purificados por gradiente discontinuo de

sacarosa y determinamos la concentracion de proteina por el método de Bradford.
Tomamos un volumen correspondiente a 400 ug de proteina y centrifugamos
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brevemente para bajar la pastilla, desechamos el sobrenadante y resuspendemos
la pastilla en 600 pl de solucion de carbonatos 1X (NaCOa 0.1 M + NaHCO3; 0.1 M,
pH 10.5 y 2-mercaptoetanol al 0.2% "/,).

Las muestras se incuban 2 hr a 37°C con agitacion, posteriormente la muestra
se centrifuga 10 min. a 10 000 rpm y se recupera el sobrenadante y se determina
la concentracion de protoxina por método de Bradford.

3.6 Corte con tripsina (obtencion de toxina).

Preparamos una solucién de tripsina a una concentracién final de 10 mg/ ml en
amortiguador de solubilizaciéon de tripsina (HC! 1 mM y CaClz 20 mM).

Tomamos un volumen correspondiente a 200 pg de solucidn de protoxina y
adicionamos una quinta parte de este volumen de Tris HCI 1M pH 7.4 para bajar el
pH de la solucién a aproximadamente 8.3; posteriormente agregamos trlpsma a
una concentracion final de 1:20 m/m. Incubamos las muestras 1 hr a 37°C con
agitacion.

Detenemos la reaccion adicionando PMSF a una concentracién final de 1mM.
Finalmente centrifugamos la muestra 10 min. a 14 000 rpm y recuperamos el
sobrenadante a fin‘de eliminar agregados no solubles y filtramos la muestra con
filtros de baja afinidad a proteina no estériles (Millipore) con diametro de poro de
0.45 pm.

3.7 Ensayo de estabilidad estructural mediante resistencia a
degradacion proteolitica.

En este ensayo colocamos diferentes relaciones de tripsina/ protoxina (1:50,
1:100, 1:200, 1:500, 1:1000, 1:2000 y 1:5000) para la cepa silvestre. En cuanto a
las cepas mutantes utilizamos las siguientes relaciones de tripsina/ proteina: 1:20,
1:50, 1:200, 1:1 000 e incluso 1:5000.

Incubamos las muestras 1 hr a 37°C con agitacion. Inactivamos tripsina con
PMSF a una concentracion final de 1mM. Tomamos una muestra de toxina y
llevamos a 15uL con PBS 1X + ML 4X (Glicerol concentrado, Tris 0.5M, pH 6.8,
SDS, mercaptoetanol y azul de bromofenol). Por ultimo, calentamos la muestra en
agua hirviendo durante 4 min. Cargamos en gel de poliacrilamida al 10% (30%
acrilamida, 1.5 M Tris pH 8.8, 10% SDS, 10% APS y TEMED). Teiiimos el gel con
colorante azul de Coomasie (Bio- Rad).

3.8 Marcaje de toxina con biotina.

Se colocan 200 ul de solucién de toxina dializada soluble y se le adicionan reactivo
(biotina-N-hidroxisuccinimida, Amersham ) a una relacion de 0.5 mg. de proteina/

20



20pul de reactivo para biotinacién. La muestra se deja incubando durante 1 hr. a
temperatura ambiente.

Se preparan columnas de Sephadex G25 (Sigma) equilibradas con 40 mi de
buffer PBS 1X. Se colocan las columnas en centrifuga y se centrifugan 5 min. a
2,000 rpm a fin de desechar completamente los residuos de PBS 1X. La toxina
biotinada se hace pasar por las columnas y se centrifuga a 2,000 rom durante 5
min. Determinamos concentracion de toxina por el método de Bradford.
Posteriormente tomamos 1ml de toxina en solucidén y dializamos en bolsas con
poros de 40 kDa de diametro toda la noche en solucién de boratos (acido bérico
50 mM + 10 ml de NaOH 5M + 30 ml de NaCl 5§M, pH 8.6) en relacion 1:1000.
Determinamos concentracién de toxina dializada por el método de Bradford.

Observacion de la toxina biotinada en SDS-PAGE.

La biotina se une mediante el grupo amino terminal y el grupo &- amino de la
lisina en las 8- endotoxinas. El marcaje de proteina con biotina tiene varias
ventajas sobre otros métodos de marcaje, por ejemplo, marcaje con radioisétopos:

a) Se pueden marcar cantidades minimas de proteina (0.1 a 0.3 mg/ml)

b) Es sumamente inocua.

c) Las proteinas biotinadas pueden almacenarse hasta por dos meses sin
perder su actividad.

d) La afinidad del complejo biotina- avidina, constante de disociacion (Kg: 10°'°
M), es mucho mayor que la afinidad de un anticuerpo monoclonal a su
antigeno (Kd: entre 10°%y 1079,

Se cargan 2 ug de toxina biotinada en un gel desnaturalizante de poliacrilamida
y posteriormente se transfiere a una membrana de nitrocelulosa. Utilizamos
marcador biotinado de amplio espectro (Bio-Rad). La transferencia se realiza en
camara de transferencia (Amershan) utilizando solucion de transferencia (Tris-
glicina sin SDS + metanol absoluto al 20%). Las condiciones de transferencia son:
300 mA durante 1 hr a 4°C.

La membrana de nitrocelulosa se bloquea con 50 ml de buffer PBS 11X +
Tween 20 al 2% durante 20 min. Se realizan 2 lavados de 10 min. con PBS1x +
Twen20 al 0.1%. Posteriormente la membrana se incuba durante 1 hora con
agitacion en amortiguador PBS 1X + tween20 al 0.1% y estreptavidina acoplada a
peroxidasa de Amerham Life Sciences, en una relacion 1:4000 v/v. Se realizan 2
lavados adicionales de 15 min. con PBS 1X + Tween 20 al 0.1%. Se realizan 2
lavados adicionales de 10 min. con buffer de PBS 1X.

Se incuba la membrana de nitrocelulosa con “luminol Super Signal
Chemiluminiscent Substrate” (Pierce) en relacion 1:1 con agitacion constante
durante 1 min. y la sefal se imprime en peliculas para quimioluminiscencia
(Amerham Pharmacia Biotech).
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3.9 Preparacion de vesiculas de la microvellosidad apical (VMVA) de
células de intestino medio de S. frugiperda.

Las vesiculas de la microvellosidad apical de intestino del insecto se prepararon
de acuerdo al procedimiento descrito por Wolfersberger et al. (1987) mediante
precipitacion con magnesio y centrifugacion diferencial. Mediante este
procedimiento el magnesio interacciona .preferencialmente con las membranas
vaso-laterales y demas membranas de las células del intestino, permitiendo
separar a las membranas de la microvellosidad apical.

Para ello se toman larvas de S. frugiperda de quinto estadio de desarrollo y se
disecta el intestino medio, se hace un corte longitudinal y se desecha el contenido
posteriormente se enjuaga el fragmento de intestino en solucidén de diseccion
(EGTA 5 mM, Manitol 300 mM, Tris HCI 17mM pH 8, DTT 2mM, PMSF 0.1 mM, 50
ul de leupeptina 10 mg/ml y 50 ul de pepstatina100 mg/ml. Ajustamos el pH final a
7.4 y aforamos a 100 ml) y se coloca en tubo eppendorf en hielo seco. Los
intestinos se almacenan en congelacion a —70°C para su posterior uso.

Para la preparacion de VMVA tomamos 3g de muestra de intestinos:

- Diluimos 1:10 p/v en solucién fria de diseccién de intestinos (30 ml).

- Colocamos los intestinos en homogenizador esteril en un taladro
Black & Decker U-114 tipo FV. Damos 9 golpes a 2250 rpm.

- Colocamos un volumen igual (30 ml) de solucién 24 mM de MgCl,,
agitamos suavemente y dejamos incubando en hielo durante 15 min.

- Centrifugar la muestra a 4500 rpm durante 15 min. a 4°C en rotor
Beckman JA-20 y recuperamos el sobrenadante en tubo estéril.

- Centrifugamos el sobrenadante a 16 000 rpm durante 30 min. a 4°C
y desechamos el sobrenadante.

- Resuspendemos la pastilla en medio volumen (15 ml) de solucién de
diseccion de intestinos y medio volumen de MgClz 24 mM (15 ml).

- Repetimos el proceso de centrifugado a 4 500 y 16 000 rpm.

- Finalmente .resuspendemos la pastila el solucidon 1:1 de
amortiguador de diseccidén y agua desionizada. El volumen se
agrega de acuerdo al tamafno de Ila pastilla obtenida
(aproximadamente 700 pl) y hacemos alicuotas colocando 40 pl en
tubos eppendorf de 500 puL; almacenamos a —~70°C.

3.10 Ensayo de union de toxina biotinada a VMVA.
En los ensayos-de unién utilizamos 10 nM de toxina marcada con biotina (toxina*)
y 10 ng de vesiculas de la microvellosidad apical de células de intestino de insecto
(VMMA) er un volumen final de 100 pl de buffer de union (PBS 1X + albumina
sérica de bovino al 0.1% + Tween20 0.1%) .

La muestra se incuba 1 hr. a temperatura ambiente. Posteriormente la muestra
se centrifuga 10 min. a 14 000 rpm y se desecha el sobrenadante. La pastilla se
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resuspende en 100 ul de amortiguador de unién y el proceso se repite dos veces a
fin de lavar la toxina* no unida a las vesiculas.

Al final la pastilla se resuspende en 15 pl de PBS 1X+ 4 ul de muestra litica 4X
(ML4X). La muestra se calienta 4 min. en agua hirviendo y se carga en gel de
acrilamida al 9% con las condiciones siguientes: 8mA en gel de empacamiento y
16 mA en gel de corrida. Utilizamos marcador biotinado de amplio espectro. En un
carril colocamos solamente 10 ng de vesiculas como control negativo.

