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ABSTRACT

In this work, we describe the migration of Cyt1Aa toxicity from dipteran to
lepidopteran insects by constructing Cyt1Aa-hybrid toxins containing the sequence
of Cry1Ab domain Il loop 3 (CtyL3-Loopn) and loop 2 (CytL2-Loopn). The
hypothesis behind the construction of these hybrid toxins is that providing a binding
site that recognizes gut proteins in lepidopteran larvae would result in Cyt1Aa-
hybrid proteins that display toxicity against several lepidopteran species. Based on
the three-dimensional structure of the Cyt1Aa toxin, we identified twelve exposed
loop regions. We selected ten of these loops to insert the amino acid sequence of
the Cry1Ab domain Il loop 3 (FRSGFSNSSVSI) and three to insert the loop 2
(SSTLYRRPFNI). We did not insert the peptide sequence into loops 11 and 12 of
Cyt1Aa since it was previously shown that these loops were involved in the binding
interaction and synergism Cyt1Aa with Cry11Aa and Cry4Ba toxins. The selected
ten loops in the Cyt1Aa structure are exposed to the solvent. The constructs in
loops 1, 2 and 3 of Cyt1Aa did not produce protein in Bt and were not further
analyzed. The crystal-like inclusions from the remaining constructions were purified
and the protoxins were solubilized and activated with trypsin. We analyzed the
binding of Cyt1Aa-hybrid variants to recombinant M. sexta APN, ALP and CDR by
ELISA binding assays. The variants CytL3-Loop6, CytL3-Loop7, CytL3-Loop9,
CytL2-Loop6, CytL2-Loop7 and CytL2-Loop9 showed significant binding to the
three receptor proteins, showing 2 to7 fold higher binding to ALP; 2 to 8 fold higher
binding to APN, and 1.5 to 4 fold higher binding to CDR when compared with the
binding of the control Cyt1Aa toxin (ANOVA, P < 0.0001). Test to analyze the
toxicity of the ten hybrid-Cyt1Aa mutants and the Cyt1Aa were performed against
two different lepidopteran species, first instar M. sexta and third instar P. xylostella
larvae. We observed that after seven days of treatment the larvae of both insects
were still alive but showed to be severely affected when treated with some hybrid
Cyt1Aa toxins in contrast with wild type Cyt1Aa. The treated larvae were pale and
showed a significant reduced size in comparison with the water control or the
larvae treated with Cyt1Aa. However, after 14 days of exposure to the toxins the
mortality induced by some hybrid Cyt1Aa proteins was evident. The statistical
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analysis of the data indicated that constructions CytL3-Loop6, CytL3-Loop7, CytL3-
Loop9, CytL2-Loop6, CytL2-Loop7 and CytL2-Loop9 showed significant mortality
values that ranged from 60-80% and were significantly more toxic that the other
constructions CytL3-Loop4, CytL3-Loop5, CytL3-Loop8 and CytL3-Loop10 and the
control with Cyt1Aa (ANOVA, P < 0.0001). In addition, we evaluated the toxicity of
hybrid-Cyt1Aa mutants against A. aegypti larvae. The medium lethal concentration
of wild type Cyt1Aa was 146.2 ng/ml (32 -253, ng/mL). In contrast, the hybrid-
Cyt1Aa mutants showed no toxicity against A. aegypti even at 10 ug/ml. However,
these Cyt1Aa-hybrid proteins were still capable to potentiate the Cry11Aa toxic
activity, showing values of mortality above 95% when the Cyt1Aa-hybrid proteins
and Cry11Aa were assayed together in the same mixture. On the other hand,
these constructions showed low hemolytic activity against rabbit red blood cells, in
contrast with Cyt1Aa wild type that showed a medium effective (EC5p) dose of 190
ng/mL (182.4-197.8 ng/mL).

Here we prove, for the first time, that the exchange of loops that are
involved in insect specificity among toxins that are not structurally related could
result in the generation of novel hybrid proteins with changes in their insect
specificity. These toxins represent interesting alternatives to counter insect
resistance to Cry toxins. These data also indicate that Cyt1Aa toxin is able to
accept additional protein sequences and produce active proteins, suggesting that
in the future; other hybrid Cyt toxins could be constructed containing additional
domains that could also effectively enhance a lethal effect of Cyt toxin against
other targets. The construction of novel hybrid Cyt toxins that could be able to
potentiate the insecticidal activity of other Cry toxins, such as Cry1A is our goal for

future research.
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RESUMEN

Este proyecto se enfocé en analizar si es posible cambiar la especificidad
de las toxinas Cyt1Aa de insectos Dipteros a insectos Lepiddpteros por medio de
la construccion de variantes de la toxina Cyt1Aa que tengan la insercioén del asa 3
y asa 2 del Dominio Il de Cry1Ab (regiones importantes para la interaccion de la
toxina Cry1Ab a los receptores Aminopeptidasa (APN), Fosfatasa Alcalina (ALP) y
Caderina (CDR) presentes en las BBM apicales del intestino medio de Manduca
sexta. La hipotesis fue que estas variantes al contener regiones que reconocen
receptores presentes en Lepidopteros, podrian inducir la union de estas toxinas a
los receptores APN, ALP y CDR de M. sexta e inducir actividad insecticida a
lepidopteros. Con base en la estructura tridimensional de la toxina Cyt1Aa, se
identificaron 12 sitios potenciales, sin embargo, solo se seleccionaron 10 de ellos
para llevar a cabo la insercion del asa 3 (FRSGFSNSSVSI) y tres para la insercion
del asa 2 (SSTLYRRPFNI); los sitios para la insercion del asa 2 fueron
seleccionados con base a los resultados obtenidos con las variantes de la toxina
Cyt1Aa que tienen la insercidn del asa 3. Las asas 11 y 12 de la toxina Cyt1Aa no
fueron seleccionadas debido a que previamente se mostré que estas dos regiones
se encuentran involucradas en la unién y sinergismo de la toxina Cyt1Aa con las
toxinas Cry4Ba y Cry11Aa. Las asas que fueron seleccionadas en la toxina se
encuentran expuestas al solvente. La insercion del asa 3 de Cry1Ab en las asas 1,
2 y 3, no resultaron en proteinas estables, por lo que no fueron analizadas en el
proyecto. Los cristales producidos por el resto de las variantes de la toxina Cyt1Aa
fueron purificados y las protoxinas fueron solubilizadas y activadas. La union de
las variantes de la toxina Cyt1Aa con la insercion del asa 2 o asa 3 a los
receptores APN, ALP y CDR se llevé a cabo mediante ensayos de ELISA. Estos
resultados mostraron que las variantes de la toxina Cyt1Aa con la insercién del
asa 3y asa?2enlas asas 6, 7 y 9 de la toxina (CytA3-Asa6, CytA3-Asa7, CytA3-
Asa9, CytA2-Asab, CytA2-Asa7 y CytA2-Asa9) mostraron union significativa a los
tres receptores, mostrando un incremento de 2 a 7 veces al receptor ALP; de 2 a 8
veces al receptor APN y de 1,5 a 4 veces al receptor CDR comparado con la
toxina Cyt1Aa silvestre y el resto de las variantes (ANOVA, P<0.0001). La
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toxicidad de las variantes de la toxina Cyt1Aa y de la toxina Cyt1A silvestre fue
evaluada en larvas de dos especies de lepidopteros (Manduca sexta y Plutella
xylostella). Al llevar a cabo los bioensayos con el complejo espora-cristal de cada
una de las variantes en ambas especies, se observo que a los siete dias, estas
causan baja toxicidad, sin embargo, algunas variantes afectaron el desarrollo de
las larvas, las cuales presentaron cambios en la coloracién de la piel y reduccién
en el tamafo comparadas con las larvas que fueron expuestas al agua o a la
toxina Cyt1A silvestre. Después de 14 dias de haber sido expuestas a las
variantes de la toxinas Cyt1Aa la mortalidad con algunas variantes fue evidente
tanto en M. sexta como en P. xyllostela, resultados similares se observaron para
las variantes con la insercidén del asa 2. El analisis de ANOVA (P<0.0001) de los
datos de las toxinas con la insercion del asa 2 o asa 3, indica que las variantes en
las asas 6, 7 y 9 de la toxina Cyt1Aa muestran diferencias significativas en
comparacion con el resto de las variantes y los controles. De igual manera, se
analizo la toxicidad de estas variantes en larvas de Aedes aegypti, la toxicidad de
la toxina Cyt1Aa silvestre fue de 146.2 ng/ml (32 -253, ng/mL), mientras que las
variantes de la toxina Cyt1Aa con la insercion del asa 2 o asa 3 no mostraron
toxicidad ni a una concentracién alta de toxina (10 pg/ml). Sin embargo, se
observo que las variantes de la toxina Cyt1Aa aun son capaces de potenciar la
actividad toxica de Cry11Aa, mostrando un incremento del 95% de mortalidad
cuando ambas proteinas (variantes de la toxina Cyt1Aa + Cry11Aa) fueron
evaluadas de manera conjunta en la misma mezcla. Por otro lado, se evalud la
actividad hemolitica de cada una de las variantes en eritrocitos de conejo, los
resultados muestran que las variantes poseen una actividad hemolitica reducida,
en comparacion con la toxina Cyt1Aa silvestre en donde la concentracion efectiva
media (CEsg) fue de190 ng/mL (182.4—197.8 ng/mL).

En este trabajo, mostramos por primera vez, que el intercambio de regiones
involucradas en la especificidad en insectos entre toxinas que no se encuentran
relacionadas estructuralmente podria proporcionar una estrategia efectiva para
cambiar la especificidad de las toxinas y en un futuro proporcionar herramientas

que permitan contrarrestar la resistencia que han generado algunas especies de
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insectos a las toxinas Cry de Bt. Estos datos sugieren que la toxina Cyt1Aa quizas
es capaz de aceptar dominios mas grandes y resultar en toxinas activas. Por lo
que en un futuro se podrian construir toxinas que contengan dominios completos
con la finalidad de incrementar su actividad toxica y migrar su toxicidad a otros
grupos de insectos, asi como, generar variantes de Cyt1Aa capaces de sinergizar
a otras toxinas Cry como las toxinas Cry1Aa activas contra insectos lepiddpteros,
como una estrategia para contender con resistencia a toxinas Cry en este tipo de

insectos.

xiii

——
| —



1. INTRODUCCION.

El control de insectos plaga de importancia agricola y de aquellos que son
considerados vectores de enfermedades para el hombre, se ha dado
principalmente por la utilizacion de compuestos quimicos, sin embargo, la
aplicaciéon de este método convencional no siempre proporciona resultados
favorables. Por otro lado, el uso intensivo e indiscriminado de estos compuestos
ha ocasionado el desarrollo de resistencia en los insectos y ha propiciado la
contaminacion de ecosistemas a raiz de la acumulacion de estas sustancias cuya
degradacion es lenta. Asi mismo, ha ocasionado dafos a la salud del hombre y a
organismos benéficos, por tal motivo, se ha implementado la busqueda de
productos que sean menos dafinos, pero que presenten la misma eficacia en
cuanto al control de insectos plaga (Lacey, et al., 2001; Ibarra, et al., 2006). Una
alternativa a lo anterior, es la utilizacién de compuestos formulados en base a
microorganismos (hongos, bacterias, virus y/o protozoarios), los cuales presentan
muchas ventajas en comparacion con los insecticidas quimicos convencionales,
ya que son inocuos para los humanos y otros organismos benéficos, reducen la
cantidad de residuos quimicos en el ambiente, permiten la conservacion de otros
enemigos naturales y ayudan a preservar la biodiversidad en los ecosistemas
(Lacey, et al., 2001).

En un inicio, los hongos fueron los primeros microorganismos usados como
agentes de control microbiano, sin embargo, el auge de esta disciplina se dio
cuando se comenzo a utilizar la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) que produce
proteinas toxicas para los insectos (Lacey, et al., 2001; Federici y Bauer, 2005).
Hoy en dia Bt es uno de los microorganismos mas utilizados para el control de
plagas agricolas y de insectos vectores de enfermedades en humanos (Rosell, et
al., 2008; Sanahuja, et al., 2011). El interés por esta bacteria surgié cuando se
descubrié que presentaba actividad insecticida, ya que durante su fase de
esporulacion, ésta produce unas inclusiones cristalinas formadas por varios tipos

de protoxinas, denominadas d-endotoxinas, las cuales le confieren su toxicidad




(Bechtel y Bulla, 1976; Schnepf, et al., 1998; Sanahuija, et al., 2011). Sin embargo,

su efectividad en la ultima década se ha visto reducida, debido a que algunas

especies de lepidopteros ya han sido capaces de desarrollar resistencia hacia este

grupo de toxinas (Tabashnik y Carriere, 2017). En la Tabla 1 se muestran algunas

especies de lepidopteros que han desarrollado resistencia a la aplicacién de

algunas toxinas de Bt (Peterson, et al., 2017).

Tabla 1. Especies de lepidépteros que han generado resistencia a diferentes toxinas de Bt

(Peterson, et al., 2017).
Lepidoptero Toxina Pais Lepidoptero Toxina Pais
Bombyx mory Cry1Ab China Pectinophora Cry1Ac, Cry1Aa, EUA, India.
gossypiella Cry1Bb.
Diatraea Cry1Ac, Cry1Aa, EUA
saccharalis Cry1Ab EUA Plodia Cry1Ab, Cry1Ca,
interpunctella Cry1Da.
Cry1Ac,Cry1Aa, Brasil, China,
Ephestia Cry1Aa, Cry1A, Plutella Cry1Ab, Cry1Ca, Malasia,
kuehniella Cry1Ac, Cry2Aa Australia xylostella Cry1Da, Cry2Aa, Filipinas, EUA,
Cry2Ab, Cry2B, Japén.
Cry1Fa, Cry1Ja.
Helicoverpa Cry2Ab, Cry2A, Australia, Sesamia China
armigera Cry2Ae, Cry1A, China, inferens Cry1Ab, Cry1Ac,
Cry1Ab. India
Cry1Ab, Cry1Ca, EUA
Helicoverpa Cry2Ab, Cry2Ae. Australia Spodoptera Cry1H, Cry2A,
punctigera exigua Cry1Ac,Cry1Aa,
Cry1Ca, Cry1Da.
Spodoptera
Helicoverpa zea Cry1Ac, Cry1Ab. EUA frugiperda Cry1Fa, Cry1Ab, EUA
Cry1Ac.
Heliothis Cry1Ac, Cry1Aa, EUA Spodoptera
virescens Cry1Ab, Cry1B, Cry1C, littoralis Cry1C Israel
Cry2Aa, Cry1Fa.
Ostrinia Cry1Ac China Spodoptera
furnacalis litura Cry1C India
Cry1Ab, Cry1Aa, EUA,
Ostrinia nubilalis | Cry1Ac, Cry1Ba,Cry1F. Italia. Trichoplusia ni CrylAc Canada

Con base en lo anterior,

se han implementado distintas estrategias que

potencien la actividad de las toxinas de Bt; dentro de ellas encontramos el uso de

proteinas adicionales como quitinasas, toxinas Cyt, fragmentos del receptor
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caderina (receptor importante para la union de las toxinas Cry) o inhibidores de
proteasas (Pardo-Lopez, et al.,, 2009). Sin embargo, una de las estrategias mas
efectivas ha sido la modificacién de genes que codifican para toxinas insecticidas
por medio de técnicas de ingenieria genética; estas técnicas han proporcionado a
la humanidad un poder sin precedentes para dirigir la evolucion de nuevos genes
con nuevas caracteristicas. En este sentido, la mutagénesis sitio-dirigida, la
introduccion de sitios de corte en distintas regiones de la proteina, la delecion o
insercion de fragmentos pequefios de aminoacidos en los distintos genes de las
toxinas Cry de Bt, han permitido revertir la resistencia o mejorar la toxicidad contra

insectos plaga de importancia agricola (Dar, et al., 2017).

1.1. Caracteristicas de Bacillus thuringiensis (Bt).

Bt es una bacteria Gram-positiva, aerobia estricta, inocua para vertebrados e
insectos benéficos, ha sido aislada de suelo, hojas, agua, telarafas e insectos
muertos (Schnepf, et al., 1998; Hong, et al, 2005). Es la mas ampliamente
estudiada y utilizada dentro del grupo de las bacterias entomopatdégenas. La
toxicidad de esta bacteria hacia insectos se debe principalmente a dos grupos de
proteinas denominadas &-endotoxinas (Cry y Cyt). Estas proteinas se sintetizan
durante la fase de esporulacion de su ciclo de vida, formando cuerpos cristalinos
paraesporales en el compartimiento de la célula (Schnepf, et al., 1998). La
naturaleza proteica y su alta especificidad hacia algunos insectos las coloca como
una alternativa insecticida ecologica debido a que son totalmente biodegradables y

no danan a otros organismos.

Aun cuando las toxinas Cyt y Cry son muy efectivas, solo algunas cepas Bt
han sido usadas para el desarrollo de productos insecticidas, representando
alrededor del 2% del total de los productos insecticidas que se encuentran en el
mercado. Algunos genes cry han sido introducidos en el genoma de cultivos

vegetales generando organismos genéticamente modificados (OGM) que resultan




muy efectivos contra ciertas plagas de importancia agricola y disminuyen la
aplicaciéon de los productos insecticidas quimicos que actualmente se utilizan en

campo (James, 2017).

Una de las cepas mas utilizadas a nivel mundial en el control de insectos es la
variedad Bt. subsp. israelensis (Figura 1) la cual produce cuatro toxinas Cry
(Cry11Aa, Cry10Aa, Cry4Ba y Cry4Aa) y dos toxinas Cyt (Cyt1Aa y Cyt2Ba) las
cuales son téxicas para mosquitos, que son vectores de enfermedades humanas
como la malaria, la fiebre amarilla, el dengue, chikungunya, zica y virus del Nilo
(Hofte y Whiteley, 1989; Berry, et al., 2002; Murray et al., 2013).

Figura 1. (A) Esporas y cristales de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis. SP: Espora, E:
Exoespora, PB: Cuerpos cristalinos paraesporales que contiene las toxinas: Cry11Aa, Cry10Aa,
Cry4Ba, Cry4Aa, Cyt1Aa y Cyt2Ba. (B) Cuerpo paraesporal mostrando de manera individual cada
una de las toxinas. Escala 1 m. Tomada de Federici et al., 2003.

Las toxinas Cry y Cyt tienen estructuras y mecanismos de accién diferentes y
una de las caracteristicas mas importantes de las toxinas Cyt es su capacidad de
potenciar la actividad insecticida de las toxinas Cry4 y Cry11 (Pérez, et al., 2005).
Esta combinacion de toxinas resulta muy interesante ya que a pesar de su uso por
varias décadas en el campo aun no se ha desarrollado resistencia en las
poblaciones de mosquitos, lo que reafirma su lugar como alternativa efectiva al
uso de insecticidas quimicos. Entender el mecanismo de sinergismo entre estas
toxinas es una pregunta fundamental que podria permitir establecer estrategias de

control mas efectivas. Esta informacion podria ayudar a establecer estrategias




para potenciar otras toxinas Cyt y/o Cry activas contra otros 6rdenes de insectos,

asi como para el control de insectos resistentes a toxinas Cry.

1.1.2. Toxinas Cry.

Dentro de este grupo de proteinas, encontramos aquellas que son toxicas a
insectos del orden Lepidoptera, Diptera, Coleoptera e Hymenoptera, y algunos
nematodos (Crickmore, et al., 1998). La clasificacion de las toxinas Cry, esta dada
con base en la secuencia primaria de aminoacidos, en donde las proteinas con
menos del 45% de identidad son denotadas con un numero arabigo (Ej, Cry1,
Cry2, etc.). Si comparten menos del 78% pero mas del 45% de identidad se le da
la asignacion con una letra mayuscula (Ej. Cry1A, Cry1B etc.), si comparten mas
del 78% pero menos del 95% de identidad se les asigna una letra minuscula (E;j.
Cry1Aa, Cry1Ab, etc) y si comparten mas del 95% de identidad se les vuelve a

asignar nuevamente un numero arabigo (Crickmore, et al., 2012).

A la fecha se han obtenido, la estructura tridimensional de 10 diferentes
toxinas Cry mediante cristalografia de rayos X (Li, et al., 1991; Grochulski, et al.,
1995; Morse, et al., 2001; Derbyshire, et al., 2001; Galitsky, et al., 2001; Li, et al.,
2001; Boonserm, et al., 2005; Boonserm, et al., 2006; Gou, et al., 2009; Hui, et al.,
2012) mostrando que son proteinas globulares, con estructuras compuestas por
tres dominios (Figura 2), que a pesar de poseer una baja identidad en la secuencia
de aminoacidos presentan una alta similitud en la estructura, lo cual sugiere que

éstas pudieran presentar un mecanismo de accion similar.

El Dominio | es un conjunto de siete a-hélices, la hélice a-5 es hidrofdbica y se
encuentra rodeada por las otras seis a-hélices que son de caracter hidrofilico. Este
dominio es el responsable de la insercidn de la toxina en la membrana, de la
oligomerizacion y de la formacion del poro. El Dominio Il esta constituido por tres

laminas B-plegadas antiparalelas, con asas expuestas en la parte apical, las




cuales se encuentran involucradas en la interaccion con diferentes receptores,
participando en la determinacién de la especificidad de la toxina. EI domino |lI
consta de dos laminas B-antiparalelas, las cuales forman una estructura en forma
de un B-emparedado. Este dominio también estd involucrado en la unién a
receptores y en conferir especificidad a la toxina (Li, et al., 1991; Chen, et al,,
1993; Grochulsk,i et al., 1995; Wolfersberg, et al., 1996; Schnepf, et al., 1998;
Galitsky, et al., 2001; Morse, et al., 2001; De Maagd, et al., 2003; Boonserm, et al.,
2005, 2006; Pigott y Ellar, 2007).
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o~ Cry2Aa (PDB ID:115P) . ) 1. .
CrylAa (PDBID:1CIY) Lepidépteros/diptero Lry3/:f:)](:(l’) tclro.:m'(')
Lepidopteros s . p L

Cry3Bb1 (PDB ID:1]16) Cry4Aa (PDB ID: 2C9K) Cry4Ba (PDB ID:1W99) Cry8Eal (PDB ID: 3EB7)
Coledpteros Dipteros Dipteros Coledpteros

Figura 2. Estructura terciaria de las toxinas Cry1aA, Cry2Aa, Cry3Aa, Cry4Ba, Cry3Bb1, Cry4Aa,
Cry4Ba y Cry8Ea1. Los dominios I, Il y lll se encuentran mostrados en color azul, verde y morado
respectivamente.




1.1.2.1. Mecanismo de accién de las toxinas Cry.

El mecanismo de accion de las toxinas Cry, es complejo e involucra varios
pasos y ha sido caracterizado principalmente para las toxinas Cry1A en insectos
lepidopteros. La accion primaria de estas toxinas es la lisis de las células
epiteliales del intestino medio, ya que forman poros liticos en las microvellosidades
apicales de estas células. Una vez que la larva ingiere los cristales, las protoxinas
que conforman el cristal (Masa molecular= 130 kDa) son solubilizadas por el pH
alcalino y el ambiente reductor del intestino (Gringorten, et al, 1992) estas
condiciones favorecen el rompimiento de los puentes disulfuro presentes en el
extremo C-terminal (Knowles y Dow, 1993). Posteriormente, se lleva a cabo la
activacion proteolitica de estas protoxinas por medio de proteasas alcalinas (serin
proteasas, tripsina, quimiotripsina) presentes en el intestino de la larva, dando
como resultado la produccién del mondmero de la toxina activada (Masa
molecular= 60 kDa), resistente a las proteasas (H6fman, et al., 1988; De Maagd, et
al., 2001; Bravo, et al., 2004).

Posterior a la activacion, el mondmero se une a receptores especificos
localizados en las membranas de las microvellosidades apicales de las células
epiteliales (Figura 3; Ho6fmann, et al., 1988). En una primera instancia se une a los
receptores anclados a la membrana a través del lipido glicosil-fosfatidil-inositol
(GPI) como son aminopeptidasa-N (APN) (Knight, et al., 1994; Sangadala, et al.,
1994) y fosfatasa alcalina (ALP) (Jurat-Fuentes y Adang, 2004; Fernandez, et al.,
2006; Arenas, et al., 2010) por medio del asa 3 (Dominio IlI) y de la regién 16
(Dominio 1ll) con afinidades de Kd= 101.6 y Kd= 267.3 nM respectivamente
(Pacheco, et al., 2009; Arenas, et al., 2010). Posteriormente, la toxina se une al
receptor cadherina (CDR) a través de las asas 2, 3 y a-8 (Dominio Il) con una
afinidad de Kd= 1 nM (Gémez, et al., 2002 (a, b); 2003; 2006.). Esta union provoca
un corte proteolitico en la hélice a-1, promoviendo un cambio conformacional en la
toxina que favorece la formacion de un oligdbmero de 3 o0 4 subunidades (Gémez,

et al,, 2002). Se propone que este paso ocasiona que el complejo estructural




aumente su afinidad a los receptores APN (Kd= 0.6 nM) y ALP (Kd= 0.5 nM) por

medio del asa 2 del dominio Il (Arenas, et al., 2010).

