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RESUMEN 
 

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram-positiva que durante su fase de 

esporulación produce las proteínas Cry. Estas proteínas presentan actividad insecticida 

contra especies de insectos plaga de relevancia comercial. Las proteínas Cry son 

biodegradables e inocuas para mamíferos, incluyendo humanos (Bravo et al., 2007). 

El mecanismo de acción descrito para las toxinas Cry1A comienza cuando las 

protoxinas son activadas en el intestino de las larvas susceptibles liberando el fragmento 

tóxico en forma de monómero. Posteriormente la toxina se une a receptores que 

provocan cambios conformacionales en la proteína induciendo su oligomerización. Esta 

estructura oligomérica tiene la capacidad de insertarse en la membrana intestinal del 

insecto, formando poros iónicos que lisan a las células del intestino, ocasionando 

finalmente la muerte del insecto (Gómez et al., 2002b). 

La principal amenaza para la eficacia de las toxinas Cry es la aparición de insectos 

resistentes en el campo. Una manera de contender la resistencia fue el diseño de las 

toxinas Cry1AMod (Cry1AbMod y Cry1AcMod); ambas proteínas son modificadas porque 

carecen de los primeros 56 residuos de aminoácidos, que corresponden a la hélice α1 y la 

mitad de la hélice 2a del dominio I, en contraste con las toxinas Cry1A silvestres. Se 

demostró que las toxinas Cry1AMod son capaces de oligomerizar en ausencia del receptor 

caderina y se ha comprobado que matan eficientemente a insectos resistentes a toxinas 

Cry silvestres (Soberón et al., 2007). Sin embargo, en algunas especies de insectos 

susceptibles, la potencia de las toxinas Cry1AMod se encuentra considerablemente 

reducida (Tabashnik et al., 2011). 

Un objetivo importante para la utilización de estas toxinas en el campo es su 

optimización con la finalidad de abatir plagas de insectos susceptibles y resistentes. En el 

presente trabajo se emplearon diversas estrategias para clonar y expresar diferentes 

variantes de la toxina Cry1AcMod con el propósito de optimizar su actividad insecticida. Se 

planteó la obtención de ocho variantes con diferentes deleciones en el extremo N-

terminal. Para cumplir con este objetivo, se diseñó y construyó un vector que permitiera la 

correcta clonación y expresión de las variantes bajo la regulación del promotor P1P2, 

incorporando un casete de kanamicina entre el promotor y la región C-terminal que 

facilitara la selección de las variantes de manera expedita.  

Se inició con la clonación de dos diferentes versiones Cry1AcMod, denominadas 
51VPG y 69GPS que se diferencian entre ellas en el extremo N-terminal. Se incluyó el 

control positivo Cry1Ac silvestre. Se utilizaron tres diferentes cepas de E. coli para clonar 

estas variantes. Encontramos que distintas cepas de E. coli realizan diversos rearreglos en 
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el DNA plasmídico de las variantes de Cry1AcMod ocasionando que no expresen proteína 

tanto en E. coli como en Bt, caso contrario al control positivo Cry1Ac silvestre. Este tipo de 

eventos se han reportado para otros genes cuando las proteínas que se expresan en E. coli 

resultan tóxicas para la cepa receptora. 

Por este motivo, se propuso utilizar dos promotores alternativos para la clonación 

y expresión de las variantes, la elección de ellos se llevó a cabo bajo la premisa de que no 

se expresaran en E. coli y que sí lo hicieran en Bt. El primero de ellos es el promotor 

constitutivo del gen cry3A; en esta estrategia se construyó un nuevo vector para clonar y 

expresar las proteínas variantes de Cry1AcMod. En el diseño de este vector se incluyó el 

promotor Pcry3A y una mutación puntual en el residuo C730S del extremo C-terminal de 

la toxina Cry1Ac, que incrementa la solubilidad de las proteínas.  

Se obtuvieron las variantes 51VPG y 69GPS  en E. coli sin errores en su secuencia 

nucleotídica. El DNA plasmídico resultante se utilizó para transformar en Bacillus 

thuringiensis donde la variante 51VPG se expresa en el tamaño esperado. Sin embargo, la 

variante 69GPS no se expresó. En el análisis de la solubilidad de la variante 51VPG se 

encontró que fue muy baja, por lo tanto no se considera una estrategia óptima para la 

generación de futuras variantes Cry1AcMod. Nuevos trabajos en el laboratorio indican 

que mutaciones en otros residuos de cisteína como el C654S o fusiones con el C-terminal 

de la toxina Cry1C permiten expresar proteínas Cry1AbMod solubles bajo la regulación del 

promotor Pcry3A, por lo que esto sería una estrategia a probar en el futuro.  

El segundo promotor que se utilizó en este trabajo fue el promotor PesxY, 

dependiente del factor k de esporulación. Sin embargo, se encontró que este promotor 

permite la expresión en E. coli y también se generaron rearreglos en el DNA plasmídico de 

las variantes. La expresión de las variantes bajo el promotor PesxY no resultó ser 

funcional. 

Como último objetivo se realizó la clonación directa de las variantes 51VPG y 69GPS, 

además del control Cry1Ac silvestre en células acristalíferas de Bt. Sin embargo, la 

eficiencia de transformación directa en Bt es muy baja por lo que las transformaciones de 

las variantes y la construcción Cry1Ac silvestre no fueron positivas. Es necesario optimizar 

las condiciones de la clonación directa en Bt. 

Por lo tanto, se concluye que se obtuvieron de manera exitosa los vectores de 

expresión: pHT315-P1P2-Kan y pHT315-Pcry3A-Kan-C730S. Con el vector pHT315-P1P2-

Kan se obtuvo la correcta expresión de la toxina Cry1Ac silvestre en la cepa E. coli DH5. El 

vector pHT315-Pcry3A-Kan-C730S es funcional ya que permitió la expresión de la variante 
51VPG en la cepa E. coli DH5. 
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La generación de las variantes de Cry1AcMod es importante para poder definir si 

existe un extremo N-terminal óptimo para obtener proteínas con una mayor actividad 

insecticida hacia los insectos susceptibles. Al final de este trabajo se proponen varias 

estrategias que permitirán lograr estas construcciones. 
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ABSTRACT 
 

Bacillus thuringiensis (Bt) is a Gram-positive bacterium that during sporulation phase 

produces the Cry proteins. These proteins exhibit insecticidal activity against different 

insect pests of commercial importance. Cry proteins are biodegradable and innocuous to 

mammals, including humans (Bravo et al., 2007). 

The mechanism of action described for the Cry1A toxins begins when the protoxins 

are activated in the gut of the susceptible larvae releasing the toxic fragment as a 

monomer. Subsequently the toxin binds to receptors that cause conformational changes 

in the protein inducing their oligomerization. This oligomeric structure has the ability to 

insert into the insect gut membrane forming ion pores that will break down intestinal 

cells, finally causing the insect death (Gómez et al., 2002b). 

The main threat to the effectiveness of Cry toxins is the emergence of resistant 

insects in the field. A strategy to contend with resistance was the design of Cry1AMod 

toxins (Cry1AbMod and Cry1AcMod), both proteins are modified because lack helix α1 

and half of the helix 2a from domain I. It was demonstrated that Cry1A toxins are 

capable to oligomerize in the absence of cadherin receptor and was found that they 

effectively kill resistant insects to wild Cry toxins (Soberon et al., 2007). However, in some 

species of susceptible insects, the potency of the Cry1AMod toxins is considerably 

reduced (Tabashnik et al., 2011). 

An important aim for the utilization of these toxins in the field is their optimization 

in order to kill both susceptible and resistant insect pests. In the present work diverse 

strategies were used for cloning and expressing different variants of the Cry1AcMod toxin 

in order to optimize their insecticidal activity. We designed eight variants with different 

deletions in the N-terminal end. To carry out this strategy the first step was to design and 

construct a vector that would allow us the correct cloning and expression of the new 

variants under regulation of P1P2 promoter, incorporating a kanamycin cassette between 

the promoter and the C-terminal end to facilitate the expeditious selection of the variants.  

We initiated with the cloning of two different versions Cry1AcMod, called 69GPS 

and 51VPG that differ in their N-terminal start. Wild type Cry1Ac was included as a positive 

control. Three different E. coli strains were used to clone these variants. We found that 

different strains of E. coli perform diverse rearrangements in the plasmid DNA of the 

Cry1AcMod variants arresting protein expression in E. coli and Bt, in contrast to the wild 

type Cry1Ac positive control. Such events have been reported for other genes when toxic 

proteins to E. coli strains are expressed. 
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Therefore it was proposed to use two alternative promoters for cloning and 

expression of the variants, they were selected under the premise that they were inactive 

E. coli and remain functional in Bt. The first one is the cry3a promoter; in this strategy a 

new vector was constructed to cloning and expressing the Cry1AcMod variants. In the 

design of this vector, the kanamycin cassette and the C-terminus of the toxin Cry1Ac 

containing the C730S mutation were cloned in pHT315, since it was described it would 

help to increase protein solubility.  

Cry1AcMod variants were cloned in E. coli without changes in their nucleotide 

sequences. The resultant plasmid DNA was used to transform Bacillus thuringiensis, where 
51VPG variant is expressed in the expected molecular size. However 69GPS variant did not 

express protein. The solubility analysis showed that 51VPG variant was less soluble than 

the wild type protein; therefore expression under the regulation of Pcry3A is not 

considered an optimal strategy for generating additional Cry1AcMod variants. Recent 

studies indicate that mutations in other cysteine residues such as C654S or fusions to the 

C-terminus of Cry1C allow the expression of soluble protein Cry1AbMod under the 

regulation of Pcry3A, so this would be a strategy to try in the future. The second promoter 

that was used in this study was PesxY promoter that is dependent in 
k factor. However it 

was found that this promoter allows expression in E. coli and therefore also generated 

plasmid DNA rearrangements in the Cry1AcMod variants. 

The direct cloning of Cry1AcMod variants directly in Bt cells was also explored. 

However the efficiency of direct transformation in Bt is very low so that the 

transformations of the variants and construction wild type Cry1Ac constructs was not 

successful. It is necessary to optimize the conditions for the direct cloning in Bt. 

Therefore, we conclude that expression vectors: pHT315-P1P2-Kan and pHT315-

Pcry3A-Kan-C730S were successfully obtained. With the vector pHT315-P1P2-Kan the 

correct expression of the Cry1Ac wild type toxin in E. coli DH5 strain was obtained. The 

pHT315-Pcry3A-Kan-C730S vector is functional because it allowed the expression of 51VPG 

variant in E. coli DH5 strain. 

The generation of new variants of Cry1AcMod is important to define whether there 

is an optimal N-terminal to obtain proteins with a higher insecticidal activity towards 

susceptible insects. At the end of this work we propose several strategies that will allow 

the constructing these variants. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Un problema relevante de la agricultura consiste en las pérdidas considerables que 

generan el ataque de plagas a las cosechas (Tabashnik et al, 2009). Una forma de controlar 

este ataque ha sido la utilización de insecticidas químicos; en un principio resultaron ser 

rápidos, baratos y con un amplio espectro de acción (Spiegel, 1998; Gunnell et al., 2007). 

No obstante, este tipo de insecticidas son altamente perjudiciales para la salud humana y 

los ecosistemas (Dawson et al., 2010; Burns et al., 2013; Sparks, 2013); además, por su 

persistencia en el medio ambiente favorecen la selección de insectos plaga resistentes a 

ellos (Tabashnik et al., 1994; 2009).  

Una alternativa al uso de los insecticidas químicos, ha sido el desarrollo de los 

bioinsecticidas o plantas transgénicas que producen las proteínas Cry; los cuales son 

amigables con el ambiente y han resultado ser altamente eficaces en el control de plagas 

(Schnepf et al., 1998; Qaim y Zilberman, 2003). El empleo de esta tecnología exhibe 

muchos beneficios, ya que las proteínas Cry son altamente específicas contra insectos 

blanco, completamente biodegradables, inocuas para humanos, vertebrados y plantas. 

Son efectivas para el control de plagas de plantas de importancia agrícola, así como para 

controlar a insectos vectores de enfermedades humanas (Bravo et al., 2007). 

     1.1 Breve historia de Bt 

En el año 1901 el científico japonés Shigetane Ishiwata investigaba las causas de la 

denominada “enfermedad de sotto”, la cual mataba grandes poblaciones del gusano de 

seda (Bombix mori); él encontró que el agente causal era una bacteria que logró aislar y a 

la cual nombró Bacillus sotto (Ishiwata, 1905). Posteriormente, en el año 1911 el científico 

alemán Ernst Berliner aisló una bacteria que mataba a la polilla mediterránea de la harina 

(Ephestia kuehniella); él nombro a esta bacteria Bacillus thuringiensis, porque la polilla se 

encontró en la ciudad alemana Thuringia (Berliner, 1911). En 1915 Berliner reportó que 

después de finalizar su crecimiento vegetativo, el bacilo contiene además de la espora una 

inclusión paraesporal (Berliner, 1915).  

El primer bioinsecticida comercial basado en Bt se le denominó “Sporina”, se 

produjo en Francia en 1938 por el Laboratorio Libec y se utilizó para controlar las polillas 

de la harina (Entwistle et al., 1993). Posteriormente el progreso de este producto se 

detuvo, debido a los avances en la investigación de insecticidas químicos como el DDT 

(dicloro difenil tricloroetano). Durante la Segunda Guerra Mundial, científicos alemanes 

comenzaron a producir insecticidas organofosforados y como consecuencia se vio limitado 

el interés por los bioinsecticidas (Müller, 1995). Después de la Segunda Guerra Mundial se 

dio una gran expansión de insecticidas químicos, los efectos se vieron reflejados en daños 
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en la salud humana y se retomó la investigación en el campo de bioinsecticidas (Sanchis, 

2011).  

En 1953 el investigador Christopher Hannay reportó que las esporas de B. 

thuringiensis estaban acompañadas de cristales en forma de diamante (Hannay, 1953). Un 

año más tarde, Thomas Angus demostró que la toxicidad en los insectos estaba asociada 

principalmente con las inclusiones cristalinas del bacilo y que para ser activas requerían 

ser solubilizadas en soluciones alcalinas o con el jugo intestinal del insecto (Angus, 1954).   

En los Estados Unidos, Bt se manufacturó comercialmente en 1958, y para el año 

de 1961 los bioinsecticidas fueron registrados por la Agencia de Protección Ambiental de 

Estados Unidos (EPA). En el año 1996 se aprobó la utilización de cultivos genéticamente 

modificados resistentes a insectos, conocidos como cultivos-Bt los cuales producen 

proteínas Cry. A partir de esta fecha los cultivos-Bt se han expandido mundialmente; estos 

cultivos han demostrado ser eficientes y han ayudado a reducir el uso de los insecticidas 

químicos (Qaim et al.,  2003; Kleter et al., 2007).  

     1.2 Características generales de Bt 

Bt es un bacilo Gram-positivo, aerobio estricto, de flagelación perítrica, que mide de 3 a 5 

μm de largo por 1 a 1.2 μm de ancho. Es considerado ubicuo, ya que se han aislado cepas 

de Bt en todo el mundo en diversos hábitats, incluyendo suelo, polvo de productos 

almacenados, insectos, hojas secas, entre otros (Bernhard et al., 1997; Chaufaux et al., 

1997; Nester et al., 2002). Bt produce proteínas insecticidas denominadas -endotoxinas 

durante la fase de esporulación como inclusiones parasporales que se pueden observar en 

la figura 1, los cristales pueden estar formados por una o más proteínas, llamadas Cry y 

Cyt (Höfte et al., 1989; Helgason et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 1. Bacillus thuringiensis. Microfotografía de (A) células vegetativas (1000X) (B) esporas (1000X) 
y C) microfotografía en microscopio electrónico de transmisión (tomadas de: A y B Sanchis 2011, y C 
Bravo et al., 1998). 
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El ciclo de vida de Bt se caracteriza por presentar dos fases, que incluyen: 1) 

división de las células vegetativas y 2) la formación de esporas. La célula vegetativa se 

divide asexualmente en dos células hijas uniformes por la formación de un septo de 

división a mitad de lo largo de la membrana plasmática. Cuando la célula se encuentra en 

condiciones carentes de nutrientes se activa el proceso denominado esporulación, que se 

esquematiza en la figura 2; consiste en la división celular asimétrica y se caracteriza por 

presentar siete etapas (Bulla et al., 1980): 

 Fase I: Formación de filamentos axiales. 

 Fase II: Formación del septo de la pre-espora. 

 Fase III: Primera aparición de cristales paraesporales y la formación de una pre-   

espora. 

 Fase IV a VI: Formación del exosporio, pared celular primordial, transformación de    

           la espora y nucleoide y maduración de esporas. 

