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RESUMEN

Estudio del corte proteolitico y cambio conformacional de la hélice a-1y a-2 del
dominio | de la toxina CrylAb de Bacillus thuringiensis en la oligomerizacion in-vitro
en Manduca sexta (Gusano cornudo)

Jean Piere Jests Quiliche Duran?, Luis Alberto Huayna Duefias®, Sabino Pacheco Guillén?,
Alejandra Bravo de la Parra?

Objetivo: Determinar de qué manera el corte proteolitico y cambio conformacional de la
hélice a-1 y a-2 del dominio | de la toxina CrylAb de Bacillus thuringiensis influiran en la
oligomerizaciéon in-vitro en Manduca sexta. Materiales y métodos: En el disefio
experimental se generé mutantes dobles con cisteinas para establecer puentes disulfuro entre
la helice o-1 y a-7 (CrylAb S39C-T239C) para estudiar el corte proteolitico en la
oligomerizacion; y la mutante CrylAb D74C-R93C, la cual establece un puente disulfuro
entre la hélice a-2b y a-3, con el proposito de estudiar el cambio conformacional en la
oligomerizacion, dicho analisis se realizd en condiciones in-vitro en presencia de BBMV y
fragmentos de caderina CR7-CR12, se visualiz6 por Western blot. Por otra parte, también se
genero la mutante CrylAb S39C para analizar el desprendimiento de la hélice o-1 por medio
de FRET en el mondmero y oligdmero, el analisis de oligomerizacion se realiz6 como se
menciond anteriormente, por Ultimo, se realiz6 bioensayos con larvas de Manduca sexta con
las mutantes que se generaron y se determind la concentracion letal media (CLso) con el
programa LdP Line. Resultados: Las mutantes CrylAb S39C-T239C y CrylAb D74C-
R93C en el analisis de oligomerizacion se observd complejos proteicos de 180-200 kDa
que corresponden al oligémero de la toxina CrylAb en presencia de BBMV o con el
fragmento de caderina CR7-CR12. Con respecto a los ensayos de FRET con la mutante
CrylAb S39C la presencia de BBMV o CR7-12 mostraron un FRET (+) comparable a la
toxina monomérica. En los bioensayos con larvas de M. sexta la CLso (ng/cm?) de la toxina
CrylAb es 1.81, CrylAb S39C es 0.93 CrylAb S39C-T239C es 0.86 y CrylAb D74C-
R93C es 17.52. Conclusiones: El anlisis de oligomerizacion de la mutante CrylAb S39C-
T239C, junto con los estudios de FRET con la mutante CrylAb S39C muestran que una vez
que se lleve a cabo el corte proteolitico entre la hélice a-2a y a-2b, no es necesario la
separacion de la hélice a-1 y a-2a para formar el oligomero de la toxina Cryl1Ab. La mutante
CrylAb D74C-R93C mostro que probablemente el cambio conformacional de la hélice a-
2b, no es necesario para formar el oligémero. Las mutantes CrylAb S39C y CrylAb S39C-
T239C presentan ser mas toxicas que la CrylAb.

Palabras claves: oligomerizacién, Bacillus thuringiensis, mutantes, toxina CrylAb.

1 Facultad de Ciencias. Universidad Nacional José Faustino Sanchez Carrion, Huacho. Pert
2 Instituto de Biotecnologia. Universidad Nacional Auténoma de México, Cuernavaca. México.



ABSTRACT

Study of proteolytic cleavage and conformational change of helix a-1 and a-2 of
domain | of the Cry1Ab toxin of Bacillus thuringiensis in the in-vitro oligomerization
in Manduca sexta (Horned worm)

Jean Piere Jests Quiliche Duran?, Luis Alberto Huayna Duefias?, Sabino Pacheco Guillén?,
Alejandra Bravo de la Parra?

Objective: To determine how the proteolytic cleavage and conformational change of helix
a-1 and a-2 of domain | of the Cry1Ab toxin of Bacillus thuringiensis will influence the in-
vitro oligomerization in Manduca sexta. Materials and methods: In the experimental
design, double mutants with cysteines were generated to establish disulfide bridges between
helix a-1 and a-7 (CrylAb S39C-T239C) to study proteolytic cleavage in oligomerization;
and the mutant CrylAb D74C-R93C, which establishes a disulfide bridge between the a-2b
and a-3 helix, with the purpose of studying the conformational change in the
oligomerization, said analysis was performed under in-vitro conditions in the presence of
BBMYV and fragments of cadherin CR7-CR12, visualized by Western blot. On the other
hand, the mutant CrylAb S39C was also generated to analyze the detachment of the a-1
helix by means of FRET in the monomer and oligomer, the oligomerization analysis was
carried out as mentioned above, and finally, bioassays with larvae were carried out. of
Manduca sexta with the mutants that were generated and the mean lethal concentration
(LCso) was determined with the LdP Line program. Results: The mutants CrylAb S39C-
T239C and CrylAb D74C-R93C in the oligomerization analysis were observed protein
complexes of 180-200 kDa corresponding to the oligomer of the CrylAb toxin in the
presence of BBMV or with the cadherin fragment CR7-CR12. With respect to the FRET
assays with the mutant CrylAb S39C the presence of BBMV or CR7-12 showed a FRET
(+) comparable to the monomeric toxin. In bioassays with M. sexta larvae the LC50 (ng /
cm?2) of the CrylAb toxin is 1.81, CrylAb S39C is 0.93 CrylAb S39C-T239C is 0.86 and
CrylAb D74C-R93C is 17.52. Conclusions: The oligomerization analysis of the mutant
CrylAb S39C-T239C, together with the FRET studies with the mutant Cry1lAb S39C show
that once the proteolytic cleavage between the helix a-2a and a-2b is carried out, it is not
The separation of helix a-1 and a-2a is necessary to form the oligomer of the Cry1Ab toxin.
The mutant CrylAb D74C-R93C showed that probably the conformational change of the
helix a-2b is not necessary to form the oligomer. The mutants CrylAb S39C and CrylAb
S39C-T239C appear to be more toxic than CrylAb.

Keywords: oligomerization, Bacillus thuringiensis, mutants, CrylAb toxin.

! Facultad de Ciencias. Universidad Nacional José Faustino Sanchez Carrién, Huacho. Per(
2 Instituto de Biotecnologia. Universidad Nacional Auténoma de México, Cuernavaca. México.
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INTRODUCCION

El proyecto de tesis es el resultado de un trabajo investigativo que genera una importancia
incalculable para el estudiante, pues su afinidad e interés por la investigacion elaborada
forjan un campo grande de conocimientos, ademas de dar la resolucion a problemas y
abriendo nuevos pasos a investigaciones futuras. Asi el alumno de Biologia con mencion en
Biotecnologia consolida las caracteristicas profesionales conllevandolo a su linea de

investigacion.

La presente investigacion de tesis titulada “Estudio del corte proteolitico y cambio
conformacional de la hélice a-1 y a-2 del dominio I de la toxina CrylAb de Bacillus
thuringiensis en la oligomerizacion in-vitro en Manduca sexta (Gusano cornudo)”, tuvo
como objetivo estudiar los eventos moleculares, en especifico la oligomerizacion de la toxina
CrylAb interactuando con receptores de membrana del intestino medio de M. sexta en
condiciones in-vitro, asi como la generacion de mutantes para estudiar dicho evento y
evaluar su toxicidad en larvas de M. sexta; esto se formulé debido a la gran problemaética de
la contaminacion ambiental por insecticidas quimicos, la generacion de plagas resistentes
que afectan a la agricultura y el poco conocimiento del mecanismo molecular de las toxinas

Cry, esto permitié generar la necesidad cientifica de poder realizar este proyecto de tesis.

El presente proyecto de tesis esté dividido en seis capitulos, en concordancia al esquema de
tesis de pregrado de la Universidad Nacional José Faustino Sanchez Carrién. El capitulo |
estd referido al planteamiento del problema, aqui se expone la realidad problematica, la
formulacion del problema, objetivos, justificacion, delimitacidn y viabilidad del estudio, el
capitulo Il se refiere al marco tedrico, aqui se muestran los antecedentes nacionales e
internacionales, bases teoricas, definiciones conceptuales y formulacion de hipdtesis, el
capitulo 111 contiene la metodologia que incluye disefio metodoldgico, poblacién y muestra,
operacionalizacion de variables e indicadores, tecnicas e instrumento de recoleccion de datos
y tecnicas para el procesamiento de la informacion, el capitulo 1V describe la obtencion de
los resultados, aqui se exponen las figuras y las tablas estadisticas obtenidas despues del
procesamiento de los datos, el capitulo V se refiere a la discusion, conclusiones y
recomendaciones, el capitulo V1 cubre las fuentes de informacion revisadas y en Anexos se
menciona las guias de observacion y figuras que muestran el trabajo realizado en el

laboratorio.
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Capitulo I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion de la realidad problematica

En la historia de la agricultura, el ser humano siempre ha dado importancia a otras especies
de la naturaleza que ayudan o dificultan la produccion agricola. Entre estas especies se
encuentran los insectos ya que son los primeros en colonizar los campos de cultivo recién
sembrados y en muchas de las ocasiones, sobrepasan el umbral tolerado por los agricultores
convirtiéndose en una plaga (Alomar, 2005). Las pérdidas de cosechas generadas por plagas
y enfermedades, han sido aproximadas en un 37% de la produccién agricola en todo el

mundo y con un 13%- causada por insectos (Gatehouse, Hilder y Boulter, 1992).

Frente a esto, desde su invencion, los agroquimicos han representado la principal opcion
para el control de numerosas plagas (Rosas-Garcia, 2008). Su uso se ha propagado sin tomar
en cuenta los efectos adversos de estos, como el surgimiento de plagas resistentes y
secundarias, dafios al medio ambiente y otros organismos (Rosas-Garcia y De Luna-
Santillana, 2006). Existe evidencia que provocan la contaminacion de acuiferos
superficiales, alimentos, suelo. Ademas, afectan a la diversidad de las especies, la cadena
alimenticia, el flujo de energia, los ciclos de nutrientes, la genética de los organismos, y en
general, en el equilibrio del ecosistema (Granados, 1995). El dafio a la salud que origina en
los agricultores se debe principalmente al inadecuado manejo de los agroquimicos y a la
toxicidad de estos productos durante y después de su uso, ello genera efectos de manera
inmediata por intoxicaciones agudas (Rozas, 1999), y a largo plazo provoca intoxicaciones
cronicas que puede ocasionar cancer testicular, riesgos elevados de leucemia, mieloma
maultiple, cancer de prostata, cancer de estdbmago, cancer a la piel y cancer cerebral,
numerosos estudios sugieren que los agricultores expuestos a los fenoxiacidos y otros
herbicidas tienen un elevado riesgo de sarcoma de tejidos blandos y linfoma no-Hodgking
(Zahm y Blair, 1993).

Es por eso que desde hace algunos afios se ha hecho énfasis en el uso de bioinsecticidas, ya
que son productos biodegradables y especificos. Existen organismos entomopatogenos, y
entre ellos figuran los hongos, protozoarios, algunos grupos de neméatodos y bacterias.
Dentro de este ultimo grupo podemos sefialar a Bacillus thuringiensis (Bt) como la mas
importante, debido a que es la bacteria mas utilizada para la produccién de bioinsecticidas.

Bt es Gram+, aerdbica estricta, quimiorganotrofa, presentando la particular habilidad de
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producir inclusiones de tipo cristalinas en simultaneidad en su fase de esporulacién. Se han
descubierto  d-endotoxinas activas contra lepiddpteros (mariposas), coledpteros
(escarabajos), dipteros (mosquitos), himendpteros (hormigas), acaros y contra otros
invertebrados como nematodos, gusanos planos y protozoarios (Carreras, 2003). Las
ventajas de Bt es que presenta inocuidad al hombre, animales domésticos, flora y fauna
silvestre. Se puede incrementar su actividad biocida mezclando con productos quimicos
como feromonas, adhesivos, etc. La vida en almacen es duradera en forma de producto seco,
ademas cada vez se mejora los precios de produccion, debido a los avances tecnologicos,
microbioldgicos y genéticos, lo que lo hace competitivo frente a los agroquimicos (Razo,
1990). Bt produce un arsenal de toxina insecticidas tales como Vip, Cry y Cyt. Las toxinas
Cry son las mas estudiadas y utilizadas para el control de insectos plaga. Sobre el mecanismo
molecular de las toxinas Cry, se ha establecido que una vez que los insectos susceptibles las
ingieren, la unién de las toxinas Cry a sus receptores en las células del epitelio intestinal del
insecto diana es un evento importante en su especificidad (Ferré y Van Rie, 2002). Una vez
unida a los receptores, la toxina oligomeriza y puede insertarse en la membrana plasmatica
para formar poros (Aronson y Shai 2001). Dichos poros forman canales idnicos que afectan
la potencial transmembrana, lo cual causa lisis osmotica y asi la muerte del insecto (Bravo,

Likitvivatanavong, Gill y Soberon, 2011).