3.11 Ensayo de competencia homologa.

Mediante un ensayo de competencia homologa se determina la afinidad de la
toxina Cry1Ca biotinada por su receptor en presencia de un competidor; en este
caso la toxina silvestre sin marcar. El procedimiento a seguir en este ensayo es el
siguiente:

Se preparan vesiculas de la microvellosidad apical (VMMA) de S. frugiperda a
las cuales se hace interaccionar con una concentracidon determinada de toxina
marcada con biotina y diferentes concentraciones de toxina no marcada (“fria”) a
temperatura ambiente en un volumen determinado de solucién de unién.
Posteriormente, se centrifugan las muestras y se resuspende en solucién de union
para quitar el exceso de toxina que no se unié a las VMMA; esta muestra es
calentada 4 min. a bafio maria en agua hirviendo y la colocamos en un gel de
acrilamida al 9%. La toxina no marcada compite con la toxina biotinada en la union
a las vesiculas, asi que esperamos observar una menor cantidad de toxina
marcada conforme aumentamos la concentracion de competidor. Después del
proceso de electroforesis, las proteinas son transferidas a un papel de
nitrocelulosa el cual es incubado con un conjugado de estreptovidina- peroxidasa y
revelado con luminol. La marca se visualiza en una placa de revelado.

3.12 Determinacion de secuencia de aminoacidos del dominio Il de
toxinas mutantes.

l.a secuencia de nucleotidos en el dominio |l de las cepas mutantes se determind
mediante secuenciacién de doble cadena en la unidad de secuencia del Instituto
de Biotecnologia, UNAM. Mediante alineamiento de secuencia de aminoacidos
entre el dominio Il de la cepa silvestre y dominios Il de las cepas diferentes cepas
mutantes se determinaron las mutaciones presentes dentro del dominio Il de las
cepas mutantes. Para delimitar el dominio il de la toxina Cry1Ca se disefiaron dos
oligos mediante el alineamiento con la secuencia de aminoacidos de la toxina
Cry1Aa y se sintetizaron en la unidad de sintesis del mismo instituto.

Oligo derecho: 5' GAT ATC GCC GCT TTICTTT CC 3
Oligo reverso: 5° CTC TAA ATC CTT TCA CTA AAG G 3
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El gen de la toxina Cry1Ca cuenta con 1 758 pares de bases y el dominio dos
comprende las bases 661 a 1 266, esto es 606 pares de bases correspondientes a
202 aminoacidos. El oligo derecho corresponde a las bases 625 a 644 y se
localiza en el dominio | de la toxina, mientras que el oligo reverso se ubica en las
bases 1 315 a 1 336 dentro del dominio Ill de la toxina Cry1Ca.

3.13 Modelo tedrico de la estructura de la toxina Cry1Ca.

El modelo tedrico de la toxina Cry1Ca fue generado a partir de la estructura
tridimensional de la toxina Cry1Aa, de la cual se tiene reportada su estructura por
cristalografia de rayos X (Grochulsky et al., 1995).

Para generar el modelo tridimensional de una proteina a partir de la estructura
de otra proteina homodloga de la cual ya se cuenta con modelo tridimensional
(cristalografia de rayos X y RMN) se tiene que considerar por una parte el
alineamiento entre las secuencias de proteina, asi como la calidad de la estructura
reportada de la proteina que vamos a utilizar como “plantilla” o molde.

En primer lugar se realiza un alineamiento a nivel de secuencia de
aminoacidos entre la toxina Cry1Aa y la toxina Cry1Ca, con el fin de determinar
cualquier similitud significativa, asi como la identidad de aminoacidos de ambas
secuencias. Incluso se puede mejorar el alineamiento entre las dos secuencias al
hacer un alineamiento multiple con las proteinas pertenecientes a la misma familia
(Cry); también se pueden mejorar los resultados de alineamiento mediante
métodos de alineamiento global y local. Si la identidad de la secuencia entre dos
proteinas es mayor a 50%, una secuencia puede ser traslapada con la estructura
de la otra secuencia y el modelo tedrico obtenido seria bastante exacto. Si la
similitud entre ambas proteinas es mayor a 30% es posible identificar
caracteristicas estructurales comunes (Mount, 2000).

En el programa insightll médulo Homology (Accelrys) colocamos el archivo
PDB (Protein Data Bank) de la toxina Cry1Aa (molde) y quitamos las cadenas
laterales para obtener sélo el esqueleto de carbonos de la toxina. Al esqueleto de
carbonos de la toxina Cry1Aa se le colocan las cadenas laterales de la toxina
Cry1Ca (de la cual queremos obtener el modelo) considerando inserciones y
deleciones en la secuencia de aminoacidos. Esto nos resulta en un modelo teodrico
inicial de la toxina de interés en el cual estariamos “mimetizando” la posicién de
los atomos en el espacio a partir de una estructura ya conocida. Posteriormente,
hacemos una minimizacion energética del modelo inicial en el programa CNS
(Brunger et al.,, 1998). Este procedimiento se realiza con el fin de optimizar las
interacciones entre los atomos del modelo tedérico; consiste en cambios sucesivos
de la estructura del modelo tedrico hasta que se tiene un valor de energia que
representa un equilibrio entre la estructura de la proteina y el valor de energia.
Una vez que hemos hecho la minimizacion energética del modelo tedrico (toxina

*Cry1Ca) hacemos un empalme con la estructura de la proteina conocida, en este
caso la toxina Cryl1Aa. Como una medida de calidad del modelo tedrico la
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desviacién estandar del empalme entre ambos modelos no debe ser mayor a 2A y
con lo cual podemos decir que tenemos un modelo preliminar.

Por dltimo, este modelo preliminar ain puede mejorarse mediante el programa
“O" (Jones et al.,, 1991), en el cual se realiza un ajuste manual, aminoacido por
aminoacido, de las interacciones entre los aminoacidos del modelo; por ejempilo,
seleccionando isdmeros de aminoacidos con los cuales hay una mejor interaccion
con aminoacidos vecinos dentro del modelo generado de la proteina.

3.14 Células competentes.

Sembrar células DH5a sobre medio SOB sélido y crecer 12 hrs a 37°C; transferir 4
6 5 colonias bien aisladas en 1 ml de medio SOB liquido + 20mM MgSO4; el
cultivo se diluye en 100 ml de medio SOB + 20mM MgS0O4 en un matraz
Erlenmeyer de 1L previamente calentado a 37°C: el cultivo se crece hasta una
densidad 6ptica entre 0.43 y 0.48 a 550 nm; el cultivo se transfiere a tubos para
centrifuga y se deja en hielo 5 min., se centrifuga a 10,000 r.p.m. a 4° C durante 5
min. Se desecha el sobrenadante y la pastilla se resuspende en 40 mi de medio
Tfb1 frio; se deja 5 min. en hielo y se centrifuga durante 5§ min. a 10,000 r.p.m. y
4°C: la pastilla se resuspende en 4 ml de Tfb2 frio, se deja 15 min. en hielo; se
reparte en alicuotas de 20uL en tubos Eppendorf previamente enfriados en hielo
seco. Las células se conservan a —70°C.

Medio SOB

Bactotriptona 20g
Extracto de levadura 8g
NacCl 0.5g
H>O cbp 950 mL

Una vez que se disolvieron los reactivos se le agregan 10 ml de KCI 250 mM.
Se ajusta el pH a 7 con NaOH, se ajusta el volumen a 1L y se esteriliza por
autoclave.

Antes de usar el medio se le agregan 5 ml de una solucién estéril de MgCl, 2 mM.

Tfb1

CH3;COOK 30mM
LiCli ' 100mM
CaCl, 10mM
MgCils 50mM

Glicerol concentrado 15% .
Ajustar pH a 5.8 con acido acético; esterilizar por filtracion.

Tfb2
MOPS 10mM
CaClz 75mM



LiCl 10mM
Glicerol concentrado 15%
Ajustar pH a 6.5 con KOH; esterilizar por filtracion.

3.15 Transformacion de E. coli.

Se toman 50 ul de células competentes, se descongelan en hielo y se les
adicionan 50 ug de ADN. Se deja incubando 30 min. La mezcla de reaccion se
pone a 42°C por 90 seg. y se pone en hielo durante 2 min. Se le agregan 200 pL
de medio LB y se deja incubando a 37°C durante una hora. Se toman 50 pl y se
extienden en una caja Petri con medio de cultivo LB adicionado con ampicilina.

3.16 PCR mutagénico.

El gen de la toxina Cry1Ca se encuentra en el plasmido pHTIC el cual tiene un
origen de replicacion para E. coli y un origen de replicacion para B. thuringiensis;
ademas cuenta con el gen de resistencia a ampicilina (ApR ) para E. coli y
eritromicina (EmR) para Bt. En el gen de la toxina Cry1Ca se insertaron los sitios
de restriccion Xhol y BspEIl para delimitar el dominio Il de dicha toxina, el cambio
de bases no afecta la secuencia de aminoacidos. En el lugar del Dominio Il de la

toxina se colocod el gen de resistencia a kanamicina; a este plasmido se le llamo
pHT1C*DIl/ KmR (Fig.9).
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F|99 Representacion esquematica del plasmido pHT1C*DIl/ Km®™ Este plasmido contiene un
origen de replicacion para E. coli (ori Ec) y B. thuringiensis (ori 1030) también contiene los genes
de resistencia a ampicilina (Ap") para E. coli y a eritromicina (Em") para Bt. El gen de Cry1Ca se
inserté mediante las enzimas Sphl/ y EcoRIl. DI y DIll:. dominio | y dominio Ill de Cry1Ca,
respectivamente. DIV: extremo carboxilo de la toxina. Km®: gen de resistencia a kanamicina en
lugar de dominio Il de la toxina Cry1Ca.