 Fase VII: Lisis de los esporangios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     1.3 Regulación y expresión de genes cry 
 
Una característica común de los genes cry es que se expresan durante la fase estacionaria 

del crecimiento y por lo general, las proteínas Cry se acumulan en la célula madre como 

Figura 2. Fases del proceso de esporulación. Se indica la fase en número romano y en la parte inferior 
las horas, C y E indican cristal y espora respectivamente (modificada de Bulla et al., 1980). 
 

 

 

 

7h 7 h 7 h 7 h 7 h 7-8 h 7-8 h 8 h 8 h 
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inclusiones cristalinas a partir de la fase III y hasta la fase VII de la esporulación (Schnepf et 

al., 1998; Crickmore et al., 1998).  

Las proteínas Cry constituyen el 20-30% del peso seco de las células (Bulla et al., 

1980). La síntesis elevada de las proteínas Cry es un evento controlado de manera 

coordinada por una serie de mecanismos que ocurren a nivel transcripcional, 

postranscripcional y postraduccional. Los genes cry se clasifican como dependientes o 

independientes de la esporulación en base a sus mecanismos transcripcionales (Schnepf et 

al., 1998). Por lo general, el proceso de esporulación de Bt está controlado por la 

activación sucesiva de factores sigma que unen a la RNA polimerasa (Moran, 1993). 

En B. thuringiensis se han descrito cinco factores sigma de transcripción 

específicos: H, F, E, G y K (tabla 1), que están fuertemente regulados en el tiempo y 

espacio; aparecen en un orden consecutivo durante la esporulación. El factor H está 

activo en la célula antes de la división. Los factores E y K están activos en la célula 

madre, y F y G están activos en la pre-espora. Los factores E y F se expresan durante la 

fase de esporulación temprana y los factores K y G durante la esporulación tardía 

(Lereclus et al., 2000). 

Los genes cry1 codifican para proteínas de aproximadamente 130 kDa que se 

agrupan en cristales bipiramidales. El mecanismo de transcripción es dependiente de la 

esporulación. Estos genes se  expresan a través de dos promotores que se encuentran 

sobrelapados, denominados BtI y BtII.  La transcripción del promotor río abajo BtI se activa 

entre las fases II y VI de la esporulación y emplea el factor E. Posteriormente, la 

transcripción se produce por el promotor río arriba BtII, que se activa a partir de la etapa 

VI hasta el final de la esporulación y emplea el factor K. El uso secuencial de los dos 

promotores asegura la síntesis de la protoxina en todo el ciclo de esporulación (Wong et 

al., 1983). 
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Tabla 1. Factores de transcripción involucrados en la expresión de genes cry. 

Gen Factores sigma Referencias 

cry1A 
E
 , 

K
, 

H
 Wong et al., 1993. 

Perez-Garcia et al., 
2010. 

cry2A 
E
 Winder et al., 1989. 

cry3A 
A
 Sekar, V. 1988. 

Agaisse y Lereclus, 
1994. 

cry4A 
E
 , 

K 
, 

H
 Poncet et al, 1997. 

cry4B 
E
 , 

K
 Poncet et al, 1997. 

cry8Ea1 
E
 , 

H
 Du et al., 2012. 

cry11A 
E
 , 

K 
, 

H
 Dervyn et al., 1995. 

cry18A 
E
 , 

K
 Zhang et al., 1998. 

    
 
     1.4 Toxinas Cry de 3 dominios 
 
La familia de proteínas Cry de 3 dominios (Cry-3d) son moléculas globulares que contienen 

tres distintos dominios. El alineamiento de sus secuencias reveló la presencia de cinco 

bloques conservados que se pueden apreciar en la figura 3 (Bravo et al., 1997). Sin 

embargo, algunos bloques no están presentes en algunos miembros de la familia Cry-3d; 

una característica particular de los miembros de esta familia es la presencia de protoxinas 

con dos diferentes longitudes (130 kDa y 70 kDa). La extensión del extremo C-terminal que 

se encuentra en protoxinas de alto peso molecular es dispensable para la toxicidad y se 

propone que juega un papel importante en la formación de las inclusiones cristalinas 

dentro de la bacteria (de Maagd et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Bloques conservados entre 
proteínas Cry. En este esquema se 
representan los bloques que se 
encuentran conservados entre las 
proteínas Cry marcados del 1 al 5, los 
bloques negros, grises o blancos 
indican identidad alta, mediana o 
baja, respectivamente (modificada de 
Schnepf et al., 1998). 
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A la fecha se ha resuelto la estructura terciaria de ocho toxinas Cry mediante 

cristalografía de rayos X: Cry1Aa (Grochulski, et al., 1995), Cry2Aa (Morse et al., 2001), 

Cry3Aa (Li et al., 1991), Cry3Bb1 (Galitsky et al., 2001), Cry4Aa (Boonserm et al, 2006), 

Cry4Ba (Boonserm et al, 2005), Cry5B (Hui et al, 2012) y Cry8Ea1 (Guo et al., 2009). En la 

figura 4 se muestra que su estructura confirma una organización conservada de tres 

dominios, a continuación se encuentra una breve descripción de cada uno de ellos: 

 Dominio I: Está formado por siete -hélices antiparalelas, las hélices 1, 2, 3, 

4, 6 y 7 son de naturaleza anfipática y rodean a la hélice 5 hidrofóbica central 

(Li et al., 1991). Diversos análisis biofísicos y de mutagénesis sugieren que este 

dominio lleva a cabo cambios conformacionales cuando interacciona con la 

superficie de la membrana del insecto blanco, lo que permite su inserción y la 

formación del poro lítico (Masson et al., 1999;  Pardo et al., 2006; Rausell et al., 

2004). Se ha reportado que la hélice 3 está implicada en la oligomerización de la 

toxina (Vachon et al., 2002; Jiménez et al., 2007; Muñoz-Garay et al., 2009) y se ha 

propuesto que las hélices 4 y 5 se insertan en la membrana y forman un poro 

lítico transmembranal (Masson et al., 1999; Vachon et al., 2004).  

 Dominio II: Se compone de tres láminas- plegadas antiparalelas empacadas 

rodeando un centro hidrofóbico formando un arreglo de prisma de estructuras- y 

dos hélice cortas (Li et al., 1991). Es el dominio más variable dentro de la familia 

Cry-3d (de Maagd et al., 2001). Las asas expuestas están involucradas en el 

reconocimiento de los receptores, por lo tanto se atribuye que este dominio está 

relacionado con la especificidad en el reconocimiento de los receptores 

(Rajamohan et al., 1998).   

 Dominio III: Consiste de dos láminas- antiparalelas formando una estructura de -

sándwich (Li et al., 1991); este dominio también participa en la especificidad de la 

toxina ya que intercambios del dominio III resultaron en cambios de especificidad 

(de Maagd et al., 2001). Se ha propuesto que el dominio II junto con el III son 

responsables de la estabilidad estructural e interacción con los receptores (Lee et 

al., 1995; Jenkis et al., 1999).  
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  1.5 Mecanismo de acción de las toxinas Cry de 3 dominios 
 
El mecanismo de acción de las toxinas Cry se ha estudiado intensivamente, actualmente 

se proponen dos modelos para entender cómo es que estas toxinas actúan en el intestino 

medio de los insectos (Bravo et al., 2007).  

 Modelo de formación de poro: La unión secuencial de la toxina con receptores 

presentes en el intestino medio permite que se conduzcan cambios 

conformacionales que conllevan a la oligomerización; esta estructura es capaz de 

insertarse en la membrana y formar un poro lítico que provoca un desbalance 

osmótico promoviendo la muerte celular (Pacheco et al., 2009). En la figura 5 se 

encuentra una representación a detalle de este modelo.   

 

 

 

 

 

Figura 4. Comparación de la estructura terciaria de las toxinas Cry-3d. En color anaranjado se indica el 

dominio I, en azul el dominio II y en verde el dominio III. En la parte inferior de cada representación se 

encuentra el orden de insectos blanco de cada toxina. Cry1Aa (PDB: 1CIY), Cry2Aa (PDB: 1I5P), Cry3Aa 

(PDB: 1DLC), Cry3Bb1 (PDB: 1JI6), Cry4Aa (PDB: 2C9K), Cry4Ba (PDB: 1W99), Cry5B (PDB: 4D8M) y 

Cry8Ea1 (PDB: 3EB7) (tomado de Gaytán, 2013). 
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 Modelo de inducción de señalización intracelular: este modelo se propuso con 

base en un estudio realizado en la línea celular H5 de Trichoplusia ni proveniente 

de ovario, la cual fue transfectada con el gen de caderina de M. sexta. La unión de 

Cry1Ab monomérica a la caderina, activa una cascada de señalización dependiente 

de Mg2+ que involucra la estimulación de una proteína G mediante la hidrólisis de 

ATP y la adenilato ciclasa para incrementar los niveles intracelulares de AMPc, 

resultando en la activación de la proteína quinasa A (PKA), que a su vez conduce a 

la muerte celular por necrosis (Zhang et al., 2006).  

 

 

 

 

Figura 5. Modelo de formación de poro de la toxina Cry1Ab en M. sexta. Se muestran los pasos 

secuenciales en el mecanismo de acción. 1) Una larva susceptible ingiere la solución espora-cristal, 2) 

los cristales se solubilizan por el pH alcalino y se libera la protoxina (en color rojo) que es activada a un 

monómero (en color rojo) por proteasas (en color anaranjado), 3) la toxina en su forma activa se une a 

los receptores anclados por glicosilfosfatidil inositol (GPI) ALP (Kd= 267.3 nM) (en color azul) y APN (Kd= 

101.6 nM) (en color verde) lo que permite la localización de la toxina en la membrana, 4) se favorece la 

interacción de la toxina con el receptor tipo caderina (en color anaranjado) con mayor afinidad 

(Kd=1mM), 5) esta interacción induce la exposición de una región hidrofóbica que es escindida por 

proteasas resultando en la oligomerización de la toxina (en color rojo), 6) posteriormente el oligómero 

se une nuevamente a los receptores APN (Kd= 0.52 nM) y ALP (Kd=0.6 nM) y finalmente 7) el oligómero 

se inserta en la membrana formando poros que resultan en la lisis celular (modificada de Gaytán, 

2013). 
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     1.6 Mecanismos de resistencia en insectos 
 
La resistencia se define como “el decremento en la susceptibilidad (basado en cambios 

genéticos) a un pesticida en una población provocada por la exposición del pesticida en el 

campo” (Tabashnik et al., 2014). El mecanismo de resistencia que se observa con mayor 

frecuencia involucra defectos en la unión con el receptor caderina, también se ha 

reportado la resistencia debido a defectos en la producción de proteasas en el intestino de 

la larva o a una respuesta inmune elevada (figura 7) (Griffits y Aroian, 2005; Ferre y van 

Rie, 2002; Gunning et al., 2005; Rahman et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Modelo de inducción de señalización intracelular. La interacción de la toxina con la caderina 

activa a una proteína G que incrementa la actividad de adenil ciclasa (AC), resultando en un aumento en 

los niveles de AMPc que a su vez activa la proteínquinasa A (PKA), que es responsable de la activación de 

un mecanismo intracelular que resulta en la muerte celular (tomada de Gaytán, 2013). 
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En el año de 1996 en Estados Unidos se comercializó por primera vez la tecnología 

de cultivos-Bt (Kleter et al., 2007; Qaim y Zilberman, 2003). A partir de esa fecha se han 

cultivado más de 570 millones de hectáreas en todo el mundo, principalmente maíz y 

algodón, que producen las proteínas Cry insecticidas de la bacteria Bt (James, 2013; 

Tabashnik et al., 2013) y esto ha generado una presión de selección intensiva en 

poblaciones de insectos-plaga (Gassman et al., 2014). En años recientes se ha reportado la 

presencia de poblaciones de insectos resistentes a toxinas Cry en campos de cultivos-Bt; la 

tabla 2 enlista las especies de insectos resistentes y el cultivo-Bt descritas hasta el 

momento.   

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Mecanismos de resistencia a toxinas Cry. Se enuncia el tipo de resistencia y las especies 

en las cuales se han encontrado (modificada de Bravo et al., 2010). 

 

Plodia interpunctella 
Spodoptera littoralis 

Ostrinia nubilalis 

Helicoverpa armigera 

Helicoverpa armigera 
Ephestia kuehniella 
Spodoptera exigua 
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Tabla 2. Especies de insectos-plaga resistentes aislados en campo. 

 
Insecto-plaga País Cultivo GM Referencia 

Helicoverpa zea Estados Unidos Algodón-Bt que expresa la 
toxina Cry1Ac 

Luttrell  y Alli, 2007; 
Tabashnik et al., 2008. 

Helicoverpa zea Estados Unidos Algodón-Bt que expresa la 
toxina Cry2Ab 

Ali y Luttrell 2007; 
Tabashnik et al. 2009, 2013 

Helicoverpa 
armigera 

China Algodón-Bt que expresa la 
toxina Cry1Ac 

Zhang et al, 2011, 2012a; Jin 
et al 2010. 

Pectinophora 
gossypiella 

India, China Algodón-Bt que expresa la 
toxina Cry1Ac 

Tabashnik et al., 2009. 
Dhurua y Gujar, 2012; Wan 

et al., 2012. 

Spodoptera 
furgiperda 

Puerto Rico, Brasil Maíz-Bt que expresa la 
toxina Cry1F 

Storer et al., 2010, 2012; 
Farias et al., 2014. 

Busseola fusca Sudáfrica Maíz-Bt que expresa la 
toxina Cry1Ab 

Van Rensburg 2007; Kruger 
et al., 2011. 

Helicoverpa 

punctigera 

Australia Algodón-Bt que expresa la 
toxina Cry2Ab 

Downes et al., 2010. 

Helicoverpa 

armigera 

Australia Algodón-Bt que expresa la 
toxina Cry2Ab 

Downes et al., 2012. 

Helicoverpa 

armigera 

Australia Algodón-Bt que expresa la 
toxina Cry1Ac 

Downes y Mahon 2012, 
Tabashnik et al. 2013 

Diabrotica virgifera 
virgifera 

Estados Unidos Maíz-Bt que expresa la 
toxina Cry3Bb1 

Gassman et al., 2011. 

Diatraea saccharalis Estados Unidos Maíz-Bt que expresa la 
toxina Cry1Ab 

Huang et al., 2012; Zhang et 
al., 2013. 

 
Además de los insectos resistentes encontrados en el campo, se ha encontrado 

una población de Plutella xylostella que desarrolló la resistencia a las aplicaciones de 

aerosol con la cepa HDI de Bt que contiene las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac y Cry2A 

(Tabashnik et al., 2003). En el análisis del mecanismo de resistencia en esta cepa de P. 

xylostella se ha encontrado que no se relaciona con mutaciones en el gen de caderina 

(Baxter et al., 2005), ni con ningún otro gen que codifica para las moléculas de receptores 

putativos que han sido descritos en otros insectos a la fecha, como la aminopeptidasa-N, 

fosfatasa alcalina ni glucolípidos (Baxter et al., 2008). Recientemente se demostró que la 

mutación que presenta esta cepa de P. xylostella está ligada al transportador ABC-C2 

(Gahan et al, 2010); la expresión de este transportador también se encuentra afectada en 

otros insectos resistentes a toxinas Cry como Bombyx mori y Trichoplusia ni (Atsumi et al, 

2012; Zhang et al, 2012b). Sin embargo, la participación de esta proteína en el mecanismo 

de acción de las toxinas Cry1A no se ha descrito con precisión, se ha propuesto que podría 

ser una molécula de unión (Tanaka et al., 2013). 
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     1.7 Estrategias para contender con la resistencia de insectos 
 

A pesar que los cultivos-Bt han ayudado para suprimir plagas de insectos, promoviendo el 

control biológico y reduciendo el uso de insecticidas químicos, la evolución de la 

resistencia a toxinas-Bt puede disminuir estos beneficios. Es por esto que se han 

desarrollado diversas estrategias para contender con la resistencia. A continuación se 

describen:    

 Estrategia de dosis altas/refugios  

Existen tres requerimientos fundamentales en los refugios: a) los cultivos-Bt deben 

expresar dosis altas de toxina, b) la frecuencia inicial de los alelos resistentes debe ser baja 

y, c) se necesita que el refugio esté cerca, entiéndase como refugio a una zona cercana al 

cultivo-Bt en donde se siembran plantas silvestres, es decir, plantas que no expresan 

genes cry y que permiten que sobrevivan todos los insectos susceptibles (Andow y 

Hutchison 1998; US EPA 2001).   

El éxito en esta estrategia se vería reflejado en el retraso de la evolución de 

resistencia, si los insectos homocigotos resistentes (RR) se cruzan con homocigotos 

susceptibles (SS) y su descendencia heterocigota (RS) que es susceptible a la toxina se 

elimina por la alta concentración de toxina que expresa el cultivo-Bt (Andow y Hutchison 

1998). Es importante destacar que la correcta aplicación de esta estrategia requiere de un 

compromiso por parte del gobierno, trabajadores del campo, industrias biotecnológicas y 

científicos (Huang et al., 2011).   