No se conoce completamente el proceso de la insercion en la membrana, pero se cree que
existen eventos de reconocimiento molecular con otros receptores de la superficie celular
que ayudan a la oligomerizacion y precisamente en estos eventos ocurren cortes proteoliticos
y cambios conformacionales. Por ello la oligomerizacion de las toxinas Cry es un paso clave
en el modo de accion de estas proteinas insecticidas. Sin embargo, estos cortes y cambios

son aun desconocidos en las proteinas Cry de Bt.

1.2 Formulacion del problema

1.2.1 Problema General

¢El corte proteolitico y cambio conformacional de la hélice a-1 y a-2 del dominio I de la
toxina CrylAb de Bacillus thuringiensis influiran en la oligomerizacion in-vitro en Manduca

sexta?
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1.2.2 Problemas Especificos

¢La unién por medio de un enlace disulfuro por mutagénesis sitio dirigida que inmoviliza
covalentemente la hélice a-1 y a-7 localizadas en el extremo N-terminal del dominio I de la
toxina CrylAb de Bacillus thuringiensis influiran en la oligomerizacion in-vitro en Manduca

sexta?

¢La unién por medio de un enlace disulfuro por mutagénesis sitio dirigida que inmoviliza
covalentemente la hélice a-2b y a-3 localizadas en el extremo N-terminal del dominio | de
la toxina CrylAb de Bacillus thuringiensis influiran en la oligomerizacion in-vitro en

Manduca sexta?

¢Es necesario el corte proteolitico de la hélice a-1 y a-2a en el extremo N-terminal del
dominio I de la toxina CrylAb de Bacillus thuringiensis en la oligomerizacion in-vitro en

Manduca sexta?

¢La insercion de cisteina en la hélice a-1, a-2b, a-3 y a-7 por mutagénesis sitio dirigida en
el extremo N-terminal del dominio I de la toxina Cry1Ab de Bacillus thuringiensis influiran

en la toxicidad frente a Manduca sexta?

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo General

Determinar de qué manera el corte proteolitico y cambio conformacional de la hélice a-1y
a-2 del dominio | de la toxina CrylAb de Bacillus thuringiensis influiran en la

oligomerizacion in-vitro en Manduca sexta.

1.3.2 Objetivos Especificos

Determinar si la union por medio de un enlace disulfuro por mutagénesis sitio dirigida que
inmoviliza covalentemente la hélice a-1 y a-7 localizadas en el extremo N-terminal del
dominio | de la toxina Cry1lAb de Bacillus thuringiensis influiran en la oligomerizacion in-

vitro en Manduca sexta.

Determinar si la union por medio de un enlace disulfuro por mutagénesis sitio dirigida que
inmoviliza covalentemente la hélice a-2b y a-3 localizadas en el extremo N-terminal del
dominio | de la toxina CrylAb de Bacillus thuringiensis influyen en la oligomerizacion in-

vitro en Manduca sexta.
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Comprobar si es necesario el corte proteolitico de la hélice a-1 y a-2a en el extremo N-
terminal del dominio I de la toxina CrylAb de Bacillus thuringiensis en la oligomerizacion

in-vitro en Manduca sexta.

Demostrar si la insercion de cisteina en la hélice a-1, a-2b, a-3 y a-7 por mutagénesis sitio
dirigida en el extremo N-terminal del dominio | de la toxina CrylAb de Bacillus

thuringiensis influiran en la toxicidad frente a Manduca sexta.

1.4 Justificacion de la investigacion

La importancia de la presente tesis radica en conocer el mecanismo molecular de la toxina
CrylADb, lo cual traeria como resultado un mejor entendimiento de la oligomerizacion de
dicha toxina, asi su mejoramiento con la generacion de mutantes que permitan un mejor
control de insectos que dafien a cultivos de relevancia econdmica. La tesis tendria una gran
relevancia a nivel nacional e internacional de investigacion basica-aplicada ya que seria una
de las pocas que estudie el estado del arte de cdmo actua la toxina Cry1Ab frente a receptores
de Manduca sexta, utilizando técnicas de biologia molecular, microbiologia, ingenieria de

proteinas, bioinformatica, andlisis instrumental, etc.

1.5 Delimitacion del estudio
El proyecto de tesis se realizd en las instalaciones del Laboratorio de Microbiologia
Molecular del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de México-

México, la presente tesis se realizd durante 7 meses.

Los ensayos se delimitaran con el estudio de la toxina CrylAb, las cuales se realizaron en
condiciones in-vitro y los ensayos de toxicidad con larvas del primer estadio de Manduca

sexta.

1.6 Viabilidad del estudio

Se contd con los recursos econdémicos, infraestructura, apoyo de personal calificado y
capacitado del Laboratorio de Microbiologia Molecular del IBT-UNAM que viene
realizando investigacion basica-aplicada por mas de 30 afios en el area de toxinas de Bacillus
thuringiensis y el asesoramiento de docentes del Laboratorio Multifuncional de Biologia de

la Universidad Nacional José Faustino Sanchez Carrion.
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Capitulo 1I: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

2.1.1 Antecedentes Internacionales

Gobmez, Sanchez, Miranda, Bravo y Soberdn (2002), realizaron un estudio con el proposito
de estudiar la interaccion del anticuerpo de cadena Unica (scFv73) que imita al receptor
caderina en el proceso de activacion de protoxinas. Se realizd obteniendo jugo géstrico y
vesiculas de membrana de la microvellosidad apical (BBVM) de larvas de quinto estadio de
Manduca sexta, se produjeron cristales CrylAb, para luego activarlo con scFv73, se afiadio
tripsina o jugo gastrico, la purificacion de las toxinas activadas se realizo por cromatografia
de exclusion por tamafio, se secuencid los extremos N-terminal del mondémero y el
oligbmero, la toxina activada se separ6 en SDS-PAGE vy se realizd Western blot detectando
con anticuerpo policlonal anti-Cry1lAb y con el anticuerpo secundario de cabra anti-conejo
acoplado a la peroxidasa de rabano picante, se visualizaron por quimioluminiscencia, para
los ensayos de toxicidad con CrylAb se utilizaron larvas del primer estadio de Manduca
sexta. Los resultados presentaron que la CLso de la protoxina CrylAb es 1 (ng/cm?) vy el
Western Blot con la protoxina CrylAb activada con scFv73 y jugo gastrico se observo
monomero (60 kDa), intermediario de la oligomerizacion (120 kDa) y oligémero (250 kDa),
el secuenciamiento del amino terminal del monémero (®IETGYTP) corresponde al
comienzo de la hélice a-1 y el oligomero (**VPGAG) que estaba ubicado entre las hélices
a-1y a-2. La conclusion fue que la interaccion del receptor scFv73 es un paso necesario para
la activacion proteolitica de la toxina CrylA asi se evidencio la eliminacion de las hélices a-

1 y a-2 del dominio I en el oligébmero.

Pacheco, Gomez, Gill, Bravo y Soberon (2009), hicieron una investigacion que tuvo como
fin el mejoramiento de la actividad insecticida utilizando fragmento de caderina (CAD).
Se realiz6 expresando la toxina CrylAb en Bacillus thuringiensis 407 que alberga el
plasmido pHT315-crylAb, las cepas se cultivaron en un medio de esporulacién, se
solubilizaron y activaron con tripsina, para la obtencién de fragmentos de caderina (CR7-
CR12) se expreso en E. coli BL21 que contiene el plasmido pET22b, se purificaron los
fragmentos por columnas de Niquel-Agarosa, para el ensayo de oligomerizacion se
incubaron la protoxina CrylAb con los fragmentos de caderina CR7-12, CR7, CR11 o
CR12, se digirieron con jugo de gastrico de Manduca sexta. La mezcla de reaccion se separd

en SDS-PAGE v se realizd Western Blot detectando con anticuerpo policlonal anti-CrylAb
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y con el anticuerpo secundario de cabra anti-conejo acoplado a la peroxidasa de rabano
picante, se observo por quimioluminiscencia, para los ensayos de toxicidad se utilizaron
larvas del primer estadio de M. sexta las cuales se les tratd con toxinas activadas de CrylAb
y fragmentos de caderina. Los resultados presentaron la formacion de oligomeros de la
toxina CrylAb en presencia de CR7, CR11 o0 CR12, los bioensayos la concentracion de CL1o
de toxinas CrylAb (0,05 ng/cm?) se mezclaron con 5 ng/cm? de diferentes péptidos de
caderina correspondientes a CR7-12, CR12, CR11, CR7 el porcentaje de mortalidad fue con
la CR7-CR12 un 80%, la CR12 un 65%, la CR11 un 40% y la CR7 un 35% en comparacion
en donde no hay fragmento de caderina un 10%. La conclusion es que los fragmentos de
caderina aumentan la actividad insecticida de la toxina Cry1A, lo cual se ve reflejado en la

obtencion de oligémeros cuando se incuba con dichos fragmentos.

Pacheco et al. (2018), realizaron un estudio que tuvo como objetivo identificar puentes
salinos en los oligomeros de la toxina CrylAb, CrylFa, Cry4dBA y Cry5BA. Para lograrlo
se elabord un modelo de la estructura trimérica de la toxina CrylAb utilizando el trimero
Cry4Ba como plantilla, los alineamientos de secuencias de proteinas se realizaron
mediante la alineacién de Muscle 3.7, la identificacion de la hélice putativa a-3 y
orientacion de las diferentes caras de la hélice se realiz6 mediante el anélisis de la
probabilidad, se realizé simulaciones de equilibrio del modelo trimerico de CrylAb, se
construy6 las mutantes CrylAb R99E, CrylAb E101R, CrylAb R99E-E101R y CrylAb
R99E-N85D-R87K utilizando el plasmido pHT315-crylab que contiene el gen crylab, se
transformaron en la cepa 407 de B. thuringiensis acristalifera, se produjeron las toxinas
en medio de esporulacidn, para los ensayos de toxicidad con las mutantes de CrylAb se
aplicaron en larvas neonatas de M. sexta frente a diferentes soluciones de protoxinas para
determinar la CLso, los ensayos de oligomerizacion se obtuvieron incubando la toxina
activada con el fragmento CAD (CR7-CR12), las muestras se separaron en SDS-PAGE y
se realiz6 ensayos de Western se detecté con anticuerpo policlonal anti-CrylAb y luego
con anticuerpo secundario de cabra anti-conejo acoplado a peroxidasa de rabano picante,
se observo por quimioluminiscencia. Teniendo como resultado la obtencion de un modelo
estructural del trimero Cry1Ab el cual se observo que el residuo de arginina (R99), en la
hélice a-3 estd muy cerca de un residuo de acido glutdmico (E101), las simulaciones
dindmicas moleculares extendidas mostraron que estos residuos forman un puente
intermolecular salino, las simulaciones del mutante R99E revelaron un rapido colapso de

la organizacion local de las hélices a-3 y una sorprendente pérdida de la simetria triple,
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las estructuras cristalinas de las toxinas Cry4Ba y Cry5Ba revelaron una organizacion
trimérica donde las hélices a-1 y a-2a se perdieron durante el proceso de cristalizacion y
el analisis estructural de Cry5Ba mostré que los residuos Cry5Ba-D129 y Cry5Ba-K131
estan ubicados en la hélice extendida a-3 formando un puente salino, en las estructuras
triméricas Cry5Ba y Cry4Ba que forman parte de la hélice extendida a-3, los ensayos de
toxicidad presentaron los siguientes CLso (ng/cm?) de CrylAb es 2.4, CrylAb R99E es
>10000, CrylAb E101K>10000, CrylAb R99E-E101R es 278.6 y CrylAb R99E-N85D-
R87K es 250.6, en los ensayos de oligomerizacion las mutantes CryAb R99E-E101R y
CryAb R99E-N85D-R87K presentaron estructura oligoméricas en comparacion de la
mutante Cry1Ab R99E y CrylAb E101R donde hubo ausencia. Como conclusion se logro
la identificacidn de dos puentes salinos que resaltan un rol determinante en la toxicidad y

estabilidad del oligomero.