El dominio Il de la toxina Cry1Ca (606 pb) se inserté en el plasmido pUC19,
esta construccion se llamé plC-DIl y cuenta con resistencia a ampicilina. Se
utilizaron los oligos derecho, IC1 (6° GGC GGT ACC TCG AGA AGT TTA TAC
GGA CCC ATT 37) y reverso, IC2.1 (6" GCG TCC GGA TCA ATT GTA TTT GTA
AGA G 3°) para hacer la reaccién de PCR mutagénico.
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Las mutaciones aleatorias dentro del dominio Il de la toxina Cry1Ca fueron
generadas por el Dr. Didier Lereclus (Instituto Pasteur) mediante PCR mutagénico,
en el cual se modificé la concentracion de dATP. Para ello, en la reaccion de PCR,
la concentracion de dATP fue de 0.5 mM en comparacion de los 5mM que se
utilizaron del resto de dideoxi-nucledtidos. Se utilizé el siguiente protocolo de PCR:

95°C 10 min. Una vez
55°C 1 min.
72°C 4 min. 25 ciclos
95°C 1 min.
72°C 12 min. Una vez

Los productos de PCR fueron digeridos con Xho/ y BspEl y clonados en el
plasmido pHT1C*DIlI/ KmR digerido con las mismas enzimas para intercambiar el
gen de resistencia a kanamicina por el dominio Il mutado. Esta ligacion se
transformo en la cepa de Bt 407 Cry la cual es una cepa acristalifera. Asi, en la
reaccion de PCR mutagénico se lleva a cabo utilizando como templado el
plasmido pIC-DIl y posteriormente se recuperan los dominios Il mutados y se
insertan en la secuencia original del gen de Cry1Ca. Para la seleccion de las
colonias que llevaran plasmidos con la secuencia completa del gen cry7Ca, se
buscaron colonias resistentes a eritromicina y sensibles a kanamicina.

3.17 Marcaje radiactivo de la toxina Cry1Ca con '?%1,

El marcaje de la toxina Cry1Ca se realizé con Na'?*| (ARC, Inc.) en un volumen
de 100 pL finales de reaccion. Utilizamos 0.5 mCi (5 pL) de Na'?®l. El yodo
interacciona con los aminoacidos tirosina de la toxina.

- Hidratamos 4g. de Bio-gel P-30 (Bio-Rad) en 50 mi de PBS 1X +
0.1% BSA por 1 hora a temperatura ambiente. Empacamos la
columna y equilibramos con 50 ml de buffer de elucion (PBS 1X +
0.1% BSA).

- Colocamos 1 “iodo-bead” (Pierce) en 100 uL de PBS 1X vy
posteriormente secamos con papel filtro. Colocamos la “iodo-bead”
en tubo eppendorf de 1.5 miy adicionamos 5 pL (0.5 mCi) de Na'?%|.
Incubamos a temperatura ambiente por 5 min. Finalmente
agregamos la toxina Cry1Ca en un volumen de 95 uL (17ug de
proteina). La muestra de reaccion (100uL) se incubé por 15 min. a
temperatura ambiente.

- Para separar el yodo libre de la toxina marcada pasamos la muestra
(100pL) por una columna ue Bio-gel P-30 (Bio-Rad) previamente
hidratado. Eluimos la muestra con PBS 1X + 0.1% BSA.

- Recuperamos la muestra en fracciones de 500 puL y determinamos
las cuentas por minuto por uL (cpm/ plL) de cada una de las
fracciones obtenidas en el contador gamma.
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Posteriormente elegimos de acuerdo a los valores de cpm/ ubL en el contador
gamma aquelias fracciones en las cuales pudiese estar la toxina marcada.
Mediante gel de acrilamida al 10% con SDS determinamos que fracciones
presentan la mayor concentracion de toxina marcada y la menor concentracion de
yodo libre. Elegimos una fraccion con la cual realizaremos los subsecuentes
ensayos.

En los ensayos de competencia homodloga y heterdloga, la unién de la toxina
marcada a VMVA de S. frugiperda se determino por el procedimiento de
precipitacion, en el cual una vez realizada la incubacion de '?%I-Cry1Ca- VMVA se
separa la '**|-toxina no unida mediante precipitacién por centrifugacion. Se hacen
dos lavados con 500 uL de buffer de elucion y se cuantifica la senal de la toxina
marcada unida a VMVA en el contador gamma.

Posteriormente se determina la concentracion optima de VMVA de
S. frugiperda para realizar los ensayos de competencia homéloga. Para ello
incubamos 5, 10, 20 y 30 ug/uL de VMVA con toxina marcada (18000 cpm), 1 hora
a temperatura ambiente y determinamos la senal en el contador gamma. Una vez
elegida una concentracidon de VMVA a utilizar en los subsecuentes ensayos, se
realiza un ensayo de incubacion de '*>I-toxina- VMVA contra el tiempo a fin de
determinar el periodo de incubacion optimo. Para ello incubamos toxina marcada
con yodo con una determinada concentracién de VMVA a diferentes tiempos de
incubacién , realizamos los lavados por precipitacion y determinamos la sefal
obtenida en el contador gamma.

En los ensayos de competencia homodloga incubamos a la toxina marcada con
la concentracion de VMVA determinada y adicionamos diferentes concentraciones
de toxina Cry1Ca sin marcar. Posteriormente se hacen los lavados y se cuantifica
la senal obtenida en el contador gamma. Finalmente en los ensayos de
competencia heterdloga las diferentes concentraciones de competidor que se
utilizan corresponden a las toxinas mutantes sin marcar que se quieren ensayar.

Centrifugamos las vesiculas a 14 000 rpm durante 10 min. a 4 °C para retirar el

buffer original y resuspender en amortiguador de elucion a una concentracién final
de 1pg/plL.
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4. RESULTADOS.

En todos los ensayos llevados a cabo se utilizé la toxina Cry1Ca silvestre como
referencia para comparar a las diferentes toxinas mutantes. La cepa utilizada
como control es la cepa silvestre 407 CF3-1C de Bt.

4.1 Bioensayos de toxicidad en larvas de insectos susceptibles.

De un total de 500 cepas generadas por mutacion aleatoria en el dominio I, se
eligieron aquellas que producian cristal de proteina insecticida. Mediante
observacién al microscopio 6ptico de bacterias en la fase de esporulacion. De esta
primera seleccion, se obtuvieron un total de 120 cepas.

Posteriormente realizamos un bioensayo contra larvas de Spodoptera
frugiperda con dos concentraciones de mezcla espora-cristal: 100 y 1000 ng/cm?
(proteina total) a las 120 cepas que producen cristal. El criterio utilizado para
seleccionar mutantes con mayor o menor toxicidad con respecto a la cepa
silvestre fue el siguiente: una cepa mutante con menor actividad insecticida
deberia presentar una toxicidad menor al 25% con respecto a la cepa silvestre.
Por el contrario una cepa mutante con actividad téxica incrementada deberia ser al
menos dos veces mas toxica que la cepa silvestre a una concentracion de espora-
cristal determinada. De este primer bioensayo seleccionamos 26 cepas con una
toxicidad diferente a la de la cepa silvestre; tanto con mayor toxicidad, como con
una menor toxicidad (tabla 3). Posteriormente se repitid un segundo bioensayo
con dos concentraciones de mezcla espora-cristal: 100 y 1000 ng/ cm? para las
cepas identificadas en el primer bioensayo como positivas; y 100 y 5000 ng/ cm?
para las cepas catalogadas como no toxicas.



Tabla 3.
Bioensayos de toxicidad y seleccidon de cepas mutantes.

1° ensayo 2° ensayo
Mortalidad (%) Mortalidad (%)
Cepa ng/ cm® ng/ cm* Caracteristicas
100 1000 100 1000 5000
2 8 30 33 ND 96 Toxica
4 12 12 0 0 ND No téxica
~13 ~10.- 16 21 96 100 Toxica
18 - 91 100 25 ND 67 Toxica
22 87 100 25 42 ND Toxica
24 . 87 92 25 58 ND Toxica
28 87 96 8 58 ND Toéxica
35 87 100 4 21 ND Toéxica
40 96 92 12 54 ND Toxica
52 83 100 12 37 ND Toxica
53 83 100 0 21 ND Toxica
54 79 100 4 42 ND Toxica
89 54 79 17 ND 29 No toxica
99 6 16 25 92 100 Toxica
101 8 12 ND 21 No téxica
103 17 25 ND 8 No toxica
121 4 17 ND 8 No téxica
122 216, 50 ND 92 Téxica
123 ) 6 87 100 100 Toxica
1127 - 17 12 ND 92 Toxica
18207 0n 21 ND 87 Toxica
135- | 10 25 ND 21 No téxica
160 807 4 92 100 Toxica
161 90 8 25 ND Toxica
162 85 12 25 ND Toxica
165 85 12 37 ND Toxica
Wt 50 100 33 ND 100 Toxica
Blanco 0 0

Tabla 3. Resultados de bioensayos a 100, 1000 y 5000 ng/cm® para las cepas seleccionadas. Se
muestra la mortalidad (%) de cada una de las cepas. Se indica en negrita a las cepas elegidas para
continuar el trabajo de caracterizacion, asi como el fenotipo que presentan. ND: no determinado.

~

De los resultados obtenidos en los bioensayos seleccionamos un total de 9
cepas mutantes, de las cuales seis cepas presentan una marcada disminucion en
toxicidad (cepas: 4, 89, 101, 103, 121 y 135); Tres (24, 28 y 40) fueron
seleccionadas en el primer bioensayo por presentar una mortalidad mayor a la
cepa silvestre. Sin embargo, en los resultados del segundo bioensayo observamos
que estas mutantes presentan una toxicidad similar respecto a |la cepa silvestre.

Para cada una de las cepas seleccionadas se realizaron bioensayos por
triplicado a diferentes concentraciones de mezcla espora-cristal, (Tabla 4). No se
incluyd a la cepa 89 debido a que se comprobé mediante SDS-PAGE que no
produce proteina de cristal (Fig.9B). Tampoco incluimos a la cepa 103 pues ésta
es sensible a procesamiento con tripsina, como veremos mas adelante (Fig.10).
Estos fenotipos explicarian la toxicidad practicamente nula de este par de cepas.
En cuanto a las cepas 28 y 40, por presentar una toxicidad similar a la cepa
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silvestre y a la cepa 24, las excluimos de los bioensayos. Los bioensayos se
realizaron con cinco concentraciones de proteina total (mezcla espora-cristal) para
la cepa 24: 100, 300, 900, 2000 y 5000 ng/cm?. para el resto de las cepas
mutantes se utilizaron las siguientes concentramones de mezcla espora-cristal:
1000, 2000, 4000, 10000 y 20000 ng/cm? (tabla 4). Por tanto se incluyo un control
positivo (cepa silvestre) y un control negativo (blanco) para la cepa 24 y resto de
cepas mutantes.