 Apilamiento de genes cry  

El concepto de apilamiento se aplica cuando dos o más toxinas con diferentes 

mecanismos de acción, por ejemplo, que se unan a diferentes moléculas receptoras, se 

producen en la misma planta-Bt. En este caso, la posibilidad de generar insectos 

resistentes disminuye exponencialmente porque se requerirían múltiples mutaciones para 

perder la susceptibilidad de todas las toxinas (Bravo y Soberón, 2008). En el año 2003, se 

produjeron las primeras plantas transgénicas de algodón que expresaban dos toxinas: 

Cry1Ac y Cry2Ab. Estas plantas-Bt han demostrado ser muy eficaces contra las plagas de 

lepidópteros y se sabe que estas dos proteínas Cry se unen a receptores diferentes 

(Chitkowski et al., 2003).  

Aunque el apilamiento de genes cry es una forma eficaz de retrasar la resistencia 

en insectos, se ha demostrado que esta propuesta pierde su eficacia cuando las plantas 

transgénicas que expresan sólo un gen cry, por ejemplo cry1Ac, crecen en las 

proximidades de cultivos-Bt que expresan dos genes cry, porque en este caso se 
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seleccionaron los insectos resistentes a ambos tipos de plantas Bt (Zhao et al., 2005). Por 

lo tanto, es crucial que los cultivos-Bt que presentan apilamiento de genes cry se planten 

de manera aislada de otras plantas-Bt. Por último, la eficacia de esta estrategia depende 

totalmente en la posibilidad de tener dos toxinas que maten al mismo insecto pero que se 

unan a receptores diferentes y esto no siempre se cumple para la mayoría de las plagas 

(Bravo y Soberón, 2008). 

 Toxinas Cry1AMod  

En el año 2007 se diseñaron y construyeron mediante ingeniería genética las toxinas 

modificadas Cry1AbMod y Cry1AcMod, que carecen de la hélice 1 y la mitad de la hélice 

2a; son capaces de formar oligómeros en ausencia de caderina (Soberón et al., 2007). Su 

eficacia se evaluó en dos experimentos: a) mediante el silenciamiento del receptor 

caderina en larvas de M. sexta que resultaron ser altamente tolerantes a Cry1Ab y no así a 

la toxina Cry1AbMod y b) las toxinas modificadas también fueron capaces de matar a P. 

gossypiella resistentes, en las cuales se encontró que la resistencia a Cry1A se debe a 

deleciones en el gen de la caderina (Soberón et al., 2007).  

Se demostró que las toxinas Cry1AMod no requieren la interacción con el receptor 

de la caderina y matan células de insectos mediante la interacción con el segundo 

receptor APN, ya que son capaces de oligomerizar y formar poros líticos (Bravo y Soberón, 

2008). Adicionalmente, se ha demostrado que son capaces de matar otras poblaciones de 

insectos resistentes como T. ni y P. xylostella. Estos datos indican que las toxinas 

Cry1AMod constituyen una herramienta muy eficaz para el control de insectos resistentes.   
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2. ANTECEDENTES 
 

     2.1 Mecanismo de acción de las toxinas Cry1AMod  

A diferencia del mecanismo de acción de las toxinas Cry1A silvestres, las toxinas 

modificadas Cry1AMod no requieren de la unión de la toxina al receptor caderina y del 

corte proteolítico adicional en el extremo N-terminal que facilita la oligomerización 

(Soberón et al., 2007; Muñoz-Garay et al., 2009). La unión de la toxina con el receptor 

caderina y el corte proteolítico adicional en el extremo N-terminal son requeridos para 

facilitar la formación de un pre-poro con estructura oligomérica por las toxinas Cry-3d 

silvestres, el pre-poro oligomérico es importante para la inserción en la membrana y la 

toxicidad (Gómez et al., 2002b; Rausell et al., 2004).  

Las proteínas Cry1AbMod y Cry1AcMod inducen la formación in vitro del pre-poro 

oligomérico sin requerir de la unión al receptor caderina, ni de fragmentos de la proteína 

de caderina conteniendo los sitos de unión de la toxina Cry o del anticuerpo en formato 

scFv (scFv73), el cual mimetiza a la región de unión a la toxina Cry presente en el receptor 

caderina (Goméz et al., 2002b). En contraste, las proteínas Cry1A silvestres requieren de la 

presencia del anticuerpo scFv73 o de fragmentos de la proteína caderina o de la caderina 

para producir el pre-poro oligomérico in vitro (Soberón et al., 2007).  

Para demostrar que las toxinas Cry1AMod son capaces de formar estructuras 

oligoméricas de pre-poro, las protoxinas de Cry1AbMod y Cry1AcMod, fueron tratadas 

sólo con la proteasa tripsina, produciendo así los oligómeros de 250 kDa. En contraste, al 

hacer el mismo tratamiento con tripsina a las protoxinas de las toxinas silvestres, Cry1Ab y 

Cry1Ac, sólo se observa la estructura del monómero de 60 kDa (figura 8) (Soberón et al., 

2007). 

  

Figura 8. Formaciones de oligómero por toxinas 

Bt nativas y modificadas. Se añadieron 

fragmentos de caderina correspondientes a las 

regiones de unión con la toxina (CADR12, carriles 

2 y 6) y regiones que no se unen a la toxina 

(CADR9, carriles 3 y 7). En Western blot se probó 

con anticuerpos policlonales a Cry1Ab (carriles 1 a 

4) o a Cry1Ac (carriles 5 a 8) (modificada de 

Soberón et al., 2007). 

  1       2       3       4            5        6          7      8 
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2.2 Toxicidad de Cry1AMod  

La toxicidad ha sido determinada en bioensayos alimentando a larvas de insectos 

susceptibles y resistentes con dietas que contienen diferentes concentraciones de las 

toxinas Cry1AMod. Se ha demostrado que las toxinas Cry1AMod son eficaces abatiendo 

insectos plaga que se han convertido en resistentes; sin embargo, se ha demostrado que 

presentan una pérdida en la potencia de estas toxinas contra insectos susceptibles 

(Soberón et al., 2007; Tabashnik et al., 2011). A continuación se describen algunos 

ejemplos:  

1) P. xylostella (nombre común: palomilla dorso de diamante): Es el primer insecto 

que desarrolló resistencia a las toxinas Bt en el campo (Ferre y van Rie, 2002). No 

presenta mutaciones en el gen de caderina, sino en el transportador ABC-C2 

(Gahan et al, 2010). En la figura 9.A se retó con la toxina Cry1Ac silvestre a la línea 

susceptible PxGen88 y a la línea resistente rPxAcR; se encontró que la relación de 

resistencia fue de >100,000 para la toxina Cry1Ac silvestre. En la figura 9.B se retó 

con la toxina Cry1AcMod, tanto a la línea susceptible como a la resistente, 

encontrando que la relación de resistencia fue de 10; con la toxina Cry1AcMod se 

redujo notablemente la resistencia. Sin embargo, cuando se compara la toxicidad 

de la Cry1AcMod en la línea susceptible (línea en color morada) notamos que es 

aproximadamente 10 veces menos tóxica que la toxina Cry1Ac silvestre.  

 

 

 

 

 

Figura 9. Gráficas del bioensayo retando con las toxinas Cry1Ac silvestre y Cry1AcMod a larvas de P. 

xylostella. A) Se reta con la toxina Cry1Ac silvestre a la línea susceptible PxGen88 (en color verde) y a la 

línea resistente rPxAcR (en color rojo), la relación de resistencia es de >100,000. B) Se reta con la toxina 

Cry1AcMod a la línea susceptible PxGen88 (en color verde) y a la línea resistente rPxAcR (en color rojo), la 

relación de resistencia es de 10. La línea en color morado indica la LC50 de la toxina Cry1AcMod 

aproximada en ambos tratamientos. Comunicación personal de la Dra. Alejandra Bravo. 

 Susceptibles (línea verde) y Resistentes (línea roja). En azul se describe la resistencia (veces). La línea 

morada indica la LC50 aproximada de ambos tratamientos.  
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2) T. ni (nombre común: gusano medidor de la col): Fue el segundo insecto resistente 

que se encontró en invernaderos asperjados con toxinas Bt (Franklin et al., 2009). 

La línea resistente rTn GLEN presenta una reducción en la expresión del receptor 

APN (Wang 2010). En la figura 10.A se retó con la toxina Cry1Ac silvestre a la línea 

susceptible TnS y la línea resistente rTn GLEN; se encontró que la relación de 

resistencia fue de >2,000 para la toxina Cry1Ac silvestre. En la figura 10.B se retó 

con la toxina Cry1AcMod, tanto a la línea susceptible como resistente, 

encontrando que la relación de resistencia fue de 9; con la toxina Cry1AcMod se 

redujo notablemente la resistencia. Sin embargo, cuando se compara la toxicidad 

de la Cry1AcMod en la línea susceptible (línea en color morado) notamos que es 10 

veces menos tóxica que la toxina Cry1Ac silvestre.  

 

 

 

 

3) P. gossypiella (nombre común: gusano rosado): La resistencia de la línea AZP-R se 

detectó en 1997 mediante la recopilación de individuos de 10 campos de algodón 

distintos en Arizona. Se identificaron tres alelos mutantes en el gen de caderina 

relacionados a la resistencia (Morin et al., 2003). En la figura 11.A se retó con la 

toxina Cry1Ac silvestre a la línea susceptible APHI-S y la línea resistente AZP-R. Se 

encontró que la relación de resistencia fue de 3,700 para la toxina Cry1Ac silvestre. 

En la figura 11.B se retó con la toxina Cry1AcMod, tanto a la línea susceptible 

como resistente, encontrando que la relación de resistencia fue de cero; con la 

toxina Cry1AcMod se abatió por completo la resistencia. Sin embargo, cuando se 

Figura 10. Gráficas del bioensayo retando con las toxinas Cry1Ac silvestre y Cry1AcMod a larvas de T. ni. A) 

Se reta con la toxina Cry1Ac silvestre a la línea susceptible TnS (en color verde) y a la línea resistente rTn GLEN 

(en color rojo), la relación de resistencia es de >2,000. B) Se reta con la toxina Cry1AcMod  a la línea 

susceptible TnS (en color verde) y a la línea resistente rTn GLEN (en color rojo), la relación de resistencia es de 

9. La línea en color morado indica la LC50 de la toxina Cry1AcMod aproximada en ambos tratamientos. 

Comunicación personal de la Dra. Alejandra Bravo. 
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compara la toxicidad de la Cry1AcMod en la línea susceptible (línea en color verde) 

notamos que es 25 veces menos tóxica que la toxina Cry1Ac silvestre. 

 

 

 

 

Estos resultados son muy interesantes ya que indican que las toxinas Cry1AcMod 

son muy eficientes para matar insectos que son resistentes y que además presentan 

diferentes mecanismos de resistencia. Sin embargo, se puede apreciar que estas toxinas 

no son tan efectivas respecto a las toxinas silvestres hacia insectos susceptibles, por lo 

tanto resulta esencial optimizar las toxinas Cry1AMod para una posible aplicación 

biotecnológica.  

2.3 Procesamiento del extremo N-terminal 

El procesamiento proteolítico del extremo N-terminal es esencial en el mecanismo de 

acción de las toxinas Cry1Ac (Bravo et al., 2002). En un trabajo previo en el laboratorio, se 

realizó el procesamiento proteolítico de la toxina Cry1Ab con el jugo gástrico de M. sexta, 

como resultado se obtuvieron dos fragmentos de 60 y 58 kDa. La secuencia del N-terminal 

del primer fragmento indica que su formación fue resultado de un corte anterior a los 

residuos L57 y G58, localizados en el interior de la hélice 2a, el segundo fragmento inicia 

en los residuos F67 y G68 localizados entre las hélices 2a y 2b. El fragmento de 60 kDa 

presentó la mayor actividad de formación de poro in vitro (Miranda et al., 2001).  

Figura 11. Gráficas del bioensayo retando con las toxinas Cry1Ac silvestre y Cry1AcMod a larvas de P. 

gossypiella. Se reta con la toxina Cry1Ac silvestre a la línea susceptible APHI-S (en color verde) y a la línea 

resistente AZP-R (en color rojo), la relación de resistencia es de 3,700. B) Se reta con la toxina Cry1AcMod  

a la línea susceptible APHI-S (en color verde) y a la línea resistente AZP-R (en color rojo), la relación de 

resistencia es de cero. La línea en color morado indica la LC50 de la toxina Cry1AcMod aproximada en 

ambos tratamientos. Comunicación personal de la Dra. Alejandra Bravo. 
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En el año 2000 se analizó el papel de la proteólisis de la toxina Cry1Ac con el jugo 

gástrico de dos especies de insectos: Pieris brassicae y Mamestra brassicae. Mediante 

secuenciación del N-terminal se determinaron los sitios de corte en la toxina Cry1Ac al 

tratamiento de ambos jugos gástricos (tabla 3). Cabe mencionar que no se realizaron 

bioensayos u otro análisis para determinar la toxicidad de cada fragmento. 

Tabla 3. Análisis del procesamiento proteolítico de la toxina Cry1Ac con el jugo gástrico de los insectos  
Pieris brassicae y Mamestra brassicae (modificado de Lightwood et al., 2000).  

 

Insecto Secuencia del N-terminal Posición del sitio de corte 

en Cry1Ac 

Masa molecular 

(kDa) 

M. brassicae 
29

IETGY Antes de 1 60 

M. brassicae 
34

TPIDI Antes de 1 60 

M. brassicae 
51

VPGAG Entre 1 y 2a 58 

M. brassicae 
57

VLGVL En 2a 40 

M. brassicae 
67

IFGPS Entre 2a y 2b 40 

M. brassicae 
69

GPSQW Entre 2a y 2b 40 

P. brassicae 
29

IETGY Antes de 1 60 

P. brassicae 
54

AGFVL En 2a 56 

P. brassicae 
61

VDIIW En 2a 56 

P. brassicae 
69

GPSQW Entre 2a y 2b 56 

 

En el año 2002, se analizó el procesamiento proteolítico de la toxina Cry1Ab. Se 

observó que la incubación de esta toxina con un anticuerpo denominado scFv73 (que 

mimetiza al receptor tipo caderina) y el tratamiento con el jugo gástrico de M. sexta o la 

proteasa tripsina, resultaron en la formación de una estructura oligomérica que mostró 

actividad formadora de poro. Se determinó la secuencia del N-terminal y se encontró que 

carecía de la hélice 1 del dominio I (Gómez et al., 2002b).  

Como un dato adicional, se tiene la resolución de las estructuras cristalográficas de las 

toxinas Cry4Ba  (Boonserm et al., 2005) y Cry5B (Hui et al., 2012). Durante la cristalización, 

la protoxina Cry4Ba se activó con  la proteasa quimotripsina, resultando en la eliminación 

de las hélices α1 y α2b, la proteína activada adoptó una forma trimérica. Por otra parte, la 

protoxina Cry5B se activó con la proteasa elastasa, la secuenciación del N-terminal 

comenzando en el aminoácido D113. Lo anterior permite suponer que las primeras hélices 

no son esenciales para la actividad insecticida, sin embargo, si pueden influenciar un re-

arreglo conformacional que favorezca la oligomerización.  Por lo tanto, resulta interesante 

el hecho generar diferentes construcciones Cry1AMod, que se diferencien en el extremo 

N-terminal y determinar su toxicidad.  
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2.4 Expresión de genes cry bajo diferentes promotores  

Se fusionó el gen de cry1Ac y un fragmento de caderina del insecto Helicoverpa armigera 

denominado “hacad1” bajo la regulación del promotor cry3A. Se analizó la expresión de 

ambas proteínas mediante SDS-PAGE (figura 12), asimismo se determinó la actividad de la 

toxina Cry1Ac y el fragmento de caderina mediante bioensayos en H. armigera y 

Spodoptera exigua, encontrando que aumentó de 5.1 y 6.5 veces respectivamente en 

contraste con la cepa que sólo expresa la proteína Cry1Ac (Peng et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En otro estudio, se analizó la expresión del gen cry1Ac bajo la regulación de los 

promotores cry3A y cry1Ac. Se encontró una mayor expresión del gen cry1Ac bajo la 

regulación del promotor cry3A (figura 13), ambas construcciones de Cry1Ac forman 

cristales bipiramidales y se analizó su actividad mediante bioensayos, ambas resultaron 

ser tóxicas contra el lepidóptero Dendrolimus punctatus (Chaoyin et al., 2007). 