Una vez que el oligbmero se ha unido a los receptores anclados a GPI, éste
se inserta en la membrana y forma un poro (diametro de uno a dos nanémetros),
por el cual pueden pasar libremente iones K*, Na*, CI, Ca*?, este hecho origina
un desbalance osmotico y en consecuencia provoca la lisis celular, o que conlleva
finalmente a la muerte del insecto (Figura 4) (Schnepf, et al., 1998; De Maagd, et
al., 2001; Bravo, et al., 2004). Mutaciones en las asas que estan involucradas en
la unién a los receptores, resultan en proteinas que incrementan o disminuyen su
toxicidad contra insectos especificos, lo cual correlaciona con un incremento o
disminucién en la unidn a los receptores presentes en las microvellosidades
apicales de las células epiteliales (BBM por sus siglas en ingles “Brush Border

Membrane”) de estos insectos (Rajamohan, et al., 1996).
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Figura 3. Sitios de interaccién de la toxina Cry1Ab a los receptores ALP, APN y Cadherina
(CDR): (A) Interaccién del mondmero de la toxina Cry1Ab a los receptores ALP (B-16) y APN (loop
3); (B) Interaccion del oligomero de la toxina Cry1Ab a los receptores ALP y APN, la interaccion se
da a través del loop 2; (C) Interaccidon del mondmero al receptor caderina, la interaccién al repetido
12 de caderina (CR12) se da a través del loop 3, al repetido 7 (CR7) por el loop 2 y al repetido 11
(CR11) por el loop a-8.
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Figura 4. Modo de accion de las toxinas Cry: (1) Ingestion de las esporas y cristales; (2)
Solubilizacién de los cristales liberando las protoxinas; (3) Activacion proteolitica de la toxina, que
da origen al mondémero; (4) Unién a los receptores APN y ALP con afinidades de 101.6 nM y 267.3
nM respectivamente; (5) Unién a CDR con una afinidad de 1 nM, en este punto ocurre un corte
proteolitico de la hélice a-1, lo que permite la exposicion de regiones hidrofébicas que permiten la
formacion del oligébmero; (6) Oligomerizacion, en este paso el oligbmero sufre un cambio
conformacional; (7) El oligdbmero se une con alta afinidad a APN (0.5 nM) 6 a ALP (0.6 nM); (8)
Insercion y formacion del poro, lo que ocasiona un desbalance osmdético; (9) Invasion de la
hemolinfa, las esporas comienzan su germinacion.
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1.1.3. Toxinas Cyt

Las toxinas Cyt son toxicas hacia insectos dipteros, no presentan ningun efecto
en insectos lepidopteros ni coledpteros, con excepcion del coleéptero Crysomela
scripta en donde se ha reportado una baja toxicidad de la toxina Cyt1Aa (Federici
y Bauer, 1998). Las toxinas Cyt reciben su nombre debido a que poseen actividad
citolitica in vitro hacia diferentes lineas celulares provenientes de distintos tejidos
de insectos, asi como a eritrocitos (Thomas y Ellar, 1983a; Knowles, et al., 1992).
Estas toxinas (masa molecular 27 kDa) también son solubilizadas en el intestino
de la larva y son sujetas a activacion proteolitica de los extremos N- y C-terminal
en el intestino de la larva, dando como resultado un fragmento de ~22 a 25 kDa
resistente a proteasas (Al-yahyaee y Ellar, 1995). Hasta la fecha no se ha
identificado un receptor proteinico para las toxinas Cyt en las membranas de las
células del intestino larvario de los mosquitos. Se propone que estas proteinas
interaccionan directamente con fosfolipidos insaturados como: fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina y esfingomielina (Thomas y Ellar, 1983b). Es importante
resaltar que estas toxinas son inocuas para otros insectos como lepiddpteros,

ademas presentan una actividad baja hacia mosquitos.

A la fecha se han obtenido, mediante cristalografia de rayos X, la estructura
tridimensional de tres toxinas Cyt (Cyt2Ba, Cyt2Ab y Cyt1Aa) las cuales muestran
una topologia muy similar (Figura 5). La caracteristica principal de estas
estructuras es que se encuentran constituidas por un solo dominio estructural del
tipo a-p, formado por un ramillete de siete hebras B (que se numeran del 1-7),
rodeadas por dos capas de a-hélices anfipaticas (hombradas hélices A-B y C-D)
con los residuos hidrofobicos distribuidos hacia las hebras B y los residuos polares
en la superficie de la molécula. La toxina Cyt1Aa presenta similitud estructural con
otras toxinas como la volvatoxina, la toxina Evf y las toxinas Cyt de Dickeya
dadantii las cuales afectan la membrana de diferentes blancos (Pandelakis, et al.,
1996; Cohen, et al., 2008; Cohen, et al., 2011).

10

——
| —



Cyt1Aa (PDB ID 3RON) Cyt2Aa (PDB ID 1CBY) Cyt2Ba (PDB ID 2RClI)

Figura 5. Estructura terciaria de las toxinas Cyt1Aa, Cyt2Aa y Cyt2Ba. Las toxinas estan
constituidas por un dominio estructural del tipo a-B, las siete hebras B se muestran en color verde y
las dos capas de a-hélices en azul.

1.1.3.1. Mecanismo de accion de las toxinas Cyt.

Existen dos modelos para explicar la toxicidad de Cyt1A hacia las larvas de
mosquitos. En el modelo de formacion de poro se propone que las toxinas Cyt
forman poros o canales en la membrana plasmatica, ocasionando un desequilibrio
osmotico y posteriormente la lisis celular. De acuerdo con esta hipédtesis, las
toxinas Cyt se unen irreversiblemente a la membrana celular en un arreglo
oligomérico de varias subunidades, para formar un poro en células epiteliales en el
intestino del mosquito (Pandelakis, et al., 1996). Este modelo propone que las
laminas B 5-7 son las que se insertan en las membranas formando un barril tipo 3
y las hélices a permanecen en la superficie (Knowles. et al., 1989). El otro modelo
propone que las toxinas Cyt se agregan de forma desestructurada sobre la
superficie de la membrana, permitiendo un efecto tipo detergente, causando que la
membrana se rompa en complejos de lipidos-proteinas tipo micela de diversos
tamanos, provocando la lisis celular y la muerte del insecto blanco (Manceva, et
al.,, 2005). En realidad los dos modelos no son excluyentes y dependen de la

concentracion de la toxina (Figura 6).
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j

B) Formacion de Poro

Figura 6. Modo de accion de las toxinas Cyt. (A) Modelo accion tipo detergente, (B) Modelo
formacion de poro. (1) Ingestion de las esporas vy cristales; (2) Solubilizacién de los cristales
liberando las protoxinas; (3) Activacion proteolitica de la toxina, que da origen al monémero; (4)
Unidn a los lipidos de membrana fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE) y esfingomielina
(SM); (5) Rompimiento en complejos tipo micelas lipido/proteina; (5.1) Agregacién de mondémeros;
(6) Oligomerizacion, en este paso el oligdmero sufre un cambio conformacional; (7) Insercion y
formacién del poro, lo que ocasiona un desbalance osmético.

Como se mencion6 anteriormente una de las caracteristicas mas
importantes de las toxinas Cyt es su capacidad de potenciar la actividad de las
toxinas Cry4Ba y Cry11Aa activas contra mosquitos. De manera individual cada
una de estas toxinas presentan baja actividad insecticida, sin embargo, su
toxicidad se potencia al emplearse de manera conjunta. Los sitios de interaccion
entre estas toxinas han sido identificados. Estas dos toxinas interaccionan con alta
afinidad (Kd= 0.4 nM). Los sitios de interaccion involucran a las hebras 3-6, B-7 y
la a-hélice 5 de Cyt1Aa vy las asas a-8, 2 y la hebra 3-4 del dominio Il de Cry11Aa.

Interesantemente el asa o-8 de Cry11Aa también estd involucrada en la
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interaccidn con su receptor fosfatasa alcalina. La mutagénesis sitio dirigida de
estas regiones afectaron la interaccion entre estas proteinas y también el
sinergismo (Pérez, et al., 2005). Esto sugiere que la interaccién entre Cyt1Aa y
Cry11Aa o Cry4Ba es fundamental para inducir el sinergismo entre estas toxinas,
por lo que se propuso que Cyt1Aa funciona como un receptor para estas toxinas
Cry. Posteriormente se demostro que esta interaccion induce la oligomerizacion de
Cry11Aa (Pérez, et al., 2007; Canton, et al., 2010), semejante al receptor CDR que
induce la oligomerizacion de las toxinas Cry1A en lepidopteros (Pardo-Lépez, et
al., 2013).

2. ANTECEDENTES.

Las &-endotoxinas de Bt han sido modificadas genéticamente en varias
ocasiones con la finalidad de alterar o inducir el reconocimiento a los distintos
receptores, ampliar el rango de hospederos, potenciar la interaccién de estas
toxinas con las membranas e inducir la habilidad para formar poros (Honée, et al.,
1990, 1991; Bosch, et al., 1994; Rajamohan, et al., 1996; Chandra, et al., 1999;
Singh, et al., 2004). Se ha demostrado que el intercambio de los dominios Il y I
entre las proteinas Cry puede dar como resultado toxinas mejoradas en términos
de toxicidad o insecto blanco (de Maagd, et al., 2001). De manera similar, la
combinacion adecuada de los dominios Il y Il puede optimizar los pasos de unidn
a receptores y aumentar la toxicidad, quizas esto se debe al hecho de que el
dominio Il y el dominio Ill confieren diferentes interacciones que le permiten unirse
a los receptores CDR, APN y ALP en las microvellosidades de las células
epiteliales del intestino medio (de Maagd, et al., 2000; Naimov, et al., 2001;
Karlova, et al., 2005; Gémez, et al., 2007). Por otro lado, la modificacion de los
residuos que conforman las distintas asas de los dominios Il y Ill de las toxinas
Cry, también han generado toxinas que han incrementado su toxicidad o han
migrado su actividad a otros insectos no blanco (Liu y Dean, 2006; Shao, et al.,

2016). Cabe mencionar que lo anterior se ha llevado a cabo principalmente en el
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grupo de las toxinas de tres dominios (Cry) y no asi con tanto énfasis para las
toxinas Cyt.

2.1. Ingenieria de las toxinas Cry.

Mutagénesis sitio dirigida en las asas de las toxinas Cry, es una de las
estrategias que se ha utilizado para mejorar la accidén toxica de estas toxinas en
distintos grupos de insectos, por ejemplo, Rajamohan y colaboradores (1996),
llevaron a cabo sustituciones y deleciones de los aminoacidos que conforman el
asa 2 del dominio Il de Cry1Ab, con la finalidad de determinar el papel de esta asa
en la unién a los receptores de Lymantria dispar (Lepidoptero). Observaron que la
sustitucion del residuo N372 por Ala o Gly (N372A, N372G) resultd en la
generacion de una toxina que incrementd entre ocho y 36 veces la toxicidad en
larvas neonatas de L. dispar. Ademas, se potencié aproximadamente cuatro veces

la unién de esta toxina a las BBM del intestino de este lepiddptero.

En otro trabajo se modificaron los residuos de las asas del dominio Il de la
toxina Cry3Aa, generando dos grupos de mutantes A1 (R345A, Y350F, Y351F) y
A2 (R345A, AY350, AY351), las cuales incrementaron diez veces la toxicidad en
los coledpteros Tenebrio mollitor, Leptinotarsa decemlineata y Chrysomela scripta.
Ademas, observaron que estas mutantes incrementaron 2.5 veces la unién a las
BBM en comparacién con la toxina Cry3Aa nativa (Wu, et al., 2000). Por otro lado,
Shao y colaboradores (2016) reemplazaron las asas del dominio Il de Cry1Ab por
pequefios péptidos que unen a las BBM de las ninfas de Nilaparvata lugens
(Hemiptero), con el objetivo de inducir la toxicidad de Cry1Ab en este grupo de
insectos. Observaron que las toxinas Cry1Ab hibridas incrementaron la toxicidad

aproximadamente nueve veces en las ninfas de este insecto.

Ademas, el intercambio de dominios entre toxinas Cry ha resultado ser una
herramienta efectiva para incrementar la toxicidad y cambiar la especificidad en

diferentes insectos, por ejemplo, Naimov y colaboradores (2001), combinaron el
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dominio | y Il de Cry1la con el dominio Ill de Cry1Ba, dando como resultado una
toxina hibrida Cry1la-1Ba que incrementé 7.5 veces la toxicidad en L.
decemlineata (Coledptero) comparada con la Cry1Ba nativa. Por otro lado, de
Maagd y colaboradores (2000), realizaron la combinacion del dominio | y Il de
Cry1Ba con el dominio Ill de Cry1Ca, generando una toxina que mostréo un
incremento de 40 veces la toxicidad hacia Spodoptera exigua y Manduca sexta,
comparado con la Cry1Ba nativa. Resultados similares se obtuvieron cuando se
realizd la combinacion del dominio Il de Cry1C con el dominio Il de Cry1A y/o
Cry4 (Sakai, et al., 2007; Karlova, et al., 2005); o el intercambio del dominio | y Il
de Cry1Ab con el dominio Ill de Cry1C (de Maagd, et al., 1996).

Sun y colaboradores (2014), realizaron la combinacion de los distintos
dominios de las toxinas Cry11Aa y Cry11Ba, generando 6 quimeras, de las cuales
s6lo una presentd un incremento de la toxicidad en larvas de Culex
quinquefasciatus y Aedes aegypti. Por otro lado, Shan y colaboradores (2017)
combinaron los dominios Il y Il de Cry9Aa con el domino | de Cry1Ac, la toxina
hibrida generada de esta combinacion presentd un incremento de cuatro veces la

toxicidad en larvas de Helicoverpa armigera.

En los ultimos afios también se han implementado otras estrategias para
mejorar la toxicidad de las toxinas Cry, como son la fusion de toxinas o la insercién
de otras proteinas no relacionadas con Bt. Por ejemplo, Sellami y colaboradores
(2018) llevaron a cabo la fusion de la toxina Vip3A con la toxina Cry1Ac; la toxina
hibrida de aproximadamente 150 kDa generada por este grupo, fue capaz de
potenciar en un 20% la toxicidad contra Ephestia kuehniella en comparacién con
las toxinas Vip3A y Cry1Ac evaluadas de manera individual. De manera similar, la
fusion de la toxina Cry1Ac a una quitinasa, dio como resultado una toxina hibrida
con un incremento de 11.30 veces en la toxicidad contra Helicoverpa armigera
(Ding et al., 2008). La insercién de la captesina G en el sitio de corte de la tripsina

dentro la toxina Cry3Aa, mejoré la activacion proteolitica de esta toxina e
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incrementd la union a los receptores intestinales de Diabrotica virgifera (Walter, et
al., 2008).

Otra estrategia que se ha implementado para mejorar la actividad de las
toxinas Cry, es la delecién de fragmentos de la regiéon N-terminal. En este sentido,
Soberon y colaboradores (2007) llevaron a cabo la delecion de aminoacidos en la
region N-terminal de las toxinas Cry1A incluyendo la region correspondiente a la
hélice a-1 (llamadas toxinas Cry1AMod). Estas toxinas Cry1AMod son capaces de
oligomerizar en ausencia del receptor CDR y son capaces de matar a insectos que
han generado resistencia a las toxinas Cry1A debido a mutaciones en este
receptor. Por otro lado, la eliminacion de 42 residuos de aminoacidos en la regién
amino-terminal de la toxina Cry2Aa generd que esta aumentara tres veces su
toxicidad contra larvas de S. littoralis y Agrotis ipsilon (Mandal, et al., 2007; Morse,
et al., 2001).

Se ha observado que algunas toxinas hibridas resultan en una disminucién en
la toxicidad (Karlova, et al., 2005; Rang, et al., 2001). Ademas, las toxinas Cry que
son especificas contra lepidopteros (Cry1, Cry2 y Cry9) presentan diferentes
niveles de actividad insecticida hacia insectos plaga especificos. Por ejemplo, la
toxina Cry1Ac exhibe una elevada toxicidad para H. armigera (Li y Bouwer 2012,
Chandrashekar, et al., 2005, Liao, et al., 2002), mientras que la toxina Cry9Aa
muestra una toxicidad mas baja para esta especie (Li y Bouwer 2012, Liao y otros
2002; Chakrabarti et al. al. 1998). Dado lo anterior, es importante que se tenga
pleno conocimiento de cuales son las regiones importantes para la especificidad
dentro de cada toxina, para poder generar nuevas variantes de toxinas que

permitan controlar con alta efectividad a las diferentes especies de insectos.
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2.2. Ingenieria de las toxinas Cyt.

Existen muy pocos trabajos en los que se ha realizado ingenieria de las toxinas
Cyt con la finalidad de potenciar o ampliar su rango de accion; sin embargo, las
caracteristicas de este grupo de toxinas las hace un blanco atractivo para generar
nuevas proteinas que potencien su accion toxica en insectos transmisores de
enfermedades (moscos) y/o que puedan ser aplicadas en cultivos en donde ciertos

grupos de insectos ya han generado resistencia a las toxinas Cry de Bt.

Por ejemplo, Bideshi y colaboradores (2017), llevaron a cabo la fusion de la
toxina Cyt1Aa de Bt subsp. israelensis con la toxina BinA de Lysinibacillus
sphaericus, (Cyt1Aa-BinA 69.6 kDa) con la finalidad de potenciar la unién de esta
toxina en las BBM de cuatro especies de mosquitos (Anopheles gambiae,
Anopheles stephensi, Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus). Observaron que la
toxina Cyt1Aa-BinA hibrida resultdé ser toxica para las cuatro especies de
mosquitos (Tabla 2), incrementando su toxicidad entre 55 y 116 veces comparado

con la toxicidad evaluada de manera individual.

Tabla 2. Toxicidad de la toxina Cyt1Aa-BinA hibrida en larvas de 4to instar de Anopheles gambiae,
Anopheles stephensi, Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus.

CLs, ng/mi CLg, ng/mi CLs, ng/mi
Especie de Mosco (Cyt1Aa-BinA) (BinA) (Cyt1Aa)
23.0 201.2 46,557.3
Anopheles gambiae (17.6-30.0) (154.6-260.4) (13,980.9-137,613.6)
289 707.5 7,779.5
Anopheles stephensi (22.0-37.2) (620.3-808.5) (6,758.9-9,028.8)
61.9 4,218.7
Aedes aegypti (46.7-80.1) >1,000,000 (2,997.1-5,709.8)
9.2 181.4 47,370.1
Culex quinquefasciatus (7.2-12.1) (118.1-296.3) (35,629.5-59,705.4)
Culex quinquefasciatus BS-Rb 10.2 27,0224
(Resistente) (2.6-41.4) >1,000,000 (20,523.2-35,262.4)
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En otro trabajo, Chougule y colaboradores (2013) identificaron un péptido
denominado GBP3.1, el cual une a una aminopeptidasa-N presente en las BBM de
Acyrthosiphon pisum (hemiptero de gran importancia agricola y que no es
susceptible a las toxinas Cyt de Bt). Con base en lo anterior, decidieron introducir
la secuencia de este péptido (TCSKKYPRSPCM) en la toxina Cyt2Aa de Bt con la
finalidad de potenciar la unién de esta toxina en las BBM y de esta manera
incrementar la toxicidad de Cyt2Aa en A. pisum y Myzus persicae. Los autores
identificaron seis sitios potenciales en la estructura de la toxina Cyt2Aa para la
insercion del péptido GBP3.1 (Figura 7) y plantearon hacer la construccién de dos
grupos de toxinas Cyt2Aa hibridas que contuvieran a este péptido. Uno de los
grupos consistid en la construccion de toxinas hibridas las cuales tuvieran la
insercion del péptido GBP3.1 en los sitios seleccionados (CGALnN). El segundo
grupo consistié en hacer substituciones de aminoacidos en las seis asas y
remplazarlos por GBP3.1 (CGSLn; Figura 7). Cabe mencionar que el asa 6 no fue
seleccionada para estas construcciones debido a que es una region conservada
entre toxinas Cyt, lo que sugiere que tiene una funcién importante ademas de ser
el sitio de unién con la toxina Cry11Aa que determina el sinergismo entre Cyt y

Cry.

Cyt2Aa

MYTKNFSNSRMEVKGNNGCSAPIIRKPFKHIVLTVPSSDLDNFNTVFYVQPQYIN
Asal

QALHLANAFQGAIDPLNLNFNFEKALQIANGIPNSAIVKTLNQSVIQQTVEISVM
Asa 2

VEQLKKIIQEVLGLVINSTSFWNSVEATIKGTFTNLDTQIDEAWIFWHSLSAHNTSY

Asa 3 Asa 4
YYNlLFSlQNERT%&VMAVLPLAFEVSVDVEKQKVLFFTlKDSARYEVKMKALTLV
5a Asa 6

QALHSSDAPIVDIFNVNNYNLYHSNHKIIQNLNLSN
Asa 7

Figura 7. Sitios de insercion del péptido GBP3.1 en la secuencia de Cyt2Aa. Los aminoacidos
resaltados en gris fueron sustituidos con GBP3.1 y las flechas indican los sitios de insercién de
GBP3.1.
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Cuando analizaron la activacion de las doce toxinas Cyt2Aa hibridas con
tripsina, observaron que solo nueve (CGAL1, CGAL3, CGAL4, CGAL6; CGSL1,
CGSL2, CGSL4, CGSL5, CGSL6) de las doce fueron estables a la activacion
proteolitica. La unidon de la toxinas hibridas al intestino la analizaron a través de
ensayos tipo “pull-down” y el aumento en la actividad de union lo cuantificaron a
través de experimentos de “Surface plasmon resonance” (SPR). Los resultados
que obtuvieron indican que solo cinco (CGAL1, CGAL3, CGAL4, CGSL1y CGSL4)
de las nueve construcciones mostraron un aumento en la unién a las BBM
apicales del intestino en A. pisum y M. persicae comparado con la toxina nativa,
ademas cuando se realizaron los bioensayos de toxicidad observaron que las
cinco toxinas hibridas que mostraron union a BBM del afido mostraron toxicidad
significativa hacia A. pisum y M. persicae y siguen siendo toxicas contra el

mosquito A. aegypti (Tabla 3).

Tabla 3. Mortalidad en M. persicae, A. pisum y A. aegypti ocasionada por las cinco toxinas
hibridas.

LCsp + SE, pg/mL (CL 95%)

Mosquito larvicidal activity Aphicidal activity
Toxin Ae. aegypti Relative LGsg A. pisum M. persicae
Cyt2Aa  0.37+0.07 (0.21-0.90) 1 >>150 + 0.00 (NA) >>150 + 0.00 (NA)
CGAL1 0.22+0.04 (0.06-043) 0.58 1971+ 574 (2.51-21.00) 5804 +208  (35.01-65.73)
CGAL3 0.62+0.04 (024-130) 1.68 955°+2.54 (0.65-12.23) 4268 + 049  (17.18-83.04)
CGAL4 0.18+0.05 (0.01-0.82) 049 11.92° + 1.99  (0.83-2243) 9275 +254  (34.67-152.96)
CGSL1 0.36 + 0.06  (0.19-0.79) 0.97 2874° +2.92  (6.40-93.40) ND
CGSL4  0.40+0.05 (0.12-0.91) 1.09 1513 +0.23  (4.3-25.60) ND

Diferencias estadisticas estan denotadas por letras diferentes. ND no determinada. Tabla tomada
de Chougule et al., 2013.

Los resultados obtenidos en los trabajos mencionados anteriormente, nos
permiten predecir que es posible realizar ingenieria de las toxinas Cyt para migrar
su toxicidad hacia otro grupo de insectos.
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3. JUSTIFICACION.

La toxina Cyt1Aa ademas de potenciar la actividad de las toxinas Cry11Aa y
Cry4Ba, es capaz de revertir la resistencia que algunos mosquitos han generado
hacia estas toxinas Cry. En estudios de laboratorio se han seleccionado
poblaciones de C. quinquefasciatus resistentes a Cry4Aa, Cry4Ba y Cry11Aa, asi
como a la mezcla de estas toxinas. Sin embargo, esta resistencia se revierte
cuando las poblaciones de mosquitos son tratadas con esas toxinas Cry en
presencia de Cyt1Aa (Wirth, et al., 1997). Por otra parte, también se ha reportado
que no ha sido posible aislar mosquitos resistentes a la toxina Cyt1Aa en campo ni
en condiciones de laboratorio. Es importante mencionar que la toxina Cyt1Aa no
es toxica para insectos lepiddpteros ni tampoco es capaz de potenciar la actividad
de otras toxinas Cry activas contra otros érdenes de insectos como las toxinas
Cry1A (activas hacia lepiddpteros). Por lo que, la construccion de toxinas Cyt1Aa
hibridas que lleven las regiones de interaccion de Cry1Ab a sus receptores
presentes en células de insectos lepidopteros, como por ejemplo el asa 3
(FRSGFSNSSVSI) o el asa 2 (SSTLYRRPFNI) de Cry1Ab (que participan en la
unién CDR, APN y ALP) permitird obtener proteinas Cyt1Aa que sean capaces de
anclarse a estos receptores e inducir toxicidad hacia lepiddpteros. De igual forma
se podria especular que estas toxinas hibridas podrian inducir toxicidad de
Cry11Aa en insectos lepidopteros. De esta manera se podria contar con toxinas
hibridas que puedan tener un rango de accion mas amplio, es decir, que puedan
ser toxicas a otros ordenes de insectos como los lepidopteros y quizas potenciar la
actividad de otras toxinas Cry. El asa 3 es importante para la unién de Cry1Ab con
CDR, ALP y APN como monomero y el asa 2 es importante en la interacciéon con
CDR como monémero y con ALP y APN como oligdmero (Gémez et al., 2003 y
2006; Arenas et al., 2010; Pacheco et al., 2010).
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4. HIPOTESIS

Toxinas Cyt1Aa que contengan la insercién del asa 2 o 3 de la toxina Cry1Ab
seran capaces de unirse a los receptores de Cry1Ab y ser téxicas a lepidépteros

como M. sexta.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General.

e Construir variantes de la toxina Cyt1Aa que unan a los receptores de
Cry1Ab en lepidopteros para migrar su toxicidad hacia este grupo de

insectos.