Tabla 4.
Determinacion de LCso de cepas seleccionadas contra Spodoptera frugiperda.
Cepa LCso. Nng/ cm®
24 127:2.7
Silvestre 80z
Blanco 13.9:0.6
4 > 20 000
101 > 15 000
121 > 20 000
135 >20 000
Silvestre < 1 000
Blanco 11.3:0.5

Tabla 4. Determinacion de LCsq para las cepas seleccionadas a diferentes concentraciones de
mezcla espora- cristal. Las LCs, obtenidas representan los valores obtenidos de ensayos
~realizados por triplicado.

También realizamos un bioensayo de toxicidad con tres concentraciones de
mezcla espora-cristal hacia larvas de mosquito A. aegypti (Diptero). Estos
resultados son preliminares debido a que representan datos de mortalidad de un
solo bioensayo realizado (Tabla 5).

Tabla 5.
Bioensayo contra Aedes aegyplti.
Cepa % de Mortalidad
100 ng/ cm” 1 000 ng/ cm? 10 000 ng/cm”
4 (o] o] 0
24 5 45 80
101 (] 0 0
121 4] 0 5
135 0 0 0
Wt 20 70 85
Blanco 0
Tabla 5. Resultados de bioensayo realizado contra larvas de tercer estadio

de Aedes aegypti.

Segln observamos en estos resultados preliminares de toxicidad, todas las
cepas mutantes no toxicas hacia larvas de S. frugiperda tampoco son tdoxicas
contra larvas de A. aegypti. Por el contrario, la cepa mutante 24 tiene una
mortalidad mayor a la del resto de las toxinas mutantes y similar en comparacion
con la cepa silvestre. Estos datos preliminares nos muestran que el fenotipo no
toxico de las toxinas mutantes se conserva tanto en larvas de S. frugiperda como
en larvas de A. aegypti.
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Una vez analizada la toxicidad de estas cepas hacia S. frugiperda y A. aegypti
se procedidé a continuar los experimentos de caracterizacion de mutantes.

4.2 Solubilizacion de cristales.

La purificacion de los cristales se realizd por gradiente discontinuo de sacarosa,
como se detalla en materiales y métodos. En primer lugar se realizé Ia
solubilizacion de las cepas elegidas con el fin de observar en gel de poliacrilamida
con SDS si las toxinas seleccionadas se solubilizan y cortan de manera similar a la
cepa silvestre. El tamafo _de la protoxina es de 135 kDa (fig. 10A y B).

Numero de cepas M*
A\ 24 28 40 101 121 135 B 4 89 103
kDa . ; s ey ah .:ye‘. wagr kDa . - D
200__ oo ey -
v iRy
116 "
38— o Cuwe
e
66__ .. .
45 Ao : z
21

pecs

Fig.10. Ge! de poliacrilamida al 10% que muestra la banda correspondiente a la protoxina de
las cepas mutantes. A. Protoxina de las cepas 24, 28, 40, 101,121 y 135. B. Observamos la
protoxina correspondiente a las cepas 4, 83 y 103. La cepa 89 no produce protoxina.

Como podemos observar en la Fig. 10A los cristales purificados de todas las
cepas seleccionadas presentan una banda de 135 kDa la cual corresponde ali
tamano de la protoxina. En cuanto a la Fig. 10B, las cepas 4 y 103 presentan la
banda de 135 kDa correspondiente a la protoxina. La cepa 89 no produce
protoxina.

4.3 Procesamiento de protoxina.

Como se menciona en la introduccién se requiere de la activacion de la protoxina
para su correcto funcionamiento. La activaciobn in vitro se lleva a cabo
generalmente con tripsina. A concentraciones altas de tripsina, también se puede
observar la degradacion de la toxina debido a cortes adicionales en la secuencia
de aminoacidos que resultan en la pérdida de toxicidad y en una disminucioén de la
funcionalidad (Miranda et al., 2001).



Posteriormente analizamos el procesamiento de la protoxina con tripsina a fin
de observar si la toxina producida por estas cepas mutantes se procesa a un
tamafo similar a la cepa silvestre. El tamaifo de la toxina es de 65 kDa (Fig. 11).

Ndmero de cepa
kDaM 4 24 28 40 89 101103 121 135

200 ... : Fig.11. Gel de acrilamida
T ‘ que muestra la toxina de las
cepas seleccionadas. La
B cepa 89 y 103 no muestran
—— iy — e la banda esperada de 65
kDa. La banda
‘ correspondiente a la cepa 4
ks . ' se observa de menor

21 . ) intensidad.

am—

Como observamos en la figura 11, la cepa 89 no presenta la banda
correspondiente al tamafno de la toxina, lo cual era de esperarse pues esta cepa
no produce protoxina. En cuanto a la cepa 103, tampoco observamos una banda
correspondiente a la toxina, la cual produce protoxina (Fig. 10B), lo cual sugiere
gue ésta se degrada durante el procesamiento con tripsina. La toxina mutante 4
presenta una banda de menor intensidad, lo cual nos dice que esta toxina no es
tan estable al tratamiento con tripsina, en comparacion con el resto de las toxinas
mutantes y la toxina silvestre. Finalmente las mutantes 24, 28, 40,101, 121 y 135
se procesaron para dar una banda de tamano de 65 kDa, de manera similar a la
cepa silvestre.

Posteriormente, realizamos un ensayo de cinética de digestidén proteolitica con
tripsina en las cepas seleccionadas a fin de determinar la estabilidad estructural de
la toxina en el procesamiento con tripsina; para ello incubamos muestras de
protoxina con diferentes concentraciones de tripsina por 1 hora a 37°C con
agitacion.

En la Fig. 12 se muestra la curva de tratamiento con tripsina de la cepa

silvestre (Wt). El patron de bandas obtenido para la cepa silvestre es una
referencia para comparar el patrén obtenido de las toxinas mutantes.
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Fig.12. Patrén de bandas
obtenido después del tratamiento
con tripsina de la cepa silvestre.
En la parte inferior se muestran
las relaciones de tripsina/ proteina
utilizadas. En la parte izquierda se
muestra las diferentes bandas y
tamafos del marcador utilizado
. _ . (High, Biolabs. M*). S: protoxina
—— L de cepa silvestre.
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El siguiente paso fue elaborar un ensayo de resistencia a tratamiento con
tripsina para cada una de las cepas mutantes con el fin de comparar el patrén de
corte para determinar si alguna mutante era sensible a tripsina. En la figura 13 se
muestra la curva de resistencia a tripsina para cada una de las mutantes
seleccionadas, las relaciones de tripsina/ proteina utilizadas fueron las siguientes:
1:20, 1:50, 1:200, 1:1000 (carriles 1- 4) e incluso 1:5000 para la cepa 103 (carriles
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Ann

- o g S

O R

Mutante 28 Mutante 40 Mutante 101
kDa M 1 2 3 4 1 2 3 4 kba M 1 2 3 4 1 2 3 4 5
200_ .. . .
. 1186,
S

96__
66,

had

c e

21___

e S L 2 S KL

-Mutante 121 Mutante 135 Mutante 4 Mutante 103

34



Fig. 13. Curva de resistencia a tratamiento con tripsina para cada una de las mutantes
seleccionadas. Las relaciones de tripsina/ proteina utilizadas fueron: 1:20 (carril 1), 1:50 (carrit 2),
1:200 (carrit 3) y 1:1000 (carril 4); y en la cepa 103 1: 5000 (carri 5).

Como podemos observar en la Fig. 13, a excepcion de la cepa 103, las toxinas
mutantes seleccionadas presentan un patrén de corte similar a la toxina silvestre.
Este resultado muestra que las toxinas mutantes presentan una sensibilidad
similar al tratamiento con tripsina en comparaciéon con la cepa silvestre. En cuanto
a la cepa 103, observamos que aun a la menor concentracion de tripsina
adicionada la toxina se degrada por completo.

4.4 Localizacion de mutantes.

En todas las toxinas mutantes seleccionadas (4, 24, 89, 101, 103, 121, 135) se
determino la secuencia de nucledtidos del dominio Il mediante secuenciacién de
doble cadena a fin de determinar los residuos de aminoacidos cambiados en las
proteinas no toxicas (4, 101, 103 y 121) en las cuales se observd produccion,
solubilizaciéon y susceptibilidad a tripsina de forma similar a la toxina silvestre.
Incluso decidimos incluir a las toxinas 24, 89 y 103 en la determinacién de
secuencia para conocer las posibles mutaciones que nos dan por un lado un
fenotipo acristalifero (cepa 89), un fenotipo sensible a tripsina (cepa 103) y
finalmente una mutante con una toxicidad disminuida respecto a la toxina silvestre
(cepa 24).

La localizacién de las mutaciones para cada una de las cepas mutantes se
determiné mediante la alineacion de la secuencia de aminoacidos de las cepas
mutantes con la secuencia de aminoacidos del dominio li de la toxina Cry1Ca
silvestre utilizando el programa GeneWorks®. La tabla 6 muestra las mutaciones
obtenidas para cada una de las toxinas mutantes, las cuales indican mediante el
namero la mutacidon en la secuencia de aminoacidos y la naturaleza de Ia
mutacion.
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Tabla 6.
Cambios de aminoacido en el dominio ll de las toxinas mutantes.