Chavez et al. (2015), desarrollaron una investigacion que tuvo como finalidad determinar
si la intoxicacion de larvas de Manduca sexta con CrylAb activa la expresion de sintasa
de oxido nitrico (NOS) con un aumento de oxido nitrico (NO). Esta investigacion se
consiguid expresando en cepas de Bacillus thuringiensis la toxina CrylAb y CrylAb
E129K que fueron cultivado en medio de esporulacion, se cosecharon, se lavaron y las
inclusiones de cristales se purificaron por gradientes de sacarosa discontinuos, se
solubilizaron, se recuperaron por centrifugacién, los ensayos de toxicidad se realizaron
con larvas de M. sexta con soluciones de protoxinas y se obtuvo la concentracion letal
media (CLso), para analizar la mortalidad de las larvas de M. sexta cuando se alimentaron
con una dieta contaminada con nitroprusiato de sodio (SNP) o L-NAME incorporado a la
dieta, con o sin adicion de la toxina CrylAb, la mortalidad en estos ensayos se registro
después de 7 dias, la determinacion de la produccion de NO en larvas de M. sexta con
CrylAb, I-NAME, nitroprusiato de sodio y una mezcla de CrylAb méas I-NAME, las larvas
se lavaron, se obtuvo el intestino medio de M. sexta, la concentracién de NO en las muestras
se determind cuantificando nitritos y nitratos (NO2 /NOz"), se realizo la transcripcion
inversa-PCR (RT-PCR). Teniendo como resultado que en el tejido del intestino medio la
concentracién de NO era 3,8 veces mayor en las larvas tratadas con CrylAb en
comparacion con las larvas de control, la toxicidad de CrylAb E129K (CLs0>10,000
ng/cm?), la activacion de la expresion de NOS después de la intoxicacion con la toxina
CrylAb se obtuvo que aumento 12 veces en comparacion con las larvas de control, el

efecto de la produccién de NO de la toxina CrylAb L-NAME elimina el efecto de la
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toxina para inducir la produccion de NO en el tejido del intestino medio y la mortalidad
de Cry1Ab se redujo, L-NAME existe mortalidad no fue abolido, el control positivo con
SNP aumentado la mortalidad de las larvas, se obtuvo como conclusion que la
intoxicacion de larvas de M. sexta con CrylAb activa la expresion de NOS con un

aumento correspondiente en NO.

Lee, You, Gould y Dean (1999), realizaron un estudio que tuvo como objetivo el estudio
del papel funcional del dominio Il en la toxicidad con Manduca sexta. Esta investigacion
se logro generando mutantes que sustituyan alanina en la regién del dominio 11l CrylAc,
desde los residuos de aminoacidos 503 a 525, los cuerpos de inclusion de cristales de
CrylAc, las toxinas mutantes se solubilizaron, la concentracion de proteinas de protoxinas
se estim6 con el ensayo de proteinas Coomassie, para los ensayos de toxicidad se
utilizaron larvas de 2 a 3 dias de M. sexta y se estimo la dosis letal media de la toxina
(CLso). Como resultado se obtuvo que CLso (ng/cm?) de CrylAc es 4.68, 593555 gs 4,75,
SONNIP% gs 4.81, ®°QNR® gs 8.61, °22ST°2 es 4.56, 524ST°2° g5 5.13, °°°Q es 7.53, 1°N
es 4.46, °1'R es 8.13 y °13Y es 9.79. Se obtuvo como conclusion que las mutantes que
afectan alanina no afectan la toxicidad con larvas de M. sexta.

Wu y Aronson (1992), su estudio tuvo como objetivo determinar si generando diferentes
puntos de mutacion de la toxina CrylAb se genera un efecto en la toxicidad y
especificidad. Esta investigacion se consiguié subclonando el gen de cryAb en pXI161TP
siendo transferido a una Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HD1 por electroporacion,
las mutaciones se obtuvieron introduciendo aminoacidos de diferentes cargas que
reemplazan al aminoacido alanina y arginina de la toxina CrylAb, la produccion de
protoxina se logré en un medio de esporulacién, se lavd, se solubilizo, se activd con
tripsina, los ensayos de toxicidad se realizaron con larvas del primer estadio de Manduca
sexta para medir los valores de CLso. Los resultados de la CLso son los siguientes la
Cry1Ab silvestre es 2.31(ng/cm?), las mutantes CrylAb A92R, CrylAb A92P, CrylAb
A92G, CrylAb A92Y, CrylAb A92N, CrylAb A92C, CrylAb A92S, CrylAb A92T,
CrylAb A92V, CrylAb A92L y CrylAb R93K presentan una toxicidad comparable a la
CrylAb silvestre, la Cry1Ab R93H de 10-100 menor la toxicidad que la tipo silvestre, la
CrylAb R93G, CrylAb R93A y CrylAb R93S 100-1000 menor la toxicidad que la tipo
silvestre, la CrylAb A92D, CrylAb R93L, CrylAb R93l, CrylAb R93V, CrylAb R93M,
CrylAb R93W, CrylAb R93T, CrylAb R93N y CrylAb R93E no se detecto toxicidad

en concentraciones 1000 veces mayores que la CLsp del tipo salvaje. Se concluyo que los
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diferentes puntos de mutacién de la toxina CrylAb se genera efecto directo en la toxicidad
y especificidad.

Jara, Maduell y Orduz (2005), el estudio tuvo como objetivo aislar, caracterizar y realizar
ensayo de toxicidad con Spodoptera frugiperda. Esto se logré aislando Bacillus
thuringiensis de filoplano de muestras de suelo de maiz y frijol de tres municipalidades
en Antioquia y Colombia, se evaluaron 96 muestras de filoplano y 24 de suelo, se
realizaron ensayos de toxicidad con S. frugiperda. Como resultado se obtuvieron un total
de 214 aislamientos de 96 muestras de filoplano, mientras que se recuperaron 50
aislamientos de las muestras de suelo. EI 75% de Bt de filoplano y el 12% de Bt de suelo,
respectivamente, mostraron actividad contra S. frugiperda. Estos aislados contenian
proteinas &-endotoxinas de 57 y 130 kDa. Los aislamientos méas toxicos contra S.
frugiperda tenian el genotipo crylAa, crylAc, crylB y crylD, la CLso (ng/cm?) de
Bacillus thuringiensis serovar aizawai es de 106, Bt 147-5406 es 29, Bt 147-5402 es 36,
Bt 147-5501 es 36, Bt 147-5401 es 49, Bt 147-5502 es 54, Bt 147-5404 es 77, Bt 147-
5403 es 192 y Bt 147-5405 es 1386. Se obtuvo como conclusion que la poblacién
predominante de B. thuringiensis en el filoplano albergaba el gen cryl y presentan

toxicidad frente a S. frugiperda.

2.1.2 Antecedentes Nacionales

Mamani (2008), la investigacién tuvo como proposito formular un insecticida biolégico
eficaz contra plagas, basado en baculovirus PoGV, Bacillus thuringiensis var kurstaki o la
mezcla de ambos. El tratamiento de los tubérculos de papa con formulas de patégenos fue
por inmersion o impregnacion; e inoculadas con larvas neonatales de Phthorimaea
operculella y Symmetrischema tangolias, en almacenes de papa. En los resultados las
preparaciones en talco aumentan la eficacia de los patdgenos, obteniendo valores CLso con
menores concentraciones de PoGV (16 veces) y Btk (5-6 veces) al compararse con sus
respectivas preparaciones liquidas (1,55x107 granulos/mL; 1C95%: 1.26x107-2.14x10" y
1321 mg/L; 1C95%: 1084-1555) obtenidas contra P. operculella; asi mismo fueron 2-4 veces
menores respecto a preparaciones liquidas de Btk (3095 mg/L; 1C95% 1711 - 3575) en S.
tangolias, la interaccion PoGV-Btk contra P. operculella fue mixta, tendiendo al
antagonismo ante concentraciones altas de ambos patdgenos y sinérgismo a bajas
concentraciones. Dos formulas: Btk y Btk+PoGV, preparadas y aplicadas en almacenes de
papa, permitieron incrementos poblacionales, 90 dias después, solo en S. tangolias (3,0 y

2,7%) (larvas-pupas/100 tubérculos); luego de disminuirlos a niveles de 1,7% (30 dias). Se
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concluye que no resulta conveniente utilizar preparaciones mixtas de Btk+PoGV por no
conseguirse valores de sinergismos significantes; recomendandose el producto Btk en talco,

por su mayor efecto contra ambas especies de polilla de papa.

Flores et al. (2011), el estudio tuvo como objetivo aislar y caracterizar cepas de Bacillus
thuringiensis de interés biotecnoldgico de suelos agricolas peruanos, y evaluar su potencial
entomotoxico frente a Spodoptera frugiperda. Se realiz6 colectando 385 muestras de
rizosfera y material vegetal de regiones agricolas del Perd, se aislaron sometidas a shock
térmico y metodos de cultivo, la identificacion de cristales paraesporales por tincion con
Giemsa, la produccién del complejo espora-cristal en caldo leche peptonizada y el perfil
proteico de cristales por SDS-PAGE, los bioensayos de las bacterias se realizaron con S.
frugiperda. En los resultados se aislaron 54 cepas de B. thuringiensis de 385, se evidencio
presencia de cristales parasporales, los bioensayos realizados con S. frugiperda, probaron
que la cepa Bt-UNMSM-42 posee una mayor toxicidad frente a las otras cepas con una media
de mortalidad de 39,73% con 50 pug/mL y de 71,93% para 250 pg/mL, con una desviacion
estandar de 11,30 y 9,98.

Junior (2015), el estudio tuvo como objetivo aislar Bacillus thuringiensis con actividad
entomopatogenos a partir de suelos de cultivo de brasicaceas en Menocucho, Laredo-Pert 'y
su actividad entomopatogena a Spodoptera frugiperda. Para esto se recolectd 15 muestras
de suelo (brasicaceas), las muestras de suelo fueron diluidas, tratadas con choque térmico,
se realizaron diluciones seriadas, luego se sembraron las 2 Gltimas diluciones en placas con
agar soya tripticasa, se observaron las caracteristicas macroscépicas y morfologicas,
coloracion Gram, para la identificacion de la toxina se realiza coloracion con azul de
Coomassie. En los resultados se logro aislar 21 cepas de Bacillus thuringiensis en 3 de 15
campos de cultivo de brasicaceas, como cada una ellas presentaron las mismas caracteristicas
morfologicas, se seleccion un cultivo de CBt-4, CBt-6 y CBt-9 y se evaluo la actividad
entomopatogenos frente a S. frugiperda, obteniéndose un promedio de tasa de mortalidad de
65, 48.5y 71.7 para CBt-4, CBt-6 y CBt-9 respectivamente.

2.2 Bases Tedricas
2.2.1 Bacillus thuringiensis

2.2.1.1 Historia
El bidlogo Berliner en 1911, fue el primero en descubrir la bacteria B. thuringiensis cuando

la encontro en la pupa de la mariposa del mediterraneo (Ephestia kuefmiella) y en otras larvas
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de insectos provenientes de la ciudad Thuringen, la descripcion realizada fue ser un bacilo
Gram +, con flagelos peritricos, crecimiento vegetativo y con presencia de espora. (Berliner,
1911). Este microorganismo ya habia sido identificado por S. Ishiwata en 1901 (Ishiwata,
1991) como un patégeno que generaria la enfermedad de sotto en la mariposa de seda
(Bombyx mori), el cual llamo B. sotto (Lambert y Peferoen, 1992). En el afio de 1915, Aoki
y Chigasaki observaron en cultivo viejos de B. sotto la presencia de una toxina que era la
causante de la muerte de los insectos y en 1927, Mattes verifico la observacion realizada por
Berliner, afadiendo que el crecimiento del cuerpo de desecho de la bacteria cambiaba

también la localizacion de la espora. (Aizawai, 1971; Dulmage y Aizawai, 1982).

Bacillus thuringiensis es una bacteria que se encuentra en todas partes y existe en diversos
habitad como suelo, agua, hojas de plantas insectos muertos, etc. Se tiene registro de méas de
350 secuencias diferentes de los genes Cry, esto impacta directamente en el control de
insectos que afectan a la agricultura y vectores de enfermedades (Crickmore et al., 1998;
Soberon y Bravo, 2008).