 

 

 

Figura 12. SDS-PAGE al 12% que muestra la co-expresión de HaCa1 y la toxina Cry1Ac en dos cultivos 

distintos. Carriles: M) Marcador de peso molecular, 1) Extracto del cultivo BMB701 de 36 horas y 2) 

Extracto del cultivo BMB1073 de 36 horas. La leyenda Cry1Ac indica la toxina y B el fragmento de 

caderina (tomada de Peng et al., 2010). 
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Recientemente se llevó a cabo un estudio comparativo de la expresión del gen 

cry1Ac bajo la regulación de los promotores cry1A, cry3A, cry4A y cry8E. El promotor cry8E 

mostró la más alta actividad transcripcional. Adicionalmente,  se analizó la expresión del 

gen cry1Ac mediante SDS-PAGE, encontrando que es mayor bajo la regulación del 

promotor cry8E comparado con el promotor cry3A (figura 14) (Zhou et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. SDS-PAGE del contenido de endotoxina en las cepas transformantes BMB171 FBK y 

BMB171 F31. Carriles: 1) Marcador de peso molecular, 2) Cepa BMB171 FBK produciendo Cry1Ac (133 

kDa) y 3) Cepa BMB171 F31 produciendo la toxina Cry1Ac. La flecha indica la toxina Cry1Ac (tomada de 

Chaoyin et al., 2007). 

 

Figura 14. SDS-PAGE de la expresión de Cry1Ac en las cepas HD3A-1Ac  y HD8E-1Ac. CK
-
 indica la 

cepa acristalífera (tomada de Zhou et al., 2014).  
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Se han expresados genes cry bajo la regulación del promotor T7 en E. coli. Un 

ejemplo de ellos fue la expresión el gen cry1ab17 en E. coli BL21 (figura 15) y se demostró 

la toxicidad de esta proteína mediante un bioensayo contra larvas de 3er instar de Plutella 

xylostella (Huang et al., 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. SDS-PAGE de la expresión de Cry1Ab17 producida en E. coli BL-21. Carriles: M) Marcador de 

peso molecular, 1) E. coli BL21/pET-29a-cry1Ab17 después de 6 horas de inducción con IPTG, 2) E. coli 

BL21/pET-29a-cry1Ab17 después de 4 horas de inducción con IPTG, 3) E. coli BL21/pET-29a-cry1Ab17 sin 

inducción, 4) E. coli BL21/pET-29a-cry1Ab17 después de 6 horas de inducción con IPTG y 5) Contenido 

total de proteínas de  E. coli BL21  (tomada de Huang et al., 2004). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

Con base en los reportes anteriormente descritos, se requiere generar de manera 

rápida y eficiente variantes de toxinas Cry1AMod para obtener una proteína altamente 

tóxica contra insectos susceptibles y resistentes; de esta manera se puede optimizar la 

tecnología de toxinas Cry1AMod obteniendo una aplicación biotecnológica a gran escala.  

 

4. HIPÓTESIS 

Existe una estrategia óptima para clonar y expresar variantes de la toxina Cry1AMod, 

que permita producir toxinas activas que presenten una toxicidad similar en insectos 

lepidópteros susceptibles y resistentes. 

 

5. OBJETIVOS 

     5.1 Objetivo general: 

Determinar una estrategia que permita la correcta clonación y expresión de 

variantes Cry1AMod.  

     5.2 Objetivos particulares:  

a) Construir el vector de clonación para la selección adecuada y expresión de las 

variantes Cry1Ac modificadas.  

b) Diseñar siete variantes de la toxina Cry1Ac con diferentes deleciones en el extremo 

N-terminal. 

c) Expresar cada construcción en las cepas de E. coli DH5, C41 (DE3) y C43 (DE3). 

d) Clonar las variantes Mod bajo la regulación de los promotores Pcry3A y PesxY en Bt. 

e) Clonar y expresar directamente cada variante Mod bajo la regulación de promotor 

P1P2 en células acristalíferas de B. thuringiensis 407 cry-.  
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Construcción del vector de clonación-expresión Cry1AMod 

Clonación de las variantes Mod   

E. coli 
Bacillus thuringiensis 407 cry- 

 

DH5 C41 (DE3) C43 (DE3) 

Obtención de las proteínas variantes Mod 

Purificación del DNA plasmídico y verificación 

de la identidad de secuencia nucleotídica  

Transformación del DNA plasmídico en 

células de Bacillus thuringiensis 407 cry- 

Analizar la expresión y la solubilidad de las variantes Mod 

Obtención de las proteínas variantes Mod 

Otros promotores  

Pcry3A  PesxY 

Mutagénesis  Construcción del vector de 

clonación-expresión 

Pcry3A/kanamicina/C-terminal 

C730S 

Purificación del DNA plasmídico y verificación 

de la identidad de secuencia nucleotídica  

Transformación del DNA plasmídico en 

células de Bacillus thuringiensis 407 cry- 

Obtención de las proteínas variantes Mod 

Ligación de DNA en diferentes proporciones  

Transformación en células de 

Bacillus thuringiensis 407 cry- 

 

Figura 16. Diagrama de flujo de la estrategia propuesta. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

     7.1 Cepas bacterianas 
 
Los plásmidos que se obtuvieron se transformaron en las cepas que se enlistan a 
continuación: 

Tabla 4. Cepas bacterianas. 

Cepa Genotipo 

E.coli DH5 F
-
 endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG Φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-

argF)U169, hsdR17(rK
-
 mK

+
), λ– 

E.coli C41 (DE3) F
–
 ompT gal dcm lon hsdSB(rB

-
 mB

-
) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gen 1 ind1 sam7 nin5]) 

E.coli C43 (DE3) F
–
 ompT gal dcm lon hsdSB(rB

-
 mB

-
) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gen 1 ind1 sam7 nin5]) 

Bt 407-  

 
La cepa C41 (DE3) es derivada de BL21 (DE3), tiene una mutación la cual previene 

muerte celular asociada a la expresión de proteínas recombinantes tóxicas. La cepa C43 

(DE3) es derivada C41 (DE3) por selección de resistencia a diferentes proteínas tóxicas. 

     7.2 Diseño de oligonucleótidos 
 
El vector pHT315 tiene dos orígenes de replicación, uno para Bt y otro para E. coli. Con la 

finalidad de ensamblar las construcciones en este vector, se diseñaron los 

oligonucleótidos con el programa Oligo 7 (Oligo Primer Analysis Software). Algunos 

oligonucleótidos se utilizaron para generar sitios de restricción y así poder realizar las 

ligaciones de DNA, los sitios se indican con una línea. Los siguientes oligonucleótidos se 

sintetizaron en la Unidad de Síntesis del Instituto de Biotecnología de la UNAM mediante 

el método del fosfito-triéster en fase sólida. 

Tabla 5. Lista de oligonucleótidos. 

Oligo Tamaño (pb) Secuencia (5´-3´) y sitio de restricción 

1. 1AcMod VPG 

         (forward) 

26 ACT CCA TGG CAG TTC CCG GTG CTG G 

              Ncol 

2. 1AcMod GPS 

         (forward) 

27 TGG ATC CAT GGC AGG TCC CTC TCA ATG 

                 Ncol 

3. 1AcMod SLS 

         (forward) 

27 GAA GCC ATG GCA TCC TTG TCG CTA ACG                   

                  NcoI 

4. 1AcMod LLS 

        (forward) 

30 CAG AGC CAT GGC ACT TTT GAG TGA ATT TGT  

                     NcoI 

5. 1AcMod IIW 

         (forward) 

34 TAA CGC CAT GGC AAT AAT ATG GGG AAT TTT TGG T         

                     NcoI 

6. 1AcMod EQL 

         (forward) 

34 TTG AGC CAT GGC AGA ACA GTT AAT TAA CCA AAG A 

                       NcoI  
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7. 1AcMod RNQ 

        (forward) 

30 CCT AAC CAT GGC TAG GAA CCA AGC AAT TCC 

                      NcoI 

8. 1AcWT 

       (forward) 

38 AGA GAT GGA GGT AAC CCA TGG ATA ACA ATC CGA ACA TC 

9. Kan-pJH 

         (forward) 

26 CAT GCC ATG GGA GGT GAT AGG TAA GA 

                Ncol 

10. Kan-pJH 

         (reverse) 

24 CGC GGA TCC CCC TAT CTA GCG AAC 

          BamHI 

11. Kanamicina 

        (forward) 

26 CAT GCC ATG G GAG GTG ATA GGT AAG A 

                 NcoI 

12. Kanamicina 

         (reverse) 

24 CGC GGA TCC CCC TAT CTA GCG AAC 

            BamHI 

13. P1GR 

      (forward) 

28 CCC AAG CTT GCA GGT AAA TGG TTC TAA C  

14. P2GR 

      (reverse) 

24 GAT TGT TAT CCA TGG GTT ACC TCC 

15. 1AcModNco 

 (forward) 

25  TGG ATC CAT GGC AGG ACT AGT TGA T 

                   Ncol 

16. P7Ale 

      (forward) 

29 CAG TTA CTG CAA GGA TCC AGG ATC CAG GCT GAA TAT 

                                    BamHI 

17. P4Ale 

 (reverse) 

25  AGT AAC CCC GGG GCT CCA TCT ACA 

                       SmaI 

11.  alfa5r 

        (reverse) 

34  TTA GGT ACC TAA TTG TCC AAA CAC TGA AAC ATC T 

 12.     P6ALE 

         (reverse) 

29  ATA TTC AGC CTG GAT CCT TGC AGT AAC TG 

                               BamHI 

 13.    pHT315 

        (forward) 

22  GCT TCC GGC TCG TAT GTT GTG T 

14.    pHT315 

        (reverse) 

25  GGG TTA TTG TTC TCA TGA CCG GAT AC 

15. 
39

SLS  

        (forward) 

18 TCC TTG TCG CTA ACG CAA 

16. 
46

LLS 

        (forward) 

21 CTT TTG AGT GAATTT GTT CCC 

17. 
51

VPG 

        (forward) 

18 GTT CCC GGT GCT GGA TTT 

18.  
57

VLG 

        (forward) 

26 GTG TAA GGA CTA GTT GAT ATA ATA TG 

19. 
63

IIW  

       (forward) 

22 ATA ATA TGG GGA ATT TTT GGT C 

20. 
69

GPS  

       (forward) 

18 GGT CCC TCT CAA TGG GAC 

21. 
81

EQL  

       (forward) 

25 GAA CAG TTA ATT AAC CAA AGA ATA G 
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22. 
93

RNQ     

        (forward) 

20 AGG AAC CAA GCC ATT TCT AG 

23. PesxY1Ac          

        (reverse) 

23 CAT AAG TTA CCT CCA TCT TTA AG 

 
 
7.3 Amplificaciones de DNA por PCR 
 
Las amplificaciones de DNA se llevaron a cabo con la enzima AccuPrime™ Taq DNA 

Polymerase High Fidelity (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA), siguiendo las 

especificaciones del proveedor, que se muestran a continuación: 

Tabla 6. Condiciones de PCR. 

REACTIVO VOLUMEN 

1. Buffer AccuPrime
TM 

Pfx 10X              5 µL 

2. Oligo forward  10 pmol/µL 1 µL 

3. Oligo reverse 10 pmol/µL 1 µL 

4. Templado de DNA 10 ng/µL 1 µL 

5. Enzima DNA Polimerasa          
AccuPrime

TM 
Pfx 

0.5 µL 

6. H20 libre de nucleasas 41.5 µL 

Volumen final  50 µL 

 

El programa utilizado en el termociclador fue el siguiente: 

94°C 2 minutos 

94°C 15 segundos 

55°C 30 segundos 

68°C 1 min/kb 

68°C 10 minutos 

4° ∞ 

 
 
 
 
 
 
 

30 ciclos 

Un ciclo 

Un ciclo 
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             7.4 PCR mutagénico 
 
Las deleciones se llevaron a cabo con el kit comercial Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit 

(New England, Biolabs) siguiendo las especificaciones del proveedor, que se muestran a 

continuación: 

Tabla 7. Condiciones del PCR mutagénico. 

REACTIVO VOLUMEN 

1. Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix 12.5  

2. Oligo forward  10 µM 1.25  

3. Oligo reverse 10 µM 1.25 

4. Templado de DNA 1-25ng/μL 1  

6. H20 libre de nucleasas 9 

Volumen final  25 µL 

 

El programa utilizado en el termociclador fue el siguiente: 

98°C 30 segundos 

98°C 10 segundos 

55°C 10 segundos 

72°C 30 seg/kb 

72°C 2 minutos 

4° ∞ 

Posteriormente el producto de PCR requiere de un tratamiento con las enzimas: Kinasa, 

Ligasa y DpnI, bajo las siguientes condiciones: 

Tabla 8. Tratamiento del producto de PCR mutagénico 

REACTIVO VOLUMEN 

Producto de PCR  1 

Buffer de reacción KLD 2X  5 

Mix enxyme  KLD10X 1 

H20 libre de nucleasas 3 

Volumen final 10 µL 

 
La reacción se incubó a temperatura ambiente durante 5 minutos. Finalmente se 

transformaron 5 µL en células electrocompetentes de E. coli DH5.  
 
 

30 ciclos 

Un ciclo 

Un ciclo 
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7.5 Ligación de DNA 
 
Las ligaciones de DNA se llevaron a cabo con la enzima T4 DNA Ligase (Thermo Scientifc, 

Pittsburgh, PA) en una relación molar de 1:3 (vector/inserto), siguiendo las 

especificaciones del proveedor, que se muestran a continuación:  

Tabla 9. Condiciones de ligación de DNA. 

REACTIVO VOLUMEN 

1. Vector linearizado  100 ng 

2. Inserto En relación molar 1:3 

3. Buffer T4 DNA Ligase 10X 2 µL 

4. Enzima T4 DNA Ligase 2 µL 

5. H20 libre de nucleasas A 20 µL 

Volumen final 20 µL 

 

Las reacciones de ligación se incubaron a 16°C toda la noche, al día siguiente se 

desactivó la enzima a 65°C durante 10 minutos. 

  7.6 Electroforesis de DNA 
 
Se tomaron alícuotas de cada muestra de DNA (plasmídico o producto de PCR) para 

cargarlas en geles de agarosa al 1% con 0.04% de bromuro de etidio (10 mg/mL). Se utilizó 

una cámara Mini Horizontal Submarine Unit Hoefer HE (Pharmacia Biotech, Piscataway, 

NJ) con buffer TAE 1X. La electroforesis se realizó aplicando 100 V durante un tiempo 

aproximado de 50 minutos. Se utilizaron marcadores de peso molecular de 1 kb 

(Fermentas vía Thermo Scientific, Pittsburgh, PA). Para cuantificar la concentración de 

DNA se utilizó un equipo espectrofotométrico Nanodrop 2000 (Thermo Scientifc, 

Pittsburgh, PA).  

     7.7 Purificación de plásmidos bacterianos 
 
Para la purificación de plásmidos a partir de células transformadas de E. coli, se utilizó el 

kit comercial QIAprep Spin Miniprep kit (QIAGEN, Valencia, CA), siguiendo las 

especificaciones del proveedor. Los plásmidos se almacenaron a 4°C hasta su utilización. 

     7.8 Purificación de DNA a partir de gel de agarosa 
 
Se cargó un volumen de muestra de DNA (digerida previamente con enzimas de 

restricción) en un gel de agarosa al 1% con buffer de corrida TAE 1X y se sometió a 

electroforesis a 100 V, por un tiempo aproximado de 50 minutos. El gel fue expuesto 

brevemente a la luz ultravioleta (365 nm) de una lámpara de 6 W (FOTODYNE 
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Incorporated, Hartland, WI), para cortar una rebanada de gel que contenía la banda del 

peso deseado. Para la purificación de DNA a partir del gel se utilizó el kit comercial 

MinElute Gel extraction kit (QIAGEN, Valencia, CA). 

     7.9 Obtención de células calcio competentes E. coli DH5α, C41 (DE3) y C43 (DE3) 
 
Se estriaron las células de E. coli en una placa de Petri con medio LB sin antibiótico y se 

incubó toda la noche a 37°C. Al día siguiente se creció una colonia en 10 mL de medio LB 

líquido a 200 rpm toda la noche a 37°C. En la mañana siguiente se tomó un 1 mL del 

cultivo y se transfirió a un matraz Fernbach con 100 mL de medio LB líquido. Se dejó en 

agitación a 200 rpm hasta que el cultivo alcanzó una DO600= 0.35-0.4, las células se 

colocaron inmediatamente en hielo durante 20 minutos.  

Posteriormente el medio de cultivo se dividió en dos tubos Falcon de 50 mL y se 

centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos a 4°C.  Se decantó el sobrenadante y las 

células se re-suspendieron en 100 mL de 0.1 M de CaCl2 frío y se mantuvieron en hielo 

durante 20 minutos. Los tubos Falcon se centrifugaron nuevamente a 3000 rpm durante 

15 minutos a 4°C. Se decantó el sobrenadante y las células se re-suspendieron en 100 mL 

de 0.1 M de CaCl2/ 15% de glicerol frío. Se repitió la centrifugación a 3000 rpm durante 15 

minutos a 4°C, se decantó el sobrenadante y la pastilla se re-suspendió en 5 mL de 0.1 M 

de CaCl2/ 15% de glicerol frío. Finalmente se prepararon alícuotas de 200 µL en tubos de 

pp estériles de 1.5 mL y se mantuvieron a -70°C hasta su utilización.  