Aa [Cepad Cepa 24 |Cepa 89 Cepa 101 [Cepa 103 [ Cepa 121 | Cepa 135 Localizacion

258 Pro—Phe p-la
268 Thr—Ala B-1b
287 Phe—Leu Phe—Leu o-8b
301 Phe—Leu Phe—Leu B-2

309 lle 5> Thr B-2

319 = Asn—>Asp - “| B-3*,asal-
320 | Phe—Ser R k ol Be3*asal
327 | Val—Ala oo . e ] S
337 : , | ne—saly Ile > Gly

356 | Phe—Lecu : S R A EE : L

369
381
387
392 I
393 Thr—Ala
407 | o : ;
‘408 | Ser—Pro Ser—Pro Ser— Pro
415 - Glu—Gly Glu—Gly
443 Leu—Ser B-11* asa3
448 Val—Ala B-11

; '].‘e;‘liél’hc,

ol Phe—Ser s
‘| Glu—»Val ‘ Glu—Val.®
‘}'Ser—Pro Ser— Pro

Asp—>Gly |

Tabla 6. Se muestra la posicion y naturaleza de las mutaciones para cada una de ias toxinas
mutantes asi como su posicion en la estructura secundaria dentro del dominio ll. Las mutaciones
indicadas con * se localizan cerca de las asas.

Con el fin de determinar la posicién de las mutaciones obtenidas para cada una
de las cepas mutantes en la estructura secundaria del dominio Il, se realizd el
modelamiento de la estructura de la toxina Cry1Ca (Fig.14) basandonos en la
estructura de la toxina Cry1Aa. Cada una de las mutaciones presentes en las
cepas mutantes (Tabla 6) se localizdé en este modelo con el objeto de inferir si los
cambios de aminoacidos se encuentran en la superficie de la proteina o se
localizan en el interior de la toxina.

Los resultados de este analisis se describen a centinuacion para cada toxina
mutante.

4.5 Modelo tedrico de la toxina Cry1Ca.

Mediante el programa WU-Blast 2.0 determinamos la hamologia entre la
secuencia de aminoacidos de las. toxinas Cry1Aa y Cry1Ca. La identidad de
secuencia entre las toxinas Cry1Aa y Cry1Ca es de 47%, con una similitud del
61%. A nivel de la secuencia de los tres dominios, las identidades entre ambas
toxinas son: 56, 46 y 40%, para los dominios |, Il y/lll, respectivamente.

El modelo tedrico de la toxina Cry1Ca se realizé con la ayuda del Dr. Enrique

Rudifio en el laboratorio de Estructura de Macromoléculas a cgargo del Dr. Eduardo
Horjales.
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Fig. 14. A) Visualizacion de la toxina Cry1Ca en el programa VMD (Humphrey et al., 1996). En
color magenta se observan las o-hélices del dominio | (I) y en amarillo 1as hojas beta- plegadas del
dominio I (II) y 1l (III). B) Empalme de las toxinas Cry1Aa (rojo) y Cry1Ca (gris). Todas las
imagenes subsecuentes se visualizan con este programa.

La mutante 4 presenta cuatro mutaciones, dos de ellas: Phe320Ser y
Phe356Leu estarian en la superficie de la toxina (Fig.15) en tanto que las
mutaciones Ser408Pro y Val327Ala se localizarian dentro de la estructura de la
toxina.

Fig.15. Modelo de la toxina mutante 4 de Cry1Ca. Visualizacion de la toxina mutante 4 en
el programa GRASP (Nicholls ef al., 1993). Se observa en color rojo el aminoacido Phe320 (3) y
en color amarillo el aminoacido Phe356 (35) ambos aminoacidos estarian en la superficie de la
molécula. El aminoacido Ser408 (89) y Val327 (83) no estarian expuestos (no se muestran).
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La mutante 24 presenta dos cambios. El aminoacido Thr393Ala se localizaria
parcialmente expuesto hacia el solvente (fig.16), en la hoja B-7 de la toxina y
Leud443Ser estaria expuesto al solvente y en una posicion cercana al asa 3
formada por |la hoja 10y 11.

La mutante 89 presenta cuatro mutaciones: Thr268Ala, la cual se localiza en la
hoja B1b; Ile309Thr localizada en la hoja B2; Asp407Gily localizada en la hoja B9 y
Val448Ala localizada en la hoja p11.

La mutante 101 (Fig.16) presenta tres mutaciones en la secuencia de
aminoacidos: Asn319Asp en la hoja 3, Thr393Ala en la hoja B7, los cuales
estarian expuestos en la superficie de la toxina (o parciaimente expuestos) y
Leu369Phe en la hoja 36, el cual estaria dentro de la estructura de la toxina. E!
aminoacido Asn319 ademas se localiza en una regidn cercana al asa 1 formada
por las hojas 82 y B-3.

Fig. 16. Modelo de la toxina mutante 101 de Cry1Ca. En color magenta observamos el
aminoacido Asn319 (3-3) y en color azul el aminoacido Thr393 (B3-7), ambos aminoacidos estarian

expuestos en la molécula. El aminoacido Leu369 (-6 ) no estarian expuesto en la molécula (no se
muestra).l, H y Ill; dominios | It y lll, respectivamente.

La mutante 103 presenta ocho cambios en la secuencia de aminoacidos:
Pro258Phe (B1a), Phe287Leu («-8b), Phe301Leu (B2), lle337Gly (f4), Glu387Val

(B7), Ser392Pro (B7), Ser408Pro (B9*) y Glu415Gly (B9). La mutante135 presenta
siete cambios similares a los de la cepa 103. La mutacion Pro258Phe presente en
la cepa 103 es la Unica diferencia entre ambas toxinas mutantes.

La mutante 121 presenta una sola mutacion en la secuencia de aminoacidos:

Phe381Ser (f7) y que estaria expuesto (o parcialmente expuesto) hacia el
solvente en la estructura de la toxina (Fig. 17).
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Fig.17. Modelo de la toxina mutante 121de Cry1Ca. Se observa en color verde el
aminoacido Phe381 (3-r) el cual estaria expuesto en la molécula.

Para comparar nuestro modelo se analizd la localizacién y secuencia de
aminoacidos de las asas 1, 2 y 3 en el Dominio Il de las toxinas Cry1Aay Cry1Ca
reportadas por otros autores (Tabla 7).

Tabla 7.
Secuencia de aminoacidos de las asas 1, 2 y 3 en las toxinas Cry1Aa y Cry1C.
Cry1Aa asa 1 asa 2 asa 3
Ref. 1) 310 HRGF 313 367 RRIILGSGPNNQE 379 438 SQAAGAVYT 446
Cry1Ca asa 1 asa 2 asa 3
Ref. ll) 313WFSVGRNF320 371 LLQQPWPAPPF 381 437 RSGTPFLT 444
Ref. Ill) 317 GRNF 320 374 gpwp 377 436 QRSGTPF 442
Ref. IV) 317 gr 318 371 LLQQPWPAPP 380 436 QrsSGTP 441

Tabla 7. Localizacidon y secuencia de aminoacidos para las asas 1, 2 y 3 dentro del dominio II de
las toxinas Cry1Aa y Cry1Ca reportadas por varios autores. Referencias: |) Grochulsky et al.
(1995); 1) Yamamoto y Dean, 2000; Ill) Smith y Ellar, 1994 y Abdul-Rauf y Ellar, 1999);
1V) Secuencia de aminoacidos para las asas 1, 2 y 3 obtenidas en este trabajo mediante
alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la toxina Cry1Ca y Cry1Aa.

De acuerdo con estos resultados, la secuencia de aminoacidos de las asas 1, 2y
3 reportadas en este trabajo, se localizan en regiones similares (asas 2 y 3) o
dentro de la secuencia (asa 1) reportadas por otros autores.

4.6 Marcaje de toxina con biotina (toxina*).
Para poder estudiar la unién de las toxinas mutantes a las membranas de células

de intestinos de S. frugiperda. Las toxinas mutantes 4, 24, 101, 121 y 135, asi
como la cepa silvestre se marcaron con biotina. La toxina marcada se corrié en gel
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de acrilamida y posteriormente se transfirid en nitroceluiosa para revelar con la
enzima estreptavidina acoplada a peroxidasa como se detalla en materiales y
métodos (Fig.18).

kDa 4 24 101 121 135 wit
Fig.18. Placa de revelado
en la cual observamos la
- sefal correspondiente a la
. toxina biotinada para cada
66 una de las mutantes y la

toxina silvestre.

Coeaide

Una vez que observamos que la toxina se ha marcado debidamente con
biotina determinamos concentracién de toxina marcada por el método de Bradford
y continuamos con los ensayos de unidn de toxina* a vesiculas de la
microvellosidad apical de células de intestino medio de S. frugiperda. Observamos
ademas que la toxina mutante 4 se marca adecuadamente aun cuando se procesa
una menor cantidad de protoxina (Fig.18) pues observamos una banda de menor
intensidad en comparacién con el resto de las toxinas marcadas y ademas
observamos otras bandas de menor tamano al esperado como resultado de la
degradacion de esta toxina durante el proceso de corte con tripsina.

4.7 Ensayo de union de toxina biotinada a VMVA.

En un trabajo realizado por Denolf et al. (51 993) se determind, mediante ensayos
de competencia homoéloga con toxina '*’I-Cry1Ab marcada radioactivamente y
utilizando como competidor tanto toxina Cry1Ab nativa, como a la toxina marcada
con biotina que la curva de desplazamiento es similar. Esto sugiere que la toxina
biotinada se comporta como la toxina nativa, es decir, que la biotina que se une a
la toxina no interfiere con la unidn a su receptor en membrana. Al comparar los
patrones de unién e intensidad de sefial obtenidos mediante la deteccion de toxina
biotinada y aquella detectada con anticuerpos se observan resultados similares.
Finalmente, se observd mediante ensayos de competencia homdloga que un
exceso de toxina Cry1Ab nativa desplaza completamente la senal de la toxina
biotinada, concluyendo que la toxina Cry1Ab biotinada presenta unién especifica y
que la senal observada no se debe a pegado inespecifico de la toxina biotinada.