5.2. Metas particulares.

e Construir variantes de la toxina Cyt1Aa que contengan la insercién del asa
2 o0 3 de la toxina Cry1Ab en diferentes localizaciones.

e Evaluar la unién de las variantes de la toxina Cyt1Aa que contengan la
insercidon del asa 2 o 3 de la toxina Cry1Ab a los receptores APN, ALP y
CDR de M. sexta.

e Analizar la actividad toxica de las variantes de la toxina Cyt1Aa que
contengan la insercion del asa 2 o 3 de la toxina Cry1Ab en larvas de M.
sexta, P. xylostella'y A. aegypti.

e Analizar la capacidad de las variantes de la toxina Cyt1Aa que contengan la
insercion del asa 2 o 3 de la toxina Cry1Ab de potenciar la actividad
insecticida de Cry11Aa en larvas de A. aegypti.

e Analizar la actividad hemolitica de las variantes de la toxina Cyt1Aa que
contengan la insercion del asa 2 o 3 de la toxina Cry1Ab en eritrocitos de

conejo.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Cepas bacterianas.

Descripcidon de las cepas bacterianas que se utilizaron para generar las

variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la insercion de las asas 3 y 2 de Cry1Ab.

Escherichia coli DH5a: F'endA1 gInV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG
®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK-mK+), A-. Se transforma con alta

eficiencia. La mutacion en A1 inactiva una endonucleasa intracelular que degrada
ADN de plasmidos. La mutaciéon en hsdR17 elimina la endonucleasa de restriccion
del sistema de modificacién de restriccion EcoKl, por lo que el ADN no se
degrada. El marcador 80dlacZAM15 proporciona una complementacion del gen a
de la [3-galactosidasa del vector pUC o vectores similares, permitiendo la seleccion
de colonias azules y/o blancas en placas bacterianas que contienen Bluo-gal o X-
gal. recA elimina la recombinacion homodloga, reduciendo la delecién vy
multimerizacion del plasmido. ginV44 es el nombre sistematico de SupE44, un

supresor ambar.

Las células se crecieron en medio de cultivo liquido YENB hasta alcanzar una
DOggo de 0.5-0.9 e inmediatamente se incubaron a 4°C por 5 min. Posteriormente
las células se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min a 4°C, descartando el
sobrenadante. La pastilla que se obtuvo del proceso de centrifugacion se
resuspendié suavemente en agua fria estéril adicionada con glicerol al 10% y se
centrifugaron como en el paso anterior, este procedimiento se repitié dos veces.
Finalmente las células se resuspendieron en 1 ml de Glicerol al 10%, se realizaron

alicuotas de 50 ul y se almacenaron a -70°C para su posterior uso.

Escherichia coli SC3110 (Stratagen): rpsL (Strr) thr leu endA thi-1 lacY galK galT
ara tonA tsx dam dcm supE44 A(lac-proAB) [F° traD36 proABlaclqZAM15]. La

mayoria de las células de E. coli contienen genes de metilacion de adenina (dam)
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y citosina (dcm), estos genes codifican proteinas que metilan secuencias de ADN
especificas cuando este se replica, haciendo imposible la digestién posterior con
enzimas de restriccion sensibles a la metilacion. Las metilasas Dam reconocen
secuencias GATC y metilan el residuo de adenina en la posicion N-6, mientras que
las metilasas Dcm reconocen la secuencia CCAGG y CCTGG y metilan la citosina
interna en la posicidn C-5. La cepa SCS110 carece de las metilasas Dam y Dcm
que se encuentran en la mayoria de las cepas de E. coli. El ADN en estas cepas
puede ser digerido por enzimas sensibles a la metilacion. Esta cepa contiene el
gen aclgZAM15 en el epitoma F’, permitiendo la seleccion entre colonias blancas y

azules.

Las células se crecieron en medio de cultivo liquido LB hasta alcanzar una
DOegoo de 0.5-0.6 e inmediatamente se incubaron a 4°C por 5 min. Posteriormente
las células se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 min a 4°C, descartando el
sobrenadante. La pastilla que se obtuvo del proceso de centrifugacion se
resuspendid suavemente en una solucién de CaCl, 60 mM y Glicerol al 10% y se
incubaron durante 30 minutos en hielo, posteriormente se centrifugaron como en
el paso anterior y la pastilla se resuspendié en 1 ml de la solucion de CaCl, 60 mM
y Glicerol al 10%, se realizaron alicuotas de 50 pl y se almacenaron a -70°C para

Su posterior uso.

Bacillus thuringiensis 407" Bt Cepa acristalifera que carece de capacidad para

sintetizar toxinas Cry o Cyt debido a la pérdida de los plasmidos que codifican

para estas toxinas.

Las células se crecieron en medio de cultivo liquido BHIG hasta alcanzar una
DOegoo de 0.5-0.6 e inmediatamente se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 min a
4°C, descartando el sobrenadante. La pastilla que se obtuvo del proceso de
centrifugacion se resuspendié suavemente en una solucion EB (Sacarosa 0.625
M, MgCl, 1 mM) y se centrifugaron como en el paso anterior. La pastilla se

resuspendioé en 1 ml de la solucién EB y se utilizaron el mismo dia.
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6.2. Medios de Cultivo.

Descripcidn de los medios de cultivo que se emplearon para el crecimiento de
las cepas bacterianas que se utilizaron para generar las variantes de la toxina

Cyt1Aa que tienen la insercion de las asas 3 y 2 de Cry1Ab.

Medio LB: Peptona 10 g/L, Extracto de levadura 10 g/L, NaCl 5 g/L. (Sdlido:
adicionar 15 g/L de agar).

Medio SOC: Triptona 20 g/L, Extracto de levadura 5 g/L, NaCl 0.5 g/L, KCI 0.186
g/L, MgCI2 0.095 g/L, Glucosa 0.5% vi/v.

Medio HCT: Bactotriptona 5 g/L, Casaminoacidos 2 g/L, se ajusta el pH a 7.25 con
KOH. Después de esterilizar adicionar 50 ml de Solucion | (68 g/L KH2PO4), 1 mi
de Solucién 1l (12.3 g/L MgSO4. 7H,0; 0.169 g/L MnS0O4.H;0; 1.4 g/L ZnSO,.
7H,0), 10 ml de Solucion 1l (2 g/L Fe(SO4).7H20; 100 ml de H,SO4 1N), 10 ml de
Solucion IV (73.5 g/L CaCl,. 2H,0) y 30 ml de Glucosa al 10%. Las soluciones se

encuentran previamente esterilizadas en autoclave.

Medio BHIG: 23 g/L de infusion cerebro-corazén (Brain Heart Infusion Broth),

Adicionar glicerol al 0.1% después de esterilizar.

Medio YENB: 7.5 g/L de extracto de levadura, 8 g/L de Caldo nutritivo.
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6.3. Seleccidn de los sitios que se utilizaron para generar las variantes de la

toxina Cyt1Aa que tienen la inserciéon del asa 2 o 3 de Cry1Ab.

Con base en la estructura de la toxina Cyt1Aa se identificaron doce asas como
sitios potenciales para llevar a cabo la insercion del asa 3 (FRSGFSNSSVSI) de
Cry1Ab. Sin embargo, solo se consideraron 10 dado que la regién del asa 11y 12
esta involucrada en la interaccion con las toxinas Cry11 y Cry4 para potenciar su
actividad insecticida. La insercion del asa 2 (YRRPFNIGINNQ) de Cry1Ab solo se
llevo a cabo en las asas 6, 7 y 9 de la toxina Cyt1Aa, estos sitios se seleccionaron
debido a que, las variantes con la insercion del asa 3 de Cry1Abenlas asas 6, 7y
9 de la toxina Cyt1Aa aumentaron de manera significativa (ANOVA; P<0.001) la
toxicidad en larvas de M. sexta y P. xyllostela, lo cual correlaciona con el
incremento en la unién de estas tres variantes a los receptores APN, ALP y CDR,
de M. sexta. En la figura 8A se muestran resaltados en rojo los sitios que se
seleccionaron para la insercion del asa 3 de Cry1Ab [CytA3-Asa(n)] y los sitios
marcados con un circulo rosa son los que se seleccionaron para la insercién del
asa 2 de Cry1Ab [CytA2-Asa(n)] en la toxina Cyt1Aa; cada fragmento constituye
un asa distinta y las flechas indican la posicion en donde se llevo a cabo la
insercion. En la figura 8B se muestra la estructura tridimensional de la toxina
Cyt1Aa (PDB 3RON), en donde se puede observar que los sitios seleccionados
para la insercion de las asas 2 o 3 de Cry1Ab se encuentran expuestos al

solvente.
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Figura 8. A) Secuencia peptidica de la toxina Cyt1Aa con los sitios de insercion para el asa 3 y asa
2 de Cry1Ab. Las flechas horizontales indican las hojas-B y los espirales las hélices-a. Los
aminoacidos resaltados en rojo y negritas en la secuencia de Cyt1Aa son los sitios seleccionados
en donde se llevo a cabo la insercion del asa 3 (FRSGFSNSSVSI) de Cry1Ab. Los Aminoacidos
marcados con un circulo rosa en la secuencia de Cyt1Aa son los sitios seleccionados en donde se
llevd a cabo la insercion del asa 2 (YRRPFNIGINNQ). Los aminoacidos resaltados en verde estan
involucrados en la interaccion con la toxina Cry11 y Cry4. B) Estructura tridimensional de la toxina
Cyt1Aa (PDB 3RON), mostrando que los sitios seleccionados se encuentran expuestos al solvente.
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6.4. Construccidn de las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la insercién
del asa 2 o 3 de Cry1Ab.

La construccién de las toxinas Cyt1Aa que tienen la insercion del asa 2 0 3
de Cry1Ab se llevé a cabo por PCR de empalme, para ello se utilizd como
templado el plasmido PWF45 (el cual contiene el gen de la toxina Cyt1Aa; Wu, et
al., 1994) y se utilizaron oligos especificos para cada una de las asas de la toxina
Cyt1Aa (Tabla 4 y Tabla 5). Estos oligonucleétidos fueron disefiados con ayuda
del programa oligo 7. En la primera fase se realiz6 una PCR para incorporar la
insercion del asa 2 o 3, ver oligos para PCR1 y PCR2 (Tabla 4 y Tabla 5), la
amplificacion de cada una de las reacciones (PCR1 y PCR2) se realiz6 de manera
independiente con la enzima de alta fidelidad Vent DNA polymerase (NEB,
Ipswich, MA) y el programa de PCR utilizado para la amplificacion de estos
fragmentos fue de: 3 min a 95°C, 35 ciclos (30 seg a 95°C; 30 seg a 55°C; 30 seg
a 72°C) y 3 min a 72°C. EIl producto de esta PCR dio como resultado la

amplificacion de un fragmento de aproximadamente 200 pares de bases (pb).

Después de la amplificacion, estos productos de PCR (~ 200 pb) se purificaron
con el Kit Qiagen (Qiagen, Hilden, Germany) y se utilizaron los oligos externos con
ambos productos de PCR como templados, esto permiti6 su empalme y la
amplificacion de un fragmento de aproximadamente 400 pb el cual contiene la
region de interés amplificada (Figura 9; la enzima y el programa de PCR utilizados
para el empalme de los fragmentos de ~ 200 pb, es el mismo que se menciona
anteriormente). EI mega primer de ~ 400 pb se utilizd para amplificar el plasmido
completo PWF45 con la enzima de alta fidelidad Phusion ™ High Fidelity DNA
polymerase (NEB), el programa de PCR utilizado para la amplificacion del
plasmido fue de: 30 seg a 98°C, 35 ciclos (15 seg a 98°C; 1 min a 55°C; 7.5 min a
72°C) y 7 min a 72°C. Esta reaccion de PCR permitié generar un nuevo plasmido
de doble cadena con la insercion deseada y para eliminar el ADN parental, el
producto de la reaccion de PCR se tratdé con la enzima Dpnl (NEB) durante 2 h a

37°C (endonucleasa especifica que corta DNA metilado y hemimetilado), el
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producto de esta reaccion se purificd con el Kit Qiagen (Qiagen, Hilden, Germany)

y se electroporo en células electrocompetentes de E. coli DH5a.

Transformacion en células electrocompetentes de E. coli DH5a.

Para la electroporaciéon se agregaron 10 yl de ADN a 100 ul de células
electrocompetentes de E. coli DH5a y se incubaron por 5 min a 4°C. Las células
se trasfirieron a una celda de 0.2 cm (BioRad) pre-enfriadas y se les aplico un
pulso de 2.5 V a 25uF y 400 Q de resistencia. Posteriormente las células se
colocaron en 1 ml de medio SOC y se incubaron 1 h a 37°C en agitacion,
transcurrido el tiempo se tomaron 200 ul de células y se sembraron en cajas de
LB-ampicilina (100 pg/ml) y se incubaron 12 h a 37°C. Para verificar las
construcciones se tomaron colonias aisladas y se crecieron en 5 ml de medio LB-
ampicilina (100 pg/ml) durante 12 h a 37°C. Los plasmidos se purificaron con el Kit
de Wizard plus DNA purification system (Promega) y la presencia de la insercion
se confirmd mediante secuenciacion de ADN. Una vez corroboradas las
secuencias, los plasmidos se transformaron en células quimiocompetentes de E.
coli SCS110 para posteriormente poder electroporarlos en células vegetativas de
Bt 407" .

Transformacion en células quimiocompetentes de E. coli SCS110.

La transformacion en las células de E. coli SCS110 se realizd6 por choque
térmico, a 50 ul de células se le agregaron 5 ul de ADN y se incubaron durante 30
min en hielo, posteriormente se dio un choque de calor a 42°C durante dos min y
se incubaron una vez mas en hielo durante 5 min transcurrido el tiempo las células
se colocaron en 800 ul de LB liquido sin antibiético y se incubaron 1 h a 37°C en
agitacion. Posteriormente, en 5 ml de medio LB-ampicilina (100 ug/ml) se

agregaron 200 pl del cultivo anterior y se crecieron durante 12 h a 37°C. Los
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plasmidos se purificaron con el Kit de Wizard plus DNA purification system

(Promega) y se electroporaron en las células de Bt 407".

Transformacion en células acristaliferas 407" de Bacillus thuringiensis.

Para la transformacion en las células acristaliferas 407" de Bt, se agregaron 10
pl de ADN a 200 ul de células y se incubaron durante 5 min en hielo,
posteriormente las células mas el ADN fueron transferidos a celdas de 0.4 cm
(BioRad) pre-enfriadas y se les aplico un pulso de 2.5 V a 25uF y 1000 Q de
resistencia. Las células electroporadas se incubaron una vez mas en hielo durante
5 min, posteriormente se les agregaron 700 pyl de medio BHI y se incubaron 1 h a
37°C en agitacion, transcurrido el tiempo se tomaron 250 ul de células y se

sembraron en cajas de LB-eritromicina (10 pg/ml) y se incubaron 12 h a 37°C.

Para corroborar que efectivamente las colonias obtenidas en Bt contienen las
variantes de la toxina Cyt1Aa [CytA3-Asa(n); CytA2-Asa(n)], se selecciond un par
de colonias de cada una de las variantes y se realizdé una Miniprep. Los plasmidos
obtenidos de cada una de las variantes a partir de Bt se utilizaron como templados
para amplificar el gen de la toxina Cyt1Aa y secuenciar este ADN en la Unidad de

Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia- UNAM.
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Figura 9. Estrategia para introducir el asa 2 y asa 3 de Cry1Ab en las distintas asas de la toxina

Cyt1Aa.

Tabla 5. Oligos mutagénicos para la insercion del asa 2 de Cry1Ab en las asas 6, 7 y 9 de la
toxina Cyt1Aa [CytA2-Asa(n)].

Asa PCR Oligo Secuenciadel oligo
F-loopBA2 TATAGAAGACCATTTAATATTGGAATTAATAATCAATTAACTGCAGCAGTTACAAATACG
1 R-loop6A2+200 | TTACTGCTGATACTTTAATTTCAAAACCAACTG
6 F-loop6-200* GATGCCCTACGCTTTAGTATG
2 R-loopBA2 TCCAATATTAAATGGTCTTCTATATTGATCTATTACAGATCCACTTAA
F-loop7A2 TATAGAAGACCATTTAATATTGGAATTAATAATCAAACTCAAAAAAATGAAGCATGGATTTTC
1 R-loop6+200* TTACTGCTGATACTTTAATTTCAA
7 F-loop7-200* CCCTACGCTTTAGTATG
2 R-loop7A2 TCCAATATTAAATGGTCTTCTATAATTTAAATTTGTAAACGTAT
F-loopQasa TATAGAAGACCATTTAATATTGGAATTAATAATCAACAAACAAATTACACATACAAT
1 R-loop9+200* TAATGGTTGTGCAAATTTCAA
9 F-loop9-200 GGTGCTGTAGTGAGTTATGTTGAT
2 R-loopQasa TCCAATATTAAATGGTCTTCTATAATTAGCAGTTTCCTTGCCCCA

La region resaltada en amarillo corresponde a la secuencia del asa 2 del gen de Cry1Ab. La
secuencias de los oligos estan denotadas en direcciéon 5’-3’.




Tabla 4. Oligos mutagénicos para la insercion del asa 3 de Cry1Abenlas asas 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,
9y 10 de la toxina Cyt1Aa [CytA3-Asa(n)].

Asa | PCR Oligo Secuenciadel oligo
1 |F-looplasa |[TTTAGAAGTGGATTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATTTCTATTAACGAAATTGATAATCC
1 R-loop1+200 |TTACATTTTGATCAACATAACTCA
2 |F-loop1-200 |AATTTATTATGTTACTTTATATTTGAT
R-loop1asa |ACTATTACTAAATCCACTTCTAAAAAGAAGATTATTGATTTCATTTGG
1 |F-loop2asa [TTTAGAAGTGGATTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATTTATATATTGCAAGCAATTATGTTA
2 R-loop1+200 |TTACATTTTGATCAACATAACTCA
2 |F-loop1-200 [AATTTATTATGTTACTTTATATTTGAT
R-loop2asa |ACTATTACTAAATCCACTTCTAAAATTCGGATTATCAATTTCGTTAATAGA
1 |F-loop3asa [TTTAGAAGTGGATTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATTGATGCCCTACGCTTTAGTAT
3 R-loop3+200 |ACTTAATGCAACTCCTAATACAGT
2 |F-loop3-200 [ATTAGAAGATATAAAGGTAAA
R-loop3asa |AATACTTACACTACTATTACTAAAACCAAAATCTGTAGAAGTGG
1 |F-loopdasa [TTTAGAAGTGGATTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATTGGTGVTGTAGTGAGTTATGTTGAT
4 R-loop3+200 |ACTTAATGCAACTCCTAATACAGT
2 |F-loop4-200 [TAAATCCATGGAAAACCCCTCAAT
R-loop3asa |AATACTTACACTACTATTACTAAACATCGGTGTAATTGTGTTTGCGAT
1 |F-loopSasa |[TTTAGAAGTGGATTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATTTTAAGTGGATCTGTAATAGATCAA
5 R-loop6+200 |TTACTGCTGATACTTTAATTTCAA
2 |F-loop6-200 |GATGCCCTACGCTTTAGTATG
R-loopB6asa |ACTATTACTAAATCCACTTCTAAATGCAACTCCTAATACAGTTTTTAACACTTC
1 |F-loopBasa [TTTAGAAGTGGATTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATTTTAACTGCAGCAGTTACAAATACG
6 R-loop6+200 |TTACTGCTGATACTTTAATTTCAA
2 |F-loopB-200 [GATGCCCTACGCTTTAGTATG
R-loopBasa |ACTATTACTAAATCCACTTCTAAATTGATCTATTACAGATCCACTTAA
1 |F-loop7asa |[TTTAGAAGTGGATTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATTACTCAAAAAAATGAAGCATGGAT
7 R-loop6+200 |TTACTGCTGATACTTTAATTTCAA
2 |F-loop7-200 |[CCCTACGCTTTAGTATG
R-loop7asa |ACTATTACTAAATCCACTTCTAAAATTTAAATTTGTAAACGTAT
1 |Floop8asa TTTAGAAGTGGATTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATTTGGATTTTCTGGGGCAAGGAA
8 R-loop6+200 |TTACTGCTGATACTTTAATTTCAA
2 |F-loop7-200 |[CCCTACGCTTTAGTATG
R-loop8asa |ACTATTACTAAATCCACTTCTAAATGCTTCATTTTTTTGAGTAT
1 |F-loop9asa |[TTTAGAAGTGGATTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATTCAAACAAATTACACATACAAT
9 R-loop9+200 |TAATGGTTGTGCAAATTTCAA
2 |F-loop9-200 |(GGTGCTGTAGTGAGTTATGTTGAT
R-loop9asa |ACTATTACTAAATCCACTTCTAAAATTAGCAGTTTCCTTGCCCCA
1 |F-loop1lasa [TTTAGAAGTGGATTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATTGGCGTTATGTATTGTGTACC
10 R-loop9+200 |TAATGGTTGTGCAAATTTCAA
2 |F-loop9-200 |(GGTGCTGTAGTGAGTTATGTTGAT
R-loop11asa |ACTATTACTAAATCCACTTCTAAAACCAGTTTGGGCATTTTGGAT

La region resaltada en amarillo corresponde a la secuencia del asa 3 del gen de Cry1Ab. La

secuencias de los oligos estan denotadas en direccion 5’-3’.
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6.5. Obtencion de los cristales de las toxinas Cry11Aa, Cyt1Aa y de las

variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la inserciéon del asa 2 o 3 de Cry1Ab.

Para la obtencion de los cristales de las toxina Cyt1Aa silvestre y de las
variantes de la toxina Cyt1Aa, las cepas de Bt se crecieron en cajas Petri con
medio HCT-agar (medio de esporulacion; Schaeffer, et al., 1965) suplementado
con eritromicina 10 pg/ml y se incubaron durante 4 dias a 30°C, para la toxina
Cry11Aa las cajas se suplementaron con eritromicina 25 ug/ml y se dejaron
incubando durante 3 dias a 30°C. La produccion de cristales se verificd a través de
observaciones en un microscopio de luz. El complejo de esporas-cristales de cada
una de las toxinas se recupero y se lavo 5 veces en una solucion de lavado (NaCl
0.3 M, 0.01 M EDTA, pH 8) y cada lavado se realizé centrifugando el complejo
durante 10 min a 10,000 rpm a 4°C, posteriormente el sobrenadante se desecho y
la pastilla se lavd cuatro veces en una solucion de agua con 1 mM PMSF (fenil
metanosulfonil fluoruro) centrifugando como en el paso anterior. Los cristales de la
toxina Cry11Aa se purificaron mediante un gradiente discontinuo de sacarosa
(Thomas y Ella, 1983b) y para los cristales de las toxina Cyt1Aa silvestre y de las
variantes de la toxinas Cyt1Aa se utilizd un sistema acuoso de dos fases
(Guereca, et al., 1994). La cuantificacion de la proteina total se realizé por medio
de la técnica de Bradford (Bradford, 1976) y por densitometria utilizando una curva
de BSA en gel. El perfil proteico se visualizé en un SDS-PAGE al 15%.

Purificacion mediante gradientes de sacarosa.

Las pastillas recuperadas después de los lavados se resuspendieron en 5 ml de
una solucién amortiguadora TTN (0.02 M Tris-HCI, 0.3 M NaCl, 0.01% Triton X-
100 pH 7.2) y se sonicaron dando 3 pulsos de 50 seg a 20 Watts con 1 minuto de
descanso en hielo entre cada sonicacion. Los gradiente discontinuos se
prepararon utilizando 84%, 79%, 72% y 67% de sacarosa y cada uno se

complementd con buffer TTN. Los gradientes se centrifugaron 30 min a 23,000
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rom a 15°C en una ultracentrifuga Beckman con el minimo de aceleracién vy
desaceleraciéon. Posteriormente, se recuper6 de manera independiente cada una
de las fracciones y se lavaron tres veces en una soluciéon de agua con 1 mM
PMSF centrifugando 15 min a 10,000 rpm a 4°C. Los cristales se resuspendieron

en la solucion de lavado y se guardaron a 4°C.