     7.10 Obtención de células electrocompetentes Bt 407 cry- 
 
La cepa acristalífera Bt 407 cry- se sembró en una placa de Petri con medio BHI sin 

antibiótico y se incubó a 30°C toda una noche. En la mañana siguiente se rasparon células 

que crecieron en la placa en un tubo Falcon de 15 mL con 5 mL de medio BHI hasta 

obtener una DO600= 0.05-0.06 y se transfirió un 1 mL de células a un matraz Fernbach con 

100 mL de medio BHI líquido y se dejó en agitación a 200 rpm a 30°C hasta obtener una 

DO600=0.6.   

Posteriormente el volumen total del matraz se dividió en dos tubos Falcon de 50 

mL y se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Las células se re-

suspendieron en H2O estéril fría y se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 minutos a 4°C, 

este lavado se repitió una vez más. Se decantó el sobrenadante y la pastilla se re-

suspendió en 1 mL de PEG3600 al 40% estéril y frío. Se prepararon alícuotas en tubos de pp 

estériles de 1.5 mL. Las alícuotas de células se utilizaron al momento.  
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7.11 Transformación de células calcio competentes E. coli DH5α, C41 (DE3) y C43    
              (DE3) 
 
Se añadió de 10 a 40 ng de DNA plasmídico a una alícuota de células, los tubos se 

incubaron en hielo durante 30 minutos. La reacción se transfirió a 42°C durante 2 minutos.  

Posteriormente se incubó en hielo durante 5 minutos. Se añadieron 800 µL de medio SOC 

a cada tubo y se incubaron a 37°C a 200 rpm durante una hora.  

Las bacterias transformadas fueron sembradas en volúmenes de 200 y 250  µL 

mediante dispersión con perlas estériles, en placas de medio LB sólido suplementado con 

ampicilina (100 µg/mL). Se incubaron a 37°C toda la noche. Como control negativo de 

transformación se utilizó una alícuota de células sin que se adicionara DNA plasmídico. 

     7.12 Trasformación de células electrocompetentes 
 

Células electrocompetentes de Bt 407 cry-   

Se utilizó la cepa acristalífera Bt 407 cry- para electroporación. Se adicionaron 5 µg de DNA 

plasmídico a cada alícuota de células de Bt electrocompetentes, se dejaron en hielo  

durante 5 minutos y se transfirieron a celdas Gene Pulser Cuvette de 0.4 cm (Bio-Rad vía 

Life Science Research, Hercules, CA). 

Se sometieron a un pulso eléctrico de 2.5 V, 1000 Ω y 25 µFD en un equipo Gene 

Pulser (Bio-Rad vía Life Science Research, Hercules, CA). Después del pulso eléctrico, se 

adicionaron 500 µL de BHI suplementado con eritromicina 0.2 µg/mL y se recuperaron a 

30°C con agitación de 200 rpm durante una hora. Las células se sembraron en placas de 

medio LB sólido con eritromicina (10 µg/mL) con 100 µL de la suspensión de bacterias, 

dispersada con perlas estériles y se incubaron a 30°C durante toda una noche. Como 

control negativo de electroporación se utilizó una alícuota de células sin que se adicionara 

DNA plasmídico.  

7.13 PCR en colonia 
 

a) PCR a partir de células de E. coli  
 
Para seleccionar las colonias transformadas con el plásmido deseado, se realizó PCR de 

colonia a partir de una suspensión celular de cada colonia en 30 µL de agua libre de 

nucleasas, posteriormente se colocaron en un baño de agua en ebullición durante 5 

minutos y se tomaron 3 µL como templado. Se utilizó el PCR Master Mix (Fermentas, 

Thermo Scientifc, Pittsburgh, PA) siguiendo las especificaciones del proveedor, que se 

muestran a continuación: 
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Tabla 10. Condiciones de PCR en colonia de E. coli. 

REACTIVO VOLUMEN 

1. PCR Master Mix 2X 12.5 µL 

2. Oligo forward 10 pmol/µL 0.4 µL 

3. Oligo reverse 10 pmol/µL 0.4 µL 

4. Templado 3 µL 

5. H20 libre de nucleasas 8.7 µL 

Volumen final 25 µL 

 

El programa utilizado en el termociclador fue el siguiente: 

95°C 3 minutos 

95°C 30 segundos 

55°C 30 segundos 

72°C 1 min/kb 

72°C 10 minutos 

Posterior a la amplificación de DNA, se utilizaron 10 µL para analizarlos en un gel 

de agarosa al 1% con 0.04% de bromuro de etidio (10 mg/mL). 

b) PCR a partir de células de B. thuringiensis 

Para corroborar la presencia del plásmido deseado en las células de Bt transformadas se 

realizaron PCR de colonia. Se estriaron las bacterias de cada colonia en una placa de LB 

con eritromicina (10 µg/mL) y se incubó por un período de 4 a 5 horas a 30°C o hasta ver 

un leve crecimiento de colonias transparentes que corresponde a bacterias en fase 

vegetativa. Se tomó un inóculo de la placa y se mezcló en 50 µL de agua libre de nucleasas 

en un tubo de pp estéril de 0.5 mL. Las muestras se colocaron en un congelador a -20°C, al 

día siguiente se colocaron en un baño de agua en ebullición durante 10 minutos para 

finalmente ser puestas en hielo. Se utilizó el PCR Master Mix (Fermentas, Thermo 

Scientifc, Pittsburgh, PA) siguiendo las especificaciones del proveedor, que se muestran a 

continuación: 

 

 

 

 

30 ciclos 

Un ciclo 

Un ciclo 
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Tabla 11. Condiciones de PCR en colonia de Bt. 

REACTIVO VOLUMEN 

1. PCR Master Mix 2X 25 µL 

2. Oligo forward 10 pmol/µL 1 µL 

3. Oligo reverse 10 pmol/µL 1 µL 

4. Templado 10 µL 

5. H20 libre de nucleasas 13 µL 

Volumen final 50 µL 

 

El programa utilizado en el termociclador fue el siguiente: 

95°C 3 minutos 

95°C 30 segundos 

55°C 30 segundos 

72°C 1 min/kb 

72°C 10 minutos 

Posterior a la amplificación de DNA, se utilizaron 10 µL para analizarlos en un gel 

de agarosa al 1% con 0.04% de bromuro de etidio (10 mg/mL). 

      7.14 Secuenciación de DNA 
 
A partir de los plásmidos purificados con el kit QIAGEN mencionado, se realizó la 

secuencia del DNA en la Unidad de Secuenciación del Instituto de Biotecnología, UNAM. 

Los resultados fueron analizados a partir de los datos mostrados en el programa BioEdit 

(Ibis Biosciences, Carlsbad, CA); un programa informático que permite analizar las 

secuencias de DNA. Los resultados se compararon mediante Basic Local Alignment Search 

Tool (BLAST;  NIH, Montgomery, Md); un programa informático de alineamiento de 

secuencias de DNA, RNA o de proteínas.  

     7.15 Obtención de la suspensión de espora-cristal 

Las cepas de Bt transformadas con las construcciones realizadas fueron sembradas en 

placas con medio HCT sólido con eritromicina (10 µg/mL) y se incubaron a 30°C durante 3 

días para favorecer la esporulación de las bacterias y la formación de cristales de proteína. 

Mediante revisión al microscopio óptico con un objetivo de 100X, se detectó si las 

bacterias esporuladas producían los cristales bipiramidales típicos de Cry1A. La biomasa 

de cada placa de Petri fue colectada, mediante raspado, en un tubo de pp estéril de 1.5 

mL con agua más PMSF 1mM. Las muestras fueron mantenidas a 4°C hasta el momento de 

30 ciclos 

Un ciclo 

Un ciclo 
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ser utilizadas en bioensayos o electroforesis y durante los experimentos fueron 

mantenidas en hielo. 

     7.16 Cuantificación de proteínas 

Se utilizó el método de Bradford (Bradford, 1976) para cuantificar la proteína total. Se 

tomó una alícuota de la muestra (por ejemplo: espora-cristal) y se aforó a 800 µL con agua 

destilada; se adicionaron 200 µL del reactivo de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, vía Life 

Science Research, Hercules, CA), se agitó la muestra y se incubó la reacción por cinco 

minutos. La absorbancia de las muestras fue determinada en un espectrofotómetro 

(Beckman Coulter, Indianapolis, IN) en la longitud de onda de 595 nm. La concentración 

fue calculada a partir de una curva patrón realizada con albúmina sérica bovina (BSA).  

     7.17 Electroforesis de proteínas 

Las muestras de espora-cristal fueron sometidas a ensayos de electroforesis utilizando 

geles de acrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes. Las muestras fueron 

adicionadas con mezcla lítica 4X y hervidas en baño maría por 5 minutos. La electroforesis 

se realizó en cámaras Tall mighty small (Hoefer Scientific Instruments, Holliston, MA) con 

buffer de corrida. Se cargaron en el gel y se aplicaron 10 mA hasta que el frente de corrida 

llegó al separador, posteriormente se aplicaron 20 mA hasta que el frente de corrida salía 

del gel. El gel se enjuagó con agua destilada tres veces durante 5 minutos cambiando el 

agua cada vez y se tiñó con el colorante Coomassie Bradford (Bio-Rad Protein Assay, vía 

Life Science Research, Hercules, CA) hasta observar bandas.  
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8. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
         8.1 Construcción del vector de expresión pHT315-P1P2-Kan 

Con la finalidad de expresar las variantes Mod de la toxina Cry1Ac, se construyó un 

vector de expresión, el cual contiene varios elementos que se describen a continuación y 

se puede observar un esquema del mismo en la figura 17: 

Elemento Descripción 

1. pHT315 Es un vector que contiene un origen de replicación para E. 

coli, un origen de replicación para Bt, casete de resistencia al 

antibiótico eritromicina, casete de resistencia al antibiótico 

ampicilina y posee aproximadamente 15 ± 5 

copias/cromosoma (Arantes y Lereclus, 1991).   

2. Promotor P1P2  Son dos promotores transcripcionales que se encuentran 

sobrepuestos, se consideran promotores fuertes y se activan 

en distintas fases de la esporulación. Estos promotores son 

específicos para genes cry1A. El promotor P1 se encuentra 

activo durante la esporulación temprana-media y depende 

del factor 
E
. El promotor P2 se activa durante la esporulación 

tardía y depende del factor 
K
 (Wong et al., 1983). 

3. Casete de resistencia  

     a kanamicina 

Es la región que se intercambió por los fragmentos 

correspondientes a cada variante Mod. Este casete  permitió 

la selección negativa de las clonas. 

4. Fragmento C-terminal En el extremo C-terminal de la toxina Cry1Ac, las protoxinas 

contienen 14 residuos de cisteína que forman enlaces 

disulfuro en las inclusiones cristalinas. Los residuos de cisteína 

en la protoxina están involucrados en la cristalización de las 

proteínas Cry de 130 kDa (Agaisse et al., 1994; Du et al., 

1994), la reducción de estos enlaces es un paso limitante en la 

solubilidad de las protoxinas (Du et al.,  1994).     
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      8.1.1 Amplificación de fragmentos por PCR 
 
Para la obtención del vector de expresión pHT315-P1P2-Kan, se realizó la amplificación de 

DNA por PCR de cada fragmento que lo conforma:  

a) Promotor P1P2: se utilizó como templado el plásmido pHT3101 que contiene el 

promotor nativo del gen cry1Ac (GenBank: M11068.1), este fragmento se amplificó con 

los oligonucleótidos “P1GR forward -P2GR reverse” y el tamaño del producto obtenido fue 

de 292 pb.  

b) Casete de kanamicina: se utilizó como templado el plásmido pJH1 que contiene el gen 

de resistencia a kanamicina (GenBank: V01547.1), se amplificó con los oligonucleótidos 

“Kan-pJH forward- Kan-pHJ reverse” y se obtuvo un producto de 1,000 pb. 

c) Fragmento C-terminal: se utilizó como templado el plásmido pHT3101 que contiene el 

fragmento C-terminal del gen cry1Ac (GenBank: M11068.1), este fragmento se amplificó 

con los oligonucleótidos “P7Ale forward -P4Ale reverse“ y el tamaño del producto 

obtenido fue de 2,069 pb.   

Posteriormente cada fragmento se clonó en el vector pJET 1.2 (Fermentas) de 

manera independiente con la finalidad de corroborar la identidad de su secuencia 

nucleotídica. Cada plásmido pJET 1.2 con los fragmentos que integrarían al vector de 

expresión pHT315-P1P2-Kan se digirió con enzimas de restricción descritas en la tabla 12. 

Se realizaron reacciones de ligación de los 3 insertos y el vector pHT315 en distintas 

proporciones, sin embargo no se obtuvo exitosamente.  

 

Figura 17. Representación esquemática del vector de expresión pHT315- P1P2-Kan. En color morado se 

encuentra el promotor P1P2 con los sitios de restricción HindIII-NcoI, en color anaranjado el casete de 

resistencia a kanamicina con los sitios Ncol-BamHI (fragmento a intercambiar por cada variante Mod), en 

color azul el fragmento C-terminal de Cry1Ac con los sitios BamHI-SmaI y en color gris el vector pHT315.  
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Tabla 12. Descripción de las enzimas de restricción y tamaño esperado. 

Fragmento Enzimas de restricción Tamaño (en pb) 

Inserto 1: Promotor P1P2 HindIII-NcoI 292 

Inserto 2: Casete de kanamicina NcoI-BamHI 1,000 

Inserto 3: C-terminal BamHI-SmaI 2,069 

Vector: pHT315 HindIII-Smal 6,700 

 

      8.1.2 Ensamblaje por PCR del promotor P1P2 con el casete de kanamicina 

Se planteó la posibilidad de que, probablemente, influía de manera sustancial la diferencia 

de peso molecular del promotor P1P2 contra los demás fragmentos, por lo tanto se 

decidió fusionar al promotor P1P2 con el casete de kanamicina para facilitar la obtención 

final del vector de expresión pHT315-P1P2-Kan. En la figura 18 se observa una 

representación general de la estrategia de ensamblaje por PCR: en primer lugar se lleva a 

cabo la linearización de los plásmidos: Promotor P1P2-pJET 1.2 y Casete de kanamicina-

pJET 1.2 con la enzima de restricción NcoI; el resultado se encuentra en la figura 19. 

Posteriormente se realizó una reacción de ligación en distintas proporciones molares. 

Estos productos de ligación se utilizaron como templado en el PCR con los 

oligonucleótidos específicos P1GR forward y Kanamicina reverse, el resultado de la 

amplificación se muestra en la figura 20. 

 

 

 

 

 

        

 

 

 

 

 

Figura 18. Representación de la estrategia de ensamblaje por PCR. En color morado se encuentra el 

promotor P1P2 y en color anaranjado el casete de kanamicina. Ambos plásmidos: Promotor P1P2-pJET 1.2 

y Casete de kanamicina-pJET 1.2 se linearizaron en el sitio NcoI. La ligación se indica con el signo +, en 

flechas se indican los oligonucleótidos que se utilizaron.   
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Figura 19. Linearización de los plásmidos en el sitio Ncol. Gel de agarosa al 1% teñido con BrEt. Carriles: 

1) Promotor P1P2-pJET 1.2 y 2) Casete de kanamicina-pJET 1.2. 

Figura 20. Resultado del ensamble por PCR del promotor P1P2 con el casete de kanamicina. Gel de 

agarosa al 1% teñido con BrEt. Carriles: 1) Ligación en proporción 1:1 (Vector:Inserto), 2) Ligación en 

proporción 1:3 (Vector:Inserto), 3) Ligación en proporción 1:5 (Vector:Inserto), 4) Ligación en proporción 

1:9 (Vector:Inserto), 5) Ligación en proporción 3:1 (Vector:Inserto), 6) Ligación en proporción 3:3 

(Vector:Inserto), 7) Ligación en proporción 3:5 (Vector:Inserto), 8) Ligación en proporción 3:9 

(Vector:Inserto), 9) Amplificación del promotor P1P2, 10) Amplificación del casete de kanamicina y 11) 

control negativo.  
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Posteriormente, el fragmento denominado “promotor P1P2-kanamicina” se clonó 

en el vector pJET 1.2 (Fermentas) y se corroboró su secuencia nucleotídica.  Se digirió con 

las enzimas de restricción HindIII-BamHI y se realizó la ligación de fragmentos: 1) 

promotor P1P2-kanamicina, 2) C-terminal y 3) vector pHT315. Finalmente la ligación se 

transformó en células competentes de E. coli DH5.  