2.2.1.2 Ciclo de vida

Consta de 2 fases, que incluye la division de la célula vegetativa y el desarrollo de la espora.
La célula vegetativa tiene forma de baston se fragmenta en 2 células hijas que forman un
tabique de division iniciado a la mitad de la membrana plasmatica. La esporulacion (Figura
1), incluye la division celular e involucra a 7 etapas que incluye la formacion del filamento
axial (etapa 1), preespora y aparicion del tabique (etapa Il), aparicion de cristales
parasporales y formacion de la preespora (etapa 111), formacién de exosporium, pared celular
primordial, corteza y abrigos de esporas acompafiado de transformacion del nucleoide y
esporas (etapas IV a VI), y la maduracion de las esporas y lisis del esporangio (etapa VII)
(Bulla et al., 1980).

Figura 1. Diagrama de la esporulacién en B. thuringiensis (Bulla et al., 1980).
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La esporulacion es inducida por una disminucion de los recursos nutritivos presentes en el
medio. El proceso dura entre 6 a 8 horas y originan una serie de cambios morfoldgicos y
fisiolégicos remarcables (Errington, 1993). Las observaciones efectuadas en otros trabajos
sobre el crecimiento y la naturaleza del cristal paraesporal, mostraron que existe una relacion
entre la esporulacién y la aparicion de este cuerpo cristalino (Figura 2), el cual se compone
principalmente de una o varias toxinas de naturaleza proteica llamadas comiinmente 6-

endotoxinas (Porcar y Juarez-Pérez, 2004).

Figura 2. Micrografia electronica de transmision de B. thuringiensis en la que se muestra

una espora madura y un cuerpo cristalino (Soberén y Bravo, 2003).

2.2.1.3 Caracteristicas de las 6-endotoxinas

Las &-endotoxinas son el componente paraesporal predominante en la mayoria de
subespecies de Bt (Bulla et al., 1980), donde existen variaciones en el nimero, la formay la
composicion de estas inclusiones (Aronson, Beckman y Dunn, 1986). Estas inclusiones
cristalinas contienen las proteinas Cry (crystal) y Cyt (cytolitic) de una o varias clases, las
cuales les confieren un amplio y diverso espectro de accion insecticida (Porcar y Juarez-
Pérez, 2004). La actividad biocida afecta a especies de insectos del orden de Lepidoptera,
durante el estadio larvario. Las proteinas Cry son estructuras paraesporal de 130 a 140 KDa,
gue muestra un efecto toxico hacia algun organismo, esto se verifica por ensayos de
toxicidad o cualquier proteina que muestre similitud con las actuales proteinas Cry (Barloy,
Delécluse, Nicolas & Lecadet, 1996).

La familia de genes que codifican para estas toxinas es la familia del gen cry (Crickmore et
al., 1998; Schnepf et al., 1998), una caracteristica comun de los genes cry es su expresion
durante la fase estacionaria de crecimiento. La gran mayoria de los genes cry pertenecen al

grupo cryl (Figura 3) y estos son los mas estudiados (Crickmore et al., 1998).
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Figura 3. Filograma que demuestra la identidad de las proteinas Cry y Cyt (Crickmore
et.al., 1998).

2.2.2 Toxinas 3d-Cry

2.2.2.1 Definicion

Las proteinas Cry es una familia de toxinas muy amplia y su nomenclatura se debe al grado
de similitud de aminoacidos. El primer rango de identidad corresponde hasta un 45% y se
indica con un namero arabigo (Cryl, Cry2, etc.), el segundo corresponde a una identidad
entre 45% y 78% y se indica con una letra mayuscula (Cry1A, Cry1B, etc.) y el tercer rango
entre 78% y 95% Yy se indica con una letra mindscula (CrylAa, CrylAb, etc.). Existe un
cuarto rango poco utilizado que se indica con un nimero arabigo (CrylAal, CrylAaz2, etc.)
e indica pequefias variaciones en una proteina (superior al 95% de identidad). Aunque de
manera general a las proteinas que forman cristales en Bt se les conocen como Cry, no todas

ellas tienen una topologia similar, por lo que existe una subdivision en tres principales grupos
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de acuerdo a su estructura: 3d-Cry, Bin-like y Mtx-like, siendo las toxinas 3d-Cry las méas
abundantes (Crickmore et al., 1998).

Los miembros del grupo 3d-Cry son sintetizadas por Bt como protoxinas que pueden tener
dos longitudes diferentes, 65 y 130 kDa aproximadamente. La principal diferencia entre las
toxinas 3d-Cry de 65 y 130 kDa es la extension del extremo C-terminal que se encuentra en
las protoxinas de 130 kDa (De Maagd, Bravo y Crickmore, 2001). La region N-terminal de
todas las proteinas 3d-Cry contienen un péptido en el extremo N-terminal (compuesto de 20-
60 residuos) seguido de una region compuesta por aproximadamente 600 residuos de
aminoéacidos, los cuales forman la toxina activa. El fragmento activo de las toxinas 3d-Cry
son moléculas globulares que contienen tres dominios distintos (Figura 4).Se ha
determinado la estructura de diferentes toxinas Cry activadas, tales como CrylAa (especifico
de lepiddpteros), Cry3Aa, Cry3Bb y Cry8Ea (coledptero especifico), Cry4Aa y Cry4Ba
(especifico de dipteros) y la Cry2Aa (especifico de dipteros-lepiddpteros) (Galitsky et
al., 2001).

Los dominios de la toxina 3d-Cry es el dominio | que esta formado por 7 a-hélices, donde
una hélice central esta rodeada de otras 6, este dominio participa en la formacion de poros
en la membrana de las células del intestino del insecto. EI dominio Il esta formado por tres
laminas P antiparalelas. Este dominio participa en la interaccion con el receptor, que se
encuentra en la cara apical de la membrana de células epiteliales del intestino medio del
insecto blanco, determinando asi la especificidad de la proteina. Finalmente, el dominio 111
es una estructura 3-plegada que también parece estar involucrada en especificidad (Bravo y

Cerdn, 2004). Los dominios de la toxina CrylAa se observan en la Figura 4.

Dominio Il

\/\\‘.7

Dominio |

11 ojujwoq

Figura 4. Estructura cristalografica de la toxina CrylAa (De Maagd, Bravo y Crickmore,
2001).
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2.2.2.2 Modo de accion

El modelo del mecanismo de accion de las toxinas 3d-Cry, que es mas aceptado y tiene
mejor soporte experimental, propone que son proteinas que ejercen su efecto toxico
formando poros en las células intestinales de los insectos, los cuales provocan un choque

osmotico que conducen a la lisis celular y finalmente la muerte de las larvas.

Esto inicia cuando un insecto ingiere los cristales de Bt, al llegar a intestino son
solubilizados y liberan las protoxinas. Las toxinas CrylA se producen como protoxinas
de 130 kDa y se activan por accion de las proteasas, 1o que da como resultado un nucleo
resistente a protedlisis de 60 kDa compuesto por los tres dominios (Pardo-Lo6pez, Soberdn
y Bravo, 2013). Posteriormente, las proteinas CrylA experimentan interacciones
secuenciales con diferentes proteinas del intestino medio del insecto, incluidas una
proteina transmembrana caderina (CAD) de 210 kDa y dos proteinas ancladas con
glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), la fosfatasa alcalina (ALP) de 65 kDa y la
aminopeptidasa-N (APN) de 120 kDa (Gomez et al., 2014). La interaccion con CAD es
una interaccion compleja que implica tres epitopos localizados en las regiones extracelulares
denominadas CR7, CR11y CR12, donde CR12 es el dominio proximal a la membrana. Estos
epitopos de CAD interactiian con los bucles 2, 3 y a-8 del dominio Il de la toxina CrylA
(Gomez, Sanchez, Miranda, Bravo y Soberon, 2002; Atsumi et al., 2008). La interaccion
con CAD promueve la formacién de una estructura oligomérica de la toxina CrylA, la
cual se inserta en la membrana para formar el poro (Pacheco, Gémez, Gill, Bravo y
Soberon, 2009). Durante la oligomerizacion, la toxina CrylAb experimenta un cambio
conformacional que conduce a la reorganizacion de las cadenas laterales de triptofano,
localizadas principalmente en el dominio | de la toxina, reduciendo su accesibilidad al
solvente. Tras la penetracion de la membrana, se produce un segundo cambio en la
conformacién favoreciendo que los residuos de triptéfano entren en estrecho contacto con la
membrana y posiblemente anclan al oligémero a la bicapa lipidica. Estos datos muestran que
el dominio I se inserta en la membrana. Ademas, se propuso que el extremo N-terminal que
incluye la hélice a-1 se escinde (Gémez, Sanchez, Miranda, Bravo y Soberon, 2002), asi
una proteina modificada de CrylAb (CrylA Mod.) que carece del extremo N-terminal,
incluyendo la hélice a-1 y parte de la hélice a-2a, es capaz de formar estructuras
oligoméricas en ausencia de CAD y es activa en insectos que son resistentes debido a
mutaciones ligadas a CAD y otros receptores (Soberdn, Pardo-Lopez, Lopez, Goémez,

Tabashnik y Bravo, 2007). Por otra parte, las toxinas con mutaciones en la hélice a-3, como
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CrylAb R99E, se vieron afectadas en la oligomerizacion y la toxicidad, lo cual indica que
ésta hélice es importante para la oligomerizacion (Jiménez-Juérez et al., 2007).

La oligomerizacion de las toxinas 3d-Cry se ha estudiado solo en un nimero limitado de
toxinas (CrylA, Cry3Aa, Cry4dBa y CryllAa). Se demostré que, al igual que las toxinas
CrylA, las toxinas CryllAa y Cry3Aa también requieren la union a CAD para
oligomerizar (Fabrick et al., 2009). En contraste, la toxina Cry4Ba es una excepcion
porque es capaz de oligomerizar in-vitroen ausencia de union al receptor
CAD (Rodriguez-Almazéan et al., 2012). Las estructuras cristalograficas de las toxinas
Cry4Ba y Cry5Ba han revelado una organizacion trimérica y carecen de las hélices a-1y
a-2a. Es notable que la escision de estas hélices en ambas proteinas Cry4Ba y Cry5Ba fue
equivalente, localizada 50 residuos corriente arriba de la hélice a-3. Ademas, estas
estructuras muestran un cambio conformacional en la estructura de la hélice a-2b vy el
bucle que la conecta a la hélice a-3, que resulté en la formacion de una hélice a-3
extendida en el trimero. Las hélices a-3 de las estructuras de la toxina Cry4Ba y Cry5Ba
son importantes para su organizacion trimérica, ya que a.-3 hace varios contactos con otras
hélices (a-3, a-4 y a-6) de los monémeros adyacentes (Boonserm, Davis, Ellar y Li, 2005;
Hui et al., 2012).

Posterior a este importante evento de formacion de oligébmeros, se propone que los
monomero insertan a la membrana una horquilla hidrofobica formada por las hélices a-4 y
a-5, mientras que el resto de las hélices del dominio | se extienden sobre la superficie de la
membrana en forma de “paraguas” (Kumar y Aronson, 1999; Girard et al., 2009). Asi el
oligébmero insertado en la membrana forma poros idnicos que llevan eventualmente a la lisis
celular (Knowles y Ellar, 1987). Los primeros sintomas de la intoxicacion son la casi
inmediata paralisis de la motilidad intestinal y la detencidn de ingesta; después de uno o dos
dias, una vez que la barrera impuesta por el intestino ha sido superada, las esporas germinan
en el ambiente nutritivo de la hemolinfa y el insecto muere por la inanicion y septicemia.

En relacién al modo de accidén de la toxina CrylA, el Dr. Sabino Pacheco Guillén, propone

una version inédita (Figura 5).
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Figura 5. Modo de accion de la toxina CrylA (Fuente inédita del Dr. Sabino, 2018).

2.2.3 Manduca sexta

Conocido como gusano cornudo pertenece al orden lepiddptero, atacando a plantas
solanaceas, con mayor frecuencia tomate (Solanum lycopersicum L.), tabaco (Nicotiana
tabacum L.), berenjena (Solanum melongena L.), pimiento (Capsicum annuum L.), papa

(Solanum tuberosum L.) (Villanueva, 2009).

2.2.3.1 Descripcion del ciclo de vida
Villanueva (2009) afirma:

Presenta de 3 a 4 generaciones anuales y que el ciclo de vida suele completarse entre 30 a
50 dias, pero es dependiente estos valores del clima donde se desarrolle el insecto, presenta
metamorfosis completa, pasa por las etapas de huevo, larva, pupa y adulto, lo cual se describe

a continuacion.

Huevo: son de forma ovalada, miden alrededor de 1.5 mm en didmetro y varian en color
desde verde claro hasta blanco (Figura 6). Los huevos son depositados en la superficie

inferior del follaje. La duracién de este estadlo es de 2 a 8 dias, durando en promedio 5 dias.