En este trabajo comprobamos que la toxina silvestre biotinada se une a las
vesiculas de la microvellosidad apical del insecto; para ello utilizamos 10nM de
toxina* y 10 pug de vesiculas de la microvellosidad apical de las células del
intestino medio de S. frugiperda (Fig.19).
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- ’ frugiperda. Control: VMVA sin toxina
silvestre biotinada.
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De este ensayo podemos observar que la toxina mutante 4 no se une a las
vesiculas de S. frugiperda, incluso este resultado podria deberse a que la toxina
mutante 4 se degrada completamente y por tanto no hay toxina que se una a las
vesiculas. El resto de las mutantes, asi como la toxina silvestre si se unen a las
vesiculas de microvellosidad apical de S. frugiperda.

Para determinar si lo que observamos en la Fig.19 corresponde a una senal de
unidon o por el contrario se debe a precipitacion de la toxina, elaboramos un
experimento control en paralelo con todas las toxinas mutantes y la toxina
silvestre, en el cual realizamos todo el proceso de unién y lavados pero sin
adicionar vesiculas. Por tanto si la toxina esta en solucidn y el proceso de lavado
no precipita a las toxinas, entonces no esperamos observar senal alguna en la
placa de revelado pues la toxina* en solucion se perderia en los lavados al
desechar el sobrenadante.

Los resultados obtenidos en este ensayo de precipitacion nos muestran que
todas las toxinas mutantes se precipitan durante el proceso de lavado de la toxina
biotinada. Por el contrario la cepa silvestre, aun a un largo tiempo de exposicién
no da sefal, lo cual nos indica que la cepa silvestre se mantiene en solucién por lo
que se elimina perfectamente durante el proceso de lavado y por tanto no
observamos la sefal en la placa de revelado (Fig.20).

M~ 4 24 101 121 135 wt
Fig.20. Ensayo de unién control con 30 nM

200__ de toxina* sin VMVA. Observamos que
todas las toxinas mutantes precipitan
durante el proceso de lavado. No
observamos la sefial correspondiente a la

66 toxina silvestre (Wt) lo cual nos indicaria que

— esta toxina se mantiene en solucion.
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De este ensayo podemos concluir que la senal que se observa en el ensayo de
unidén (Fig.19) corresponde a la toxina* precipitada y que sélo la senal de la toxina
silvestre se debe a la unibn de esta toxina® a las VMVA de S. frugiperda. De
acuerdo con este resultado la toxina mutante 4 no se uniria a las VMVA de
S. frugiperda, ya que observamos la sefal en el ensayo control (Fig.20).

4.8 Competencia homdloga.

Al realizar ensayos de competencia homologa con la toxina silvestre marcada con
biotina observamos que tenemos union de la toxina* a VMVA de S. frugiperda a
concentraciones de 5 nM (no se muestra) y 10 nM (carril 2, Fig.21). En cuanto al
desplazamiento de la toxina* con toxina silvestre sin marcar, observemos que la
sefal se desplaza completamente a una concentracion 100 veces mayor (100X)
de competidor. El control negativo, en este caso, sélo VMVA, no da sefial.

wa M1 2 3 4.5

>
' Fig.21. Competencia homodloga.

116___ . gmme . R M*: marcador de amplio intervalo
B - ’ S N biotinado, Carril 1: 10nM de
; ST e T toxina* silvestre, 2: 10 nM de
66__ . @ - . PERE IR toxina* + 10pg de VMVA de Sf., 3:
. L ' Lo 10ug de VMVA, 4 y 5: 100X y
c . [ o 1000X de toxina sin marcar,

45__ ‘- : TR respectivamente.
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Este resultado nos indica que la toxina* silvestre es desplazada completamente
al adicionar “toxina fria” (Fig.21).

Con el fin de determinar de una forma cuantitativa la unién de la toxina Cry1Ca
silvestre a VMVA de S. frugiperda se realizd el marcaje de la toxina con yodo 125
(***1-Cry1Ca). Los ensayos de competencia heterdloga se realizaron con toxina
marcada con yodo y las toxinas mutantes.

4.9 Marcaje radiactivo de la toxina Cry1Ca.

E! marcaje de la toxina silvestre de Cry1Ca se realizd con yodo 125 (is6topo
radiactivo) como se describe en materiales y métodos. Una vez que se marco a la
toxina, la mezcla de reaccidn se pasa por una columna para separar el yodo libre
de la toxina marcada. Se determinan las cuentas por minuto (cpm) de las
diferentes fracciones obtenidas en un contador gamma. De los valores obtenidos
determinados aquellas fracciones en las cuales se encuentra la toxina marcada
(Fig.22).
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En la Fig.22 se observa el patron de eluciéon de las diferentes fracciones
obtenidas. Observamos-que la sefial aumenta hasta un maximo en las primeras
fracciones (fracciones 18-21), la cual corresponderia a la toxina marcada.
Posteriormente la sefal disminuye y aqui tenemos una mezcla de toxina marcada
y yodo libre. Finalmente la senal en las ultimas fracciones corresponde al yodo
libre que no se unid a la toxina.

Posteriormente realizamos un gel de acrilamida con 100 000 cpm/carril de las

fracciones 18 a 28, que segun la grafica de elucidn de las fracciones obtenidas es
donde esperamos tener a la toxina marcada (Fig.23).

18 18 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Fig.23. Gel de acrilamida al
10% con SDS con 100000
cpm/carril de las fracciones 18
a 28 obtenidas en el marcaje
de la toxina.

Observamos que la toxina Cry1Ca marcada (Fig.23) se encuentra en
practicamente todas las fracciones elegidas y que la cantidad de yodo libre
aumenta conforme la cantidad de toxina marcada disminuye. A partir de estos

:gsultados podemos concluir que la toxina Cry1Ca se marca adecuadamente con
o
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Elegimos a la fraccidn 19 para realizar los ensayos de unién especifica y
tiempo 6ptimo de incubacion de la toxina marcada a VMVA de S. frugiperda. En
primer lugar realizamos ensayos de unién de toxina marcada con diferentes
concentraciones (5, 10, 20 y 30ug) de VMVA de S. frugiperda con el fin de
determinar la concentracion optima de vesiculas a utilizar en los subsecuentes
ensayos (Fig. 24).

{9 Fig.24. Unién de la toxina
2¥|.Cry1Ca en funcion de la
X 104 concentracion de VMVA de
L o T S. frugiperda.
g S s ~
o
g5 e
N
5 & 4.4
-
0 T v T
& 100 200 300
BBMV (ng/mi)

A partir de este resultado se tiene que el maximo de uniéon se obtiene a una
concentracion de 20 ug de vesiculas (Fig.24), y debido a que este valor representa
un umbral después del cual observamos que a mayor concentracion de vesiculas
utilizadas la sefal disminuye decidimos utilizar para el resto de los ensayos una
concentracion de 18 ug de vesiculas. Posteriormente determinamos la unién de la
toxina marcada con yodo en funcién del tiempo de incubacidn, para ello
incubamos a la toxina marcada con 18 ug de vesiculas a diferentes tiempos y
determinamos la sefial obtenida en el contador gamma (Fig.25).

10.0
Fig.25. Unidn de la toxina
g 125-I-Cry1Ca en funcién del
s @ 7.54 tiempo de incubacidn con
2 © VMVA de S. frugiperda.
L] el
q’ 3
e © 50
Qs
=8
; 2.5
0-0 U 1 r -
o 25 50 75 100

Tiempo de incubacién {(min.)

A partir de este resultado elegimos una concentracién de 18 ug de vesiculas,
un tiempo de incubacion de 60 min..para los ensayos de competencia homéloga y
heterdloga.



En el ensayos de competencia homodloga utilizamos una concentracion de
toxina marcada correspondiente a 10000 com de la fraccion 19. Para ello
incubamos a la toxina marcada con diferentes concentraciones de toxina sin
marcar en un volumen final de 100 puL. de reaccion. La sefal obtenida con un
exceso de toxina sin marcar representa la union inespecifica.
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Las concentraciones de toxina sin marcar utilizadas en el ensayo de
competencia homéloga fueron las siguientes: 0, 1, 2, 4, 6, 10, 20, 50, 100, 250,
550, 1500, 3000 ng.

Finalmente realizamos ensayos de desplazamiento de la sefal de la toxina
silvestre marcada con diferentes concentraciones de toxinas mutantes sin marcar
(competencia heterdloga). Estos resultados son preliminares pues solo de
realizaron ensayo de competencia con dos toxinas mutantes: 121 y 135 (Fig.27).
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En los ensayos de competencia heterdloga realizados, utilizamos las siguientes
concentraciones: 0, 1, 2, 3.5, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500, y 1500 ng de toxina
sin marcar de las cepas mutantes 121 y 135.
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5. Discusion.

De los resultados obtenidos mediante ensayos de toxicidad hacia larvas de insecto
de S. frugiperda obtuvimos un total de 9 cepas mutantes con las cuales
continuamos el trabajo de caracterizacion. Las cepas elegidas para el trabajo de
caracterizacion comprenden cepas no toxicas (4, 89, 101, 103, 121 y 135) asi
como cepas con actividad insecticida similar a la cepa silvestre (cepas 24, 28 y
40). Los ensayos de actividad insecticida se realizaron por triplicado para cada
una de las toxinas mutantes, excluyendo a las cepas: 24, 28, 89 y 103.

La cepa 89 fue excluida como observamos en el gel de acrilamida de proteina
soluble (protoxina) no hay presencia de protoxina (Fig. 10B en resultados), debido
a que la cepa no produce cristal, lo cual confirmamos por observacion en
microscopio 6ptico. La cepa 103 fue excluida porque esta cepa produce cristal de
forma similar a la cepa silvestre, pero como observamos en gel de acrilamida (Fig.
11 y 13, en resultados), la proteina no es resistente al tratamiento con tripsina,
degradandose completamente. Las cepas 89 y 103 se incluyen como candidatas a
secuenciarse a fin de conocer las posibles mutaciones que resultan en un fenotipo
acristalifero (cepa 89) y en un fenotipo sensible a procesamiento con tripsina
(cepa 103). Las cepas 28 y 40 se excluyeron de los ensayos de marcaje con
biotina y unidbn a vesiculas de la microvellosidad apical pues la actividad
insecticida no es mayor a la de la cepa silvestre; siendo representativa de este
grupo la cepa 24 con la cual si continuamos el trabajo de caracterizacion de
mutantes.