El último paso para la utilización del vector de expresión pHT315-P1P2-Kan, 

consistió en la verificación  de su integridad por secuenciación. Se eligieron cinco clonas al 

azar y se purificó el DNA plasmídico y se corroboró que no existieran defectos en la 

secuencia nucleotídica.  
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8.2 Estrategia A: clonación en cepas de E. coli 
 

Se planteó la obtención de siete variantes Mod en total, cada una difiere en la 

longitud del extremo N-terminal. Para llevar a cabo esta estrategia se diseñaron 

oligonucleótidos específicos para amplificar cada variante, en la figura 21 se especifica el 

inicio de las construcciones planteadas y los oligonucleótidos que se utilizaron se 

encuentran descritos en la tabla 5 de materiales y métodos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 21. Esquema de las variantes Mod. En color gris se muestra el segmento que se elimina en cada 

construcción Mod. En flecha se indica el oligonucleótido forward para cada una de ellas. Se utilizó el mismo 

oligonucleótido reverse P6Ale. 
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Se amplificaron por PCR los fragmentos N-terminal de cada una de estas 

construcciones Mod y Cry1Ac silvestre con los oligonucleótidos específicos descritos en la 

tabla 4 utilizando como templado el plásmido pHT3101. La figura 22 muestra los 

fragmentos  amplificados de cada variante. Estos productos de PCR fueron purificados y 

clonados individualmente en el vector pJET 1.2 (Fermentas). Finalmente se verificó la 

integridad de su secuencia nucleotídica. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El siguiente paso consistió en la purificación e introducción de estos fragmentos en el 

vector de expresión pHT315-P1P2-Kan construido previamente. Se determinó iniciar con 

la clonación de dos diferentes variantes Mod, denominadas 51VPG y 69GPS para 

posteriormente continuar con las demás variantes. Se incluyó el control positivo Cry1Ac 

silvestre, este último con la finalidad de corroborar que el vector de expresión pHT315-

P1P2-Kan funcionara correctamente. A continuación se describe el fundamento en la 

elección de ambas construcciones Mod:  

 Construcción 51VPG: Está basada en un reporte publicado en 2001 en el cual se 

incubó a la protoxina Cry1Ab con el anticuerpo scFv73 (anticuerpo de cadena 

sencilla) que mimetiza a caderina, por una hora en proporción 1:1. Posteriormente 

se añadió la proteasa tripsina (proporción 1:20) o jugo gástrico de M. sexta (5%) 

una hora a 37°C y se formó una estructura oligomérica. Se secuenció la región 

correspondiente al N-terminal de la proteína digerida y se mostró que corresponde 

 

Variante Mod Tamaño (pb) 

1. 
39

SLS 1,746 

2. 
46

LLS 1,726 

3. 
51

VPG 1,711 

4. 
63

IIW 1,675 

5. 
81

EQL 1,621 

6. 
93

RNQ 1,581 

7. 
69

GPS 1,675 

 

Figura 22. Resultado de la amplificación por PCR de cada variante Mod. Geles de agarosa al 1% teñidos con 

BrEt. Carriles: 1) Variante Mod 
39

SLS, 2) Variante Mod 
46

LLS, 3) Variante Mod 
51

VPG, 4) Variante Mod 
63

IIW, 5) 

Variante Mod 
81

EQL, 6) Variante Mod 
93

RNQ y 7) Variante Mod 
69

GPS. 

 

 

 

 M     1      2    3     4     5     6  M         7  Kb Kb 
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a la secuencia 51VPGAG, que está localizada en el asa entre las hélices 1 y 2a 

(Gómez et al., 2001). 

 Construcción 69GPS: Se basa en la resolución de estructuras cristalográficas de las 

toxinas Cry4Ba  (Boonserm et al., 2005) y Cry5B (Hui et al., 2012). La protoxina 

Cry4Ba se activó con la proteasa quimotripsina. Durante  la proteólisis se 

eliminaron las hélices α1 y α2b comenzando en el aminoácido G34, que 

corresponde al aminoácido G69 de Cry1A ubicado en el asa que une las hélices 2a 

y 2b, y la proteína activada cristaliza en forma de trímero. Por otra parte, la 

protoxina Cry5B se activó con la proteasa elastasa y determinaron el sitio de corte 

mediante secuenciación del extremo N-terminal, comenzando en el aminoácido 

D113, que también corresponde al aminoácido G69 de Cry1A.  

 

Los plásmidos 51VPG-pJET 1.2, 69GPS-pJET 1.2 y Cry1Ac silvestre-pJET 1.2 se digirieron 

con las enzimas de restricción NcoI-BamHI para clonarlos en el vector de expresión 

pHT315-P1P2-Kan. Finalmente el producto de las ligaciones se transformó en las cepas de 

E. coli DH5, C43 y C44.   

     8.2.1 E. coli DH5
 

La cepa de E. coli DH5 se utiliza de manera rutinaria para realizar experimentos de 

clonación, se desarrolló por Doug Hanahan en 1985 de ahí el acrónimo DH (Hanahan, 

1985). El genotipo de la cepa DH5 es el siguiente: F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 

gyrA96 deoR nupG Φ80dlacZΔM15 Δ (lacZYA-argF) U169, hsdR17 (rK
- mK

+), λ–. Una de las 

principales ventajas que ofrece esta cepa se debe a que presenta la mutación recA1  que 

elimina la recombinación homóloga y de esta manera preserva de manera integra la 

información del plásmido que se inserta.  

Se transformaron en células competentes de E. coli DH5las ligaciones: cry1Ac 

silvestre, Mod 69GPS y Mod 51VPGLas colonias resultantes se analizaron por patrón de 

restricción; se tomaron dos colonias al azar resultantes de la transformación por 

construcción, incluyendo colonias del control cry1Ac silvestre. Se utilizaron las enzimas de 

restricción NcoI-SmaI las cuales liberan el fragmento que corresponde el gen completo en 

un tamaño aproximado de 4 kb. En la figura 23 se encuentra el resultado del patrón de 

restricción, en los carriles 2 y 4 se observa que para la construcción cry1Ac silvestre se 

libera correctamente la banda del tamaño esperado en las dos colonias analizadas. En la 

construcción Mod 51VPG la clona número 1 perdió un sitio de restricción (carril 6) ya que 

el plásmido superenrollado se observa en el peso esperado (carril 5), la clona número 2 es 

la que libera la banda en el peso esperado (carril 8). Por último la clona número 1 de la 
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construcción 69GPS  libera la banda en el peso esperado (carril 10) y la clona número 2 no 

presenta el plásmido superenrollado con el peso esperado, sugiriendo que se llevó a cabo 

algún tipo de rearreglo genético.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las clonas que liberaron la banda correspondiente al gen en el tamaño esperado 

de aproximadamente 4 kb, se secuenciaron en su totalidad.  En ambas colonias de la 

construcción cry1Ac silvestre no se encontraron defectos en su secuencia nucleotídica; es 

decir, el marco de lectura permanece correcto, este dato se correlaciona con los reportes 

de clonación de genes cry silvestres (Chambers et al., 1991; Morse et al., 2001; Asano et 

al., 2003; Kurt et al., 2005) inclusive con construcciones cry1A que presentan mutaciones 

Figura 23. Análisis por patrón de restricción de las construcciones: Cry1Ac silvestre, Mod 
51

VPG y 
69

GPS en E. 

coli DH5. Gel de agarosa al 1% teñido con BrEt. Con flechas se indican las clonas que liberan la banda que 

corresponde al gen completo en el tamaño esperado. Carriles: 1) DNA superenrollado de la clona 1 de la 

construcción cry1Ac silvestre, 2) Digestión de DNA de la clona 1 de la construcción cry1Ac silvestre con las 

enzimas de restricción NcoI-SmaI, 3) DNA superenrollado de la clona 2 de la construcción cry1Ac silvestre, 4) 

Digestión de DNA de la clona 2 de la construcción cry1Ac silvestre con las enzimas de restricción NcoI-SmaI, 5) 

DNA superenrollado de la clona 1 de la construcción Mod 
51

VPG, 6) Digestión de DNA de la clona 1 de la 

construcción Mod 
51

VPG con las enzimas de restricción NcoI-SmaI, 7) DNA superenrollado de la clona 2 de la 

construcción Mod 
51

VPG, 8) Digestión de DNA de la clona 2 de la construcción Mod 
51

VPG con las enzimas de 

restricción NcoI-SmaI, 9) DNA superenrollado de la clona 1 de la construcción Mod 
69

GPS, 10) Digestión de DNA 

de la clona 1 de la construcción Mod 
69

GPS con las enzimas de restricción NcoI-SmaI, 11) DNA superenrollado de 

la clona 2 de la construcción Mod 
69

GPS y 12) DNA de la clona 2 de la construcción Mod 
69

GPS con las enzimas de 

restricción NcoI-SmaI.  
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puntuales (Aranson et al., 1995; Baum et al., 1996; Ding et al., 2008) en la cepa E. coli 

DH5.  

Respecto a la clona 2 de la construcción Mod 51VPG y la clona 1 Mod 69GPS se 

encontraron rearreglos en el DNA plasmídico que ocasionan la pérdida de información 

codificante para estas construcciones (tabla 13). En el año 1992 se reportó la expresión 

del gen cyt1A en E. coli; al realizar el análisis de colonias independientes se encontró que, 

de manera similar al resultado de las construcciones Mod, se presentaron rearreglos en el 

DNA plasmídico y concluyen que hay una fuerte selección contra la expresión del gen 

cyt1A (Douek et al., 1992). Lo anterior podría indicar que en E. coli se expresan y que estas 

proteínas resultan tóxicas para las células de manera similar a lo reportado con el gen 

cyt1A.  
Tabla 13. Resultado de la secuenciación de DNA perteneciente a las construcciones Mod 

51
VPG y 

69
GPS 

Construcción  Deleciones Inserciones Sustituciones 

Mod 
51

VPG 51 nt 2 nt 14 nt 
 
Mod 

69
GPS 56 nt 7 nt 10 nt 

 

DH5 es una de las cepas de E. coli que se utiliza con mayor frecuencia en 

experimentos de clonación de rutina (Budisa, 2005). Las ventajas que ofrece esta cepa se 

deben principalmente a las mutaciones en los genes recA1 y endA1 que incrementan la 

estabilidad del inserto y promueven la calidad del DNA que se obtiene al purificar DNA 

plasmídico (Taylor et al., 1993). Los resultados de la secuenciación de los genes Mod 
51VPG y  Mod 69GPS en E. coli DH5 sugieren que, al transformar estas construcciones se 

activa un sistema de recombinación que es independiente de RecA que ocasiona la 

inestabilidad de los plásmidos en esta cepa.  

A la fecha se han descrito otros sistemas con los que cuenta E. coli que están 

relacionados con rearreglos en el DNA, por ejemplo: el sistema de reparación UV (uvrC) 

(Lin et al., 1992; Verhoeven et al., 200) y la vía de reparación SOS (umuC) (Woodgate et 

al., 1989); se ha reportado que ambas proteínas están involucradas en la reparación de 

daños en el DNA que contengan secuencias repetidas invertidas largas (van Sluis et al., 

1983; Elledge et al., 1983). Las proteínas SbcC (Connelly y Leach, 1996) y RecJ (Shizuya et 

al., 1996) están involucradas en ciertos tipos de recombinación, se ha observado que 

mutaciones en estos genes incrementan la estabilidad de estructuras de DNA-Z 

(Yamaguchi et al., 2000; Asai et al., 1993). La inestabilidad de los plásmidos también se ha 

asociado con secuencias repetidas múltiples (Bichara et al. 2000, Kang y Cox 1996), 

secuencias ricas en AT (Godishka et al., 2009) o secuencias propensas a la formación de 

estructuras secundarias (Razin et al. 2001). 
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Asimismo, la inestabilidad de un plásmido puede ser influenciado por un número 

de factores que incluyen: la expresión de genes tóxicos, carga metabólica por el 

mantenimiento del plásmido, el número de copias de un plásmido, intensa presión de 

selección positiva para un segmento particular del plásmido (por ejemplo, gen de 

resistencia a antibiótico), el genotipo de la cepa huésped y el potencial recombinogénico 

de secuencias presentes en el plásmido (Corchero y Villaverde 1998).  

Teniendo en cuenta que la diferencia entre la construcción Cry1Ac silvestre y las 

variantes Mod 51VPG y 69GPS reside en la carencia de residuos nucleotídicos hacia el 

extremo N-terminal, se planteó la posibilidad de que los genes se expresaran en E. coli y 

que la expresión de los genes Mod resultara tóxica para esta cepa, por consiguiente E. coli 

activaría algún sistema de recombinación que termina en el rearreglo de los plásmidos 

Mod, modificando su información y evitando su expresión en esta cepa.  

Con la finalidad de corroborar la eficiencia del vector de expresión pHT315-P1P2-

Kan, se transformó el plásmido de la construcción cry1Ac silvestre proveniente de E. coli 

DH5en células acristalíferas de B. thuringiensis. En la figura 24 se puede apreciar que la 

construcción cry1Ac silvestre se expresa correctamente, este resultado indica que la 

construcción del vector fue correcta y que este vector es útil para clonar genes silvestres.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
    

 

 

 

Figura 24. SDS-PAGE al 15% teñidos con azul de Coomassie. Proteína total de cultivos 

esporulados de Bt. Izquierdo: Carril: 1) Bt 407- cepa acristalífera. Derecho: Carriles: 1) Cry1Ac 

silvestre clona 1, 2) Cry1Ac silvestre clona 2, 3) Cry1Ac silvestre clona 3. La flecha indica la banda 

con el peso esperado de la proteína Cry1Ac  silvestre.   
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 8.2.2 E. coli C41 (DE3) y C43 (DE3) 

Las cepas de E. coli C41 (DE3) y C43 (DE3) son derivadas de BL21 (DE3), se utilizan 

para expresar proteínas que resultan tóxicas en E. coli.  La cepa C41 (DE3) es derivada de 

BL21 (DE3), tiene una mutación la cual previene muerte celular asociada a la expresión de 

proteínas recombinantes tóxicas. La cepa C43 (DE3) es derivada C41 (DE3) por selección 

de resistencia a diferentes proteínas tóxicas. El genotipo de estas cepas se enuncia a 

continuación: F– ompT gal dcm lon hsdSB (rB
- mB

-) λ (DE3 [lacI lacUV5-T7 gen 1 ind1 sam7 

nin5]) (Miroux y Walker, 1996). Se propuso utilizar ambas cepas para la clonación de las 

variantes Mod. 

Se transformaron las ligaciones de las construcciones cry1Ac silvestre, Mod 51VPG y  

Mod 69GPS en células calcio competentes de E. coli C41 (DE3)  y C43 (DE3). Posteriormente 

las colonias que crecieron se analizaron por patrón de restricción que se observa en la 

figura 25, ninguna de las colonias fue positiva, encontrando deleciones en los plásmidos y 

pérdida de sitios de restricción. Este experimento se realizó únicamente en una ocasión.  

 

 

 

 

Figura 25. Análisis por patrón de restricción de las construcciones: Cry1Ac silvestre, Mod 
51

VPG y 
69

GPS en E. 

coli C41 (DE3) y C43 (DE3). Gel de agarosa al 1% teñido con BrEt. Carriles: 1) DNA superenrollado de la 

construcción Cry1Ac silvestre en C41, 2) Digestión de DNA de la construcción Cry1Ac silvestre con las enzimas 

de restricción NcoI-SmaI en C41, 3) DNA superenrollado de la construcción Mod 
51

VPG en C41, 4) Digestión de 

DNA de la construcción Mod 
51

VPG con las enzimas de restricción NcoI-SmaI en C41, 5) DNA superenrollado 

de la construcción Mod 
69

GPS en C41, 6) Digestión de DNA de la construcción Mod 
69

GPS con las enzimas de 

restricción NcoI-SmaI en C41, 7) DNA superenrollado de la construcción Cry1Ac silvestre en C43, 8) Digestión 

de DNA de la construcción Cry1Ac silvestre con las enzimas de restricción NcoI-SmaI en C43, 9) DNA 

superenrollado de la construcción Mod 
51

VPG en C43, 10)  Digestión de DNA de la construcción Mod 
51

VPG 

con las enzimas de restricción NcoI-SmaI en C43, 11) DNA superenrollado de la construcción Mod 
69

GPS en 

C43 y 12) DNA de la construcción Mod 
69

GPS con las enzimas de restricción NcoI-SmaI en C43.  
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Se ha demostrado que estas cepas representan un gran potencial para expresar 

proteínas tóxicas principalmente proteínas de membrana, algunas proteínas 

citoplasmáticas y nucleasas de eubacterias, levaduras, virus y mamíferos (Chan et al., 

2004; Rahaman et al., 2003; Schimmele et al., 2005; O'Brien et al., 2003; Peng et al., 

2002). Sin embargo, a la fecha no existen reportes de expresión de proteínas Cry en estas 

cepas de E. coli. En particular, respecto al género Bacillus únicamente se han expresado: 

12 proteínas del género Bacillus subtilis, una proteína de Bacillus pseudofirmus y una 

proteína de Bacillus pasteurii, sin embargo, no presentan homología con proteínas Cry.  