Figura 6. Huevo de M. sexta
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Larva: de forma cilindrica, presenta 5 pares de pseudopatas méas 3 pares de patas toracicas.
La caracteristica mas llamativa de esta larva es que posee una estructura en forma de cuerno
que se localiza dorsalmente en la parte terminal del segmento dorsal. Presenta 7 lineas
blancas. Estas lineas estan bordeadas con negro en los bordes superiores y el cuerno
usualmente es de color rojo (Figura 7). Normalmente presenta 5 estadios larvales, pero
ocasionalmente pueden presentar 6. Las medidas del cuerpo son 6.7, 11.2, 23.4, 49.0 y 81.3

mm, respectivamente para cada estadio. El desarrollo larval dura en promedio 20 dias.

Figura 7. Larva de M. sexta.

Pupa: cuando las larvas estan maduras y se entierran de 10 a 15 cm donde forman una pupa.
Presenta forma alargada y ovalada pero puntiaguda en el extremo posterior. Mide de 45 a 60
mm de longitud. EI color de la pupa es café o café rojizo (Figura 8). La duracion de esta

etapa del insecto es prolongada y variable.

Figura 8. Pupa de M. sexta.

Adulto: es una polilla con un tamafio de aproximadamente 100 mm. Las alas delanteras son
mas largas que las alas traseras. Es de color grisaceo o marron grisaceo, con 6 puntos de
color naranja en el abdomen. Las alas posteriores presentan bandas claras y oscuras alternas
(Figura 9).
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Figura 9. Adulto de M. sexta.

2.2.3.2 Distribucion geografica y dafios que produce
Es mas comun al sur de Estados Unidos, especialmente en los estados de la Costa del Golfo.

Su érea de distribucion se extiende hacia el norte hasta Nueva York (Villanueva, 2009).

Se distribuye en Norteamérica (Canada, México y EE.UU), Centroamérica y el Caribe
(Antigua y Barbuda, Bahamas, Barbados, Belice, Islas Virgenes Briténicas, Islas Caiman
Islas, Costa Rica, Cuba, Dominica, Republica Dominicana, Granada, Guadalupe,
Guatemala, Haiti, Honduras, Jamaica, Martinica, Montserrat, Nicaragua, Panam4, Puerto
Rico, Trinidad y Tobago, Islas Virgenes) y América del Sur (Argentina, Bolivia, Brasil,
Amazonas, Parand, Rio Grande do Sul, Chile, Colombia, Ecuador, Guayana Francesa, Islas
Galépagos, Guyana, Paraguay, Peru, Surinam, Uruguay, Venezuela) (CABI, 2002).

El dafo lo ocasiona la larva debido a que se alimenta de las hojas, tallos y frutos (OMS,
2003c; King y Saunders, 1984; CATIE, 1993). Aproximadamente el 90 % del consumo del

follaje se produce durante el ultimo estadio (Villanueva, 2009).

2.3 Definiciones conceptuales
Corte proteolitico: Son escisiones que ocurren en la a-hélices del dominio I de la toxina

Cry1Ab por accion de las proteasas del insecto.

Cambio conformacional: Son modificaciones que presenta la toxina Cry en la orientacion
de las cadenas laterales de los aminoacidos y la cadena polipeptidica principal que suceden
durante el mecanismo de accion, principalmente en las a-hélices del dominio I, como la

elongacion de la hélice a-3.

Oligomerizacion: Es el proceso que involucra la asociacion de varias subunidades de la
toxina CrylAb para la formacion de una estructura oligomérica formadora del poro litico

generando la muerte del insecto.
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Toxicidad: Es una sustancia que produce dafios perjudiciales sobre un ser vivo, al entrar en

contacto con él.

Mutacién: Es cualquier alteracion de la secuencia de bases de un segmento de ADN

correspondiente a un gen o a un locus.

Transformacion bacteriana: Asimilacion de ADN exogeno (desnudo), por parte de una

celula receptora.

Plasmido: Son moléculas de ADN extracromosomico generalmente circulares que se

replican y transmiten de manera independiente.

Oligonucleotido: Secuencia lineal de nucle6tidos que se encuentran unidos por enlaces

fosfodiéster.

Concentracion letal media (CLso): Es la concentracion, obtenida por estadistica, de una
sustancia que produce mortalidad, del 50% de los animales expuestos a dicha sustancia

durante un determinado tiempo.

Secuenciamiento de ADN: Es una técnica que te permite determinar el orden de los

nucle6tidos en el ADN.

Protoxina: Constituyente de una toxina que tiene mayor afinidad por la antitoxina
correspondiente.

Toxina: Sustancia toxica producida por un microorganismo.

Control bioldgico: Es un tipo de control donde se utiliza organismos vivos.
2.4 Formulacion de la Hipdtesis

2.4.1 Hipotesis General

El corte proteolitico y cambio conformacional de la hélice a-1 y a-2 del dominio | de la
toxina CrylAb de Bacillus thuringiensis se relacionara con la oligomerizacién in-vitro en

Manduca sexta.
2.4.2 Hipotesis Especificas

La union por medio de un enlace disulfuro por mutagénesis sitio dirigida que inmoviliza

covalentemente la hélice a-1 y a-7 localizadas en el extremo N-terminal del dominio | de la
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toxina CrylAb de Bacillus thuringiensis se relacionara directamente con la oligomerizacion

in-vitro en Manduca sexta.

La unién por medio de un enlace disulfuro por mutagenesis sitio dirigida que inmoviliza
covalentemente la hélice a-2b y a-3 localizadas en el extremo N-terminal del dominio I de
la toxina CrylAb de Bacillus thuringiensis se relacionard directamente con la

oligomerizacion in-vitro en Manduca sexta.

Es necesario el corte proteolitico de la hélice a-1 y a-2a en el extremo N-terminal del
dominio I de la toxina CrylAb de Bacillus thuringiensis se relacionara directamente con la

oligomerizacion in-vitro en Manduca sexta.

La insercién de cisteina en la hélice a-1, a-2b, a-3 y a-7 por mutagénesis sitio dirigida en el
extremo N-terminal del dominio | de la toxina CrylAb de Bacillus thuringiensis se

relacionara directamente con la oligomerizacion in-vitro en Manduca sexta.
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Capitulo 111: METODOLOGIA

3.1 Disefio metodologico

3.1.1 Tipo de investigacion

El tipo de investigacion basica-aplicada permite la obtencién de nuevos conocimientos y
comprension de los fendbmenos, asi permitiendo generar nuevas aplicaciones inmediatas
sobre una realidad circunstancial (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2010). EI conocimiento
del mecanismo molecular de la toxina CrylAb permitiria obtener mutantes que logren un

mejor control de insectos plaga que dafian cultivos de importancia econémica.

3.1.2 Nivel de investigacion

El nivel de investigacion explicativo establece relaciones causales entre las variables,
pretende establecer las causas de los eventos que se estudian (Herndndez, Fernandez y
Baptista, 2010). Se trata de explicar si existe una relacién causal entre el corte proteolitico y

cambio conformacional en la oligomerizacion in-vitro en Manduca sexta.

3.1.3 Disefio de investigacion

El disefio de investigacién de tipo experimental se utiliza cuando el investigador pretende
establecer el posible efecto de la variable dependiente de una causa que se manipula la
variable independiente (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2010). Debido a esto se
manipulara la variable el corte proteolitico y cambio conformacional para ver un efecto en

la oligomerizacion in-vitro en Manduca sexta.

3.1.4 Enfoque de investigacion

El enfoque mixto son la integracién sistematica de los métodos cualitativos y cuantitativos
en un solo estudio con el fin de obtener un conocimiento mas completo (Hernandez,
Fernandez y Baptista, 2010). La parte cualitativa son los ensayos de oligomerizacion in-vitro

en Manduca sexta y la parte cuantitativa cuando se realizan los bioensayos con M. sexta.

3.2 Poblacién y Muestra

La poblacion fue la toxina CrylAb, Escherichia coli DH5a, Escherichia coli SC110, cepas
de Bacillus thuringiensis 407 que producen toxinas mutagenicas de CrylAb vy larvas de
Manduca sexta; brindados del cepario y criadero de insectos del Laboratorio de

Microbiologia Molecular del Instituto de Biotecnologia-UNAM.
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3.3 Operacionalizacion de variables e indicadores

“Estudio del corte proteolitico y cambio conformacional de la hélice a-1 y a-2 del dominio

I de la toxina CrylAb de Bacillus thuringiensis en la oligomerizacion in-vitro en Manduca

sexta (Gusano cornudo)”.

Tabla 1.

Variables, definicién, dimensiones e indicadores.

Variables Definicion Dimensiones Indicadores
El corte proteolitico son escisiones
que ocurren en la a-hélices del » o
o ] Generacion de Secuenciamiento
dominio | de la toxina CrylAb por
. ) mutantes
accion de las proteasas del insecto.
Corte

proteolitico y el
cambio
conformacional
(\Variable
independiente)

El cambio conformacional son
modificaciones que presenta la
toxina Cry en la orientacion de las
cadenas laterales de los aminoacidos
y la cadena polipeptidica principal
que suceden durante el mecanismo
de accidn, principalmente en las a-
como la

hélices del dominio I,

elongacion de la hélice a-3.

Obtencion de

toxinas CrylAb

Geles de acrilamida

Bioensayos con
M.sexta

Concentracion letal
media (CLso) de la
protoxina CrylAb

Oligomerizacion
in-vitro en
Manduca sexta
(Variable
dependiente)

Es el involucra la

asociacion de varias subunidades de

proceso que

la toxina CrylAb para la formacion
de una estructura oligomérica
formadora del poro litico generando

la muerte del insecto.

Andlisis de la

oligomerizacion

Quimioluminiscencia

Fluorescencia

Medicion de la
intensidad de

fluorescencia (RFU)
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3.4 Técnicas e instrumento de recoleccion de datos

3.4.1 Técnicas a emplear

Las tecnicas a emplear se obtuvieron del manual de protocolos del Laboratorio de
Microbiologia Molecular del Instituto de Biotecnologia-UNAM, brindados por la Dra.
Alejandra Bravo de la Parra 'y el Dr. Mario Soberon Chévez.

3.4.1.1 Disefios y sintesis de oligonucledtidos

Para el disefio de los oligonucleotidos (elaboracidn propia) se utilizé el programa SnapGene
Viewer 4.2.4 para disefiar los oligonucle6tidos mutagénicos utilizando como templado la
secuencia del gen de la toxina CrylAb. Se mutagenizé los aminoéacidos S39, D74, R93 y
T239, sustituyéndolos por el codon TGC o TGT, los cuales codifican para el aminoacido
cisteina. La sintesis de los oligonucledtidos se realizé en la Unidad de Sintesis y
Secuenciacion de ADN del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autonoma

de México.

3.4.1.2 Generacion de mutantes sencillas

Mutagenésis sitio dirigida por PCR

Se realiz6 la mutagénesis por la reaccion cadena de la polimerasa (PCR) en un volumen final
de 50 ul que contendra: 33.5 ul de H20, 10 pul de Buffer 5X HF (New England, BioLabs),
1.5 ul de ANTPs 10 mM, 100-200 ng de plasmido templado pHT315-CrylAb (Arantes y
Lereclus, 1991), 20 pmol de oligonuclettido mutagénico y 1 ul de DNA Polimerasa Phusion
Recombinante. La reaccion se puso en un termociclador con el siguiente programa: 1 ciclo
a 98 °C por 3 minuto; 35 ciclos a 98 °C por 15 segundos, 55 °C por 30 segundos y 72 °C por

6 minutos; 1 ciclo a 72 °C por 10 minutos.

Posteriormente se purifico el producto de la PCR con el Kit MinElute PCR Purification
(Qiagen), siguiendo el protocolo del fabricante y se realizé una reaccién de digestion de
ADN con 10 pl de producto de PCR purificado, 1.2 pl de Buffer Tango 10X (Thermo
Scientific) y 1 pl de enzima Dpnl (10U/ul). La reaccion se incubo por 2 horas a 37 °C y
posteriormente se purifico con el Kit MinElute PCR Purification (Qiagen).