Purificacion mediante el sistema acuoso de dos fases.

El sistema acuoso de dos fases esta constituido por un buffer de fosfatos al
40% (15 gr KoHPO4, 5 gr KH2PO4, 30 gr H,O) y polietilenglicol (PEG) al 40% (20 gr
PEG 4000, 30 gr H,0). Cada suspensién de espora-cristal recuperada después de
los lavados, se resuspendié en una solucion de Triton X-100 al 0.01% (0.2 gr de
suspension de esporas-cristales, 0.2 ml Triton X-100 0.01% v/v) e inmediatamente
se adicioné 1 gr de H,O y 1.6 gr de PEG al 40% y se homogenizé mediante un
vortex. Posteriormente, se adicion6 1 gr de buffer de fosfatos al 40% y se
homogeniz6 una vez mas. Las muestras se centrifugaron durante 1 min a 500 rpm
a 4°C, recuperando los cristales en la interface. Los cristales recuperados se
colocaron en un falcon de 15 ml y se lavaron 5 veces en una solucion de agua con
1 mM PMSF centrifugando 10 min a 10,000 rpm a 4°C. Finalmente los cristales se

resuspendieron en la solucién de lavado y se guardaron a 4°C.

6.6. Solubilizacion de los cristales de las toxinas Cyt1A y de las variantes de
la toxina Cyt1Aa que tienen la insercion del asa 2 o 3 de Cry1Ab.

Los cristales purificados de las toxina Cyt1Aa silvestre y de las variantes de la
toxinas Cyt1Aa se resuspendieron en una solucion de NaOH 0.05 M con 1 mM de
DTT y 1 mM de PMSF. Las muestras se incubaron durante 1 h a 4°C en agitacion.
La proteina soluble se recuperd por centrifugaciéon a 14,000 rpm durante 10 min a

4°C y la pastilla se descarté. Posteriormente las muestras se dializaron en PBS pH
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10 (0.2 M NaH;PO4, 0.4 M NayHPO4, 1 M NaCl) utilizando una membrana de
dialisis (Cellu Sep T3, MWCO 12-14). Para corroborar que los cristales se
solubilizaron y dializaron adecuadamente se tomaron 10 pl del sobrenadante y se
visualizaron en un SDS-PAGE al 15%.

6.7. Activacion de las protoxinas de Cyt1Aa y de las variantes de la toxina

Cyt1Aa que tienen la insercion del asa 2 o 3 de Cry1Ab.

Para la activacion de las protoxinas de la toxina Cyt1A silvestre y de las
variantes de las toxinas Cyt1Aa, se tomaron 600 ug de protoxina y se le agregaron
120 ul de Tris-HCI pH 8 1M, posteriormente se agregd tripsina 1:50 w/w
(enzima:sustrato) y se incubaron durante 1 h a 4°C en agitacion, una vez
terminado el periodo de incubacion la reaccion se inhibié con 1 mM de PMSF. La
proteina activada se recuperd por centrifugacion a 14,000 rpm durante 15 min a
4°C, la pastilla se descarté. Para corroborar que la activacion fue eficiente se

tomaron 10 pl del sobrenadante y se visualizaron en un SDS-PAGE al 15%.

6.8. Inmunoblot.

Para la realizacion del Inmunoblot se tomaron 0.2 pg de proteina (toxina
complejo espora-cristal, toxina solubilizada y toxina activada) a los cuales se les
adicion6 10 pl de H,O y 2.4 pl de solucion de carga (Laemmli), la mezcla se
calent6 durante 5 min y se separé mediante un SDS-PAGE al 15%.
Posteriormente se transfirieron a una membrana de difluoruro de polivinilideno
(PVDF; Millipore, Bedford, MA) durante 45 min a 350 mA. La membrana se
bloqued durante 2 h en agitacion con leche descremada al 5% en PBST (PBS-
Tween al 0.1%). Posteriormente la membrana se lavé tres veces con PBST. Una
vez concluidos los lavados, la membrana se incubd con el anticuerpo anti-cyt1Aa

(1:30,000 diluido en PBST) durante 1 h en agitacion. Transcurrido el tiempo de
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incubacion, la membrana se lavé tres veces con PBST y se incubd con anticuerpo
anti-conejo acoplado a peroxidasa (HRP; Santa Cruz Biotechnology, Dallas TX) en
una dilucién 1:30,000, durante 1 h en agitacion. Finalmente, la membrana se lavo
tres veces con PBST y la deteccion se realizé con el reactivo luminol Sc-2048
(Santa Cruz Biotechnology). La membrana se visualizé mediante el equipo Imager
600 (Amersham, Pittsburgh, PA). En todos los SDS-PAGE se utiliz6 un marcador
de peso molecular de proteinas pretefiido de la compafia Thermo Scientific,
Walthman MA.

6.9. Ensayos de union de las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la
insercion del asa 2 o 3 de Cry1Ab a los receptores CDR, APN y ALP de M.

sexta.

Los ensayos de union de las variantes de las toxinas Cyt1Aa que tienen la
insercion del asa 2 o 3 a los receptores CDR, APN y ALP de M. sexta, se
realizaron mediante ensayos de ELISA. Los receptores fueron purificados por la
Dra. Isabel Gémez, investigadora asociada del grupo de investigacion del Dr.
Mario Soberén a partir de clonas de E. coli que expresan estas proteinas. Para los
ensayos de unién se utilizd una concentracion de 0.5 ug de receptor y 50 nM de
toxina Cyt1A silvestre y/o de las variantes de las toxinas Cyt1Aa. Las
concentraciones mencionadas arriba son las que se utilizaron por pozo. Como
control positivo se utilizd la toxina Cry1Ab silvestre (toxina que une a los
receptores ALP, APN y CDR de M. sexta), y como control negativo la toxina

Cyt1Aa silvestre (toxina que no une a los receptores de M. sexta).

Los receptores (0.5 ug en 100 ul de PBS) se fijaron en placas de ELISA
durante 12 h a 4°C. El exceso de receptor se elimind mediante 5 lavados con PBS.
Posteriormente, las placas se bloquearon durante 2 h a 37°C con 200 ul de leche
descremada al 2% en PBS. El exceso de leche se elimind mediante 5 lavados con
PBS. Inmediatamente a cada pozo se le agregé la toxina Cyt1Aa y/o las variantes

de las toxinas Cyt1Aa (50 nM en 100 pl de PBST) y las placas se incubaron 1 h a
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37°C. El exceso de toxina que no se unid, se elimind mediante 5 lavados con
PBST y 2 con PBS. Después de realizar los lavados, a cada pozo se le agrego
100 pl del anticuerpo primario anti-Cyt1Aa (1:4000) diluido en PBST, las placas se
incubaron durante 1 h a 37°C. El exceso de anticuerpo se elimind como en el paso
anterior. Posteriormente, a cada pozo se le agregé 100 pl de anticuerpo
secundario anti-conejo acoplado a peroxidasa (1:10,000) y las placas se incubaron
durante 1 h a 37°C. El exceso de anticuerpo se elimind como en el paso anterior.
Finalmente, el ensayo de ELISA se revel6 con OPD (O-fenilendiamina; Sigma) en
una solucién de fosfato de sodio (0.1 M, pH 5). La absorbancia se ley6é a 490 nm.
Cada experimento se llevd a cabo por duplicado con un total de 6 repeticiones

para cada una de las variantes de las toxinas Cyt1Aa y la toxina Cyt1Aa silvestre.

Para determinar si existen diferencias estadisticas entre las variantes de la
toxina Cyt1Aa en la unién a los receptores, los datos fueron analizados por medio
de un analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de comparacion multiple de
medias a través de una prueba de Tukey a un nivel de significancia del 0.05. El

analisis de los datos se realiz6 en el programa estadistico SAS version 9.0.

6.10. Ensayos de la actividad hemolitica de las toxinas Cyt1Aa y de las

variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la insercion del asa 2 o 3 de Cry1Ab.

La actividad hemolitica de las toxinas Cyt1Aa silvestre y de las variantes de la
toxina Cyt1Aa [CytA3-Asa(n); CytA2-Asa(n)] se evalud en eritrocitos de conejo.
Para los ensayos de hemolisis se utilizd sangre fresca, la cual se colocd en una
solucion anticoagulante (Alsever’s; Dextrosa 0.11 M, NaCl (Cloruro de Sodio) 0.07
M, NasCgHsO7 (Citrato de Sodio) 0.02 M, CsHgO7 (Acido citrico) 0.002 M, pH 7.4).
Para eliminar el plasma sanguineo y otros componentes de la sangre, ésta se
centrifugé durante 5 min a 2500 rpm a 4°C, con un minimo de aceleraciéon y
desaceleracion de 2. Después de la centrifugacion se descarté el sobrenadante y

la pastilla se resuspendié suavemente con solucion Alsever’s. Este proceso se
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repitid hasta que el sobrenadante se observo transparente. Posteriormente, se

realizd una curva de calibracion en porcentaje de hemoalisis.

Para analizar el 100% de hemdlisis se tomaron 50 pl de eritrocitos y se
colocaron en 950 yl de agua destilada, para el 0% de hemdlisis se tomaron 50 pl
de eritrocitos y se colocaron en 950 ul de solucion Alsever’s. Los tubos con estas
mezclas se agitaron suavemente y se centrifugaron durante 5 min a 2500 rpm a
4°C. Inmediatamente se recuperd el sobrenadante y se leyo la absorbancia de
este a una densidad optica (DO) de 405 nm. Para el 100% de hemodlisis se
consideraron valores de DOygs entre 1 y 1.1; para el 0% de hemdlisis se considero
una DOyps entre 0.01 y 0.03.

Para la reaccion de hemdlisis los eritrocitos de conejo previamente calibrados
se incubaron con ocho diferentes concentraciones de toxina Cyt1Aa y de las
variantes de la toxina Cyt1Aa (125, 250, 500, 1000, 2000, 4000 y 8000 ng/ml). Se
utilizaron 20 ul de eritrocitos en 180 ul de mezcla toxina/solucion Alsever’s y el
volumen final (200 ul) se coloc6é en placas de 96 pozos con fondo plano. Las
placas se incubaron durante 30 min a 37°C sin agitacion. Posteriormente, las
placas se centrifugaron durante 5 min a 2500 rpm a 4°C con una aceleracion y
desaceleracion de 2. Los sobrenadantes se recuperaron y se colocaron en una
placa nueva de 96 pozos. Los valores de absorbancia de la hemdlisis se
determinaron en un lector de placas de ELISA a una longitud de onda de 405 nm.
Los ensayos de hemdlisis se realizaron por triplicado con un total de 9 repeticiones

para cada una de las toxinas.
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6.11. Bioensayos de toxicidad de las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen

la insercion del asa 2 o 3 de Cry1Ab en larvas de M. sexta, P. xylostellay A.
aegypti.

La actividad insecticida de las toxinas Cyt1Aa silvestre y de las variantes de la
toxinas Cyt1Aa [CytA3-Asa(n); CytA2-Asa(n)] se evalud en larvas de M. sexta, P.
xylostella (lepidopteros) y A. aegypti (diptero). La actividad sinérgica de las toxinas
Cyt1Aa silvestre y de las variantes de las toxinas Cyt1Aa en larvas de A. aegypti
se evaludé en combinacion con la toxina Cry11Aa. La concentracion letal media
(CLso) se calculd a través de un analisis Probit, utilizando el programa estadistico
Polo-Plus LeOra Software. Para determinar si existen diferencias estadisticas
entre las variantes de la toxina Cyt1Aa en toxicidad, los datos se analizaron por
medio de un ANOVA y una prueba de Tukey a un nivel de significancia del 0.05. El

analisis de los datos se realizo en el programa estadistico SAS versién 9.0.
Bioensayos en M. sexta y P. xylostella.

Los bioensayos se realizaron utilizando el método de contaminacion de
superficie, utilizando el complejo espora-cristal de cada una de las toxinas (Cyt1Aa
silvestre, variantes de las toxina Cyt1Aa y Cry1Ab). En placas de 24 pozos se
colocé dieta artificial y una vez que la dieta se secé se agregé la dosis de la toxina
(2 uglcm?) en agua aforando a un volumen final de 35 pl, las cajas se dejaron
secar y posteriormente se colocé una larva en cada pozo. Como control positivo
se utilizo la toxina Cry1Ab (0.5 ug/cm?) y como controles negativos agua y la
toxina Cyt1A silvestre (2 pg/cm?). La unidad experimental para los bioensayos en
M. sexta consistid en una caja cell-well de 24 pozos con 24 larvas de primer instar
y la unidad experimental para los bioensayos en P. xyllostela consistidé en una caja
cell-well de 24 pozos con 24 larvas de tercer estadio, los bioensayos se realizaron
por triplicado con un total de 9 repeticiones y la mortalidad de las larvas se

monitoreo a los siete y 14 dias.
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Bioensayos en A. aegypti.

Los bioensayos se realizaron en un volumen final de 10 ml utilizando cinco
diferentes concentraciones (1000, 1500, 2000, 5000 y 10000 ng/ml) de complejo
espora-cristal o proteina soluble de las toxinas Cyt1Aa silvestre y de las variantes
de las toxinas Cyt1Aa. Para los bioensayos con el complejo espora-cristal la
unidad experimental consistié en 10 larvas de tercer instar en 10 ml de agua y
para los bioensayos con la proteina soluble consistid en 10 larvas de primer instar
en 1 ml de agua, como control positivo se utilizé la toxina Cyt1Aa silvestre (1500
ng/ml) y como control negativo agua. Los bioensayos se realizaron por triplicado
con un total de nueve repeticiones para cada una de las variantes, la mortalidad se

reqgistré a las 24 y 48 h.

Los bioensayos de sinergismo se evaluaron utilizando una mezcla del
complejo espora-cristal de la toxina Cry11Aa con el complejo espora-cristal de las
toxina Cyt1Aa silvestre o de las variantes de las toxinas Cyt1Aa, como control
positivo se utilizd la mezcla de las toxinas Cry11Aa silvestre y Cyt1Aa silvestre y
como control negativo agua. Para evaluar el sinergismo se utilizaron tres distintas
proporciones de la mezcla de las toxinas Cyt1Aa: Cry11Aa (1:1, 1:3 y 1:5 en una
concentracion final de 50 ng). La unidad experimental consistié en 10 larvas de
tercer instar en 10 ml de agua. Los bioensayos se realizaron por triplicado con un
total de 9 repeticiones y la mortalidad se registré a las 24 h. El factor de
sinergismo para la mezcla de las toxinas Cyt1Aa silvestre y Cry11Aa silvestre se
calcul6 de acuerdo a la ecuacion de Tabashnik (Tabashnik, 1992), en donde los
valores tedricos de la CLsp es la media armonica de los valores de la ClLsg
experimental de cada uno de los componentes ponderado por la proporcién usada
en las mezclas: CLsy (A+B) = [(rA/ CLso (A)) + (rB/ CLso (B))] ' donde A= Toxina
Cyt1Aa hibrida, B = Toxina Cry11Aa, rA y rB = son las proporciones de toxina
Cyt1Aa o Cry11Aa utilizadas en la mezcla final, CLs (A) y CLso (B) son los valores

de la CLsp para cada una de las toxinas. El factor de sinergismo (FS) se calculé al
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dividir la toxicidad tedrica entre la toxicidad observada en los bioensayos utilizando

las mezclas de toxinas. Un valor de FS mayor a 1 indica sinergismo.

El sinergismo para la mezcla de las variantes de las toxinas Cyt1Aa y Cry11Aa
silvestre se calculdé determinando la mortalidad tedrica ((1-Sicyt1aa, cry11a2)EXP) x
100%) que se obtendria al mezclar cada una de las variantes de las toxinas
Cyt1Aa con la toxina Cry11A silvestre y comparar este valor con la mortalidad
experimental (S(cyt1aa,cry114a)EXP=Scy114a)OBS X S(cry1142)OBS) como se reportd
anteriormente por Fernandez-Luna vy colaboradores (2010). En donde
S(cyt1aa,cry11aa)EXP es la proporcion de larvas que se espera que sobrevivan a la
exposicion de la mezcla de las toxinas. Sic,t1aa)OBS corresponde a la proporcion
de larvas que sobrevivieron a la exposicion de la toxina Cyt1Aa y S(cry114a)OBS
corresponde a la proporcion de larvas que sobrevivieron a la exposicién de la

toxina Cry11Aa.
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7. RESULTADOS

7.1. Construccidén y expresion de las variantes de las toxinas Cyt1Aa que

tienen la insercion del asa 2 o 3 de Cry1Ab.

La construccidn de las variantes de la toxina Cyt1Aa con la insercidon del asa 3
y asa 2 de Cry1Ab [CytA3-Asa(n); CytA2-Asa(n)] se llevd a cabo por medio de
reacciones de PCR de empalme, para ello se utilizé como templado el plasmido
PWF45 (el cual contiene a la toxina Cyt1Aa) y se utilizaron oligos especificos para
cada una de las asas (ver metodologia). El producto de PCR de las reacciones se
transformé en células de E. coli DH5a seleccionando por resistencia a ampicilina.
El plasmido con la insercidon secuenciada se utilizd para transformar en células
acristaliferas 407" de Bt, seleccionando por resistencia a eritromicina con la
finalidad de obtener los cristales de las variantes de la toxina Cyt1Aa. Las cepas
de Bt correspondientes a cada una de las variantes, se crecieron en un medio de
esporulacion HCT suplementado con eritromicina durante cuatro dias. La
separacion y concentracién de los cristales se realizé a través de un sistema de

dos fases constituido por un buffer de fosfatos y polietilenglicol (ver metodologia).

En la figura 10A se puede observar que de las 10 variantes de la toxina Cyt1Aa
que contienen la insercidon del asa 3 de Cry1Ab en las distintas asas de la toxina
Cyt1Aa [CytA3-Asa(n)] solo se expresaron siete. Las variantes correspondientes a
las asas 1, 2 y 3 de la toxina Cyt1Aa (CytA3-Asa1, CytA3-Asa2, CytA3-Asa3l)
fueron inestables al momento de realizar la purificacién de los cristales (datos no
mostrados), razén por la cual no fueron consideradas para llevar a cabo las
pruebas de solubilizacion, activacion, inmunodeteccion, ensayos de toxicidad y
union a los receptores APN, ALP y CDR. En la figura 10B se muestra la expresion
de las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la insercién del asa 2 de Cry1Ab
en las asas 6, 7 y 9 (CytA2-Asa6, CytA2-Asa7, CytA2-Asa9). La decision de llevar
a cabo la insercién del asa 2 de Cry1Ab, solo en las asas 6, 7 y 9 de la toxina

Cyt1Aa, se realizo con base en los resultados obtenidos en los ensayos de union y
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toxicidad para las variantes con la insercion del asa 3 de Cry1Ab. Los resultados
obtenidos en ambos ensayos, sugieren que la insercion del asa 3 en las asas 6, 7
y 9 de la toxina Cyt1Aa incrementan de manera significativa (ANOVA; P<0.001) la
toxicidad en larvas de M. sexta y P. xyllostela, 1o cual correlaciona con un

incremento en la unién de estas tres variantes a los receptores APN, ALP y CDR,

de M. sexta.
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Figura 10. Separacion y concentracion de los cristales de las variantes de la toxina Cyt1Aa que
tienen la insercion del asa 2 o asa 3 de Cry1Ab. Carril 1, 6 y 11 marcador de peso molecular; carril
2 y 15, toxina Cyt1Aa silvestre. A) Variantes de la toxina Cyt1Aa con la inserciéon del asa 3 de
Cry1Ab. Carril 3, (CytA3-Asa4) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 4; carril 4, (CytA3-Asab)
Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 5; carril 5, (CytA3-Asa6) de Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el
asa 6; carril 7, (CytA3-Asa7) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 7; carril 8, (CytA3-Asa8) Cyt1Aa
+ Asa 3 de Cry1Ab en el asa 8; carril 9, (CytA3-Asa9) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 9; carril
10, (CytA3-Asa10) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 10. B) Variantes de la toxina Cyt1Aa con
la insercidn del asa 2 de Cry1Ab. Carril 12, (CytA2-Asa6) Cyt1Aa + Asa 2 de Cry1Ab en el asa 6;
carril 13, (CytA2-Asa7) Cyt1Aa + Asa 2 de Cry1Ab en el asa 7; carril 14, (CytA2-Asa9) de Cyt1Aa +
Asa 2 de Cry1Ab en el asa 9; la flecha indica el tamafio esperado de la proteina.

Con base a los resultados mostrados anteriormente, se puede inferir que la
insercion de las asas 3 y 2 de Cry1Ab en las distintas asas de la toxina Cyt1Aa,
permiten que estas variantes de la toxina Cyt1Aa se puedan plegar y producir
cristales semejantes a los cristales formados por la toxina Cyt1Aa silvestre. En
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todos los carriles del gel de poliacrilamida al 15% en donde se analiz6 el complejo
espora-cristal de las variantes de la toxina Cyt1Aa y de la toxina Cyt1Aa silvestre,
se pueden observar una serie de bandas de ~70 kDa las cuales podrian ser otras
proteinas producidas por Bt o podrian ser agregados de la misma toxina Cyt1Aa.
De igual manera se pueden observar una serie de bandas por debajo del tamafio
esperado de la protoxina de Cyt1Aa (~25 kDa), sugiriendo que podrian ser
productos de degradacion de la misma toxina, debido a que durante el crecimiento
exponencial de Bt ésta puede llegar a producir una gran cantidad de proteasas en

el medio de cultivo (Agaisse y Lereclus, 1995).

7.2. Andlisis de la estabilidad de las variantes las toxinas Cyt1Aa que tienen

la insercidon del asa 2 o 3 de Cry1Ab.

Para corroborar que las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la insercién
del asa 3 y 2 de Cry1Ab expresadas en Bt son estables, se realizaron pruebas de
solubilizacion y activacidon. En el proceso de solubilizacién y activacion, se trata de
simular las condiciones alcalinas y reductoras que pudieran encontrarse en los

intestinos de las larvas de los insectos.

Analizar el proceso de solubilizacion de las toxinas es un paso determinante,
debido a que durante esta etapa es cuando se libera la protoxina del cristal para
poder actuar contra su blanco. La solubilizaciéon de la toxina Cyt1Aa silvestre se
realizé con Buffer de Carbonatos pH10.5 con 0.02% de Mercaptoetanol a 37°C 1 h
a una agitacién de 600 rpm y para la solubilizacion de las variantes se utilizé una
solucién de NaOH 50 mM con DTT 1 mM y PMSF 1 mM a 4°C 1hr a una agitacion
de 700 rpm. El perfil proteico se determind a través de un gel de poliacrilamida al
15%. En la figura 11A se muestra la electroforesis de las proteinas solubilizadas
de las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la insercion del asa 3 de Cry1Ab

[CytA3-Asa(n)] y en la figura 11B la electroforesis correspondiente a la
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solubilizacion de las proteinas de las variantes con la insercién del asa 2 de

Cry1Ab [CytA2-Asa(n)].

B
< n 0] ~ g ()] 3 O ~ o))
& 3 93 a i a 3 a 3 3
. $ 2 2 < 3 3 < $ 2 3 .
< 2 2 I <= I I «Da a 2 2 3
& & & & 5 & & & S & & ¢&
KD KDa
17%( 100 17%0 =
55 55 55 | s
35| 35 35 | e
25 25 |
25 S N
15 15 | s
15
1 2 3 a4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 11. Solubilizacion de las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la insercién del asa 2 o
asa 3 de Cry1Ab. Carriles 1, 6 y 11, marcador de peso molecular. A) Variantes de la toxina Cyt1Aa
con la insercién del asa 3 de Cry1Ab. Carril 2 y 15, toxina Cyt1Aa silvestre; carril 3, (CytA3-Asa4)
Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 4; carril 4, (CytA3-Asab) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa
5; carril 5, (CytA3-Asa6) de Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 6; carril 7, (CytA3-Asa7) Cyt1Aa +
Asa 3 de Cry1Ab en el asa 7; carril 8, (CytA3-Asa8) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 8; carril 9,
(CytA3-Asa9) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 9; carril 10, (CytA3-Asa10) Cyt1Aa + Asa 3 de
Cry1Ab en el asa 10. B) Variantes de la toxina Cyt1Aa con la insercién del asa 2 de Cry1Ab. Carril
12, (CytA2-Asab) Cyt1Aa + Asa 2 de Cry1Ab en el asa 6; carril 13, (CytA2-Asa7) Cyt1Aa + Asa 2
de Cry1Ab en el asa 7; carril 14, (CytA2-Asa9) Cyt1Aa + Asa 2 de Cry1Ab en el asa 9; la flecha
indica el tamafio esperado de la proteina.