Tabla 14. Proteínas del género Bacillus expresadas en E. coli C43 (DE3) y C44 (DE3). 

Proteína Organismo Referencia 

1. OpuA 
 

Bacillus subtilis Horn et al., 2005. 

2. PS3 alanina/ acarreador H+ Bacillus subtilis Miroux y  Walker, 1996. 

3. Pirofosfatasa Bacillus subtilis Parfenyev et al., 2001 

4. Factor anti-sigma SpoIIAB Bacillus subtilis Evans et al., 2003. 

5. SpoIIE Bacillus subtilis Lucet et al., 2000; Lucet et al., 1999; 
Feucht et al., 2000; Searls et al., 2004. 

6. Ureasa Bacillus subtilis Kim et al., 2005. 

7. YukD Bacillus subtilis van den Ent et al., 2005. 

8. YvcC  Bacillus subtilis Chami et al., 2002; Steinfels et al, 2002. 

9. BcrC Bacillus subtilis Bernard et al., 2005. 

10. FtsZ Bacillus subtilis Palmieri et al., 1996; Löwe et al., 2001. 

11. MotPS Bacillus subtilis Ito et al., 2004. 

12. MraY translocasa Bacillus subtilis Bouhss et al., 2004. 

13. OF4 ATP sintasa (subunidad c) Bacillus pseudofirmus Rivera-Torres et al., 2004. 

14. Citocromo c Bacillus pasteurii Banci et al., 2002. 

 

En cuanto a la manera como se han clonado los genes que se desea expresar en 

estas cepas existe una diferencia importante entre el procedimiento de rutina y el 

empleado en este apartado; de manera rutinaria los genes se clonan en vectores de 

expresión T7 RNA polimerasa regulado por el promotor lacUV5, cuya actividad se induce 

por medio de la adición del inductor IPTG (isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido) en la fase 

log del crecimiento bacteriano. En contraste, la transcripción de las construcciones es 

dirigida por el promotor P1P2 y no necesita algún inductor, al parecer se expresa de 

manera constitutiva, esto puede ocasionar una carga metabólica extra a la célula 

generando como mecanismo de defensa rearreglos en el DNA plasmídico. De acuerdo con 

estos resultados es muy importante regular la expresión de las proteínas tóxicas en E. coli 

para mantener la integridad del DNA plasmídico y por lo tanto obtener una expresión 

correcta de la proteína. La conclusión de este apartado es que la clonación y/o expresión 

de las variantes Mod y la toxina Cry1Ac silvestre bajo el promotor P1P2 en las ambas 

cepas no resultó ser óptima.    
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     8.3 Estrategia B: Expresión de las variantes Mod bajo los promotores Pcry3A y PexsY 

Con base en los datos negativos obtenidos de la clonación de las variantes en E. coli bajo 

el promotor P1P2 y bajo la hipótesis de que es la expresión en fuga en estas células la que 

genera rearreglos en el DNA plasmídico, en la siguiente estrategia se planteó el uso de 

promotores alternativos al P1P2. La elección de los promotores Pcry3A y PexsY fue con 

dos condiciones: 1) que no presentaran expresión en E. coli para obtener DNA plasmídico 

sin errores y así poder transformar en Bt y 2) que fueran funcionalmente activos en Bt 

para obtener las proteínas variantes Mod.    

          8.3.1 Promotor Pcry3A 

La principal característica que distingue al promotor Pcry3A de otros promotores Cry es 

que el mecanismo de transcripción del gen cry3A es independiente de la esporulación, se 

activa entre el final de la fase exponencial de crecimiento vegetativo y la fase II de 

esporulación, y permanece activo hasta el estado IV (Juárez-Pérez, 2004; Schnepf et al., 

1998). Además este promotor es reconocido por el factor A, el factor sigma de las células 

vegetativas que se activa al final del crecimiento vegetativo exponencial y se mantiene 

activo a través de la tercera fase de esporulación (Sanchis et al., 1996). Este promotor 

cuenta también con una secuencia de estabilización Shine-Dalgarno que se denomina 

STAB-SD en la posición -125 y -117 en la región 5' no traducida, que brinda estabilidad a 

los RNA mensajeros (Agaisse y Lereclus, 1996). 

En el año 1990 se reportó la fusión de la región regulatoria del gen cry3A con el 

gen cry2Ab; en la figura 26 se observa el ensayo de Western blot contra la proteína 

Cry2Ab, se determinó que la toxina Cry2Ab se expresó eficientemente en las células de Bt 

y no así en E. coli, además la proteína resultó ser activa contra Lymantria dispar, Heliothis 

virescens y T. ni (Dankocsik et al., 1990). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Western blot contra las proteínas sintetizadas en cepas E. 

coli y Bt incubadas con anticuerpos específicos contra Cry2Ab. 

Carriles: 1) E. coli (pEG220 Cry
-
), 2)  E. coli (pEG230 Cry2Ab

+
), 3) E. coli 

(pEG267 Cry3A/Cry2Ab
+
), 4) Bt (pEG220 Cry

-
), 5) Bt (pEG243 Cry2Ab

+
), 

6) Bt (pEG259 Cry3A/Cry2Ab
+
), 7) Bt (pEG2175 Cry2Ab) y 8 Bt HD-1 

(Cry3A
+
/Cry2Ab

+
) (tomada de Dankocsik et al., 1990). 
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               8.3.1.1 Construcción del vector de expresión pHT315-Pcry3A-Kan-C730S y     

                             clonación de las variantes Mod 

 

Con la finalidad de expresar las variantes Mod, se llevó a cabo el diseño y construcción de 

un vector de expresión bajo la regulación del promotor Pcry3A. A continuación se 

describen los elementos que lo conforman y que se presentan de manera esquemática en 

la figura 27: 

Elemento Descripción 

1. pHT315 Como se mencionó anteriormente, este vector contiene un origen 

de replicación para E. coli, un origen de replicación para Bt, casete 

de resistencia al antibiótico eritromicina, casete de resistencia al 

antibiótico ampicilina, posee aproximadamente 15 ± 5 

copias/cromosoma (Arantes y Lereclus, 1991).   

2. Promotor Pcry3A Es un promotor fuerte reconocido por el factor 
A
, se activa al 

final del crecimiento vegetativo exponencial y se mantiene activo 

hasta la tercera fase de esporulación (Sanchis et al., 1996). Se ha 

reportado que este promotor permite la expresión de varios 

genes cry como: las toxinas Cry2Ab (Dankocsik et al., 1990) y 

Cry1Ac (Chaoyin  et al 2007), además de una co-expresión de un 

fragmento de caderina (hacad1) y la proteína Cry1Ac (Peng et al 

2010); cabe destacar que en todos los casos las proteínas 

resultantes fueron funcionalmente tóxicas. 

3. Casete de kanamicina De manera similar al vector construido anteriormente, se insertó 

un casete de resistencia al antibiótico kanamicina, el cual se 

intercambió por los fragmentos N-terminal de cada construcción. 

El reemplazo de este casete permitió la selección negativa de las 

clonas con el inserto correcto. 

4. Fragmento C-terminal con 

mutación puntual en el residuo 

C730S: 

En un estudio previo se reportó la fusión de distintas versiones del 

promotor Pcry3A con el gen cry1AcMod obteniendo la expresión 

de las proteínas, sin embargo resultaron ser insolubles y no 

presentaron toxicidad (Martínez de Castro, 2013). De manera 

similar, la proteína Cry7Ba1 es insoluble en pH alcalino y no 

presenta toxicidad contra un rango de insectos. En el año 2011 el 

grupo del Dr. Peng reportó mediante un análisis de mutaciones 

puntuales en los residuos de cisteína localizados en el fragmento 

C-terminal que logró convertir a la proteína soluble y tóxica (Peng 

et al., 2011). En este trabajo se identificaron dos residuos de 

cisteína que al cambiarlas de manera individual por serina 

permiten la correcta solubilización de la toxina Cry7Ba.  

La proteína Cry1Ac contiene un total de 16 cisteínas, 14 de ellas 
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se encuentran en la región C-terminal, la solubilidad de la 

proteína reside en la reducción de estos residuos (Du et al., 1994). 

Por lo tanto, se insertó una mutación puntual en el fragmento C-

terminal de Cry1Ac, específicamente en la cisteína 730 por serina 

con la finalidad de promover la solubilidad de las variantes Mod.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Representación esquemática del vector de expresión bajo la regulación del promotor Pcry3A. 

En color verde se encuentra el promotor Pcry3A con los sitios de restricción XbaI-NcoI, en color anaranjado 

el casete de resistencia a kanamicina con los sitios Ncol-BamHI (fragmento a intercambiar por cada 

variante Mod) y en color azul claro el fragmento C-terminal de Cry1Ac con la mutación puntual C730S 

(indicada en asterisco) con los sitios BamHI-SmaI. 
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Para la obtención de vector de clonación-expresión, se realizó la amplificación por PCR de 

cada fragmento que lo conforma:  

a) Promotor Pcry3A: se utilizó como templado un lisado de la bacteria B. 

thuringiensis subsp. tenebrionis que contiene el promotor nativo del gen cry3A, se 

amplificó con los oligonucleótidos específicos “P3A forward –P3A reverse”. 

b) Casete de kanamicina: se utilizó como templado el plásmido p3A-cry3A que 

contiene el gen de resistencia a kanamicina y se amplificó con los oligonucleótidos 

específicos “kanamicina forward- kanamicina reverse”. 

 c) Fragmento C-terminal: se utilizó como templado el plásmido pHT3101 que 

contiene el fragmento C-terminal del gen cry1Ac (GenBank: M11068.1). Se utilizó 

el kit comercial “QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit” para lograr el 

cambio de la cisteína 730 por serina.  Posteriormente se utilizó como templado 

para amplificar el fragmento C-terminal con los oligonucleótidos específicos P7Ale 

forward-P4Ale reverse. 

Posteriormente cada fragmento que conformaría al vector, se clonó en el plásmido 

pJET 1.2 (Fermentas) de manera independiente y se corroboró su integridad mediante 

secuenciación. Cada plásmido se digirió con enzimas de restricción descritas en la tabla 

15.  

Tabla 15. Descripción de las enzimas de restricción y tamaño esperado. 

Fragmento Enzimas de restricción Tamaño (en pb) 

Inserto 1: Promotor Pcry3A XbaI-NcoI 600 

Inserto 2: Casete de kanamicina NcoI-BamHI 1,500 

Inserto 3: C-terminal C730S BamHI-SmaI 2,069 

Vector: pHT315 HindIII-Smal 6,700 

 

Se realizaron reacciones de ligación de los 3 insertos y el vector pHT315 en 

distintas proporciones y su integridad se confirmó por secuenciación de DNA. 

Posteriormente, se llevó a cabo la clonación de las variantes; como se mencionó 

anteriormente se inició con la clonación de las variantes Mod 51VPG y 69GPS. La 

construcción Cry1Ac silvestre bajo el promotor Pcry3A no se realizó ya que se encuentra 

reportada (Chaoyin  et al 2007).  

Finalmente, se realizó una doble digestión con las enzimas de restricción NcoI y 

BamHI (ambas de Fermentas) para escindir el casete de kanamicina del vector de 

expresión pHT315-Pcry3A-Kan-C730S y así integrar las variantes Mod mediante una 
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reacción de ligación. Estas ligaciones se transformaron en células competentes de E. coli 

DH5.  Finalmente se corroboró la identidad de secuencia de los plásmido resultantes y se 

concluyó que se obtuvieron correctamente las construcciones de ambas variantes Mod. 

           8.3.1.2 Expresión de las variantes Mod en Bt 

Los plásmidos pHT315-Pcry3A-51VPG-C730S y pHT315-Pcry3A-69GPS-C730S se 

transformaron en células acristalíferas de Bt.  Se analizó la producción de las proteínas en 

dos medios: LB y HCT, el primero de ellos se considera un medio rico y el segundo es un 

medio que favorece la esporulación de las bacterias. El resultado se encuentra en la figura 

28 y se puede observar que la variante 51VPG se expresa en ambos medios, sin embargo el 

rendimiento es significativamente menor respecto al control positivo de Cry1Ac silvestre. 

La variante 69GPS no se expresó en ninguno de los medios analizados.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. SDS-PAGE al 12% teñido con azul de Coomassie. Proteína total de cultivos esporulados de Bt. 

Carriles: 1) Marcador de peso molecular 2) Mod 
51

VPG bajo el promotor Pcry3A crecido en medio LB, 3) 

Mod 
51

VPG bajo el promotor Pcry3A crecido en medio HCT, 4) Mod 
69

GPS bajo el promotor Pcry3A crecido 

en medio LB, 5) Mod 
69

GPS bajo el promotor Pcry3A crecido en medio HCT, 6) Control positivo: Cry1Ac  

silvestre crecido en medio HCT.  
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          8.3.1.3 Solubilización de las variantes Mod en Bt 

Se evaluó la solubilidad de cada proteína en un amortiguador de carbonatos 100 

mM pH 10.5, 0.02% β-mercaptoetanol, que simula las condiciones que se encuentran 

presentes en el intestino de insectos lepidópteros. En la figura 29 se observa el resultado 

de la solubilización, encontrando que la construcción Mod 51VPG es muy poco soluble 

cuando se compara con el control positivo Cry1Ac silvestre, ya que la mayoría de la 

proteína se encuentra en el precipitado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La solubilidad de las proteínas es el primer paso en el mecanismo de acción de las 

toxinas Cry y se ha observado que proteínas que no son solubles no presentan toxicidad 

(Aronson et al., 1991). Por lo tanto, se concluye que esta estrategia no sería efectiva para 

expresar las demás variantes ya que se presume que el rendimiento de la proteína soluble 

es poco. Estudios recientes de la Dra. Blanca García muestran que mutaciones en otras 

cisteínas como C654S de la toxina Cry1AbMod resultan en proteínas con mayor 

solubilidad cuando se expresan en la cepa de Bti 4Q7, que la reportada en este trabajo, 

por lo que sería una alternativa para la generación de las variantes de las toxinas 

Figura 29. SDS-PAGE al 15% teñido con azul de Coomassie. Solubilización de las proteínas bajo la 

regulación del promotor PCry3A. Carriles: 1) Marcador de peso molecular 2) Fracción soluble de Mod 
51

VPG, 3) Precipitado de Mod 
51

VPG, 4) Fracción soluble de Mod 
69

GPS, 5) Precipitado de Mod 
69

GPS,6) 

Fracción soluble de Cry1Ac silvestre y 7) Precipitado de Cry1Ac silvestre.  

 

 



64 

 

Cry1AcMod conteniendo estos cambios en el fragmento C-terminal y expresando en esta 

cepa de Bt.  

Es posible que el fondo genético de la cepa de Bt receptora también pudiera 

influenciar el plegamiento de la proteína para permitir o no su solubilización en ambientes 

alcalinos y reductores. Adicionalmente el trabajo de la MC. Francisca Villanueva mostró 

que una fusión de la toxina Cry1AbMod con el extremo C-terminal de la toxina Cry1C 

permite la correcta expresión de proteínas solubles cuando se expresan bajo el promotor 

Pcry3A, por lo que este tipo de construcciones también podrían ser viables para realizar la 

serie de variantes con diferentes deleciones en el extremos N-terminal de la toxina 

Cry1AcMod planteadas en este trabajo.  

              8.3.2 Promotor PexsY 

El promotor PexsY dirige la transcripción del gen exsY bajo la regulación de factor K; se ha 

reportado que la proteína ExsY se requiere para la correcta formación del exosporio de 

Bacillus anthracis (Boydston et al., 2006) y Bacillus cereus (Johnson et al. 2006). Como se 

mencionó en la Introducción, el factor K es especifico de la fase tardía de esporulación 

por lo que se pensó que este promotor no se expresaría en las células de E. coli. Este 

promotor fue fusionado con el gen cry1Ac y resultó ser funcional, ya que permitió la 

expresión correcta de la proteína en Bt y presenta actividad biológica (comunicación 

personal del Dr. Fuping Song), por lo tanto se utilizó como promotor candidato para la 

expresión de las variantes Mod. Sin embargo, cabe resaltar que el Dr. Song nos indicó que 

él no había analizado la expresión de este promotor en células de E. coli. Dado que este 

promotor depende del factor K que es específico de esporulación y que E. coli no es una 

bacteria con capacidad esporulación se pensó que este promotor sería adecuado para la 

clonación de las variantes Mod. 

                  8.3.2.1 Mutagénesis-deleción 

Para la generación de las variantes Mod se utilizó la técnica de PCR mutagénico-

deleción empleando como templado el DNA plasmídico pHT315-PesxY-Cry1Ac 

proporcionado por el Dr. Song, el cual contiene el promotor PexsY fusionado al gen cry1Ac 

silvestre en el vector pHT315. Se planteó la obtención de las siete variantes anteriormente 

mencionadas.  