A una alicuota de 100 pul con Escherichia coli DH5a electrocompetentes se afiadio 5 ul de
la reaccion de digestion de ADN con Dpnl y se puso en una celda de electroporacion
GenePulser de 0.2 cm (Bio-Rad), previamente enfriada a 4 °C. Se aplico un pulso eléctrico

de 2.5 V con 400 Q de resistencia en un electroporador GenePulser (Bio-Rad).
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Se afiadié 900 pl del medio Luria-Bertani (LB) y se incub6 por 1 hora a 37°C con agitacion
de 600 rpm. Posteriormente se sembr6 100 pl de bacterias en agar LB con ampicilina a 100

pg/ul y se incubd a 37 °C por 12 horas.

Se selecciond al azar 3 colonias de E. coli DH5a de cada mutagénesis (CrylAb S39C,
CrylAb R93C, CrylAb D74C y CrylAb T239C), se sembro en 5 ml de caldo LB con
ampicilina y se incubd a 37 °C durante 12 horas. Se recupero las bacterias por centrifugacion
a 13,000 rpm durante 1 minuto y la extraccion de ADN plasmidico se realiz6 utilizando el
kit Wizard® Minipreps (PROMEGA), siguiendo el protocolo del fabricante. Finalmente, los
plasmidos se analizardn por electroforesis en gel de agarosa al 1% y se cuantific6 midiendo

la absorbancia a 260 nm en el espectrofotometro NanoDrop™ (Thermo Scientific).

Se envid a secuenciar los plasmidos por el método de Sanger con el oligonucleétido FFTc
( TCACGGATCCGGAGAAAGAATAGAAACTGG?) a la Unidad de Servicio de
Secuenciamiento del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de
México, se analizd las secuencias en el programa BioEdit y en el servidor Clustal Omega se

detect6 las mutaciones introducidas.

3.4.1.3 Generacion de mutantes dobles

Se realiz6 mutagénesis sitio dirigida como se describid anteriormente, pero utilizando como
plasmido templado una mutante sencilla de CrylAb. La mutante CrylAb S39C-T239C se
obtuvo utilizando como templado la mutante CrylAb S39C e introduciendo la mutacion
T239C con el oligonucle6tido mutagénico; la mutante CrylAb D74C-R93C se obtuvo
utilizando como templado la mutante CrylAb D74C e introduciendo la mutacién R93C con
el oligonucledtido mutagénico.

Los plasmidos pHT315-Cry1Ab con las mutaciones deseadas se utilizaron para transformar
por electroporacion con Escherichia coli SCS110 siguiendo el protocolo de trasformacion
descrito anteriormente y posteriormente se hizo una extraccion del plasmido. Se obtuvo
ADN plasmidico sin metilaciones, ya que la cepa E. coli SCS110 no tiene las metilasas Dcm

y Dam.

Se realizo un pre-indculo de la cepa acristalifera Bacillus thuringiensis 407 en agar LB por
estrias confluentes e incubd a 30 °C por 4 horas o hasta que se observo el crecimiento de la
cepa. Se inoculd en 50 ml de medio BHIG una asada de la cepa e incubd a 30 °C por 2 horas
0 hasta alcanzar una D.O.s00 de 0.5. Posteriormente se recupero las células centrifugando por
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5 minutos a 5,000 rpm a 4 °C y se descarto el sobrenadante. Se resuspendio las células
suavemente en 20 ml de solucion EB (Sacarosa 0.625 M y MgCl> 1 mM), se recupero las
células centrifugando a 5,000 rpm por 5 minutos a 4 °C, se descartd el sobrenadante y se

resuspendio las células en 1 ml de solucién EB.

Para la transformacién se mezcld 200 ul de células de B. thuringiensis 407
electrocompetentes con 5 pg de ADN plasmidico no metilado en celdas de electroporacion
de 0.4 mm (BioRad), se dejé reposar durante 10 minutos a 4 °C, se dio un pulso eléctrico de
2.5V con una resistencia de 1000 Q y se dejo reposar por 10 minutos. Se agreg6 800 ul de
medio de cultivo BHIG y se incubo a 30 °C por 1 hora con agitacion de 600 rpm. Finalmente

se sembrd 200 pl en agar LB con eritromicina a 10 pg/ml y se incubo a 30°C por 12 horas.

3.4.1.4 Obtencion de toxinas CrylAb

Produccion, solubilizacion y activacion

Se realiz6 un pre-indculo de las cepas de Bacillus thuringiensis 407 transformadas en agar
LB con eritromicina a 10 pg/ml por 12 horas. A partir de este pre-inoculo, se sembré en el
medio de esporulacion HCT con eritromicina a 10 pg/ml, se incub6 a 30 °C por 48 a 72
horas para que las bacterias se diferencien a esporas. Se recuper6 la biomasa, se realizé 3
lavados con 25 ml de Buffer de lavado (NaCl 300 mM, EDTA 10 mM, pH 8.0) y 3 lavados
con 30 ml de H,O/PMSF 1 mM. Finalmente, se resuspendié la biomasa en 5 ml de H2O con
PMSF 1mM. Se realiz6 un SDS-PAGE para analizar la integridad de las toxinas producidas.
Las mutantes que no produjeron espora-cristal en medio HCT se sembraron en otros medios
de esporulacion como EMBRAPA, agar LB %2, medio SP y caldo LB %,

Los cristales de las toxinas fueron solubilizados en una solucién Bicar (Na2CO3s/NaHCO3
100 mM, B-mercaptoetanol 0.02%, pH 10.5), se incub6 a 37°C por 1 hora a 600 rpm. Se
centrifugo a 13,000 rpm por 5 minutos y se recuperé el sobrenadante. Se neutralizo el pH
afiadiendo Tris-HCL 1 M, pH 8.0 en una proporcién 1:5 (v/v). Se observo las protoxinas en
SDS-PAGE Yy se cuantificé la proteina por espectrofotometria con la técnica Bradford (Bio-
Rad) utilizando una curva estandar de Albumina Sérica Bovina (BSA). Posteriormente se
adiciono tripsina en proporcion de 1:20 (p/p) para activar las protoxinas y se incub6 a 37°C
por 1 hora a 600 rpm. Finalmente se adicioné6 PMSF 1 mM para inactivar la proteasa y se
analizd las proteinas en SDS-PAGE. Los cristales que no solubilizaron con la solucion Bicar
se reemplazé por NaOH (25, 50 y 100 mM) y las que no pudieron ser activadas con tripsina

1:20 p/p se les aumento la concentracion (1:50 y 1:100 p/p).
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Purificacion de las toxinas por intercambio i6nico

Se equilibro la columna de intercambio aniénico HiTrap Q HP Sepharose® (GE Healthcare
Life Science) con 5 ml de Buffer A (Na2COz/NaHCOs 50 mM, NaCl 50 mM, pH 8.5). Se
paso por la columna 1 ml de la toxina CrylAb activada y se lavo con 5 ml de Buffer A.
Posteriormente se eluyd la toxina con 5 ml de Buffer B (Na2CO3/NaHCOz; 50 mM, NaCl

600 mM, pH 8.5) y se colecto 4 fracciones de 1 ml, las cuales se analizd en SDS-PAGE.

3.4.1.5 Preparacion y cuantificacion de proteinas de BBVM de Manduca sexta

Se preparé las vesiculas de membrana de la microvellosidad apical (BBVM) a partir de
intestinos de larvas del tercer estadio de M. sexta. Se disecto el intestino de las larvas con
instrumentos de diseccion entomoldgicos y se elimind los 3 segmentos del extremo anterior
(cabeza) y dos del posterior (cola). Se realizd un corte transversal con tijeras y un corte
longitudinal en la region media, se separd el intestino medio ayudandose con una pinzay se

vacio el contenido intestinal con ayuda de las pinzas.

Se deposito el tejido en Buffer | (Manitol 300 mM, y Tris-HCI 17mM, pH a 7.4) frio. Ambos,
tejido y Buffer | se depositaron en un homogeneizador de vidrio estéril inmerso en hielo y
se diluyo 1/10 (p/v). Se coloco el émbolo de teflon del homogeneizador estéril y se dio 9
golpes a 2,250 rpm en el homogeneizador (WiseStir), se agregd 1 volumen de una solucion
de MgCl2 24 mM y se dejo reposar en hielo 15 minutos. Se centrifug6 a 4,500 rpm por 15
minutos a 4 °C en un rotor Beckman JA-20. Se recupero el sobrenadante y se centrifugé a
16,000 rpm por 30 minutos a 4 °C. Se resuspendio el precipitado en %2 volumen de Buffer |
y % de CloMg 24 mM, se centrifugo igual a los dos pasos anteriores. Se resuspendio el
precipitado en 1 ml de Buffer I diluido con agua destilada estéril 1:1 y se dio 3 golpes con

el homogeneizador a 2,250 rpm. Se realizaron alicuotas y se almacené a -70 °C.

Se cuantifico la proteina por el método de Lowry el cual consiste en una muestra de BBVM
con el Kit DC™ Protein Assay (Bio-Rad), se mezclé la solucion Reagent A (1 ml) con
Reagent S (20 pl) para obtener la Solucion I. Se adiciond 10 ul de las muestras en 125 pl de
la Solucidn 1, se agitd e incubd a temperatura ambiente por 15 minutos. Posteriormente se
agrego la solucion Reagent B (1 ml), se agitd e incub6 a temperatura ambiente por 15
minutos y se leyo la absorbancia a 750 nm. Se utilizé una curva estandar de BSA como

referencia para determinar la concentracion de proteina.
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3.4.1.6 Expresion, purificacion y cuantificacion del fragmento de caderina CR7-CR12

Se realiz6 un cultivo durante 12 horas de la cepa Escherichia coli ER2566 que contiene el
plasmido de expresion pET22b/CR7-12 en medio 2XTY suplementado con ampicilina 100
pg/ml y glucosa 0.1 %. Posteriormente se inoculd 1 ml del pre-in6culo a 50 ml de
2XTY/Ampicilina/Glucosa y se incub6 a 37°C a 200 rpm hasta alcanzar una D.O.soonm de
0.5a0.6. Se adicion6 IPTG 1 mM y se incub6 a 30°C por 5 horas a 200 rpm. Se recupero la
biomasa por centrifugacion a 10,000 rpm por 10 minutos y se resuspendio en 5ml de Urea 8
M (3.45 g de NaH2PQOg4, 0.3 g de Tris-base, 120.125 g de urea para 250 ml) a pH 8.0. Las
celulas se sonicardn con un Ultrasonicador Sonics-CV 188, se centrifug6 a 10,000 rpm por
10 minutos y se recuper0 el sobrenadante.

Para la purificacion del fragmento de caderina CR7-CR12 se equilibré una columna de
Niquel-Agarosa (Quiagen) con 10 ml de PBS/Imidazol 20 mM, se pasé los 5 ml del lisado
celular y se lavé con 10 ml de PBS/Imidazol 35 mM. El fragmento CR7-CR12, se eluy6 en
4 fracciones de 1 ml con 2 ml de PBS/Imidazol 250 mM y 2 ml de PBS/Imidazol 500 mM.
Las fracciones se observaron en SDS-PAGE vy se cuantificd la fraccién con mejor integridad
con la técnica Bradford.

3.4.1.7 Bioensayos con Manduca sexta

Se realizo los tratamientos con las toxinas de CrylAb y mutantes con las concentraciones de
0.3, 0.6, 1.25, 2.5 y 5 ng/cm? frente a larvas del primer estadio de M. sexta, se utilizé 24
larvas por concentracion de toxinas y un control negativo (sin toxina). Las placas se
incubaron a 28 °C con un 65% + 5% de humedad relativa y un fotoperiodo de claro a oscuro
de 16:8 horas. La mortalidad se registrd después de 7 dias y la concentracion letal media
(CLso) se estimo utilizando el programa LdP Line, las toxinas mutadas que no se pudo
estimar la CLso se les realizd los bioensayos con estas concentraciones (0.6, 1.25, 2.5, 5,
10,125, 250, 500 y 1000 ng/cm?).

3.4.1.8 Anélisis de la oligomerizacion

Las estructuras oligoméricas de las toxinas CrylAb, CrylAb S39C-T239C y CrylAb
D74-R93C, se obtuvieron incubando 2 pg de toxina O protoxina purificada por
intercambio i6nico con el fragmento recombinante de caderina CR7-CR12 en una
proporcion 1:4 (p/p) o 10 ug de BBMV en tampén Bicar (NaH2CO3/Na,COs 100 mM a

pH 10.5) durante 1 hora a 37°C en un volumen final de 50 pl en presencia o ausencia de
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0,5 pg de tripsina, sin 0 con agentes reductores (B-Mercaptoetanol y ditiotreitol).
Finalmente se adicion6 PMSF 1 mM para detener la reaccion.