Como se muestra en la figura 11, las variantes de la toxina Cyt1Aa que
tienen la insercién del asa 3 y el asa 2 de Cry1Ab en las distintas asas de la toxina
Cyt1Aa [CytA3-Asa(n), CytA2-Asa(n)], se solubilizan de manera similar a la toxina
Cyt1Aa silvestre, indicando que las variantes generadas en este trabajo son
estables a las condiciones que pudieran estar presentes en los intestinos de las
larvas. Una vez establecidas las condiciones de solubilizacion, las protoxinas de
las variantes de la toxina Cyt1Aa y de la toxina Cyt1Aa silvestre, fueron sujetas a

pruebas de activacion con 1:50 wiw

tripsina en wuna proporcion de
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(tripsina:protoxina) a 4°C por 1 h a 650 rpm, el perfil proteico se determiné a través

de electroforesis en un gel de poliacrilamida al 15% (Figura 12).
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Figura 12. Activacion de las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la insercion del asa 2 o asa
3 de Cry1Ab. Carriles 1, 6 y 11, marcador de peso molecular. A) Variantes de la toxina Cyt1Aa con
la insercion del asa 3 de Cry1Ab. Carril 2 y 12, toxina Cyt1Aa silvestre; carril 3, (CytA3-Asa4)
Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 4; carril 4, (CytA3-Asa5) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa
5; carril 5, (CytA3-Asa6) de Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 6; carril 7, (CytA3-Asa7) Cyt1Aa +
Asa 3 de Cry1Ab en el asa 7; carril 8, (CytA3-Asa8) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 8; carril 9,
(CytA3-Asa9) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 9; carril 10, (CytA3-Asa10) Cyt1Aa + Asa 3 de
Cry1Ab en el asa 10. B) Variantes de la toxina Cyt1Aa con la insercién del asa 2 de Cry1Ab. Carril
12, (CytA3-Asa6) Cyt1Aa + Asa 2 de Cry1Ab en el asa 6; carril 13, (CytA3-Asa7) Cyt1Aa + Asa 2
de Cry1Ab en el asa 7; carril 14, (CytA3-Asa9) Cyt1Aa + Asa 2 de Cry1Ab en el asa 9; la flecha
indica el tamafio esperado de la proteina.

En la figura 12A se muestra el resultado de la activacion de las protoxinas de
las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la insercion del asa 3 de Cry1Ab
[CytA3-Asa(n)] y en la figura 12B la activacidon de las variantes correspondientes a
la insercién del asa 2 [CytA2-Asa(n)]. Con base en los resultados obtenidos se
corrobord que todas las variantes generadas en este trabajo son estables ante el
tratamiento con tripsina y se pueden procesar de manera similar a la toxina

Cyt1Aa silvestre.
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7.3. Inmunodeteccidén de las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la

insercion del asa 2 o 3 de Cry1Ab.

Para corroborar que las variantes de la toxina Cyt1Aa [CytA3-Asa(n), CytA2-
Asa(n)] que estamos expresando corresponden a la toxina Cyt1Aa, se realizd un
ensayo de Inmunodeteccidn de la toxina en espora-cristal, en proteina soluble y en
proteina activada, tanto para las variantes que tienen el asa 3 (Figura 13A, By C,
respectivamente) como para las que tienen el asa 2 (Figura 13D, E y F,

respectivamente) de Cry1Ab.
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Figura 13. Inmunodeteccion de las variantes de las toxinas Cyt1Aa que tienen la insercién del asa
2 o0 asa 3 de Cry1Ab. Carriles 1, 10, 19, 29, 34 y 39, marcador de peso molecular; Carriles 2, 11,
20, 33, 38 y 43, toxina Cyt1Aa silvestre; Carriles 3, 12 y 21 (CytA3-Asa4) Cyt1Aa + Asa 3 de
Cry1Ab en el asa 4; Carriles 4, 13 y 22 (CytA3-Asa5) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 5;
Carriles 5, 14 y 23 (CytA3-Asa6) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 6; Carriles 6, 15 y 24 (CytA3-
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Asa7) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 7; Carriles 7, 16 y 25 (CytA3-Asa8) Cyt1Aa + Asa 3 de
Cry1Ab en el asa 8; Carriles 8, 17 y 26 (CytA3-Asa9) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 9;
Carriles 9, 18 y 27 toxina (CytA3-Asa10) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 10; Carriles 30, 35 y
40, (CytA2-Asab) Cyt1Aa + Asa 2 de Cry1Ab en el asa 6; Carriles 31, 36 y 41, (CytA2-Asa7)
Cyt1Aa + Asa 2 de Cry1Ab en el asa 7; Carriles 32, 37 y 42, (CytA2-Asa9) Cyt1Aa + Asa 2 de
Cry1Ab en el asa 9. (A y D) Espora-cristal; (B y E) Proteina soluble; (C y F) Proteina activada.

En la figura 13 se muestra el resultado de la inmunodeteccién en complejo
espora-cristal, proteina soluble y proteina activada de las variantes de la toxina
Cyt1Aa que tienen la insercion del asa 3 de Cry1Ab [CytA3-Asa(n)] y de las
variantes correspondientes a la insercion del asa 2 [CytA2-Asa(n)]. Estos datos
corroboran que todas las variantes generadas en este trabajo son reconocidas por

el anticuerpo anti-Cyt1Aa.

7.4. Ensayos de union de las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la

insercion del asa 2 o 3 de Cry1Ab a los receptores APN, ALP y CDR.

Para evaluar si las variantes de las toxinas Cyt1Aa que tienen la insercién del
asa 2 o 3 de Cry1Ab [CytA3-Asa(n), CytA2-Asa(n)] son capaces de unirse a los
receptores APN, ALP y CDR (fragmento de CDR que contiene los CR7-12) de M.
sexta, se llevaron a cabo ensayos de ELISA. Para los receptores se utilizé una
concentracion de 0.5 ug y para cada una de las variantes se utilizd una
concentracion de 50 nM, cada experimento se realiz6 por triplicado con un total de
nueve repeticiones. En la Figura 14A se muestran los resultados de los ensayos
de unién llevados a cabo para las variantes del asa 3 [CytA3-Asa(n)] y en la Figura

14B los resultados para las variantes del asa 2 [CytA2-Asa(n)].
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Figura 14. Ensayos de unién de las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la insercion del asa 3
o asa 2 de Cry1Ab en distintas asas de la toxina Cyt1Aa a los receptores APN, ALP, CRD7-12 de
M. sexta. A) Variantes de la toxina Cyt1Aa con la insercién del asa 3 de Cry1Ab. (CytA3-Asa4)
Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 4; (CytA3-Asa5) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 5;
(CytA3-Asab) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 6; (CytA3-Asa7) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en
el asa 7; (CytA3-Asa8) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 8; (CytA3-Asa9) Cyt1Aa + Asa 3 de
Cry1Ab en el asa 9; (CytA3-Asa10) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 10. B) Variantes de la
toxina Cyt1Aa con la insercion del asa 2 de Cry1Ab. (CytA2-Asa6) Cyt1Aa + Asa 2 de Cry1Ab en el
asa 6; (CytA2-Asa7) Cyt1Aa + Asa 2 de Cry1Ab en el asa 7; (CytA2-Asa9) Cyt1Aa + Asa 2 de
Cry1Ab en el asa 9. Los * denotan diferencias estadisticas a un nivel de significancia de 0.05
ANOVA (P<0.0001).

En la Figura 14, se puede observar que las variantes de la toxina Cyt1Aa que
tienen la insercién del asa 2 o0 3 de Cry1Ab, mostraron una union significativa a los
receptores APN, ALP y CDR (ANOVA P<0.0001), con valores de absorbancia de
entre 0.12 y 0.6 en comparacién con la toxina Cyt1Aa silvestre en donde los
valores de absorbancia fueron menores de 0.09. Con base en lo anterior se
observé un incremento en la unién de 2 a 8 veces al receptor APN, de 2 a 6 veces
al receptor ALP y de 1,5 a 4 veces al receptor CDR, en comparacion con la toxina
Cyt1Aa silvestre la cual no mostré una unién significativa a ninguno de los tres
receptores (ANOVA P<0.081). Sin embargo, se puede observar que tanto las
variantes del asa 3 [CytA3-Asa(n)], como las del asa 2 [CytA2-Asa(n)] muestran
una unién significativa a los receptores ALP y APN en comparacion con el receptor
CDR (ANOVA P<0.0130).
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Al comparar las variantes entre si, se puede observar que las variantes que
tienen la insercion delasa 2 o 3 enlasasas 6, 7y 9 (CytA3-Asa6, CytA3-Asa?,
CytA3-Asa9, CytA2-Asab, CytA2-Asa7, CytA2-Asa9) de la toxina Cyt1Aa, son las
que muestran una union significativa a los receptores ALP y APN (ANOVA P<
0.0001), en comparacion con el resto de las variantes y la toxina Cyt1Aa silvestre.
Los valores de absorbancia en los ensayos de unidén para las variantes CytA3-
Asab, CytA3-Asa7, CytA3-Asa9, CytA2-Asab, CytA3-Asa7 y CytA2-Asa9 al
receptor ALP fueron de 0.58, 0.19, 0.44, 0.43, 0.148 y 0.146 respectivamente, y
para el receptor APN fueron de 0.483, 0.127, 0.344, 0.526, 0.159 y 0.399
respectivamente. En la figura 14 también se puede observar que la union al
receptor CDR para estas seis variantes (CytA3-Asa6, CytA3-Asa7, CytA3-Asa9,
CytA2-Asa6, CytA2-Asa7, CytA2-Asa9) se encuentra disminuida en comparacion a
los receptores ALP y APN, con valores de absorbancia por debajo de 0.3. Los
resultados anteriores, sugieren que las asas 6, 7 y 9 de la toxina Cyt1Aa son sitios
potenciales para poder llevar acabo modificaciones y poder inducir la unién de

esta toxina a otras proteinas.

7.5. Ensayos de toxicidad de las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la

insercion del asa 2 o 3 en Larvas de M. sexta, P. xyllostelay A. aegypti.

7.5.1. Toxicidad en Larvas de M. sexta y P. xyllostela.

La toxicidad de las variantes de la toxina Cyt1Aa con la insercion del asa 3 de
Cry1Ab [CytA3-Asa(n)] se determin6 en dos especies de lepidépteros M. sexta y
P. xyllostela, en el caso de las variantes con la insercidon del asa 2 [CytA2-Asa(n)],
solo se realiz6 en larvas de M. sexta. Para los bioensayos se utiliz6 como control
positivo la toxina Cry1Ab (0.5 ug/cm?) y como controles negativos agua y la toxina
Cyt1A silvestre (2 pg/cm?). La unidad experimental para los bioensayos en M.

sexta consistié en una caja cell-well de 24 pozos con 24 larvas de primer instar y
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la unidad experimental para los bioensayos en P. xyllostela consistié en una caja
cell-well de 24 pozos con 24 larvas de tercer instar, los bioensayos se realizaron

por triplicado y la mortalidad de las larvas se monitoreo a los siete y 14 dias.

Se observo que a los siete dias, algunas variantes causaron baja toxicidad
mostrando porcentajes de mortalidad por debajo del 40%. Sin embargo, el 60% de
las larvas que aun estaban vivas, se veian severamente afectadas presentando
cambios en la coloracion de la piel y en el peso, en comparacion con las larvas
que fueron expuestas al agua o a la toxina Cyt1A silvestre (Anexo 1). Las larvas
de M. sexta que fueron expuestas a las variantes de la toxina Cyt1Aa [CytA3-
Asa(n), CytA2-Asa(n)] mostraron una disminucién en su peso con un promedio de
entre 4 y 5 mg, en comparacién con los controles (Agua y Cyt1A silvestre) en
donde los valores se encuentran por arriba de los 12 mg (Diferencias estadistica
con Tukey a un nivel de significancia de 0.05). Sin embargo, después de 14 dias
de haber sido expuestas a las variantes de la toxina Cyt1Aa [CytA3-Asa(n)], la
mortalidad fue evidente obteniendo porcentajes de mortalidad por arriba del 45%
tanto en M. sexta como en P. xyllostela (Figura 15A), resultados similares se
observaron para las variantes con la insercion del asa 2 [CytA2-Asa(n)] en donde
se obtuvieron porcentajes de mortalidad por arriba del 50% (Figura 15B). El
analisis de ANOVA de los datos de mortalidad para las variantes de la toxina
Cyt1Aa [CytA3-Asa(n), CytA2-Asa(n)], indica que las variantes CytA3-Asab,
CytA3-Asa7, CytA3-Asa9, CytA2-Asab, CytA2-Asa7 y CytA2-Asa9 muestran
diferencias significativas (P<0.0001) en comparacion con el resto de las variantes

y los controles del agua y la toxina Cyt1Aa silvestre.
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Porcentaje de mortalidad
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Figura 15. Porcentaje de mortalidad en larvas de M.sexta y P. xyllostela al ser expuestas a las
variantes de la toxina Cyt1Aa que contienen el asa 2 o asa 3 de Cry1Ab en las distintas asas de la
toxina Cyt1Aa. A) Mortalidad causada por las variantes de la toxina Cyt1Aa con la insercién del asa
3 de Cry1Ab. (CytA3-Asa4) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 4; (CytA3-Asa5) Cyt1Aa + Asa 3
de Cry1Ab en el asa 5; (CytA3-Asab) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 6; (CytA3-Asa7) Cyt1Aa
+ Asa 3 de Cry1Ab en el asa 7; (CytA3-Asa8) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 8; (CytA3-Asa9)
Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 9; (CytA3-Asa10) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 10. B)
Mortalidad causada por las variantes de la toxina Cyt1Aa con la insercion del asa 2 de Cry1Ab.
(CytA2-Asab) Cyt1Aa + Asa 2 de Cry1Ab en el asa 6; (CytA2-Asa7) Cyt1Aa + Asa 2 de Cry1Ab en
el asa 7; (CytA2-Asa9) Cyt1Aa + Asa 2 de Cry1Ab en el asa 9. Los * denotan diferencias
estadisticas a un nivel de significancia del 0.05 con la prueba de Tukey.

Con base en los resultados obtenidos en los dos bioensayos, se puede
observar que los porcentajes de mortalidad en P. xyllostela causados por las
variantes CytA3-Asab (71%), CytA3-Asa7 (60%) y CytA3-Asa9 (73%), son muy
similares a los que se obtuvieron en las larvas de M. sexta, CytA3-Asa6 (81%),

CytA3-Asa7 (72%) y CytA3-Asa9 (75%), lo cual nos sugiere que estas tres
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variantes podrian tener el potencial para inducir un efecto toxico en larvas de
lepidopteros. En el anexo 2 se pueden observar los efectos en las larvas de M.

sexta a los 14 dias después de ser expuestas a las toxinas

7.5.2. Toxicidad en larvas de A. aegypti.

Para evaluar si las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la insercion del asa
2 o 3 de Cry1Ab [CytA3-Asa(n), CytA2-Asa(n)] siguen conservando su actividad
téxica en larvas de mosquitos de A. aegypti, se realizaron bioensayos utilizando
cinco concentraciones (1000, 1500, 2000, 5000 y 10000 ng/ml) de complejo
espora-cristal y proteina soluble. Para los bioensayos con el complejo espora-
cristal cada unidad experimental consistio en 10 larvas de tercer instar en 10 ml de
agua y para los bioensayos con la proteina soluble consistié en 10 larvas de
primer instar en 1 ml de agua, como control positivo se utilizé la toxina Cyt1Aa
silvestre y como control negativo agua. Los bioensayos se realizaron por triplicado
con un total de nueve repeticiones para cada una de las variantes, la mortalidad se

reqgistré a las 24 h.

Con base a los resultados obtenidos en los bioensayos con el complejo
espora-cristal y proteina soluble, se observd que las variantes de la toxina Cyt1Aa
que tienen el asa 2 o 3 de Cry1Ab, no mostraron actividad toxica sobre las larvas
de mosquito de A. aegypti (Tabla 6). Quizas la insercion de estas asas de Cry1Ab,
estén impidiendo que la toxina pueda establecerse en las BBM apicales de los
intestinos del mosquito y en consecuencia quizas la toxina ya no es capaz de
formar poros o de romper la membrana en complejos tipo micela de lipidos-
proteinas y por lo consiguiente no se observa un efecto toxico. Cabe mencionar
que en los bioensayos con proteina soluble, la toxina Cyt1Aa silvestre también
perdié su actividad toxica sobre las larvas de mosquito aun en la concentracion de
10000 ng/ml.
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Tabla 6. Porcentaje de mortalidad de las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la insercion del
asa 2 o 3 de Cry1Ab en larvas de A. aegypti a las 24 h.

Concentracion 1000 ng/ml 1500 ng/ml 2000 ng/ml 5000 ng/ml 10000 ng/ml

Espora  Proteina Espora Proteina | Espora  Proteina Espora Proteina | Espora  Proteina

Toxina Cristal soluble Cristal soluble Cristal soluble Cristal soluble Cristal soluble
Agua 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CytA3-Asa4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CytA3-Asad 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CytA3-Asab 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CytA3-Asa7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CytA3-Asa8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CytA3-Asa9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CytA3-Asa10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cyt1Aa WT 60 0 100 0 100 0 100 0 100 0
CytA2-Asab 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CytA2-Asa7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CytA2-Asa9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

7.6. Efecto sinérgico de las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la

insercion del asa 2 o 3 de Cry1Ab en larvas de A. aegypti.

Por otro lado fue importante determinar si las variantes de la toxina Cyt1Aa que
tienen la insercién del asa 2 o asa 3 de Cry1Ab siguen siendo capaces de
potenciar la actividad de la toxina Cry11Aa en larvas de A. aegypti. El andlisis de
este efecto de potenciacién de actividad insecticida de estas variantes se realizd
mediante bioensayos, con el complejo espora-cristal de cada una de las variantes
mezcladas con el complejo espora-cristal de la toxina Cry11Aa silvestre, como
control positivo se utilizé la mezcla de las toxinas Cry11Aa silvestre y Cyt1Aa
silvestre y como control negativo agua. Para la toxina Cry11Aa se utiliz6 una
concentracion de proteina que matara el 20% de la poblacion de larvas y para la
toxina Cyt1Aa una concentracion de proteina que matara el 10% de la poblacion
de larvas, la unidad experimental consistio en 10 larvas de tercer instar en 10 ml
de agua. Los bioensayos se realizaron por triplicado y la mortalidad se registr6 a
las 24 h.
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Porcentaje de Mortalidad

En la Figura 16 se muestran los porcentajes de mortalidad que se obtuvieron al
realizar las mezclas de la toxina Cry11Aa silvestre con cada una de las variantes
de la toxina Cyt1Aa [CytA3-Asa(n), CytA2-Asa(n)] y la toxina Cyt1Aa silvestre. Se
puede observar que las variantes de la toxina Cyt1A que tienen la insercién de las
asas 3 y 2 de Cry1Ab, son capaces de incrementar aproximadamente de tres a
cuatro veces la actividad toxica de la toxina Cry11Aa en larvas de A. aegypti,
comparado con la toxina Cyt1Aa silvestre (ANOVA P<0.0030). En donde las
variantes CytA3-Asa(n) mostraron porcentajes de mortalidad entre el 70% y 90%,
y las variantes CytA2-Asa(n) valores entre el 50% y 70% de mortalidad, mostrando
claramente que las variantes [CytA3-Asa(n), CytA2-Asa(n)] son capaces de

potenciar la actividad de la toxina Cry11Aa.

Toxina20% Cry + 10% Cyt (ng/ml)

Figura 16. Porcentaje de mortalidad de la mezcla de las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen
la insercion del asa 2 o asa 3 de Cry1Ab con la toxina Cry11Aa WT. A) Mortalidad causada por las
variantes de la toxina Cyt1Aa con la insercion del asa 3 de Cry1Ab. (CytA3-Asa4) Cyt1Aa + Asa 3
de Cry1Ab en el asa 4; (CytA3-Asa5) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 5; (CytA3-Asab) Cyt1Aa
+ Asa 3 de Cry1Ab en el asa 6; (CytA3-Asa7) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 7; (CytA3-Asa8)
Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 8; (CytA3-Asa9) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 9;
(CytA3-Asa10) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 10. B) Mortalidad causada por las variantes de
la toxina Cyt1Aa con la insercion del asa 2 de Cry1Ab. (CytA2-Asa6) Cyt1Aa + Asa 2 de Cry1Ab en
el asa 6; (CytA2-Asa7) Cyt1Aa + Asa 2 de Cry1Ab en el asa 7; (CytA2-Asa9) Cyt1Aa + Asa 2 de
Cry1Ab en el asa 9.
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Dado que las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la insercién del asa 2
o 3 de Cry1Ab [CytA3-Asa(n), CytA2-Asa(n)], que se generaron en este proyecto
no son toxicas contra A. aegypti, no se puede calcular el factor de sinergismo
entre estas proteinas utilizando la férmula de Tabashnik (ver metodologia). Sin
embargo, se puede determinar la mortalidad tedrica que se obtendria al mezclar
cada una de las variantes con la toxina Cry11A y comparar este valor con la
mortalidad experimental como se reporté anteriormente por Fernandez-Luna y
colaboradores (2010).

Se observd que la mortalidad tedrica esperada para cada una de las
variantes con la mezcla de la toxina Cry11Aa fue del 24%. Sin embargo, cuando
se calculd la mortalidad experimental de la mezcla de cada una de las variantes
con la toxina Cry11A, ésta resulto ser de tres a cuatro veces mas téxica (P<
0.0030) (Tabla 7). Por lo que se concluye que las variantes generadas en este
trabajo son capaces de potenciar la actividad téxica de la toxina Cry11Aa,

independientemente de su actividad insecticida.

Tabla 7. Sinergismo entre las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la insercion del asa 2 o 3 de
Cry1Ab con la toxina Cry11A en larvas de A. aegypti.

S (toxina) OBS= Smez) EXPP= Mortalidad tedricac= Mortalidad
Toxina/Mutante (R1+R2+R3}/n S cuinaians X Sici1asone (1-5, 0 1ex0)X100%  experimental?

CytlAa 1 0.76 24% 100% + 0.6
CytA3-Asad:CryllAa 1 0.76 24% 70%+ 0
CytA3-Asa5:CryllAa 1 0.76 24% 80% =+ 1.7
CytA3-Asab:CryllAa 1 0.76 24% 67%*0.6
CytA3-Asa7:CryllAa 1 0.76 24% 87%+1.2
CytA3-Asa8:CryllAa 1 0.76 24% 80%+ 1.0
CytA3-Asa9:CryllAa 1 0.76 24% 80%+ 1.0
CytA3-AsalO:CryllAa 1 0.76 24% 83%+2.1

CryllAa 0.76
CytA2-Asab:CryllAa 1 0.76 24% 70%+ 1.0
CytA2-Asa7:CryllAa 1 0.76 24% 70%+1.1
CytA2-Asa9:CryllAa 1 0.76 24% 47%+ 0.8

2 sobrevivencia observada con cada una de las toxinas; S(toxina)OBS corresponde a la proporcion

de larvas que sobrevivieron a la exposicion de la toxina.
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b, proporcion tedrica de las larvas que sobrevivieron a la mezcla de las toxinas; Scyiiaa,
cry11aa)EXP=Scyt1aai08s X S(cry11aa)oBs corresponde a la proporcion de larvas que se espera que
sobrevivan a la exposicién de la mezcla de las toxinas.

¢, Mortalidad tedrica esperada para la mezcla de las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen las
asas 2 0 3 de Cry1Ab con la toxina Cry11Aa se calculd con la formula (1-Scyt1aa, cry11aa)exe) X 100%.
4 Mortalidad experimental obtenida en los bioensayos. Cry11Aa (108 ng/ml); Cyt1Aa y variantes de
la toxina Cyt1Aa (30 ng/ml).

7.7. Actividad hemolitica de las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la

insercion del asa 2 o 3 de Cry1Ab.

Para evaluar si las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la insercion del asa
2 0 3 de Cry1Ab en las distintas asas de la toxina Cyt1Aa siguen conservando su
actividad hemolitica, se realizaron ensayos de hemodlisis utilizando eritrocitos de
conejo los cuales se incubaron con diferentes concentraciones de toxina (125,
250, 500, 1000, 2000, 4000 y 80000 ng/ml). Para los ensayos se utilizaron 20 pl de
eritrocitos previamente calibrados en 180 ul de mezcla toxina/solucion Alsever’s
(solucién anticoagulante) y el volumen final fue colocado en una placa de 96 pozos
con fondo plano. La placa se incubé durante 30 min, se centrifugd y el
sobrenadante se recuperd y se colocé en una placa nueva. El porcentaje de
hemolisis se determiné midiendo la absorbancia en un lector de ELISA a 405 nm.
Los ensayos se realizaron por triplicado con un total de nueve repeticiones para

cada una de las variantes.

En la Figura 17 se puede observar que las variantes de las toxinas Cyt1Aa que
tienen la insercién del asa 2 o 3 de Cry1lAb [CytA3-Asa(n), CytA2-Asa(n)],
disminuyeron en 1.5 a 7 veces su actividad hemolitica en comparacion con la
toxina Cyt1Aa silvestre (ANOVA P<0.0001). Mostrando valores de absorbancia por
debajo de 0.6 a un en la concentracion de 8 ug/ml. La dosis efectiva 50 (DEsy,
dosis en la cual el 50% de las células se encuentran lisadas) calculada para la
Cyt1Aa silvestre fue de 190 ng/ml (182.4-197.8 ng/mL). Quizas los resultados

obtenidos en los ensayos de hemdlisis, se deban a que la insercion de las asas 3
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Actividad Hemolitica (Abs 405 nm)

y 2 de Cry1Ab estan impidiendo que la toxina pueda establecerse en las

membranas de los eritrocitos y en consecuencia la toxina ya no es capaz de

formar poros o de lisar la membrana.