El resultado de la amplificación de cada construcción se clonó de manera 

independiente en células de E. coli DH5. Se obtuvieron pocas colonias, sin embargo se 

purificó el DNA plasmídico para verificar su secuencia; se encontró que ningún plásmido 

era correcto, es decir, de manera similar al resultado obtenido de la clonación de las 



65 

 

construcciones bajo el promotor P1P2, se encontraron defectos en la secuencia 

nucleotídica (tabla 16), por lo tanto se descartó continuar con esta estrategia.  

Tabla 16. Resultado de la secuenciación del DNA perteneciente a las variantes Mod bajo el promotor 

PexsY 

Construcción  Deleciones Inserciones Sustituciones 

1. Clona 1 
39

SLS 4 13 6 

2. Clona 2 
39

SLS 7 4 16 

3. Clona 1 
46

LLS 7 6 6 

4. Clona 2 
46

LLS 8 21 28 

5. Clona 3 
46

LLS 10 1 3 

6. Clona 4 
46

LLS 7 0 4 

7. Clona 1 
51

VPG 5 2 23 

8. Clona 1 
69

GPS 6 14 91 

9. Clona 2 
69

GPS 9 3 5 

10. Clona 1 
93

RNQ 2 10 4 

 

La similitud de la expresión de los promotores P1P2 y PexsY en E. coli podría 

deberse a que se encuentran secuencias con similitud a los consensos reconocidos por los 

factores  de E. coli. Además el tiempo de la síntesis de la proteína ExsY en el desarrollo 

de la espora corresponde a la etapa IV de la esporulación, cuando la expresión es bajo el 

control del factor K en la célula madre (Johnson et al. 2006).  
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  8.4 Estrategia C: Clonación directa en Bt 

La última estrategia consistió en la clonación directa en Bacillus thuringiensis 407 cry-, es 

decir, transformar directamente el resultado de la ligación de cada construcción en esta 

cepa.  Esta estrategia evitaría el paso por E. coli para obtener DNA plasmídico y así evitar 

posibles rearreglos. Experimentalmente consta de tres pasos: el primero de ellos es la 

obtención de fragmentos, la ligación y finalmente la transformación en células 

acristalíferas de Bt. Esta estrategia ha sido utilizada anteriormente para la clonación de 

proteínas de Bt como la proteína S-layer, ya que esta proteína es tóxica para las células de 

E. coli (Peña et al., 2006). Se requiere de un gran esfuerzo en tener una ligación exitosa 

que permita obtener colonias transformantes de Bt. El problema principal es que la 

transformación de Bt es poco eficiente. 

Se digirieron los plásmidos: vector de expresión pHT315-P1P2-Kan con las enzimas 

NcoI-BamHI para remover el casete de kanamicina e insertar los fragmentos N-terminal de 

cada construcción, las cuales se digirieron igualmente con las enzimas NcoI-BamHI. Se 

corrieron geles semipreparativos para la obtención de las bandas correspondientes para 

proseguir con la ligación.  

Debido a la baja eficiencia de transformación, se analizaron dos condiciones de 

ligación  en relaciones molares 1:3 y 1:5 (vector: pasajero):   

Tabla 17. Condiciones de ligación-A. 

                        Construcción 

Reactivo 

Cry1Ac silvestre 

1:3                      1:5 

Mod 
51

VPG 

1:3                            1:5 

Mod 
69

GPS 

1:3                         1:5 

1. Vector (100 ng) 17.2 µL 17.2 µL 17.2 µL 

2. Inserto (depende) 4.8 µL               8 µL 3.7 µL                       6.2 µL 3.5µL                     5.8  µL 

3. Ligasa T4 4 µL 4 µL 4 µL 

4. Buffer ligasa 10X 4 µL 4 µL 4 µL 

5. H2O libre de nucleasas 10 µL                 6.8 µL 11.1 µL                  8.6  µL 11.3 µL                        9 µL 

Volumen final 40 µL 40 µL 40 µL 

 

Cada ligación correspondiente a cada construcción se realizó por triplicado, es 

decir, se obtuvo un volumen total de 120 µL. La reacción se incubó a 16°C toda la noche, a 

la mañana siguiente se desactivó la enzima ligasa T4 a 65°C durante 10 minutos. 

Posteriormente los productos de la ligación se purificaron por columna y el volumen 

restante se transformó en células electrocompetentes de Bt. El resultado se muestra a 

continuación: 
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Tabla 18. Número de colonias resultantes de la transformación directa-A. 

Construcción/plásmido # de colonias 

1. Cry1Ac silvestre (1:3) 0 

2. Cry1Ac silvestre (1:5) 0 

3. Mod 
51

VPG (1:3) 0 

4. Mod 
51

VPG (1:5) 0 

5. Mod 
69

GPS (1:3) 0 

7. Mod 
69

GPS (1:5) 0 

8. Control positivo: 5 µg de DNA plasmídico pHT3101. 11 

9. Control negativo: H20 libre de nucleasas 0 

 

En general la eficiencia de transformación en bacterias Gram-positivas se considera 

bajo comparado con bacterias Gram-negativas (Trevors et al., 1992); se tiene reportado 

que en B. thuringiensis se obtienen de 102-105 transformantes por µg de DNA plasmídico 

(Bone y Ellar 1989), en el control positivo fue la única condición en donde se encontraron 

colonias, el resultado se considera bajo comparado con lo mencionado anteriormente. 

Respecto a la transformación de las ligaciones, es importante mencionar que no se pudo 

cuantificar de manera precisa el número total de moléculas que se ligaron correctamente; 

debido a que no se encontraron colonias, se infiere que fue muy poco, por lo tanto se 

decidió analizar otra condición aumentando la cantidad de DNA en la ligación:   

Tabla 19. Condiciones de ligación-B. 

                      Construcción 

Reactivo 

Cry1Ac silvestre 

1:3                      1:5 

Mod 
51

VPG 

1:3                            1:5 

Mod 
69

GPS 

1:3                         1:5 

1. Vector (100 ng) 3.9 µL 3.9 µL 3.9 µL 

2. Inserto (depende) 0.5 µL            0.9     µL 1.5 µL                     2.5  µL 2 µL                        3.3  µL 

3. Ligasa T4 2 µL 2 µL 2 µL 

4. Buffer ligasa 10X 2 µL 2 µL 2 µL 

5. H2O libre de nucleasas 11.6 µL            11.2 µL 10.6 µL                    9.6 µL 10.1 µL                  8.8  µL 

Volumen final 20 µL 20 µL 20 µL 

 

En esta condición cada construcción se ligó de manera independiente con cuarenta 

repeticiones, es decir, juntos dan un volumen total de 800 µL. La reacción de ligación se 

incubó a 16°C toda la noche, a la mañana siguiente se desactivó la enzima ligasa T4 a 65°C 

durante 10 minutos. Posteriormente los productos de la ligación se purificaron y el 

volumen restante se transformó en células electrocompententes de Bt, el resultado se 

muestra a continuación: 
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Tabla 20. Número de colonias resultantes de la transformación directa-B. 

Construcción/plásmido # de colonias 

1. Cry1Ac silvestre (1:3) 0 

2. Cry1Ac silvestre (1:5) 0 

3. Mod 
51

VPG (1:3) 0 

4. Mod 
51

VPG (1:5) 0 

5. Mod 
69

GPS (1:3) 0 

7. Mod 
69

GPS (1:5) 0 

8. Control positivo: 5 µg de DNA plasmídico pHT3101. 14 

9. Control negativo: H20 libre de nucleasas 0 

 

A pesar que se aumentó la cantidad de DNA en la ligación y se exploraron 

nuevamente las condiciones molares 1:3 y 1:5, no se encontraron colonias transformantes 

de las construcciones y permanece baja la eficiencia de transformación del control 

positivo.  Existen diversos factores que afectan significativamente la eficiencia de 

transformación en Bt, de manera general se pueden enlistar tres aspectos:  

 El primero de ellos es el método de obtención de células electrocompetentes, esto 

incluye la composición de amortiguadores en los cuales se suspende a las células y la 

temperatura. Se han realizado estudios comparativos que concluyen que la 

presencia de osmolitos tales como el sorbitol y manitol en la electroporación que 

incrementan significativamente la eficiencia de transformación en células Gram-

positivas de B. subtilis y B. licheniformis (Xue et al., 1999). Probablemente el 

protocolo que se utilizó no fue el óptimo, ya que no resultó ser eficiente en la 

transformación de las construcciones.  

 El segundo aspecto que afecta la eficiencia de transformación son los parámetros 

del pulso eléctrico, ya que las paredes gruesas de las bacterias Gram-positivas hacen 

que las células sean menos vulnerables a los campos eléctricos o previenen la 

entrada de macromoléculas dentro de las células (Dower et al. 1992). Teniendo esto 

en cuenta se requeriría probar distintas condiciones de pulso eléctrico para la 

obtención de un mayor número de transformantes.  

 Finalmente, se ha demostrado que la eficiencia de transformación está 

estrechamente relacionada con la fuente de DNA plasmídico, el método se optimiza 

cuando se transforma con DNA plasmídico no metilado (Macaluso y Mettus, 1991). 

Sin embargo, el mecanismo no se ha detallado hasta el momento, pero pudiera 

jugar un papel en la transformación de productos de ligación.  
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Los resultados reflejan la necesidad de la optimización de los protocolos de 

transformación de Bt que existen actualmente, que permitan obtener una alta eficiencia, 

abriendo el camino hacia la generación de nuevas proteínas con un menor número de 

inconvenientes como pudiera ser  la necesidad de obtener DNA plasmídico de E. coli.   
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9. CONCLUSIONES 
 

- Se obtuvieron de manera exitosa dos vectores de expresión para las proteínas Cry; 

estos vectores podrán ser útiles para la clonación de diferentes mutantes o de 

nuevas toxinas Cry, ya que la contra selección con el antibiótico kanamicina 

permite seleccionar únicamente las clonas en donde se insertó correctamente el 

fragmento con la secuencia de las toxinas. En el vector pHT315-P1P2-Kan se 

obtuvo la correcta expresión de la proteína Cry1Ac silvestre en Bt.  

- La variantes 51VPG y 69GPS bajo la regulación del promotor P1P2 presuntamente 

generan proteínas tóxicas en E. coli por lo cual se seleccionan rearreglos que no 

expresan la proteína.   

- El vector pHT315-Pcry3A-Kan-C730S resultó ser funcional para expresar la variante 
51VPG, sin embargo se obtuvo una proteína con una solubilidad muy baja, lo que 

compromete su actividad insecticida. 

- Las cepas de E. coli C41 (DE3) Y C43 (DE3) no fueron efectivas para clonar 

exitosamente ninguno los genes correspondientes a cada construcción, y por lo 

tanto no se obtuvieron las proteínas.  

- El promotor PexsY presuntamente se expresa en E. coli, por lo que no se pudieron 

clonar exitosamente las variantes de Mod planteadas, ya que también se generan 

rearreglos genéticos que impiden la correcta expresión de las toxinas. 

- El método de transformación  directa en Bt no fue lo suficientemente efectivo para 

generar colonias positivas por lo que requiere ser optimizado. 
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10. PERPECTIVAS 

- Probar otras cepas de E. coli que permitan el paso de genes tóxicos, como por ejemplo 

las células SURE (Aligent), que carecen de los genes involucrados en rearreglos y 

deleciones de DNA: mcrA-, mcrCB-, mcrF-, mrr-, hsdR y recB recJ. 

- Buscar promotores alternativos que no se expresen en E. coli pero que sí permitan la 

expresión en Bacillus thuringiensis, los cuales se podrían obtener de otras toxinas Cry 

diferentes a las utilizadas en este trabajo. 

-Utilizar variantes de las toxinas Cry1A en el extremo C-terminal que permitan la 

solubilización de estas toxinas cuando se expresan bajo el promotor Pcry3, como las otras 

mutantes en residuo C654S o mutantes que contienen fusionado el C-terminal de Cry1C, 

las cuales han resultado en la producción de toxinas activas que muestran mayor 

solubilidad. 

-Respecto a las células de E. coli C41 (DE3) y C43 (DE3), clonar los genes en el vector T7, 

bajo el promotor lacUV5, ya que este promotor se induce por medio de la adición del 

inductor IPTG y así se evitaría la expresión constitutiva y posibles rearreglos del DNA.    

- Optimizar el método de transformación por electroporación en Bacillus thuringiensis, 

probando otros amortiguadores con diferente composición y/o concentración de 

osmolitos, cambiando el pulso eléctrico y la recuperación de las células transformantes.  
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11. APÉNDICE 

I. Medios de cultivo 

Medio LB  

Componente gramos 

Peptona 10.0 

Extracto de levadura 5.0 

NaCl 10.0 

Disolver los componentes con agitación y aforar a 1L de medio con agua destilada. Para 

medio sólido agregar 15 g de agar. 

 Esterilizar en autoclave. 

Medio BHI 

Componente gramos 

Polvo de la infusión 

cerebro-corazón 

37 

Disolver componente con agitación y aforar a 1L de medio con agua destilada. Para medio 

sólido agregar 15 g de agar. 

Esterilizar en autoclave. 

Medio HCT 

Componente gramos 

Triptona 2.5 

Cas-aminoácidos 1.0 

Disolver los componentes con agitación y aforar a 446 mL de medio con agua destilada. 

Ajustar pH a 7.25 con KOH. 

Para medio sólido agregar 7.5 g de agar. 

Esterilizar en autoclave. 



73 

 

- Se preparan también las siguientes soluciones y se esterilizan en autoclave: 

Solución I: 

Componente gramos 

KH2PO4 6.8 

Disolver componente con agitación y aforar a 100 mL con agua destilada. 

Solución II: 

Componente gramos 

MgSO4*7H2O 1.23 

MnSO4*H2O 0.017 

ZnSO4*7H2O 0.14 

Disolver componente con agitación y aforar a 100 mL con agua destilada. 

Solución III: 

Componente gramos 

Fe(SO4)* 7H2O 0.2 

H2SO4 (IN) 10.0 mL 

Disolver componente con agitación y aforar a 100 mL con agua destilada. 

Solución IV: 

Componente gramos 

CaCl2*2H2O 1.47 

Disolver componente con agitación y aforar a 100 mL con agua destilada. 

Solución de glucosa al 10% 

Componente gramos 

Dextrosa 10.0 

Disolver componente con agitación y aforar a 100 mL con agua destilada. 
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Al momento de utilizar el medio, a una temperatura soportable por el dorso de 

la mano, se adicionan las soluciones (previamente esterilizadas en autoclave): 

Solución mL 

I 25.0 

II 0.5 

III 5.0 

IV 5.0 

Glucosa 10% 15.0 

 

II. Buffers 

TBE 10X 

Componente gramos 

Tris 108.0 

Ácido bórico  55.0 

EDTA (0.5 M, pH 8) 40.0 mL 

Disolver componentes con agitación y aforar a 1L con agua destilada. 

Filtrar con filtro de 0.45 µm 

TAE 50X 

Componente gramos 

Tris 242.0 

Ácido acético glacial 57.1 mL 

EDTA (0.5 M, pH 8) 100 mL 

Disolver componentes con agitación y aforar a 1L con agua destilada. 

Filtrar con filtro de 0.45 µm 
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Buffer de corrida 10X (geles de acrilamida) 

Componente gramos 

Glicina 144.0 

Tris 30.0 

SDS al 10% 10.0 mL 

Disolver componentes con agitación y aforar a 1 L con agua destilada. 

PBS 10X 

Componente gramos 

NaH2PO4 26.4 

Na2HPO4 47.2 

NaCl 58.4 

Disolver componentes  con agitación, ajustar el pH a 7.2 con NaOH 5 M y aforar a 1 L con 

agua destilada. 

Filtrar con un filtro de 0.45 µm. 

Buffer EB (para preparar células de Bt electrocompetentes) 

Componente gramos 

Sacarosa 64.2 

MgCl2 0.1 

Disolver componentes con agitación y aforar a 300 mL con agua destilada. Esterilizar en 

autoclave. 

III. Otros materiales utilizados 

Ampicilina (100 mg/mL) 

En condiciones de esterilidad: 

Disolver 1g de ampicilina en 10 mL de agua estéril. 

Filtrar con un filtro de 0.22 µm. 
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Almacenar en congelación hasta su uso. 

Eritromicina (10 mg/mL) 

En condiciones de esterilidad: 

Disolver 0.1 g de eritromicina en 5 mL de agua estéril con 5 mL de etanol absoluto. 

Filtrar con un filtro de 0.22 µm. 

Almacenar en congelación hasta su uso. 

Mezcla lítica 4X (10 mL) 

Componente gramos 

Glicerol  4.0 mL 

Tris (0.5 M, pH 6.8) 5.0 mL 

SDS 0.4 

2-mercapto etanol 1.0 mL 

Adicionar azul de bromofenol con la punta de un palillo y mezclar. 

Almacenar en congelación hasta su uso. 

 

 

 

 

 

 

. 
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