3.4.1.9 Ensayos de Western Blot

Se afiadié 10 ul de tampdon Laemmli 4X (alternativamente se utilizé el mismo tampon sin
agente reductor) a la reaccion de oligomerizacién y se incubd por 5 minutos a 50°C.
Posteriormente las muestras se separaron por SDS-PAGE en un gel al 8% y las proteinas
se electrotransfirieron a una membrana de PVDF (Millipore) durante 45 min a 350 mA.
La membrana se bloque6 con leche descremada 2% en tampon PBS pH 7.4 durante 1
hora, seguido de una incubacién de 1 h con anticuerpo policlonal de conejo anti-CrylAb
(1: 25,000), y luego 1 h con anticuerpo secundario de cabra anti-lgG HRP (1: 25,000)
(Santa Cruz, Biotechnology). Finalmente se adiciond el sustrato quimioluminiscente
Western Blotting Luminol Reagente (InmunoCruz) siguiendo las instrucciones del
fabricante y se visualizo en el fotodocumentador Amersham Imager 600 (GE, Healthcare

LifeScience).

3.4.1.10 Marcaje de la toxina CrylAb S39C con fluoréforos extrinsecos

La toxina CrylAb S39C, previamente se purifico por intercambio idnico, se incub6 con el
fluoréforo Alexa Fluor 546 succimidyl ester que marco lisina (Thermo Scientific) en una
proporcion 1:20 (p/p) y se incubd por 1 hora a 25°C en tampon PBS a pH 7.4. Posteriormente
se paso por una resina de Sephadex 25, para eliminar el excedente de fluoréforo no acoplado
a la toxina. Se realiz6 un segundo marcaje con el fluor6foro Alexa Fluor 488 maleimida que
marco cisteina (Thermo Scientific) en una proporcion 1:20 (p/p) durante 2 horas a
temperatura ambiente en PBS/Urea 2 M. Finalmente la muestra se dializ6 en 1 L de PBS con
un cassette Slide-A-Lyzer 10K (Thermo Scientific) para eliminar la urea y el fluoréforo no
acoplado a la toxina. Se realizé un SDS-PAGE vy el gel se visualizé en el fotodocumentador
Amersham Imager 600 a una excitacion de 488 y 546 nm para evaluar la toxina acoplada

covalentemente a los fluoréforos.

Se evalud el estado estructural de la toxina CrylAb S39C despues de ser marcada con Alexa
Fluor 546 succimidyl ester y Alexa Fluor 488 maleimida y desnaturalizada con urea, se
realizd lecturas de triptofano en un lector de microplacas Infinite® M1000 Pro (Tecan)
dando valores de excitacion 285 nm y de emisién de 300-400 nm, comparando dichos
valores con la toxina CrylAb. Los datos fueron analizados con el software GraphPad Prism
6.
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Se realizd un ensayo de oligomerizacién como se describié anteriormente utilizando la

toxina CrylAb S39C acoplada a los fluoroforos Alexa Fluor 488 y Alexa Fluor 546.

3.4.1.11 Ensayos de transferencia de energia resonante entre fluor6foros (FRET)

Para evaluar el tranferencia de energia (FRET) la reaccion de oligomerizacion se transfirio
a una microplaca de 96 pozos y se hizo un registro de los espectros de emision de
fluorescencia en un rango de 500-620 nm en un lector de microplacas Infinite® M1000 Pro
(Tecan). La longitud de onda de excitacion de los fluoréforos Alexa Fluor 488 y Alexa Fluor
546 fueron de 488 nm y 546 nm, respectivamente. Los datos fueron analizados con el

software GraphPad Prism 6.

A continuacion, se presenta el diagrama de flujo del proyecto de tesis (Figura 10):
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Mutagenesis sitio dirigida

Transformacidn en Escherichia coli DH5a y
analisis de secuenciamiento
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Obtencion de toxinas de CrylAb (produccion,
solubilizacion, activacion y purificacion)

Bioensayos con Manduca sexta
(protoxinas de Cry1Ab)

NS

Marcaje con fluordforos extrinsecos y
Anélisis de la oligomerazion de la
toxina CrylAb S39

Ensayos de transferencia de energia
entre fluorocromos (FRET)

Anélisis de la oligomerizacion y
ensayos de Western Blot

Preparacion y cuantificacién de
proteinas de BBVM

Expresion, purificaciéon y
cuantificacién del fragmento de
caderina CR7-CR12.

Figura 10: Flujograma del proyecto de tesis (elaboracion propia).
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3.4.2 Descripcion de los instrumentos
Se describe a continuacion los instrumentos divididos por fases que se utilizd en el proyecto

de tesis.
Primera fase: generacion de mutantes

e SnapGene Viewer 4.2.4: es un software que permite simular cortes con enzimas de
restriccion, PCR convencional, extension de superposicion PCR, clonacién, alineacién
de secuencias de ADN, disefiar oligonucledtidos y visualizar secuencias de ADN
(https://www.snapgene.com/snapgene-viewer/).

e Termociclador Applied Biosystems-Thermal Cycler 2720: es un equipo usado en
Biologia Molecular que permite realizar los ciclos de temperaturas necesarios para la
amplificacion de diversas hebras de ADN en la técnica de la PCR (Reaccién en cadena
de la polimerasa) o para reacciones de secuencia con el método de Sanger.

e Electroporador BIO-RAD: es un equipo que es utilizado en el proceso de electroporacion
provocando un aumento de laconductividad eléctricay de la permeabilidad de
la membrana plasmatica celular mediante un campo eléctrico, asi permitiendo introducir
principalmente ADN plasmidico.

e Mini Spin Eppendorf: es un equipo que sirve para separar soluciones acuosas de
diferentes densidades en recipientes de reaccion homologados.

e Céamara de electroforesis horizontal Hoefer-HE33: es un equipo que genera la migracion
de las moléculas a través de una matriz y que con un campo eléctrico genera la migracion
de estas, separando por tamafio o peso molecular, se trabaja principalmente con ADN,
en geles de agarosa.

e Transluminador Amersham Imager 600: es un equipo que posee sensores sensibles y
robustos para imagenes digitales de alta resolucion de muestras de proteinas y ADN en
geles.

e Fuente de poder GE Healthcare- EPS301: es una fuente de alimentacion que cubre una
amplia gama de aplicaciones de electroforesis y transferencia.

e Espectrofotometro Thermo Scientific- NanoDrop 2000: es un equipo de espectro
completo utilizados para cuantificar y evaluar la pureza del ADN, ARN, proteinas y mas,
con la menor cantidad de muestra de 0.5pul.

¢ Incubadora Biocientifica-ECF41: es un equipo que permite obtener la temperatura que

se programe para el crecimiento de microorganismos.
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Segunda fase: obtencidn de toxinas CrylAb y bioensayos con M. sexta

Balanza analitica Ohaus-Pioneer PA224C: es un equipo que te permite medir pequefias
masas (0,0001 g 0 0,1 mg).

Columna de intercambio anionico GE Healthcare-HiTrap Q HP Sepharose: es un equipo
que permite la separacion de iones y moléculas polares basado en las propiedades de
carga de las moléculas, se pueden usarse para proteinas grandes y nucleétidos y
aminoéacidos pequefios.

Espectrofotdémetro Beckman Coulter-DU650: es un equipo que permite realizar lectura
en espectro UV-visible generalmente es utilizada en la valoracién cuantitativa de
soluciones de iones metélicos de transicion y compuestos organicos, ambos absorben la
luz.

Céamara de electroforesis vertical Pharmacie Biotech-SE280: es un equipo que genera la
migracion de las moléculas a través de una matriz y que gracias a un campo eléctrico
estas migran por el peso molecular, se trabaja principalmente con proteina, en geles de
acrilamida.

LdP Line: es un software libre que se utiliza para relacionar estimulo y respuesta en
estudios toxicoldgicos y bioldgicos (http://www.ehabsoft.com/ldpline/).

Formato de guia de observacion 1: ficha que permite recolectar los datos de mortalidad

de Manduca sexta (Anexo).

Tercera fase: Obtencion de BBVM y caderina CR7-CR12 de Manduca sexta

Centrifugadora Eppendorf-5804R: es un equipo que pone en rotacion una muestra por
fuerza centrifuga acelerando la decantacion o la sedimentacion de sus componentes 0
fases (generalmente una sélida y una liquida), segun su densidad.

Homogeneizador WiseStir-HS30E: es un equipo utilizado para la homogeneizacion de
distintos tipos de materiales, permiten romper las células, con el menor dafio a la
membrana plasmatica, siendo asi esencial antes del analisis de &cidos nucleicos y
proteinas, o del estudio de células, metabolismo, agentes patdgenos y otros muchos
objetivos.

Incubadora con agitacion orbital Excella-E25: es un equipo que permite agitacion e
incubacion confiables y de alto rendimiento en cultivos celulares, estudios de

solubilidad, suspensiones bacterianas y procedimientos de extraccion.

45



Ultrasonicador Sonics-CV 188: es un equipo que permite sonicar utilizando la energia
del ultrasonido para agitar las particulas de una muestra, se utilizan a menudo para
romper las membranas celulares y conseguir la liberacion del contenido celular, debido

a la intensa agitacion producida.

Cuarta fase: analisis de la oligomerizacion y transferencia de energia entre fluorocromos
(FRET)

Tanque de unidad de transferencia Hoefer-TE22: permite que se pueda transferir las
proteinas a una membrana adsorbente (tipicamente de nitrocelulosa o de PVDF).

Lector de microplacas Tecan-Infinite M1000PRO: es un equipo que permite la deteccion
de absorbancia, fluorescencia top, fluorescencia bottom, polarizacion de fluorescencia y
luminiscencia, con 4 monocromadores para un amplio espectro de lectura, presentando
una alta sensibilidad y exactitud.

GraphPad Prism 6: es un software que te permite la aplicacion en el procesamiento de
datos y gréaficas de todo tipo, presentando una extensa biblioteca de analisis de comun a
altamente especifico: regresion no lineal, pruebas t, comparaciones no parameétricas,
ANOVA de una, dos y tres vias, andlisis de tablas de contingencia, analisis de regresion,
andlisis de supervivencia y mucho mas (https://www.graphpad.com/scientific-
software/prism/).

Formato de guia de observacion 2: ficha que permite recolectar los datos de presencia o
ausencia de la banda del oligbmero en los analisis de oligomerizacion in-vitro en

Manduca sexta (Anexo).

3.5 Técnicas para el procesamiento de la informacion

El andlisis de los datos de los bioensayos con Manduca sexta, se realizé con el programa

LdP Line que elabor6 la matriz de varianza-covarianza y desarrollo la prueba de bondad de

ajuste de Chi-cuadrado para dar valores finales de concentracién letal media (CLso) con un

nivel de confianza del 95%.
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Capitulo IV: RESULTADOS

La toxina Cry1Ab después de ser activada por proteasas, contiene tres dominios estructurales
que carecen de cisteinas. En nuestro disefio experimental generamos dobles mutantes con
cisteinas para establecer enlaces covalentes por medio de puentes disulfuro entre las hélices
a-1 con a-7 del dominio | (CrylAb S39C-T239C) para impedir el desprendimiento de la
hélice alfa-1 durante el procesamiento proteolitico en la oligomerizacion; y la mutante
CrylAb D74C-R93C, la cual establece un puente disulfuro entre las hélices a-2b y a-3, con
el proposito de impedir el cambio conformacional de la hélice a-2b en la oligomerizacion.
Por otra parte, también generamos la mutacion S39C en la toxina CrylAb para analizar el
desprendimiento de la hélice a-1 por medio de FRET.

4.1 Disefio y sintesis de oligonucledtidos

Para generar las sustituciones por cisteinas se disefiaron oligonucleétidos mutagénicos con
ayuda del programa SnapGene Viewer. Cada oligonucleétido contiene el codon TGC o TGT,
el cual codifica para una cisteina, flanqueado por 13-15 nucleétidos que hibridan en las
regiones adyacentes al sitio que se desea mutagenizar y procurando una temperatura de
fusién (Tm) de 55°C (Tabla 2).

Tabla 2.

Secuencia de oligonucledtidos que se disefiaron con el programa SnapGene Viewer, su

localizacion, cambio y su secuencia respectiva.