—o— Cyt1Aa

—0— CytA3-Asad
—v— CytA3-Asas
—4— CytA3-Asab
—a— CytA3-Asa7
—0— CytA3-Asa8

0.8

—e— Cyt1Aa

—O— CytA2-Asab
—w— CytA2-Asa7
—A— CytA2-Asad

—— CytA3-Asa9
—O0— CytA3-Asa10

0.6

0.4

Actividad Hemolitica (Abs 490 nm)

0.2

0.0

0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
2 Toxina ug/ml
Toxina (ug/ml)

Figura 17. Actividad hemolitica de las variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la insercién del
asa 2 o asa 3 de Cry1Ab en eritrocitos de conejo. A) Actividad hemolitica de las variantes con el
asa 3. Cyt1Aa silvestre, circulos negros; (Cyt1A3-Asa4) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 4,
circulos blancos; (Cyt1A3-Asa5) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 5, triangulos negros;
(Cyt1A3-Asa6) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 6, triangulos blancos; (Cyt1A3-Asa7) Cyt1Aa +
Asa 3 de Cry1Ab en el asa 7, cuadrados negros; (Cyt1A3-Asa8) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el
asa 8, cuadrados blancos; (Cyt1A3-Asa9) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 9, rombos negros;
(Cyt1A3-Asa10) Cyt1Aa + Asa 3 de Cry1Ab en el asa 10, rombos blancos. B) Actividad hemolitica
de las variantes con el asa 2. Cyt1Aa silvestre, circulos negros; (Cyt1A2-Asa6) Cyt1Aa + Asa 2 de
Cry1Ab en el asa 6, circulos blancos; (Cyt1A2-Asa7) Cyt1Aa + Asa 2 de Cry1Ab en el asa 7,
triangulos negros; (Cyt1A2-Asa9) Cyt1Aa + Asa 2 de Cry1Ab en el asa 9, triangulos blancos; Las
lineas en las barras corresponden al error estandar.
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8. DISCUSION.

Las toxinas Cyt y Cry de Bt han sido utilizadas por décadas para el control
de insectos que causan dafos tanto en la agricultura como en el sector de salud
publica (Guerchicoff, et al., 2001; Schnepf, et, al., 1998). La interaccién especifica
que muestra este grupo de toxinas en el intestino medio de distintas especies de
insectos, las coloca como una alternativa para el control de plagas. Aunado a ello,
hasta el momento no se ha reportado que causen efectos adversos en especies
de insectos que son considerados benéficos para los ecosistemas, una
preocupacion que permanece con los insecticidas quimicos desde su aplicacion
(Glare, et al., 2012). A pesar de que Bt ha resultado ser un agente de control muy
efectivo, algunas especies de lepiddpteros ya han generado resistencia a algunas
toxinas Cry; lo que ha llevado a la implementacién de nuevas estrategias para
tratar de contrarrestar la resistencia que han desarrollado este grupo de insectos
(Pardo-Lépez, et al., 2009).

En este contexto, las toxinas Cyt son proteinas que representan una
herramienta con gran potencial biotecnolégico. En particular este grupo de toxinas
poseen caracteristicas especiales e interesantes, debido a que solo son téxicas
para insectos dipteros y ademas promueven la potenciacion de la actividad
insecticida de otras toxinas de Bt como son las toxinas Cry4A y Cry11A (Activas
contra dipteros) (Porter, et al., 1993). En particular la toxina Cyt1Aa no muestra
ningun efecto téxico en larvas de insectos pertenecientes al orden Lepidoptera y
no es capaz de sinergizar o potenciar la toxicidad de las toxinas Cry activas contra

especies de lepidépteros como la toxina Cry1Ab (Pérez, et al., 2005).

Por otro lado, Sayyed y colaboradores (2001), reportan que la toxina
Cyt1Aa es capaz de potenciar la actividad toxica de Cry1Ac en colonias
resistentes de P. xylostella. Sin embargo, Meyer y colaboradores (2001) reportan
que la toxina Cyt1Aa no potencia la actividad téxica de esta toxina en colonias de
P. xylostella y Pectinophora gossypiella. Es importante resaltar que quizas estas
variaciones en los resultados, estén relacionadas con la manera en la que se

llevan a cabo los ensayos de toxicidad, por ejemplo, Sayyed y colaboradores
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evaluaron las toxinas de manera activada, en contraste, Meyer utiliz6 el complejo
espora-cristal de cada una de ellas para realizar los ensayos de toxicidad, lo cual
podria estar relacionado con un aumento o disminucion de la actividad toxica en
las especies de lepidopteros. Cabe mencionar que no todas las poblaciones de
insectos presentan la misma susceptibilidad a la aplicacion de las toxinas, por lo
que seria interesante analizar si la combinacién de estas toxinas podria favorecer

un incremento en la toxicidad en otras especies de lepiddpteros.

Por otro lado, Fernandez y colaboradores (2010), observaron que la union
de la toxina Cyt1Aa en las microvellosidades (BBM) apicales del intestino medio
de M. sexta fue menor del 50%, en comparacion con la union a las BBM de A.
aegypti, en donde se obtuvieron valores por arriba del 90%, apoyando que la
toxina Cyt1Aa no es toxica para M. sexta, los resultados anteriores quizas se
deban a que en el intestino del lepidoptero existe un numero reducido de sitios de
unién para la toxina Cyt1Aa. Por otro lado, Cantén y colaboradores (2014)
mostraron que la unién de la toxina Cyt1Aa esta disminuida a las BBM de M.
sexta, sin embargo, esta toxina es capaz de formar oligomeros en presencia de
estas BBM, pero no es toxica para este lepidoptero. Con base en ensayos de
competencia, observaron que la retencién de la toxina Cyt1Aa a las BBM de M.
sexta es mucho menor comparado con la retencion de esta toxina a las BBM de A.
aegypti, en este sentido, quizas el oligdbmero no es capaz de establecerse de
manera eficiente en las BBM de M. sexta y en consecuencia no es capaz de
insertarse en la membrana y formar poros, correlacionando con una pérdida de la

toxicidad en este lepiddptero.

Cabe mencionar, que la toxicidad de Cyt1Aa es baja para A. aegypti,
comparada con las toxinas Cry activas contra mosquitos como Cry11a, Cry4Aa y
Cry4Ba (Ben-Dove, 2014), lo que da la pauta para pensar que la principal funcion
de la toxina Cyt1Aa podria ser la de potenciar la actividad téxica de las toxinas Cry
en este grupo de insectos (Pérez, et al., 2007). En un trabajo previo, se observé
que la toxina Cyt1Aa no es toxica para A. albimanus, sin embargo, es capaz de

potenciar la actividad téxica de las toxinas Cry4Ba y Cry11Aa en esta especie de

59

——
| —



mosquito (Fernandez-Luna., et al., 2010). En el presente trabajo se llevo a cabo la
construccion de variantes de la toxina Cyt1Aa que tuvieran la insercidén del asa 2 o
asa 2 (Dominio 1) de Cry1Ab en diferentes regiones de la toxina Cyt1Aa, con la
finalidad de conferir la capacidad de union de esta toxina a los receptores APN,
ALP y CDR de M. sexta y de esta manera generar toxinas Cyt1Aa que pudieran
mostrar actividad toxica hacia insectos del orden Lepidoptera. El asa 3 es
importante para la union de Cry1Ab con CDR, ALP y APN como mondémero y el
asa 2 es importante en la interaccion con cadherina como mondémero y con ALP y
APN como oligobmero (Gémez et al., 2003 y 2006; Arenas et al., 2010; Pacheco et
al., 2010).

En este trabajo se llevd a cabo la construccion de diez variantes con la
insercion del asa 3 de Cry1Ab (CytA3-Asal, CytA3-Asa2, CytA3-Asa3, CytA3-
Asa4, CytA3-Asa5, CytA3-Asa6, CytA3-Asa7, CytA3-Asa8, CytA3-Asa9 y CytA3-
Asa10) y tres variante con la insercion del asa 2 de Cry1Ab (CytA2-Asa6, CytA2-
Asa7 y CytA2-Asa9). Cuando se llevod a cabo la expresion de estas toxinas en Bt,
se observo que las variantes CytA3-Asal, CytA3-Asa2 y CytA3-Asa3 no fueron
estables, sin embargo, los cristales de las otras 7 variantes son semejantes a los
cristales formados por la toxina Cyt1Aa silvestre, resultados similares se
obtuvieron para las variantes con la insercion del asa 2. Lo anterior sugiere que la
insercion del asa 2 o 3 de Cry1Ab no estarian induciendo cambios considerables
en la toxina, permitiendo que estas variantes de la toxina Cyt1Aa sean capaces de
plegarse, agruparse y formar cristales estables. Sin embargo, es necesario realizar
analisis mas detallados como ensayos de dinamica molecular (DM), dicroismo
circular (DC) o espectroscopia infrarroja (FTIR de sus siglas en ingles Fourier-
transform infrared spectroscopy) que nos permitan obtener informacion mas
precisa de como se estaria afectando la estructura de la toxina Cyt1Aa con la

insercion del asa 2 0 3 de Cry1Ab.
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Un paso determinante dentro del mecanismo de accion de este grupo de
toxinas, es la solubilizacién de los cristales en el intestino del insecto debido a las
condiciones alcalinas y reductoras que se presentan dentro de éste (Schnepf, et
al., 1998). El proceso de solubilizacion permite la disgregacion de éstos y en
consecuencia la liberacion de las protoxinas, paso indispensable para que estas
puedan actuar contra su blanco (Pardo-Lépez, et al., 2013). Se sabe que la
solubilidad de las proteinas estd dada en funcion de los factores fisico-quimicos
propios de cada polimero (Peso molecular, estructura conformacional,
composicidon de aminoacidos, ionizacion, pH, temperatura) (Phizicky y Fields,
1995). Estudios previos han demostrado que algunas toxinas Cry se solubilizan en
soluciones amortiguadoras de carbonatos y algunas otras en hidroxido de sodio,
en conjunto con agentes reductores (Lee, et al., 1992; Bravo, et al., 2004). La
solubilizacion de la toxina Cyt1Aa de manera in vitro, se lleva a cabo
principalmente en soluciéon de carbonatos pH 10 (Cohen, et al., 2011). Sin
embargo, al llevar a cabo las pruebas de solubilizacion de las variantes de la
toxina Cyt1Aa que tienen la insercion del asa 2 o 3, se observd que este proceso
ocurrio en la solucién de hidroxido de sodio, por otro lado, también se observé que
estas variantes se pueden solubilizar en solucién de carbonatos, sin embargo, la
eficiencia de este proceso fue mucho menor (datos no mostrados). Estos
resultados indican que la insercion del asa 2 o 3 quizas estan confiriendo nuevas
propiedades a la toxina comparadas con aquellas que presenta la toxina Cyt1Aa
silvestre. Se podria especular que la insercibn de estas asas, podria estar
favoreciendo a que las interacciones entre las protoxinas que conforman los
cuerpos cristalinos sean mucho mas estables y en consecuencia el proceso de
disgregacion de estos, requiera de algun agente de solubilizacion mas alcalino, en

donde un pH mayor a 10 quizas este favoreciendo el proceso de solubilizacion.

El pH del intestino de lepidopteros y dipteros varia entre un rango de 7 a 12,
aunque en otros insectos como los coledpteros el pH es ligeramente acido (Dow,
1992; Souza-Neto, et al., 2003) La similitud en los ambientes intestinales que
presentan estos grupos de insectos, permite suponer que las variantes generadas

en este trabajo podrian disociarse a protoxinas monomeéricas, en los intestinos de
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diferentes especies de lepidopteros y de esta manera poder interaccionar con los
distintos receptores que se encuentran presentes en las BBM apicales del
intestino medio. Cabe resaltar, que en las pruebas de solubilizacién se trata de
simular las condiciones que se pudieran estar dando en la region intestinal. Se
propone que la pérdida de los extremos N y C terminal de la proteina Cyt1Aa son
esenciales para que esta pueda establecerse en la membrana de las células del
intestino medio y llevar a cabo la lisis celular (Cohen, et al., 2011). En este trabajo
se observo que las variantes de la toxina Cyt1Aa [CytA3-Asa(n), CytA2-Asa(n)],
son estables al procesamiento proteolitico con tripsina, dando como resultado un
fragmento de aproximadamente 24 kDa, lo que nos sugiere que las variantes
generadas en este proyecto se procesan de manera similar a la toxina Cyt1Aa
silvestre. Canton y colaboradores (2014) mostraron que la toxina Cyt1Aa silvestre
es capaz de procesarse en el jugo gastrico de M. sexta, lo que nos permite inferir
que las variantes generadas en este trabajo se pueden solubilizar y activar

adecuadamente en el intestino de insectos lepiddpteros.

La unién de las toxinas a la membrana de las células del intestino medio es
un paso determinante para la toxicidad, hasta el momento no existe evidencia
experimental de que la interaccién de la toxina Cyt1Aa dependa de un receptor de
caracter proteico (Cohen, et al., 2011). Sin embargo, se ha reportado que la unién
de esta toxina a las membranas esta mediada principalmente por lipidos (Thomas
y Ellar, 1983a). El principal objetivo de este proyecto fue generar variantes de la
toxina Cyt1Aa que fueran capaces de unirse a receptores proteinicos como son
APN, ALP y CDR, con la finalidad de ampliar su rango de accion en otros insectos

no blanco.

Las variantes de la toxina Cyt1Aa con la insercion del asa 2 o 3 de Cry1Ab
en las asas 6, 7 y 9 de la toxina Cyt1Aa (CytA3-Asa6, CytA3-Asa7, CytA3-Asa9,
CytA2-Asa6, CytA2-Asa7, CytA2-Asa9) mostraron una unién significativa a los
receptores APN, ALP y CDR; incrementando su uniéon de 2 a 7 veces al receptor
APN, de 2 a 4 veces al receptor ALP y de 1,5 a 4 veces al receptor CDR, en

comparacion con la toxina Cyt1Aa silvestre la cual no mostré una unién
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significativa a ninguno de los tres receptores. Interesantemente, cuando se
llevaron a cabo los ensayos de toxicidad con las diez variantes en larvas de M.
sexta y P. xylostella, se observé que aquellas variantes que mostraron una unién
significativa a los receptores, también fueron las que resultaron ser mas toxicas
para estas dos especie de lepidopteros. Estos datos sugieren que la insercion del
asa 2 o el asa 3 de Cry1Ab, en diferentes localizaciones de la toxina Cyt1Aa
podrian estar aumentando la union de esta toxina en distintos sitios de las BBM in
vivo, favoreciendo una interaccion simultanea de esta toxina a los receptores
proteicos. Dado lo anterior, en un futuro podria ser interesante realizar ensayos de
unién a las BBM de este lepiddptero o marcar a las variantes de la toxina Cyt1Aa
[CytA3-Asa(n), CytA2-Asa(n)] con algun fluoréforo, con la finalidad de elucidar

como se podrian estar distribuyendo estas toxinas en el intestino de M. sexta.

Se pudo observar que las variantes [CytA3-Asa(n), CytA2-Asa(n)]
generadas en este trabajo causan baja toxicidad en comparacién con la toxina
Cry1A, cuya mortalidad en bioensayos se observa después de los 7 dias; cabe
resaltar que las larvas que aun estaban vivas se veian severamente afectadas,
presentando cambio en la coloracién de la piel y una reduccion en el peso
comparadas con las larvas que fueron expuestas al agua y a la toxina Cyt1A
silvestre. Sin embargo, después de 14 dias de haber sido expuestas a las
variantes de la toxinas Cyt1Aa, la mortalidad fue evidente tanto en M. sexta como
en P. xyllostela, resultados similares se observaron para las variantes con la
insercion del asa 2 en lavas de M. sexta. En este contexto, los insectos enfermos
exhiben caracteristicas o disfunciones que son designadas como signos (cambios
fisicos: cambios de color, malformaciones en el cuerpo, fragilidad del tegumento,
etc.) y sintomas (comportamiento anormal: movimientos irregulares, cese de
alimentacién, vémito, diarrea, etc.) (Kaya y Vega, 2012). Con base a lo anterior, en
algunos reportes se hace mencion de que insectos infectados por Bt y B. cereus,
tienden a dejar de alimentarse, presentan diarrea y la coloracién de su cuerpo

tiende a cambiar (Schnepf, et al., 1998).
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Una vez que el patégeno ha entrado y se ha establecido en el hospedero,
este comienza a mostrar una serie de sintomas externos a causa de la infeccion,
los cuales pueden variar dependiendo del grado de la infecciéon y el tipo de
patogeno. El cese de la alimentacion, paralisis, diarrea o vomito son sintomas que
indican que el patdégeno ha logrado establecerse en el hospedero, y en
consecuencia hay una activacion de la respuesta inmune, promoviendo la
generacion de hemocitos (células responsables de la respuesta inmune en
insectos) para tratar de contender la infeccion (Adamo, et al., 2010). Una de las
principales barreras de defensa contra patdgenos es la matriz peritrofica, esta
delgada capa de quitina protege la zona epitelial del contacto con microbios o
agentes abrasivos (Brandt, et al., 1978; Barbehenn, 2001). Para tratar de evadir
esta barrera, la mayoria de las bacterias entomopatégenas secretan quitinasas
durante el proceso de infeccion, estas enzimas promueven la degradacion de la
matriz peritréfica y en consecuencia, permite que la bacteria entre y se establezca
en el hemocele, provocando una septicemia la cual ocasiona cambios en la
flacidez y coloracion del hospedero (Wiwat, et al., 2000; Thamthiankul, et al.,
2001). En este trabajo, los ensayos de toxicidad se llevaron a cabo con el
complejo espora-cristal de cada una de las variantes de la toxina Cyt1Aa, quizas
en este complejo aun hay remanentes de algunas enzimas, que pudieran estar
favoreciendo la disrupcion de la matriz peritréfica permitiendo la entrada de las
esporas al hemocele y dando como resultado un incremento de la poblacion
bacteriana, lo cual conlleva a una infeccion severa y finalmente a la muerte de las

larvas.

Por otro lado, los resultados obtenidos en los bioensayos sugieren que
quizas las variantes de la toxina Cyt1Aa [CytA3-Asa(n), CytA2-Asa(n)] generadas
en este trabajo, podrian tener un modo de accion diferente al de las toxinas Cry,
posiblemente estas toxinas estén desencadenando alguna via de sefalizaciéon
intracelular durante la intoxicacién de las larvas. De manera general el mecanismo
de accién de las toxinas Cry, propone que estas toxinas inducen la muerte celular
formando poros en las células epiteliales del intestino medio (Bravo, et al., 2007).

Sin embargo, un modelo alternativo propone que la muerte del insecto se debe a
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la activacion de una cascada de sefalizaciones dependiente de Mg2+ lo que
conllevan a la muerte celular; se propone que la interaccion de la toxina Cry1Ab
con el receptor CDR, provoca la activacion de la proteina G y de la proteina adenil
ciclasa (AC), lo cual promueve un incremento en las concentraciones de AMP
ciclico (cAMP) y en consecuencia se lleve a cabo la activacion de la proteina
quinasa A (PKA) provocando la desestabilizacion del citoesqueleto y de los

canales ionicos (Zhang, et al., 2006).

En otro contexto, Chougule y colaboradores (2013) mostraron que la
insercion del péptido GBP3 en diferentes regiones de la toxina Cyt2Aa, resulta en
proteinas que son capaces de matar a dos especies diferentes de afidos. Ellos
muestran que la insercidn del péptido GBP3 en las asas 1, 3 y 4 de la toxina
Cyt2Aa aumentaron la actividad téxica en los afidos M. persicae y A. pisum,
ademas de que estas variantes conservaron su actividad insecticida contra larvas
de A. aegypti. Cabe mencionar que las toxinas Cyt1Aa y Cyt2Aa comparten un
35% de identidad. Sin embargo, sus estructuras tridimensionales son muy
similares. Interesantemente, la regién de la toxina Cyt1Aa en donde se localizan
las asas 1y 2, es muy flexible (Cohen, et al., 2011), lo que podria correlacionar
con el hecho de que las variantes generadas CytA3-Asa1, CytA3-Asa2 y CytA3-
Asa3, resultaran en proteinas inestables. Con base en la sobreposicién de las
estructuras tridimensionales de las toxinas Cty1Aa y Cyt2Aa, las asas 3 y 4 de la
toxina Cyt2Aa son homologas a las asas 6 y 9 de la toxina Cyt1Aa.
Interesantemente, nuestros datos también indicaron que las variantes de la toxina
Cyt1Aa con la insercidén del asa 3 y asa 2 en las asas 6 y 9 de la toxina Cyt1Aa
dan como resultado una union significativa a los receptores y ademas resulta en
proteinas que muestran una actividad insecticida sustancial contra los lepidépteros
M. sexta y P. xylostella. De igual manera, las variantes en el asa 7 de la toxina
Cyt1Aa fueron capaces de unirse a los receptores y aumentaron la toxicidad
contra estas dos especies de lepidopteros. Cabe resaltar que esta asa no fue
seleccionada por Chougule y colaboradores (2013). Algo interesante de
mencionar, es que las asas que resultaron con una union significativa a los

receptores y que indujeron actividad toxica, se localizan en la misma cara de la
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toxina Cyt1Aa, lo que sugiere que este lado de la toxina podria ser un sitio
potencial para inducir la union de esta toxina a otras proteinas presentes en las
BBM en otros grupos de insectos. En la figura 18 se muestra la estructura
tridimensional de la toxina Cyt1Aa (PDB 3RON) en donde se puede observar que
las asas 6, 7 y 9 (marcadas en rojo) de la toxina Cyt1Aa, que mostraron una unién
significativa a los receptores ALP, APN y CDR, asi como un incremento en la
toxicidad en larvas de lepiddpteros, se encuentran localizadas en la misma cara de

la toxina.

Asa 9

Asall

Asa 6

Figura 18. Estructura tridimensional de la toxina Cyt1Aa (PDB 3RON). En rojo se muestran las
asas de la toxina que mostraron una unioén significativa a los receptores ALP, APN y CDR, asi
como un incremento en la toxicidad en larvas de lepidopteros. En verde se muestran las asas que
estan reportadas en la interaccién con las toxinas Cry11 y Cry4. Los archivos en PDB se
obtuvieron del banco de datos de proteinas https://www.rcsb.org.

Cabe mencionar que las variantes de la toxina Cyt1Aa generadas en este
trabajo, resultaron en toxinas que no fueron toxicas para larvas de A. aegypti, este
resultado se observd tanto en espora-cristal como en proteina soluble, en

contraste las variantes de la toxina Cyt2Aa mantuvieron su actividad tdéxica aun
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cuando se analizaron como proteinas solubles. En el caso de la toxina Cyt1Aa
silvestre también perdi6 su actividad tdéxica cuando se evalué como proteina
soluble. Esta discrepancia en los resultados, pudiera estar relacionada con la
susceptibilidad de las poblaciones de mosquitos a la toxina, la manera en la que
se llevaron a cabo los bioensayos, el sistema de expresion de la proteina y en qué
organismo se esta expresando la toxina. Por otro lado, las hélices alfa-A y alfa-C
de la toxina Cyt1A y Cyt2A son elementos importantes a nivel estructural y en
eventos relacionados con la interaccidon a la membrana y en el ensamblaje
intermolecular de la toxina para formar poros (Gazit, et al., 1997; Suktham, et al.,
2013), por lo que quizas la insercidon del asa 2 o 3 de Cry1Ab en la toxina Cyt1Aa
esté impidiendo que la toxina pueda interactuar con la membrana a través de
estas hélices o que se estén afectando las interacciones entre las toxinas lo cual
ya no permite que se asocien para llevar a cabo la formacion de un oligobmero y
formar un poro, lo cual podria explicar la perdida de toxicidad de las variantes
generadas en este proyecto en las larvas de A. aegypti. El mecanismo de accion
de este grupo de toxinas aun sigue siendo un tema de debate; por un lado se
propone que después de interaccionar con la membrana la toxina forma poros y
causa la lisis celular; y en otro sentido se propone que esta toxina se agrega de
manera desordenada en la membrana provocando la disrupcion de ésta, en
complejos tipo micela de proteina-lipido. Sin embargo, las variantes de la toxina
Cyt1Aa [CytA3-Asa(n), CytA2-Asa(n)] aun son capaces de sinergizar la actividad
téxica de Cry11Aa. Previamente se habia mostrado que la actividad insecticida de
Cyt1Aa no es necesaria para inducir sinergismo de Cry11Aa o Cry4Ba, dado que
mutantes de Cyt1Aa que se encuentran afectadas en unién, oligomerizacion y
toxicidad, siguen siendo capaces de unir y potenciar la actividad toxica de la toxina
Cry11Aa (L6pez-Diaz, et al., 2013).