De los bioensayos realizados con las cepas mutantes 4, 24, 101, 121, 135y la
cepa silvestre en larvas de mosquito A. aegypti (Tabla 5) los resuitados obtenidos
indican que la toxicidad de las cepas mutantes y la cepa silvestre presentan un
perfil similar de toxicidad en ambos insectos. Es decir, las toxinas mutantes que no
son toéxicas en larvas de S. frugiperda tampoco son toxicas en larvas de
A. aegypli. La toxina Cry1Ca es toxica principalmente para el género Spodoptera,
aunque también presenta actividad insecticida contra mosquitos; incluso se han
determinado regiones dentro del dominio Il (asas 2 y 3) responsables en la
especificidad y toxicidad hacia ambos géneros de insectos (Abdul-Rauf, M. y Ellar,
D.J., 1999). La diferencia de actividad de la toxina Cry1Ca en ambos géneros de
insectos esta dada por la cantidad de toxina necesaria para obtener una dosis letal
media. Mientras que la cepa silvestre presenta una dosis letal media (LCsp) de 80
ng/cm? la LCsp en larvas de mosquito es de 490 ng/ml (resultado preliminar).

A partir de estos resultados podemos concluir que:
- La cepa 89 es acristalifera.
- Las toxinas 24, 28 y 40 presentan una toxicidad similar con respecto
a la cepa silvestre.
- Latoxina 103 es sensible a tripsina.
- Las toxinas 4, 102, 121 y 135 presentan toxicidad nula en larvas de
S. frugiperda y A. aegypti.
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Respecto al modelo tedrico de la toxina Cry1Ca, los resultados mostrados en la
tabla 6 nos muestran los cambios de aminoacido en el dominio Il en cada una de
las toxinas mutantes.

La toxina mutante 4 presenta cuatro mutaciones dentro del dominio Il de los
cuales los cambios de aminoacido Phe320Ser (B3) y Phe356Leu (5) estarian
localizados hacia el solvente, es decir, en la superficie de la toxina y los
aminoacidos Ser408 (B9) y Val327 (3) se localizarian dentro de la estructura de la
toxina (fig.15). Ademas, de acuerdo con la secuencia de aminoacidos reportada
para el asa 1 (Yamamoto et al., 2000) y Smith y Ellar, 1994) el aminoacido Phe320
forma parte del asa 1 en el dominio Il de la toxina Cryt1Ca. Por el contrario, de
acuerdo al alineamiento entre las secuencias de aminoacidos de la toxina Cry1Aa
y la toxina Cry1Ca realizado en este trabajo, el aminoacido Phe320 se encontraria
en la vecindad del asa 1. Esto nos confirma la importancia de los aminoacidos
presentes en las asas y en la vecindad de éstas como regiones de contacto
importantes en la interaccién entre la toxina y su receptor presente en la
microvellosidad apical del intestino del insecto. Una mutacién que pudiera ser muy
importante en la estructura de! dominio Il de la toxina es Ser408Pro.

L.a toxina mutante 24 presenta dos cambios en la secuencia de aminoacidos:
Thr393Ala (B7) v Leud443Ser (B11), de los cuales el aminoacido Thr393 se
localizaria parcialmente expuesto en la estructura de la toxina y el aminoacido
Leud443 estaria expuesto al solvente y en una posicidon cercana al asa 3 formada
por la hoja 10 y pB-11. Esta mutante se comporta de manera similar a la toxina
silvestre en cuanto a produccidén de proteina de cristal, solubilizacién y
procesamiento; incluso la toxicidad es similar a aquella de la toxina silvestre. Esta
toxina presenta una toxicidad similar a la toxina silvestre, sin embargo segun
resultados obtenidos esta toxina no seria estable en solucidn después de ser
cortada con tripsina, ya que presenta precipitacidon. Podemos concluir que estos
cambios de aminoacidos no afectarian drasticamente la toxicidad y que la
inestabilidad de la toxina se debe a otros factores, quiza relacionados con el
proceso de solubilizacion.

La toxina. mutante 89 presenta cuatro mutaciones (Thr268Ala, I1le309Thr,
Asp407Gly y Val448Ala) las cuales son suficientes para evitar la formaciéon del
cristal protéico. En principio no podemos descartar que esta cepa mutante no
produzca proteina insecticida, pero si podemos afirmar que estos cambios en la
secuencia de aminoacidos son suficientes para que la toxina no se compacte
como una inclusién cristalina, ademas, puesto que la toxina no se detecta en gel
de acrilamida podemos inferir que, de producirse toxina insecticida, esta es
sensible a las proteasas propias de la bacteria. Ademas, ninguna de las
mutaciones se localiza en regiones cercanas o dentro de la secuencia de
aminoacidos de las asas. Se especula que la formacidn del cristal protéico es una
forma de proteger a la toxina de procesamiento proteolitico y que la formacién del
cristal dependeria de una serie de factores como integridad de la estructura
secundaria, puentes disulfuro y proteinas accesorias o chaperonas (Agaisse y
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Lereclus, 1995). El hacer mutantes puntuales de los cambios de aminoacidos que
presenta esta toxina mutante seria muy interesante para determinar si las
mutaciones por separado permiten la formacion del cristal proteico y si estas
mutaciones estarian relacionadas con la nula toxicidad de esta cepa.

La toxina mutante 101 presenta tres mutaciones en la secuencia de
aminoacidos: Asn319Asp (B3), Thr393Ala (B7) y Leu369Phe (B6) de los cuales los
aminoacidos Asn319 y Thr393 estarian expuestos (o parcialmente expuestos) al
solvente mientras que el aminoacido L.eu369 estaria dentro de la estructura de la
toxina (Fig.16). El aminoacido Asn319 se localiza en la vecindad del asa 1
formada por las hojas B2 y B-3 y el aminoacido Leu369 se encontraria en la
vecindad del asa 2. En cuanto al aminoacido Thr393 tenemos que esta mutacion
se comparte con la cepa 24 la cual tiene una toxicidad similar a la cepa silvestre,
por lo que podemos inferir que este cambio de aminoacido (Thr393Ala)
probablemente no estaria involucrado en el fenotipo de actividad disminuida de
esta mutante.

La toxina mutante 121 presenta una sola mutacién en la secuencia de
aminoacidos: Phe381Ser (B7) y que ademas es un aminoacido que estaria
expuesto (o parcialmente expuesto) hacia el solvente en la estructura de la toxina
(Fig.17). Dado que la secuencia de aminoacidos para el asa 2 en el dominio Il de
la toxina Cry1Ca se determind mediante alineamiento con la toxina Cry1Aa, este
aminoacido no estaria dentro de la secuencia reportada para el asa 2 en la toxina
Cry1Ca de acuerdo con Smith et al. (1994) y Abdul-Rauf et al. (1999). Segun el
modelo de la toxina Cry1Ca generado por Yamamoto et al. (2000) el aminoacido
Phe381 seria parte del asa 2 dentro del dominio Il de la toxina Cry1Ca (Tabla 7).
En cuanto a la secuencia de aminoacidos para el asa 2 obtenida en este trabajo
(371LLQQPWPAPP350) este aminoacido Phe381 se localizaria en la vecindad del
asa 2 en la toxina Cry1Ca.

Este resultado nos confirma la importancia de los aminoacidos presentes en las
asas o en la vecindad de éstas en la actividad toxica de la toxina y dentro del
mecanismo de accion de las toxinas insecticidas producidas por B. thuringiensis.

La toxina mutante 103 presenta ocho mutaciones y la mutante 135 siete
mutaciones. Ambas toxinas mutantes comparten las mismas mutaciones y ambas
no son toéxicas. La cepa 103 presenta una mutacion extra: Pro258Phe y dado que
esta mutante es sensible a corte proteolitico, a diferencia de la toxina mutante 135;
podemos inferir que este cambio de aminoacido seria el responsable de la
sensibilidad a procesamiento con tripsina. En ambas toxinas mutantes, la
presencia de los cambios de aminoacidos Ser392Pro y Ser408Pro pudieran ser
muy importantes en la estructuracion del dominio 1l de la ‘oxina Cry1Ca. Ademas
la mutacion Ser408Pro de ambas cepas también se encuentra en la toxina
mutante 4, la cual tampoco es tdxica.
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Para continuar con el trabajo de caracterizaciéon de mutantes marcamos a la
toxina silvestre y toxinas mutantes con biotina, a fin de realizar ensayos de union
con vesiculas de la microvellosidad apical de intestino medio de S. frugiperda.

Se ha demostrado que el marcaje con biotina de las toxinas Cry no afecta la
union a su receptor natural ni la actividad toxica propia de las toxinas (Denolf et al.,
1993). En el presente trabajo durante el proceso de marcaje con biotina de las
toxinas mutantes observamos que éstas se marcan adecuadamente y que el
marcaje con biotina no provoca mayor procesamiento o inestabilidad de las
toxinas mutantes, es decir, observamos una sola banda en la placa de revelado.
Sin embargo la toxina mutante 4, la cual es sensible al procesamiento con tripsina,
se degrada durante el proceso de marcaje casi por completo como observamos en
la Fig. 18, la cual muestra que ademas de la banda esperada de 65 kDa, se
generan una serie de bandas de menor peso molecular. De este resultado
podemos inferir que la toxina mutante 4 no es completamente estable en
comparacion con la toxina silvestre. Por el contrario durante el procesamiento de
la protoxina observamos que la cantidad obtenida de toxina mutante 4 activada
con tripsina es menor en comparacnon con la toxina silvestre y resto de toxinas
mutantes (Fig.11).

De acuerdo con los resultados obtenidos en el ensayo de unién de toxina
biotinada a VMVA de S. frugiperda (Fig. 19) observamos que la toxina silvestre
marcada con biotina se une a las VMVA de intestino medio Por el contrario, la
sefal que observamos en el experimento control (Fig. 20) corresponde a la toxina,
de las diferentes toxinas mutantes marcadas con biotina, que se precipita durante
el proceso de lavado.