La toxina Cyt1Aa exhibe actividad citolitica in vitro, sobre una gran variedad
de células de mamifero, incluyendo eritrocitos, linfocitos y fibroblastos (Thomas y
Ellar, 1983). Cuando se analizé la actividad hemolitica de las variantes de la toxina
Cyt1Aa generadas en este proyecto en eritrocitos de conejo, se observo que las

variantes de esta toxina disminuyeron su actividad hemolitica en 1.5 a 7 veces
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comparado con la toxina Cyt1Aa silvestre, en donde la dosis efectiva 50 (DEsy,
dosis en la cual el 50% de las células se encuentran lisadas) calculada para esta
toxina fue de 190 ng/ml (182.4-197.8 ng/mL). Estudios en eritrocitos y tubos de
Malpigio, indican que se requiere la acumulacion de los mondmeros de la toxina
antes de que ésta se una a la membrana y provoque la lisis celular, en donde
factores como la temperatura y la fluidez de la membrana también son
determinantes para favorecer este efecto (Maddrell, et al., 1988; Promdokoy y
Ellar, 2003). En este contexto, quizas la insercién del asa 2 o 3 de Cry1Ab estén
afectando las cargas adyacentes a las regiones involucradas en la interaccién a la
membrana o en la asociacién de los mondmeros y en consecuencia la toxina ya
no es capaz de interactuar y lisar a la célula, lo que podria explicar la afectaciéon
en la actividad hemolitica en los eritrocitos de conejo. Estudios de lipidomica de
eritrocitos, reportan que la membrana de este grupo celular, puede estar
constituido por mas de 100 diferentes tipos de lipidos, variando entre las distintas
especies de mamiferos (Cullis y de Kruijff, 1979; Cullis, et al., 1986), se ha visto
que la toxina Cyt1Aa muestra diferencias en la actividad hemolitica sobre
eritrocitos de conejo, ratén, camello y caballo (Tomas y Ellar, 1983). Por lo que,
seria interesante en un futuro evaluar la actividad hemolitica de estas variantes en
eritrocitos de otras especies de mamiferos, con la finalidad de determinar si
efectivamente estas variantes estan afectadas totalmente en este proceso. Esto
seria importante, desde el punto de salud publica, dado que si en un futuro estas
variantes pudieran ser comercializadas para su aplicacién en cultivos, se podria
contar con toxinas que no representen un riesgo a la salud del hombre u otros

mamiferos.

En este trabajo, mostramos por primera vez, que el intercambio de regiones
involucradas en la especificidad en insectos entre toxinas que no se encuentran
relacionadas estructuralmente podria proporcionar una herramienta efectiva para
cambiar la especificidad de las toxinas y en un futuro proporcionar herramientas
que permitan contrarrestar la resistencia que han generado algunas especies de
insectos a las toxinas Cry de Bt. Recientemente una publicacién mostré que la

fusién de la toxina BinA a la toxina Cyt1A dio como resultando toxinas que

68

——
| —



muestran un espectro de toxicidad mas amplio contra mosquitos (Bideshi, et al.,
2017). Estos datos sugieren que la toxina Cyt1Aa quizas es capaz de aceptar
dominios mas grandes y resultar en toxinas activas. Lo que en un futuro se
podrian construir toxinas que contengan dominios completos de otras toxinas con
actividad insecticida como las toxinas Cry, Vip o Bin con la finalidad de

incrementar su actividad toxica y migrar su toxicidad a otros grupos de insectos.
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9. CONCLUSIONES

Las toxinas Cry interactuan principalmente con los receptores CDR, ALP y
APN, a través de las asas 2 y 3 del Dominio Il. Mutaciones en estas asas, resultan
en proteinas que incrementan o disminuyen su toxicidad contra insectos
especificos, lo cual correlaciona con un incremento o disminucion en la unién a los
receptores presentes en las BBM de estos insectos. Por otro lado, la modificacién
de los residuos que conforman estas asas de las toxinas Cry, han generado
toxinas que han incrementado su toxicidad o han migrado su actividad a otros
insectos no blanco. Cabe mencionar que estas modificaciones se han llevado a
cabo principalmente en el grupo de las toxinas de tres dominios (Cry) y no asi con

tanto énfasis para las toxinas Cyt.

En este trabajo demostramos que la insercion del asa 2 o 3 de la toxina
Cry1Ab en las distintas asas de la toxina Cyt1Aa, dio como resultado variantes
que mostraron una unién significativa a los receptores APN, ALP y CDR de M.
sexta, lo cual correlacioné con un incremento en la toxicidad en larvas de dos
especies de lepidopteros (M. sexta y P. xylostella). También se observd que estas
variantes de la toxina Cyt1Aa perdieron su actividad téxica contra larvas de A.
aegypti, sin embargo, estas variantes aun siguen siendo capaces de potenciar la
actividad toxica de la toxina Cry11A. Por otra parte, al evaluar la actividad
hemolitica de las variantes de la toxina Cyt1Aa en eritrocitos de conejo, se
observé que esta propiedad disminuy6 drasticamente en comparacion con la

toxina Cyt1Aa silvestre.

En este trabajo demostramos por primera vez, que la toxina Cyt1Aa es capaz
de aceptar regiones de otras toxinas que no se encuentran relacionadas
filogenéticamente, dando como resultado toxinas Cyt1Aa activas que lograron
incrementar su actividad téxica contra otro grupo de insectos como son los

lepidopteros.
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10. PERSPECTIVAS.

X/
L X4

X/
L X4

X/
o

Determinar el mecanismo de accion por el cual las variantes de la toxina
Cyt1Aa que tienen la insercion del asa 2 o 3 de Cry1Ab, causan mortalidad

en larvas de lepidopteros, a través de:

Ensayos de oligomerizacién y formacion de poro en las BBM apicales del
intestino medio de lepiddpteros, con la finalidad de ver si estas variantes
son capaces de oligomerizar e insertarse en la membrana.

Ensayos de fluorescencia, en donde se marque a las variantes con algun
fluoréforo para localizarlas en el intestino de las larvas de M. sexta y P.

xylostella.

Investigar si existe la activacion de alguna via de sefalizacion intracelular
(por ejemplo apoptosis, autofagia, PKA-AC) que pudiera estar involucrada
durante el proceso de infeccion en las larvas de M. sexta y P. xylostella, al

ser alimentadas con las variantes de la toxina Cyt1Aa.

Construir variantes de Cyt1Aa que contengan la insercidon de regiones de
interaccidon de distintos receptores, con la finalidad de generar toxinas que
puedan funcionar como receptores para las toxinas Cry y con ello poder
inducir actividad toxica en distintos grupos de insectos que han generado

resistencia a la aplicacion de este grupo de toxinas.

Construir variantes de Cyt1Aa que sean capaces de inducir el sinergismo

de otras toxinas Cry en insectos lepidépteros o coledpteros.
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ANEXO 1Y 2

SINTOMAS DE INFECCION EN M. sexta ALOS 7 Y 14 DIAS DESPUES DE
SER EXPUESTAS A LAS VARIANTES DE LA TOXINA Cyt1Aa.
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ANEXO 1.

Fotografias de las larvas de M. sexta a los 7 dias después de ser expuestas a las
variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la insercién del asa 3 de Cry1Ab en las
asas 6, 7 y 9 de la toxina Cyt1Aa. Resultados similares se observaron para las

variantes con la insercién del asa 2.

CytA3-Asab
2 pg/cm? 2 pg/cm?

CytA3-Asa7 CytA3-Asa7
2 pglem? 2 pglcm?




ANEXO 2.

Fotografias de las larvas de M. sexta a los 14 dias después de ser expuestas a las
variantes de la toxina Cyt1Aa que tienen la insercién del asa 3 de Cry1Ab en las
asas 6, 7 y 9 de la toxina Cyt1Aa. Resultados similares se observaron para las

variantes con la insercién del asa 2.

‘ "’” 3 -

CytA3-Asab CytA3-Asa9
2 pyg/cm? 2 pg/cm?

Agua Cyt1Aa silvestre

2 pg/cm?
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ANEXO 3
PUBLICACION DERIVADA DEL PROYECTO DE INVESTIGACION.
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 The Cyt and Cry toxins are different pore-forming proteins produced by Bacillus thuringiensis bacteria,

: and used in insect-pests control. Cry-toxins have a complex mechanism involving interaction with
several proteins in the insect gut such as aminopeptidase N (APN), alkaline phosphatase (ALP) and
cadherin (CAD). It was shown that the loop regions of domain Il of Cry toxins participate in receptor
binding. Cyt-toxins are dipteran specific and interact with membrane lipids. We show that CrylAb
domain Il loop3is involved in binding to APN, ALP and CAD receptors since point mutation Cry1Ab-
G439D affected binding to these proteins. We hypothesized that construction of Cyt1A-hybrid proteins
providing a binding site that recognizes gut proteins in lepidopteran larvae could result in improved
CytlAa toxin toward lepidopteran larvae. We constructed hybrid Cyt1Aa-loop3 proteins with increased
binding interaction to Manduca sexta receptors and increased toxicity against two Lepidopteran
pests, M. sexta and Plutella xylostella. The hybrid Cyt1Aa-loop3 proteins were severely affected in
mosquitocidal activity and showed partial hemolytic activity but retained their capacity to synergize
Cry11Aa toxicity against mosquitos. Our data show that insect specificity of Cyt1Aa toxin can be
modified by introduction of loop regions from another non-related toxin with different insect specificity.

* During sporulation, Bacillus thuringiensis (Bt) produce diderent kinds of insecticidal toxins such as Cry and Cyt
. toxins that have been used commercially worldwide to control diderent insect pests"2. The family of Cry toxins
. composed of three-domains (3d-Cry) and the Cyt toxins of Bt are not related phylogenetically. Diderent 3d-Cry
: toxins show high insecticidal activity against dipteran, lepidopteran and coleopteran larvae or against nema-
- todes. In contrast, the Cyt toxins show mainly dipteran specificity*. However, Cyt toxins also display relatively
- low toxicity against other insect orders such as coleopteran, hemipteran and hymenopteran suggesting that Cyt
: toxins could be potentially useful for the control of insect pest diderent from mosquitoes* °. It is interesting that
Cyt toxins have been frequently found in Bt strains that express dipteran specific 3d-Cry toxins and that Cyt1A
is able to synergize the activity of Cry4Aa, Cry4Ba or Cryl1Aa toxins against mosquitoes'"'?. In addition, it was
found that Cyt1Aa toxin is able to overcome the resistance of the Culex quinquiefasciatus populations to Cry4Aa,
Cry4Ba or Cryl1Aa toxins".
The Cyt and 3d-Cry toxins are both pore-forming proteins. The Cyt toxins are composed by a single o3
domain'* that directly interacts with the membrane lipids, no protein receptor has been described. Cyt toxin
insert into the membrane forming pores or by damage the membrane structure by a detergent like interaction'>'¢.
On the other hand, the 3d-Cry toxins have a three domain structure, where domain I is involved in pore for-
mation and domains IT and III participate in the interaction with diderent protein receptors, thus conferring
. specificity to the toxin. The 3d-Cry toxins showed a complex mechanism of action that requires the interac-
© tion with several proteins in the insect gut such as aminopeptidase N (APN), alkaline phosphatase (ALP) and
. cadherin (CAD) before insertion into the membrane and pore formation'. The CrylAb toxin regions involved

in these interactions have been mapped. Domain II loop 3 of CrylAb plays an important role in the binding
. of this toxin to Manduca sexta APN and CAD receptors'’, while loop 2 and loop «-8 also participate in CAD
. binding'®. Mutations in these loops have resulted in proteins with lower or increased toxicity against specific
© insect pests, correlating with lower or higher binding affinities to brush border membrane vesicles (BBMV) from
- those insects'. Modification of loop sequences have resulted in proteins with changed specificity such as the
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CrylAa-hybrid toxin that display similar amino acid sequence to the loops of Cry4Ba toxin, and acquired toxicity
to dipteran larvae?. Similarly, the introduction of two peptide sequences, selected to bind to BBMV from the
hemipteran insect Nivalopavata lugens, into the Cryl Ab domain II exposed loops resulted in a Cryl Ab-hybrid
toxin with enhanced toxicity against N. lugens®!. In the case of Cyt toxin, construction of hybrid toxins have also
resulted in improved toxicity against specific targets, such as the Cyt2Aa-hybrid toxins containing the sequence
of a 12 amino acid GBP3 peptide that binds to an aphid APN. These Cyt2A-hybrid toxins were constructed in
three diderent exposed loops of the toxin, showing enhanced toxicity against the hemipteran insects such as
Acyrthosiphon pisum and Myzus persicae®.

Here, we describe the rational migration of CytlAa toxicity from dipteran to lepidopteran insects by con-
structing Cyt1 Aa-hybrid toxins containing the sequence of CrylAb domain II loop 3. The hypothesis behind the
construction of these hybrid toxins is that providing a binding site that recognizes gut proteins in lepidopteran
larvae would result Cyt1Aa-hybrid proteins that display toxicity against lepidopteran. We show here that loop 3
of CrylAb is involved in the binding interaction with diderent receptors such as APN, ALP and CAD. We con-
structed CytlAa-loop3 hybrid proteins containing this loop 3 sequence in diderent locations of CytlAa. Some
of these Cyt1Aa-hybrid proteins showed increased binding to M. sexta receptors that correlated with insecticidal
activity against two lepidopteran species, M. sexta and Plutella xylostella. Our data shows that insect specificity
of Cyt toxins can be modified by the introduction of loop regions from non-related toxins with diderent insect
specificity.

Results

Binding analysis of Cry1lAb-G439D mutant protein to APN, ALP and CAD receptors. The clon-
ing of the recombinant ALP and CAD fragment containing CrylAb binding sites (CAD-CR12) was previously
reported!”?*. Here we cloned the APN1 gene from M. sexta and expressed it into E. coli cells as reported in
Materials and Methods.

It was previously reported that mutants in loop 3 region from CrylAb are adected in toxicity to M. sexta and
showed reduced binding to APN1 and CAD receptors as compared with the wild type Cryl1Ab toxin'’. Also, that
Cryl1Ab-G439D loop 3 mutant was adected in binding to CAD-CR12*. The binding of Cry1Ab loop3 mutants to
ALP receptor was not analyzed before. Here we analyzed the binding of Cryl1Ab-G439D loop 3 mutant to ALP,
APN1 and CAD-CRI12. Figure 1 shows that Cryl Ab-G439D mutant was also adected in binding to ALP, indicat-
ing that Cryl1Ab domain II loop 3 is also involved in the binding with this receptor.

Construction of CytlAa-loop3 hybrid toxins. Based in the three-dimensional structure of CytlAa
toxin® we identified twelve exposed loop regions. We selected ten of these loops to insert the amino acid sequence
of the Cryl Ab domain II loop3 (FRSGFSNSSVSI) (Fig. 2). We did not insert the peptide sequence into loops 11
and 12 of CytlAa since it was previously shown that these loops were involved in the binding interaction and
synergism with Cryl1Aa and Cry4Ba toxins'"'2. The loop regions of Cyt1Aa that where selected to introduce
the CrylAb loop3 are highlighted with red letters in Fig. 2A. The location of these loops in the Cyt1Aa structure
showed that all of them are exposed to the solvent (Fig. 2B).

Ten hybrid-Cytl Aa mutants were constructed and confirmed by DNA sequence. The presence of crystal-like
inclusions was confirmed by observations under phase contrast optical microscopy and by SDS-PAGE gels of pro-
toxins. SDS-PAGE gels showed that constructs in loop1, loop2 and loop3 of Cyt1Aa did not produce protein in Bt
and were not further analyzed (data not shown). The crystal-like inclusions from the remaining seven constructs
were purified and the protoxins were solubilized and activated with trypsin. Figure 3A shows the purified trypsin
activated toxins, as well as the western blot detection of the solubilized (Fig. 3B) and activated proteins (Fig. 3C).

Binding analysis of Cyt1Aa-hybrid proteins to APN, ALP and CAD receptors. The binding of
CytlAa-hybrid variants to recombinant M. sexta APN1, ALP and CAD-CR12 was analyzed by ELISA bind-
ing assays. The variants CytL3-Loop6, CytL3-Loop7 and CytL3-Loop9 showed significant binding to the three
receptor proteins (Fig. 4), showing 2 to7 fold higher binding to ALP; 2 to 8 fold higher binding to APN1, and 1.5
to 4 fold higher binding to CAD-CR12 when compared with the binding of the control CytlAa toxin (ANOVA
analysis P < 0.005). The rest of the hybrid Cyt1A proteins showed less binding to the M. sexta receptors than
CytL3-Loop7 (data not shown).

Toxicity against mosquitoes and hemolytic activity. The toxicity of the seven hybrid-Cytl Aa mutants
and the Cyt1Aa was analyzed in bioassays by feeding third instar A. aegypti larvae with the purified crystal-like
suspensions. The medium lethal concentration of wild type Cytl Aa was 146.2 ng/ml (32-253, 95% confidential
limits). In contrast, the hybrid-Cyt1 Aa mutants showed no toxicity against A. aegypti even at 10 ug/ml (maximal
concentration used) (data not shown). The toxicity of these constructions was also tested in bioassays using 10 pug/
ml of soluble protein against first instar A. aegypti larvae as described in materials and methods. Under these
conditions all proteins including the wild type Cyt1Aa were inactive (data not shown).

CytlAa protein synergizes Cryl1Aa activity and has hemolytic activity. In order to determine the func-
tionality of these Cyt1Aa-hybrid proteins we analyzed these two activities. The synergism with Cryl1Aa toxin
was determined by performing bioassays against early A. aegypti 3™ -instar larvae as described in Materials en
Methods. We used a low concentration of these proteins that accounts for extremely low mortality when tested
individually. Mortality was 20% with Cryl1Aa alone (108 ng/ml Cryl1Aa) and no-mortality was observed with
CytlAa or hybrid-Cyt1Aa alone (30 ng/ml Cyt1Aa) (Fig. 5). However, when both proteins CytlAa and Cryl1Aa
were assayed together in the same mixture, more than 95% mortality was observed revealing synergism between
these two proteins. The synergism factor (SF) of the wild type proteins was calculated as reported in Materials in
Methods showing a SF value of 17.2 fold. Results obtained with the Cyt1 A-hybrid proteins showed that mixtures
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Figure 1. Analysis of binding of Cryl Ab-G439D mutant toxin in loop3 of domain II to purified APN1, ALP
or CAD proteins. ELISA plates were coated with 0.5 g of each recombinant receptor protein (APN1, ALP or
CAD) and the binding of diderent concentrations of wild type or mutant toxin was analyzed. Each experiment
was performed in duplicate with a total of six repetitions for each toxin.

of all of these mutants with Cryl1Aa resulted in synergistic activity since mortality increased up to 70 to 90%
(Fig. 5). The synergism was also analyzed by testing for deviation from the null hypothesis of simple independent
action, which assumes that the proportion of larvae surviving to the exposure of mixture of toxins is the product
of the proportions of larvae that survive to the exposure of each toxin separately?. The results show that syner-
gism occurred in all mixtures of Cyt1Aa-hybrid toxins with Cryl1Aa that were tested (Table 1).

The hemolytic activity of these constructions was assayed against rabbit red blood cells. The medium edective
(ECs) dose of Cyt1Aa was 190ng/mL (182.4-197.8ng/mL). Figure 6 shows that Cytl1Aa hybrid-mutants are also
adected in their hemolytic activity. The maximum concentration of Cyt1A toxin used was 8000ng per ml of water,
at this concentration the hybrid-Cytl Aa toxins tested showed 1.5 to 7 fold lower hemolytic activity than the wild
type CytlAa toxin.

Toxicity against lepidopteran larvae. Bioassays were performed against two diderent lepidopteran spe-
cies, first instar M. sexta and third instar P. xylostella larvae. After seven days of treatment the larvae of both
insects were still alive but showed to be severely adected, since they look pale and showed reduced size in com-
parison with the water control or the larvae treated with Cyt1Aa (Supplementary Figure S2). After 15 days of
exposure to the toxins the mortality was evident (Fig. 7). Anova analysis of the data indicated that constructions
CytL3-Loop6, CytL3-Loop7 and CytL3-Loop9 showed significant mortality values that ranged from 60-80%
and were significantly more toxic that the other constructions CytL3-Loop4, CytL3-Loop5, CytL3-Loop8 and
CytL3-Loop10 and than the control with Cyt1Aa (P <0.001).
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Figure 2. Location of loops regions in CytlAa toxin where loop3 from Cryl Ab was inserted. Panel A, Amino
acid sequence of CytlAa toxin is aligned with the three-dimensional structures, helices alpha and beta strands
are labeled over the amino acid sequence. The selected loop regions are labeled in red, arrows indicate the site
of insertion of loop3 (FRSGFSNSSVSI) from CrylAb. Residues labeled in green correspond to regions involved
in synergism with Cryl1Aa and Cry4Ba. Panel B, Localization of loops in the three dimensional structure of
CytlAa (PDB 3RON) showing that the selected regions were exposed to the solvent. Loop regions that resulted
in improved toxicity against lepidopteran larvae are in blue dark color. Loop regions important for synergism
are in green color.

Discussion

Cyt toxins represent special and interesting proteins since they are toxic to dipteran insects and are able to syn-
ergize the insecticidal activity of some 3d-Cry toxins®. CytlAa toxin is not toxic to Lepidopteran larvae such
as M. sexta, it neither synergize toxicity of Cry toxins active against lepidopteran species such as CrylAb'!.
Previously, we compared the diderent steps of Cyt1 Aa mode of action in the susceptible dipteran A. aegypti with
the non-susceptible lepidopteran M. sexta?’. Binding analysis of Cyt1Aa to M. sexta BBMV showed 30-50% less
binding sites in comparison to A. aegypti BBMYV, supporting that Cyt1Aa is not toxic to M. sexta in part due to
reduced number of binding sites?.

We constructed hybrid-Cytl Aa mutants expressing the loop3 of CrylAb-domain II in diderent exposed
regions of the CytlAa toxin. The CytlAa-hybrid variants CytL3-Loop6, CytL3-Loop7 and CytL3-Loop9 showed
significant binding to APN1, ALP and CAD when compared with the control Cyt1Aa toxin and these construc-
tions showed significant toxicity to two diderent lepidopteran larvae, M. sexta and P. xylostella. These data could
indicate that the hybrid-Cyt1Aa toxins may be increasing the binding sites of Cytl1Aa in vivo, this remains to
be analyzed. However, mortality was clearly observed only after 15 days of exposure to the toxins, which diders
from CrylA toxins, which mortality in bioassays is observed after 7 days of exposure to toxin. This indicates that
hybrid Cytl Aa mutants have a distinct and somehow slower mode of action than CrylA toxins. The Cry toxins
have been described as pore forming toxins that induce cell death by forming pores in the membrane of midgut
epithelial cells. However, an alternative model proposed that insect death is triggered by the activation of a cas-
cade signal pathway through toxin interaction with CAD receptor. Thus it is also possible that the Cyt1 Aa-hybrid
variants might be triggering an intracellular pathway during intoxication of the lepidopteran larvae.

Previously, hybrid-mutants were constructed in Cyt2Aa toxin by replacement or by introduction of the GBP3
peptide in diderent exposed loop regions, resulting in proteins that were able to kill aphid pests*’. Cyt1Aa and
Cyt2Aa shared 35% amino acid identity, and similar three-dimensional structures. Supplementary Figure S3 show
a superposition of both structures. In these structures the location of the loops that were selected for insertion of
the diderent peptides are highlighted. The structure of loop1 was not accurately resolved in the three-dimensional
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Figure 3. Purification of Cytl Aa-hybrid proteins expressed in B. thuringiensis 407 strain. Panel A, purified
trypsin activated toxins resolved in SDS-PAGE 15% acrylamide stained with Coomassie blue. Panel B, analysis
of hybrid Cyt1Aa protoxins by western blot assays using anti-Cyt1Aa polyclonal specific antibody. Panel

C, analysis of hybrid CytlAa activated toxins by western blot assays using anti-Cyt1Aa polyclonal specific
antibody. Page ruler plus pre-stained protein ladder in panels B and C are shown as separate images.
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Figure 4. Analysis of binding of Cyt1 Aa and hybrid-Cyt1Aa variants to purified APN1, ALP or CAD proteins.
ELISA plates were coated with 0.5 g of each recombinant receptor protein (APN1, ALP or CAD) and the
binding of 100nM CytlAa or hybrid-Cyt1 Aa was analyzed. Each experiment was performed in duplicate with a
total of six repetitions for each mutant CytlAa toxin. *Indicate significant diderences with the Cyt1Aa toxin by
ANOVA with significant diderences P < 0.01.
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Figure 5. Analysis of synergism of CytlAa or Cytl Aa-hybrid toxins with Cryl1Aa toxin. Cryl1Aa toxin

was used at 108 ng/ml and CytlAa or hybrid-Cyt1Aa were used at 30 ng/ml. Negative control (dechlorinated
water) was included in the bioassay. Larvae mortality was examined 24h after treatment. *Indicate significant
diderences with the Cyt1Aa toxin by ANOVA with significant diderences P < 0.01.

CytlAa 1 0.76 24% 97% £ 0.6
CytL3-Loop4 1 0.76 24% 70%+0
CytL3-Loop5 1 0.76 24% 80% +1.7
CytL3-Loop6 1 0.76 24% 67%+0.6
CytL3-Loop7 1 0.76 24% 87%+1.2
CytL3-loop8 1 0.76 24% 80%+1.0
CytL3-Loop9 1 0.76 24% 80%+1.0
CytL3-Loop10 1 0.76 24% 83%+2.1
CryllAa 0.76

Table 1. Synergism between Cryl1Aa and CytlAa-hybrid proteins against 3th instar of Aedes aegypti larvae.
20bserved survival of individual toxin S(toxin)OBS corresponds to the observed proportion of larvae that survived
to the exposure to CytlAa or CytlAa-hybrid mutant toxins. Observed mortality was 20% with Cryl1Aa at 108ng
per ml and 0% with Cyt1Aa or mutant toxins at 30ng per ml. n=30 larvae for each toxin tested. *Theoretical
proportion of larvae that survive to the toxin-mixture, Sicyaq, cryt140Exe = Sicytiaa0Bs X S(cry114a)08s COrresponds to
the proportion of larvae expected to survive to the exposure of a mixture of toxins. “Theoretical expected mortality
was calculated with (1—S(cy;aq, cry11aaExe) X 100%. dExperimentally observed mortality with the mixture of toxins
using Cryl1Aa at 108 ng per ml plus each Cyt1Aa-hybrid toxin at 30ng per ml. These assays were performed three
times. Fisher’s exact test showed values of P < 0.001 for each comparison.

structure of Cytl Aa toxin and the construction of the hybrid mutant in this loop1 resulted in an unstable protein.
In the case of the hybrid-Cyt2Aa mutants, GBP3 constructs in loop1, loop3 and loop4 retained insecticidal activ-
ity against A. aegypti larvae, increased binding to membranes from the aphid insects A. pisum and M. persicae
that correlated with increased toxicity against these insect pests. Cyt2Aa exposed loop3 and loop 4 corresponds to
CytlAaloop6 and loop9 respectively (see Supplementary Figure S3). Our data indicated that the Cyt1Aa hybrid
toxins constructed in loop6 and loop9 of CytlAa also resulted in improved binding and resulted in proteins
that show substantial insecticidal activity against lepidopteran pests. The hybrid mutant constructed in loop 7
of CytlAa also resulted in improved binding and increased toxicity against M. sexta and P. xylostella larvae. It is
evident in Fig. 2B that the Cyt1 A-hybrid mutants with increased toxicity against lepidopteran larvae are located
in the same face of the Cyt1Aa toxin, suggesting that this side of the toxin is adequate to introduce novel binding
sites for the toxin. However, in the case of the Cyt1Aa-hybrid mutants, the seven proteins that were constructed
here were not toxic to A. aegypti larvae when assayed as crystal-like inclusions or as soluble proteins, in contrast
with the reported Cyt2A-hybrid variants that retained mosquitocidal activity when assayed as soluble proteins?.
In fact the wild type Cyt1Aa was also inactive when tested as soluble protoxin and only showed toxicity as crystal
inclusions. We do not know the reasons for this discrepancy. Hybrid-Cyt1Aa proteins were still able to synergize
Cryl1Aa and showed partial hemolytic activity, indicating that the Cytl1Aa-hybrid mutants have their correct
conformation. It was previously shown that insecticidal activity of Cytl1Aa is not necessary to induce synergism
of Cryl1Aa or Cry4Ba, since Cytl Aa mutants adected in oligomerization and toxicity to A. aegypti still syner-
gize Cryl1Aa®. Also, CytlAa is not toxic to Anopheles albimanus but it is still able to synergize the toxicity of
Cryl1Aa and Cry4Ba toxins against this mosquito®. Mosquito larvae feed by filtering and soluble proteins are
poorly retained in their gut, explaining their low toxicity as soluble proteins. Cyt toxins from Bt do not bind to
midgut proteins but they interact with non-saturated membrane lipids, such as phosphatidylcholine, phosphati-
dylethanolamine and sphingomyelin®*. Once that Cyt toxin bound to lipids, it forms oligomers that insert into the
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Figure 6. Hemolytic activity of Cytl Aa and hybrid-Cyt1Aa mutants, Hemolysis was analyzed with rabbit red
blood cells. These assays were performed three times and standard deviations are shown.
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Figure 7. Toxicity of CytlAa or hybrid-CytlAa variants to Manduca sexta or Plutella xylostella larvae. M.

sexta neonate or P. xylostella third instar larvae were treated with 2 pg of Cytl1Aa or hybrid-Cytl1Aa per cm?
artificial diet. The mortality was monitored after 15 days. Twenty-four larvae were used per toxin concentration
in triplicate. Letters above the bars indicate significant diderences with the Cytl1Aa toxin by ANOVA with
significant diderences P < 0.01.

membrane®. It was proposed that the two outer layers of a-helices hairpins swing away from the 3-sheet struc-
ture, and that these 3-strands insert into the membrane forming a 3-barrel pore®. The mechanism of action of
Cyt toxins is not completely understood and an alternative model proposed that they may adect the lipid packing
resulting in break down of the membrane due to a detergent like action'®*!. It could be possible that diderences in
the mechanism of action of Cyt 2Aa and CytlAa toxins could account for the diderences in toxicity of the hybrid
Cyt2Aa or CytlAa proteins to A. aegypti, this remains to be further analyzed.

Here we show, for the first time, that exchange of loops involved in insect specificity among toxins that are not
related structurally is feasible and could provide tools for changing insect specificity and potentially for providing
tools for countering resistance. A recent publication showed that Cyt1Aa-BinA hybrid toxins can be constructed
resulting in hybrid-toxins with a broad-spectrum against mosquitoes including Anopheles gambiae, C. quinque-
fasciatus and A. aegypti®2. These data indicate that Cyt1 Aa toxin may accept larger domains and produce active
proteins, suggesting that in the future other CytlAa-hybrids could be constructed containing entire domains
that could edectively enhance a lethal edect by CytlAa in other targets. Potentiation of the insecticidal activity of
these novel hybrid toxins as well as induction of synergism of these hybrid toxins with other lepidopteran specific
toxins would be goal for the future work.

Materials and Methods

Construction of Cyt1Aa-hybrid toxins. A set of primer pairs was designed to insert the loop 3 amino acid
sequence from CrylAb toxin (FRSGFSNSSVSI) into cyt1Aa gene by a PCR strategy. Two PCR reactions (named
PCR1 and PCR2, see Table 2) were performed for each construction. The 5" end of the reverse primers used in
the PCRI reactions and the forward primers used in the PCR2 reactions, contain the sequence of loop3-cry1Ab,
while the 3" end of these primers contains a sequence homologous to each loop region of the target cyt1Aa gene
(Supplementary Figure S1, Table 2). Primer pairs for PCR1 and PCR2 amplifications were used in two separated
PCR reactions with Vent DNA polymerase (NEB, Ipswich, MA) using plasmid pWF45 containing cyt1Aa gene®
as template, as follows: 3min at 95°C, followed by 35 cycles of denaturation at 95°C for 30sec, annealing at 55°C
for 30 sec and extension at 72 °C for 35 sec, finally an additional extension at 72 °C for 3 min was performed.
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CytlAa Loop | PCR | Oligonucleotide | Sequence

F-looplasa TTTAGAAGTGGATTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATTTCTATTAACGAAATTGATAATCC
R-loopl +200 TTACATTTTGATCAACATAACTCA

F-loopl —200 AATTTATTATGTTACTTTATATTTGAT

R-looplasa ACTATTACTAAATCCACTTCTAAAAAGAAGATTATTGATTTCATTTGG

F-loop2asa TTTAGAAGTGGATTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATTTATATATTGCAAGCAATTATGTTA
R-loop1 +200 TTACATTTTGATCAACATAACTCA

F-loopl —200 AATTTATTATGTTACTTTATATTTGAT

R-loop2asa ACTATTACTAAATCCACTTCTAAAATTCGGATTATCAATTTCGTTAATAGA

F-loop3asa TTTAGAAGTGGATTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATTGATGCCCTACGCTTTAGTAT
R-loop3 + 200 ACTTAATGCAACTCCTAATACAGT

F-loop3 —200 ATTAGAAGATATAAAGGTAAA

R-loop3asa AATACTTACACTACTATTACTAAAACCAAAATCTGTAGAAGTGG

F-loop4asa TTTAGAAGTGGATTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATTGGTGVTGTAGTGAGTTATGTTGAT
R-loop3 +200 ACTTAATGCAACTCCTAATACAGT

F-loop4 — 200 TAAATCCATGGAAAACCCCTCAAT

R-loop3asa AATACTTACACTACTATTACTAAACATCGGTGTAATTGTGTTTGCGAT

F-loop5asa TTTAGAAGTGGATTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATTTTAAGTGGATCTGTAATAGATCAA
R-loop6 +200 TTACTGCTGATACTTTAATTTCAA

F-loop6 — 200 GATGCCCTACGCTTTAGTATG

R-loop5asa ACTATTACTAAATCCACTTCTAAATGCAACTCCTAATACAGTTTTTAACACTTC
F-loop6asa TTTAGAAGTGGATTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATTTTAACTGCAGCAGTTACAAATACG
R-loop6 +200 TTACTGCTGATACTTTAATTTCAA

F-loop6 — 200 GATGCCCTACGCTTTAGTATG

R-loop6asa ACTATTACTAAATCCACTTCTAAATTGATCTATTACAGATCCACTTAA

F-loop7asa TTTAGAAGTGGATTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATTACTCAAAAAAATGAAGCATGGAT
R-loop6 + 200 TTACTGCTGATACTTTAATTTCAA

F-loop7 —200 CCCTACGCTTTAGTATG

R-loop7asa ACTATTACTAAATCCACTTCTAAAATTTAAATTTGTAAACGTAT

F-loop8asa TTTAGAAGTGGATTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATTTGGATTTTCTGGGGCAAGGAA
R-loop6 + 200 TTACTGCTGATACTTTAATTTCAA

F-loop7 — 200 CCCTACGCTTTAGTATG

R-loop8asa ACTATTACTAAATCCACTTCTAAATGCTTCATTTTTTTGAGTAT

F-loop9asa TTTAGAAGTGGATTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATTCAAACAAATTACACATACAAT
R-loop9 +200 TAATGGTTGTGCAAATTTCAA

F-loop9 — 200 GGTGCTGTAGTGAGTTATGTTGAT

R-loop9asa ACTATTACTAAATCCACTTCTAAAATTAGCAGTTTCCTTGCCCCA

F-loop10asa TTTAGAAGTGGATTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATTGGCGTTATGTATTGTGTACC
R-loop9 +200 TAATGGTTGTGCAAATTTCAA

F-loop9 — 200 GGTGCTGTAGTGAGTTATGTTGAT

R-loopl0asa ACTATTACTAAATCCACTTCTAAAACCAGTTTGGGCATTTTGGAT

10

Table 2. Mutagenic oligonucleotides. Underlined is the sequence of loop3 from cry1Ab gene.

After amplification, the two PCR products were purified using the PCR purification kit Qiagen (Qiagen, Hilden,
Germany) as described by the manufacturer. The purified PCR products were annealed and used as templates
in an additional PCR reaction with the forward primer of PCR1 and the reverse primer of PCR2 to amplify a
400bp PCR-product that was used as mega-primer in the mutagenesis of cytIAa gene (Supplementary Figure S1).
Conditions for these PCR reactions and purification of the final 400 bp PCR-product containing the loop3 from
crylAb inserted into each loop region of cyt1Aa were as described above. Finally, the 400bp PCR-products were
used as mega-primers in the PCR-mutagenic reactions using Phusion polymerase (NEB) and plasmid pWF45 as
template as follows: 98 °C for 30 sec followed by 35 cycles of denaturation at 98 °C for 15 sec, annealing at 55°C
for 1 min and extension at 72°C for 5min for loop1, loop2, loop4, loop5 and loop 6, or for 7min for loop3, loop7,
loop8, loop9 and loop10. Finally, an additional extension at 72°C for 7 min was performed. After amplification,
the PCR products were purified with PCR purification kit Qiagen (Qiagen) and treated with Dpnl enzyme for 2h
at 37°C to digest the methylated DNA and thus eliminate pWF45 template DNA. The products of these reactions
were purified as above and used to transform DH5a E. coli strain. Transformant cells were selected on LB plate
containing 100 pg/mL ampicillin (Amp). Plasmids were purified using Wizard plus DNA purification system
from Promega (Promega, Madison WI). After DNA sequencing at facilities of the Institute of Biotechnology
UNAM, the plasmids containing the cytIAa-hybrid mutant genes with the loop3 from crylAb were transformed

SCIENTIFICREPORTS | (2018) 8:4989 | DOI:10.1038/s41598-018-22740-9 8



www.nature.com/scientificreports/

into the acrystalliferous Bt 407~ strain as previously described*. Transformant were selected in erythromycin
(Erm) 10pg/mL at 30°C. The mutation in the selected Bt colonies was confirmed after plasmid purification using
Wizard plus DNA purification system (Promega) and PCR amplification using these plasmids from Bt as tem-
plates with the forward primer of PCR1 and the reverse primer of PCR2 for each insertion (Table 2) and sequenc-
ing of PCR products.

Production of Cyt1Aa, Cryl1Aa and CrylAb wild type and mutant proteins.  Cyt1Aa, CytlAa-hybrid,
CryllAa, CrylAb or CrylAb-G439D protoxins were produced in B. thuringiensis 407 acrystalliferous strain
transformed with wild type or mutated plasmids. Plasmid pWF45 has cyt1Aa gene* or the new constructions of
cytlAa-hybrid genes. Plasmid pCG6 contains cryl1Aa gene®. Plasmids pHT315-Ab and pHT315-AbG439D con-
tain crylAb gene or cryl Ab-G439D mutated gene, respectively?®. Bt transformant strains were grown for four days
at 30°C in solid nutrient broth sporulation medium® supplemented with 10ug/mL Erm for Cyt1Aa or 25pg/mL
Erm for Cryl1Aa. Spores and crystals were washed three times with 0.3 M NaCl, 0.01 M EDTA, pH 8.0 by centrif-
ugation for 10 min at 10,000 rpm at 4°C and the pellet stored at —20°C. The crystal inclusions of Cry11Aa, CrylAb
and CrylAb-G439D were purified by centrifugation in sucrose gradients as described”. Crystals of Cryl Ab and
CrylAb-G439D proteins were solubilized in 50mM Na,COs, 0.2% 3-mercaptoethanol, pH 10.5, and activated with
trypsin in a mass ratio of 1:20 w/w (1h, at 37 °C). Phenylmethylsulfonyl-fluoride (1 mM final concentration) was
added to stop proteolysis.

The crystals of CytlAa and crystal-like inclusions of CytlAa-hybrid proteins were purified by the aqueous
two-phase system as previously described®. This aqueous two-phase system is constituted by phosphate buder
40% (15 gr K,HPO,, 5 gr KH,PO,, 30gr H,0) and polyethylene glycol (PEG) 40% (20gr PEG 4000, 30gr H,O).
Each spore/crystal suspension was suspended in 0.1% Triton X-100 (0.2 gr spore/crystal, 0.2 ml 0.1% Triton
X-100 v/v), one mL H,O and 1.6gr of PEG at 40% were added and mixed in vortex. One gr of KHPO, at 40% was
added, and suspension was mixed again by vortex. The samples were centrifuged 1 min at 500 rpm. The crystals
in the interphase were recovered and stored at 4 °C. The Cyt1A proteins were solubilized 1h at 4°C in 50 mM
NaOH, 1 mM DTT, 1 mM PMSE agitation at 700 rpm and centrifuged for 10min at 10,000rpm 4°C. The soluble
protoxins were recovered in the supernatant. CytlAa protoxin was activated with trypsin 1:50 (Trypsin: Cytl1Aa)
ratio (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO) w/w for 1h at 4°C and 650rpm. Protein concentrations were determined
by the Bradford assay and the protein profile analyzed in SDS-PAGE with 15% acrylamide.

Western blot assays. Protein samples were boiled 5 min in Laemmli sample loading buder, loaded in
SDS-PAGE, and electrotransferred onto a PVDF membrane 45 min at 350 mA (Millipore, Bedford, MA). The
membrane was blocked with PBS, 0.1% Tween 20, 5% skimmed milk for 1h with agitation. The membrane was
then washed three times with PBST (PBS 0.1% Tween 20). Cyt1Aa protein was detected using the anti-Cytl1Aa
polyclonal antibody (1:30000 in PBST, 1 h with agitation) washed three times with PBST and incubated with
the secondary antibody coupled with horseradish peroxidase (HRP) (Santa Cruz Biotechnology, Dallas TX)
(1:30000 in PBST, 1h with agitation), washed three times with PBST followed by incubation with luminol Sc-2048
(Santa Cruz Biotechnology) as described by the manufacturers. The membrane was visualized in the Imager 600
(Amersham, Pittsburgh, PA). Molecular mass markers used in all SDS-PAGE were Page ruler plus pre-stained
protein ladder (Thermo Scientific, Walthman MA).

Expression and purification of CAD, APN1 and ALP proteins. CAD and ALP from M. sexta larvae
were previously cloned end heterologous expressed in E. coli cells'*. The CAD fragment (CR12) was expressed
in E. coli ER2566 strain and ALP was expressed in E. coli BL21 (DE3) strain (Invitrogen, Carlsbad CA), both pro-
teins were induced with 1 mM isopropyl 3-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) and inclusion bodies were solubi-
lized with 8 M urea solution. The CR12 peptide and ALP protein were purified through a nickel affinity column
and eluted with 250 mM imidazole in PBS buder as previously described!”?.

For cloning the APN1 gene, the total RNA from 3rd instar M. sexta midguts was extracted using RNeasy Mini
kit (Qiagen). APN1 sequence was obtained from GenBank accession number: AF123313. Primers for amplifica-
tion were APN1-Rev (EcoRI) TAC AGA ATT CCA TGC TGC GGG ACC CGA GCT ACC GC and APN1-For
(HindIII) TCT TAA GCT TGC TAC CAT GTT AAT GGC AAG TGT G. A PCR product of 3 kbp was amplified
and digested with Ecol and HindIII restriction enzymes, cloned into pET22b vector and transformed into E.
coli BL21 (DE3) cells (Invitrogen). Plasmid was purified and confirmed by DNA sequencing at the facilities of
Instituto de Biotecnologia-UNAM.

Transformants were grown overnight with agitation at 37°C in 5ml of LB broth containing 50 jug/ml Amp.
One hundred pl of the overnight culture were used to inoculate 100 ml of 2xTY broth 100 ug/ml ampicillin in a
250 ml flask and incubated until an ODg, of 0.7 was obtained. One mM IPTG was added and the culture was
incubated for additional 6h at 30 °C. The culture was centrifuged at 5000 rpm for 15min at 4°C and the pellet
suspended in STE buder (10mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 8 M Urea, pH 8). After sonication (5min on ice), and
centrifugation (70,000 rpm, 30min at 15°C), the supernatant was recovered and subjected to affinity purification
using Ni-Agarose beads (Qiagen). The column was washed with 35mM imidazole in PBS buder, pH 7.5, eluted
with 250 mM imidazole and gradually dialyzed against PBS buder.

ELISA binding assays. ELISA plates were coated with 0.5pg of M. sexta CR12 CAD fragment correspond-
ing to cadherin repeat 12 (CAD-CR12), APN1, or ALP in 100l of PBS per well over night at 4°C. Plates were
washed three times with PBS and blocked with 200 pl/well of PBS-M (PBS, 2% skim milk) for 2h at 37°C and
washed five times with PBS. Diderent concentrations of CrylAb wild type or CrylAb-G439D mutant (6.25 to
100 nM) in a total 100 pl volume of PBST (PBS + 0.1% Tween 20.) for 1 h at 37 °C. The unbound toxins were
removed by four washes with PBST. The bound toxins were detected using 100 ul PBST buder containing rabbit
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anti-CrylAb (1: 10,000) antibody for 1h at 37°C. After three washings with PBST, we added 100l of PBST con-
taining the anti-rabbit conjugated with HRP antibody for 1h at 37°C. Finally, three washes with PBST were per-
formed and each well of the plates were incubated with 100pl of substrate mixture (6 mg/ml o-phenylenediamine
(Sigma) and 10l H,O, in 0.1 M phosphate buder). Reaction was stopped by adding 50 ul of 6 M HCl and meas-
ured at OD 490 nm using an ELISA micro plate reader. Each experiment was performed in duplicate with a total
of six repetitions.

Binding of hybrid-CytlAa toxins to CAD, APN1, or ALP was also analyzed. ELISA plates were coated with
0.5 pg of the each receptor as described above and incubated with CytlAa or hybrid-CytlAa (50 nM) in a total
100 pl volume of PBST for 1h at 37°C. The unbound toxins were removed as above and the bound toxins were
detected using 100 pl PBST buder containing rabbit anti-Cyt1A (1:4,000) antibody for 1h at 37°C. After three
washings with PBST, 100 pl of PBST containing the anti-rabbit HRP-conjugated antibody was added and incu-
bated for 1h at 37°C. Finally, plates were washed and reveled as described above. Each experiment was performed
in duplicate with a total of six repetitions for each hybrid-Cyt1Aa toxin.

Insect bioassays. Aedes aegypti, M. sexta and P. xylostella insects were reared at Instituto de Biotecnologia
facilities, at 28 °C, 75% humidity, with a 12h: 12 h, light: dark, photoperiod. Bioassays against A. aegypti were
performed with different concentrations (100 to 10000 ng/ml) of spore/crystal suspensions of CytlAa or
hybrid-Cyt1Aa against 10 early 3"-instar larvae in 10ml of dechlorinated water. Bioassays with soluble protoxin
proteins were also performed using the same concentrations as described above in 1 ml water and 10 first-instar
larvae. Negative control (dechlorinated water) was included in the bioassay. Larvae viability was examined after
24 and 48h. The mean lethal concentration (LCs,) was determined by Probit analysis (Polo-Plus LeOra Software)
using statistical parameters using data obtained in triplicate from three independent assays.

Toxicity bioassays against M. sexta neonate larvae or P. xylostella third instar larvae were performed by the sur-
face contamination method in 24 well plates with artificial diet. The toxin solution was poured on the diet surface
and allowed to dry. Larvae were placed on the dried diet surface and the mortality was monitored after 7 and 15
days. Twenty-four larvae were used per toxin concentration in triplicate.

The evaluation of synergism between wild type CytlAa and Cryl1lAa proteins was done as previously
described?®*. The synergism was analyzed using three diderent protein ratios of CytlAa:Cryl1Aa (1:1, 1.3 and
1:5 in a final total protein concentration of 50 ng). The theoretical toxicity of each ratio mixture was evaluated
according to Tabashnik’s equation®, assuming a simple additive eaect. The synergism factor (SF) was calculated
by dividing the theoretical toxicity by the observed toxicity of the mixture in bioassays. SF values >1 indicates
synergism as previously described®.

The synergism among CytlAa-hybrid proteins and Cryl1Aa was evaluated as described before®. Briefly, we
used the formula S,;zxp = S(yoss X S(syops Where S, xp is the proportion of larvae expected to survive to the
exposure of a mixture of toxins a and b, S, ops and S(,ops are the observed proportion of larvae that survived to
the exposure to toxin a or toxin b, respectively. Ten larvae were used per toxin concentration and per mixture
of toxins. Mortality was analyzed after 24 h. The expected mortality for larvae that were exposed to the mixture
of toxins a and b was calculated as (1 — Ssxp) X 100% and the expected numbers of dead and live larvae were
calculated by multiplying the expected mortality and survival rates by the sample size used when each toxin was
tested separately. These assays were done in triplicate. Finally the Fisher’s exact test was used to determine if a
significant diderence occurred between observe and expected mortality data.

Hemolysis assays. These assays were done as previously described*’. Rabbit red blood cells were washed
three times in buder A (0.1 M dextrose, 0.07 M NaCl, 0.02 M sodium citrate, 0.002 M citrate, pH 7.4) and diluted
to 2 x 108 cells/ml in buder A. Samples containing 20 pl of washed blood cells and Cyt1Aa toxin (20-1200ng) in a
final volume of 200 pl of buder A were incubated at 37 °C for 30 min in 96 wells microtiter plates. The supernatants
were collected in a new microtiter plate after centrifugation at 2,500-x g for 5min at 4 °C and hemolytic activity
was quantified by measuring the absorbance of the supernatant at 405nm. Positive control showing 100% hemol-
ysis was defined after incubation of the same volume of rabbit red blood cells with dechlorinated H,O. Negative
controls were red blood cells incubated with buder A. These assays were performed three times in triplicate each
time. A t-test was performed using the statistical program GraphPad Prism.
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Figure S1. Strategy used for construction of hybrid-Cyt1Aa variants



Figure S2. Effect of Cyt1Aa or hybrid-Cyt1Aa variants on Manduca sexta larvae.
Analysis after seven days of treatment with the Cyt1Aa toxins showing that the larvae
treated with hybrid-Cyt1Aa variants (CytL3-loop6, CytL3-loop7 or CytL3-loop9) had a

pale color and showed reduced size in comparison with the water control.
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Figure S3. Superposition of three dimensional structures of Cyt1Aa and Cyt2Aa showing
the selected loops for insertion of the different peptides.
Ribbons in pink color corresponds to Cyt2Aa structure (LCBY) and ribbons in light blue

color corresponds to Cytl1Aa (3RON).
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