A partir de estos resultados no podemos concluir si las toxinas mutantes estan
afectadas en unidn a receptor debido a que los ensayos realizados con biotina son
cualitativos. Incluso podemos inferir que hay cierta unién de las toxinas mutantes a
VMVA pues en el ensayo control de union (Fig. 20) la sefial observada es menor a
aquella del experimento de uniéon (Fig. 19). Esto podria interpretarse de la
siguiente forma: en el ensayo de union la sefal que observamos corresponde
tanto a la unidn de toxina biotinada como de toxina precipitada durante el
experimento. Por el contrario en el experimento control solo observamos la senal
de la toxina* que precipita.

En el ensayo de competencia homdloga una concentracion de toxina fria de
100X y 1000X con respecto a la concentracion inicial de toxina marcada desplazan
por completo la unién de la toxina silvestre biotinada (Fig. 21); se realizé una
competencia a menor concentracién de toxina fria y observamos que aun a
menores concentraciones de competidor la sefal correspondiente a la toxina
silvestre marcada se desplaza completamente. Este resultado nos indica que la
toxina silvestre marcada con biotina se une a las VMVA y que esta union se
desplaza facilmente con una minima concentracién de competidor.

~— "y

g TATE OO
b - \§'~
PR LA RIHGEE

AN o




Un resultado constante obtenido a lo largo de los ensayos realizados con las
diferentes toxinas mutantes y también con la toxina siivestre es la precipitacion de
las toxinas una vez que se procesan con tripsina. Se ha demostrado que las
toxinas procesadas in vitro con tripsina pueden coexistir como mezclas de
monomeros y agregados moleculares con un tamafio mayor a los 600 kDa
(Guereca and Bravo, 1999) y que la agregacion de dichas toxinas es dependiente
del tiempo a partir de que la toxina se procesa in vitro. En los experimentos
realizados en este trabajo observamos que todas las cepas mutantes presentaban
precipitacion muy rapidamente después de ser procesadas con tripsina.

Aunque también en la toxina silvestre se observd precipitacion, se determino
un protocolo de activacion con tripsina in vitro en el cual se mantenia a la toxina
silvestre soluble por un periodo de tiempo mayor. Se ha reportado que las toxinas
de B. thuringiensis activadas in vitro con tripsina presentan precipitacidon (Masson
et al., 2001; Glereca, L. y Bravo, A., 1999), encontrandose agregados
moleculares de alto peso molecular. Por tanto, realizamos un ensayo de
competencia homoéloga a dos concentraciones de toxina silvestre sin marcar
(competidor) y una concentracién determinada de toxina silvestre biotinada.

En un trabajo realizado por Masson et al. (2001) se investigd el efecto del pH,
composicion del regulador (CAPS 50mM, pH 11; solucidn de carbonatos 40mM,
pH 10.5; amortiguador HEPES 10mM, pH 7.2) y cantidad de sal o fuerza i6nica (C,
50, 150 y 400mM de NaCl) como determinantes de la solubilidad de las toxinas
Cry1Ca y Cry1Ab. De acuerdo con los resultados reportados ninguno de los
parametros antes mencionados afecta en particular la solubilidad de la toxina
Cry1Ca y mas del 95 % del total de la toxina se mantiene en forma de monémeros
solubles, por el contrario la toxina Cry1Ab se precipitaba cuando se bajaba la
fuerza ionica. En este trabajo probamos diferentes concentraciones de sal (fuerza
ionica) asi como de pH (7.2, 8.6 y 10.5); incluso realizamos purificacion de las
toxinas procesadas con tripsina por cromatografia de intercambio idnico (FPLC) y
en todos los resultados obtenidos las toxinas presentaban precipitacion.
Finalmente encontramos que la concentracién inicial de protoxina que se
procesaba con tripsina y el volumen final de la reaccidn eran importantes en la
solubilidad de la toxina Cry1Ca. Con este protocolo las toxinas se mantenian un
mayor tiempo solubles, pero de cualquier forma no permanecian en solucion
indefinidamente. La conclusién de este resultado es que las toxinas mutantes no
se mantienen estables después de ser activadas in vitro.

Finalmente realizamos marcaje radiactivo de la toxina Cry1Ca con yodo 125 a fin
de determinar cuantitativamente la union de las toxinas mutantes a VMVA de
S. frugiperda. Los resultados obtenidos en el marcaje de la toxina Cry1Ca con 2%
indican que la toxina silvestre se marca correctamente. En el ensayo de
competencia homodloga, la toxina silvestre sin marcar desplaza la sehal de la
toxina marcada, lo cual indica que esta unidn es especifica y por lo tanto se
desplaza correctamente al adicionar toxina fria. A partir de los resultados del
ensayo de competencia homodloga se determinara la afinidad de la unidén de ia
toxina por las VMVA (Kg).
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En el ensayo de competencia heterbdloga realizado con las toxinas mutantes
121 y 135, observamos que estas toxinas mutantes no desplazan la senal de la
toxina marcada de forma similar a la toxina silvestre. Por lo tanto se requeriria una
mayor concentracion de toxina mutante para desplazar completamente la senal de
la toxina silvestre. Estos resultados preliminares indicarian que las toxinas
mutantes 121 y 135 estan afectadas en la unién a VMVA de S. frugiperda, lo cual
explica por que estas toxinas no son toxicas en los bioensayos realizados.
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6. Perspectivas.
Las perspectivas de este trabajo son las siguientes:
6.1 Analisis de Union.

Una de las perspectivas de este trabajo es el estudio detallado y cuantitativo del
resto de las toxinas mutantes (toxinas 4, 24 y 101) en la unién a receptor de VMVA
de S. frugiperda. Para tal fin podemos hacer uso de diferentes herramientas como
son:

6.1a. Surface Plasmon Resonance (SPR). La técnica de “surface plasmon
resonance” es una herramienta que permite medir interacciones de moléculas
bioldgicas, por ejemplo: interaccion proteina-proteina, busqueda de nuevos
ligandos, mapeo de epitopes, determinacidon de constantes de afinidad vy
determinacion de cinéticas de unién. Esta técnica presenta dos grandes ventajas
sobre otros métodos para determinar interaccidon entre moléculas bioldgicas:
1) Permite determinar la interaccion cinética de dos biomoléculas en tiempo real
con una alta sensibilidad y 2) No se necesita ningun tipo de marcaje de las
moléculas para su deteccién. El sistema determina la interaccién midiendo la
concentracion de masa de las biomoléculas cercanas a una superficie.

6.2. Elaboracién de mutantes puntuales del dominio |l de la toxina Cry1Ca.

Con el fin de ubicar a detalle el aminoacido o aminoacidos responsables del
fenotipo de cada una de las mutantes obtenidas, una de las perspectivas de este
trabajo es la realizacion de mutantes puntuales para cada uno de los cambios de
aminoacido de interés obtenidos (tabla 6) en el dominio Il de Ias toxinas mutantes.

Podemos inferir que una mutacién dentro ‘de la estructura del dominio Ii
pudiera afectar el plegamiento de la estructura secundaria y repercutir en el
funcionamiento de la toxina. También podemos inferir que una mutaciéon en la
superficie del dominio Il pudiera no alterar la estructura tridimensional de la toxina,
pero ser muy importante en la unidén a receptor. Para ello elegimos a las cepas 4,
24, 101 y 135 para elaborar mutantes puntuales con los cambios de aminoacidos
obtenidos. La mutante 121 cuenta unicamente con una sola mutacidén por lo que
este unico cambio seria el responsable de su fenotipo no tdxico hacia larvas de
S. frugiperda.

También seria interesante realizar mutaciones puntuales de la cepa 89, ya que
esta cepa cuenta con solo cuatro mutaciones dentro del dominio ll, ninguna de las
cuales se encuentra en regiones cercanas a las asas. A partir de las mutantes
puntuales en esta toxina podriamos determinar si alguno de los cambios de
aminoacidos esta directamente relacionado con la formaciéon del cristal de
protoxina.

En cuanto a las cepas 103 y 135 tenemos que el nimero de mutaciones es
similar, siendo ambas mutantes no tdxicas y ademas la mutante 103, con una
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mutacidn adicional, es sensible a tripsina. En este sentido la cepa 135 es muy
interesante para realizar mutantes puntuales debido a que ninguno de los cambios
de aminoacido se encuentra en las regiones de las asas. Ademas esta toxina se
produce en una inclusién cristalina y se procesa con tripsina de forma similar ala
cepa silvestre. Incluso podemos inferir que los cambios de aminoacido Ser392Pro
y Serd408Pro no serian determinantes en la estructuracion de la protoxina en el
cristal proteico y que tampoco confieren una mayor sensibilidad al tratamiento con
tripsina. Por el contrario estos aminoacidos pudieran ser muy relevantes en la
interaccion de la toxina con su receptor natural y por tanto verse afectada la
toxicidad de esta toxina mutante.

Una idea interesante seria introducir estas mutaciones en el gene de la toxina
Cry1Ca del Dr. Luke Masson (Masson et al., 2001) ya que su toxina activada no se
precipita y nos permitiria tener mejores condiciones para el estudio de las toxinas
mutantes puntuales a realizarse.

Las cepas con las mutaciones puntuales obtenidas se probaran mediante
ensayos de toxicidad hacia larvas de Spodoptera frugiperda.

6.3. Mutagenesis aleatoria del dominio 1l de la toxina Cry1Ca.

Debido a que el dominio Ill de la toxina Cry1Ca puede funcionar como un
determinante en la especificidad hacia Spodoptera exigua independientemente del
origen de los dominios | y Il e incluso toxinas hibridas con este dominio Il de
Cry1Ca presentan una mayor toxicidad (de Maagd et al., 2000), una perspectiva
interesante es la elaboracion de mutantes en el dominio il de la toxina Cry1Ca
mediante un acercamiento experimental similar a aquel del Dr. Didier Lereclus en
la elaboraciéon de la mutantes aleatorias en el dominio |l de esta toxina.
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