Oligonucleotidos Localizacion Cambio Secuencia (3> —» 5’)
CrylAb S39C Hélice a-1 Serina por CCCCAATCGATATTTGCTTG
cisteina TCGCTAACGC
Cry 1Ab R93C Hélice a-2b Arginina por A GAAGAATTC GCT TGC AAC
cisteina CAAGCCATTTCT

Cry 1Ab D74C Hélice a-3 Acido aspartico GGT CCC TCT CAA TGG TGC
por cisteina GCATTCTTGTACA

Cry 1Ab T239C Hélice a-7 Treonina por GAGAATTAACACTATGT
cisteina GTATTAGAT ATCG
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4.2 Generacién de mutantes simples y dobles de la toxina CrylAb

La estrategia utilizada para analizar los eventos moleculares que participan en la
oligomerizacion fue producir mutantes dobles a partir de mutantes simples de la toxina
CrylAb, sustituyendo residuos especificos localizados en el dominio | por cisteinas que
potencialmente puedan formar puentes disulfuro que impidan la posible separacién de la
hélice o-1 y el cambio conformacional de la hélice a-2b que podrian ocurrir en la
oligomerizacion de la toxina CrylAb. Para estudiar el desprendimiento de la hélice a-1 se
construyd y se caracterizé la mutante doble CrylAb S39C-T239C (Figura 11A), la cual
forma un puente disulfuro entre las hélices a-1y a-7 y para el cambio conformacional de la
hélice a-2b se disefid la mutante CrylAb D74C-R93C (Figura 11B), la cual forma un puente
disulfuro entre las hélices a-2b y a-3. La mutagénesis se confirmé analizando las secuencias
de los plasmidos que contienen el gen de la toxina CrylAb y que fueron sometidos a
mutagénesis sitio dirigida. Con el programa BioEdit se identificaron los codones que
codifican para cisteina, que son TGT y TGC (Figura 12). Con esto confirmamos la correcta

introduccion de codones que codifican para cisteinas en las mutantes simples y dobles de la

toxina CrylAb.
CrylAb S39C-T239C CrylAb D74C-R93C

Figura 11. Se observa la union por enlace disulfuro de las hélices. A. a-1y a-7 (CrylAb
S39C-T239C) y B. a-2b y a-3 (Cryl A D74C-R93C).
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Figura 12. Cromatograma de secuencias de las mutantes Cryl Ab S39C, Cryl Ab T239C,
CrylAb D74C, Cryl Ab R93C, Cryl Ab S39C-T239C y Cryl Ab D74C-R93C.

4.3 Obtencion de toxinas CrylAb

Las toxinas de tipo silvestre y mutantes de CrylAb se expresaron en cepas transformantes
Bacillus thuringiensis 407 acristalifera. Los cristales paraesporales se produjeron en
medio de esporulacion HCT y posteriormente se realiz6 un SDS-PAGE en donde
observamos una banda que corresponde a la protoxina, con un peso molecular de 130 kDa
en la CrylAb silvestre, CrylAb S39C y CrylAb S39C-T239C. Las mutaciones T239C,
D74C, R93C y D74C-R93C afectaron drasticamente la produccion de la toxina (Figura
13A). Se probaron otros medios de esporulacion como EMBRAPA, agar LB Y2, medio SP

y caldo LB %, para obtener cristales de las mutantes que no fue posible producirlas en
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medio HCT. Esta estrategia nos permitio obtener la mutante CrylAb D74C-R93C en
caldo LB %2 (Figura 13B y 14A). Una vez obtenida la protoxina, estos se solubilizaron en
amortiguador alcalino de bicarbonatos y se activaron mediante tratamiento con tripsina
en proporcién 1:20 p/p. Las toxinas activadas fueron analizadas en SDS-PAGE vy dieron
como resultado proteinas de 60 kDa en CrylAb, CrylAb S39C y CrylAb S39C-T239C
(Figura 14B). Debido a que no fue posible obtener los cristales de CrylAb D74C-R93C
utilizando el procedimiento de rutina, se decidié realizar una solubilizacion con NaOH a
25, 50 y 100 mM (Figura 15B) y luego se trat6 con tripsina en proporciones 1:20, 1:50 y
1:100 p/p (Figura 15C). Utilizando estas condiciones se logré solubilizar parcialmente los
cristales con NaOH 25 mM, sin embargo, la protoxina no resistio el tratamiento con

tripsina.
&) B
A S 2 2 2
a9 o o
w A 2 = wn A x & An 2 ~ A A
EolN o] O
< <2 2% % X <% 22 2% % %
> 2 2 22 B B > > 2o 2 2B
kDa © © O O U U O  ypa S8 OO U U O O
250
250 130
130
95
95
72
72
55
55

HCT EMBRAPA Agar LB '

Figura 13. Analisis de la expresion en SDS-PAGE de diferentes mutantes Cryl Ab en
células Bacillus thuringiensis 407. A. las protoxinas Cryl Ab y mutantes en el medio HCT.
B. protoxinas de mutantes de Cryl Ab en el medio EMBRAPA y Agar LB 1/2.
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Figura 14. Analisis de la expresion en SDS-PAGE A. diferentes mutantes Cryl Ab en
células Bacillus thuringiensis 407 en el Medio SP y Caldo LB '2. B. toxinas activadas de
Cryl Ab y de diferentes mutantes.
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Figura 15. Analisis de la expresion en SDS-PAGE de la mutante Cryl Ab D74C-R93C. A.
protoxina, solubilizado y precipitado en amortiguador alcalino de bicarbonatos. B.
solubilizacion a diferentes concentraciones de NaOH. C. solubilizado y activacion a

diferentes concentraciones de tripsina.
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La cuantificacion de los cristales producidos en Bacillus thuringiensis 407 revelaron que
las mutantes CrylAb S39C y CrylAb S39C-T239C tuvieron un rendimiento de
produccién comparable con la toxina CrylAb silvestre. La mutante D74C-R93C, aunque
fue posible producirla en caldo LB ', el rendimiento de produccion fue muy bajo (Tabla
3), es necesario conocer las concentraciones para los bioensayos y el analisis de

oligomerizacion.

Tabla 3.

Cuantificacion de la toxina Cryl Ab y mutantes con la técnica Bradford.

Toxina Cristales Activada y
(ng/ul) purificada (ug/ul)
CrylAb 1.43 0.41
CrylAb S39C 1.9 0.41
CrylAb S39C-T239C 1.64 0.29
CrylAb D74C-R93C cog8 -

4.4 Preparacion y cuantificacion de proteinas de BBMV de Manduca sexta

Se prepararon vesiculas de membrana de la microvellosidad apical (BBMV) a partir de
intestinos de larvas del tercer estadio de M. sexta y se cuantificd la proteina por el método
de Lowry obteniendo una concentracion de 4.6 pg/ul, estas BBMV fueron utilizadas para

el analisis de oligomerizacion.

4.5 Expresion, purificacion y cuantificacion del fragmento de caderina CR7-CR12

La expresion se realizo en la cepa de Escherichia coli ER2566 que contiene el plasmido de
expresion pET22b/CR7-12. EI CR7-CR12 es un fragmento del receptor caderina de M. sexta
que contiene el sitio de union para las toxinas CrylA’s y que corresponde a los dominios
extracelulares 7 al 12 con un peso molecular de 80 kDa. La purificacion de este fragmento
recombinante se realizd por afinidad a columnas de Niquel-Agarosa y las fracciones de
elusién obtenidas fueron analizadas por SDS-PAGE (Figura 16). En la cuantificacion de
proteina de la fraccion 1 (F1) se obtuvo una concentracion de 0.36 pg/pl y ésta fue utilizada

en el anélisis de oligomerizacion.
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Figura 16. Analisis de la expresion en SDS-PAGE de fragmento de caderina de CR7-
CRI12 en diferentes fracciones (F1, F2, F3 y Fa).

4.6 Bioensayos con Manduca sexta

Para determinar la actividad insecticida de las toxinas mutantes se realizaron bioensayos
con larvas del primer estadio de M. sexta, las cuales son sensibles a la toxina silvestre. Se
utilizaron una serie de concentraciones de toxina contaminando la superficie de la dieta
de los insectos y despues de 7 dias se determinaron los valores de concentracién letal media

(CLso) con el programa Ldp Line con un nivel de confianza del 95% (Tabla 4).

Tabla 4.

Valores de CLso en bioensayos con larvas de M. sexta con toxina silvestre y mutantes.

Toxina CLso (Lmin-l_max)a
CrylAb 1.81 (1.34-2.57)
CrylAb S39C 0.93 (0.66-1.26)

Cry1Ab S39C-T239C 0.86 (0.65-1.12)
CrylAb D74C-R93C  17.53 (14.72-21.15)

2Valor de CLso en ng toxina /cm? dieta.

Los valores CLsg de las mutantes S39C y S39C-T239C mostraron que estas toxinas son
mas toxicas que la toxina CrylAb silvestre. La toxina CrylAb D74C-R93C mostré una
CLso de 17.53 ng/cm?, lo que significa una reduccion de su potencia de 10 veces, este efecto
probablemente sea porque los cristales son poco solubles y la protoxina es sensible a
degradacion proteolitica.

4.7 Analisis de oligomerizacion
Para determinar la oligomerizacién en condiciones in vitro de las mutantes Cry1lAb S39C-
T239C y CrylAb D74C-R93C, la toxina activada y protoxina fueron purificadas por
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intercambio ionico respectivamente y se indujo la oligomerizacion en presenciade BBMV
(Figura 17A) o el fragmento recombinante de caderina CR7-CR12 (Figura 17B), en
presencia o0 ausencia de agentes reductores (p-Mercaptoetanol o ditiotreitol).
Posteriormente, los oligomeros fueron visualizados por Western blot y se observaron
complejos proteicos de 180-200 kDa detectados con un anticuerpo policlonal anti-
Cryl1Ab. Estos complejos de alto peso molecular corresponden al oligomero de la toxina
CrylAb.

A Cryl Ab CrylAb S39C-T239C  CrylAb D74C-R93C
SN B-Me DTT SN B-Me DIT SN B-Me DTT SN, BBMV

kDa
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Toxina Protoxina

B CrylAb CrylAb S39C-T239C  Cryl Ab D74C-R93C
SN B-Me DTT SN B-Me DTT SN B-Me DTT

kDa
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Toxina Protoxina
Figura 17. Analisis de oligomerizacion con Cryl Ab (toxina activada), Cryl Ab S39C-

T239C (toxina activada) y Cryl Ab D74C-R93C (protoxina), sin agentes reductores (SN) y
con agentes reductores (B-Mercaptoetanol y ditiotreitol). A. con BBVM. B. con el
fragmento recombinante de caderina CR7-CR12.
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4.8 Marcaje de la toxina Cry1Ab S39C con fluoroforos extrinsecos

La toxina mutante CrylAb S39C se acopld covalentemente a dos fluordforos extrinsecos:
Alexa Fluor 546 y Alexa Fluor 488. El fluoréforo Alexa Fluor 546 contiene un grupo
quimico “succimidil éster”, el cual forma complejos covalentes con los grupos amino de las
proteinas, reaccionando asi con el amino&cido lisina (Lys). La toxina CrylAb contiene 3
lisinas, de las cuales las lisinas 403 y 490 estan expuestas al solvente y se marcaron con
Alexa Fluor 546. El fluoréforo Alexa Fluor 488 contiene el grupo quimico maleimida, el
cual reacciona con grupos sulfihidrilo de las cisteinas presentes en las proteinas. La cisteina
39 de la mutante, introducida por mutagénesis, es el Unico aminoacido que se acopld
covalentemente con el fluor6foro Alexa Fluor 488.

La eficiencia de marcaje de la mutante Cry1lAb S39C con ambos fluor6foros fue analizadas
por SDS-PAGE vy posteriormente visualizado en un analizador de imagenes que permitio
identificar la emision de ambos fluoroforos en canales de emision de fluorescencia

independientes (Figura 18).
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Figura 18. Marcaje de la toxina Cryl Ab S39C sin y con fluoréforos extrinsecos
visualizado en SDS-PAGE. A. excitado a 488 nm. B. excitado a 546 nm. C. con azul de

Coomassie.
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Finalmente, para evaluar el estado estructural de la toxina CrylAb S39C después de ser
marcada con los fluoréforos Alexa Fluor 546 y Alexa Fluor 488, se realizd un registro del
espectro de emision de fluorescencia de los triptéfanos intrinsecos de la toxina. El triptofano
es un marcador estructural de proteinas, ya que la emision de su fluorescencia es sensible al
ambiente, es decir pequefias variaciones en el ambiente hidrofébico o hidrofilico tiene
consecuencias en su espectro de emision. La longitud de onda de excitacion del triptofano
fue de 285 nm y el registro del espectro de emision de 300-400 nm (Figura 19A).

Los espectros de la toxina CrylAb S39C antes y después del marcaje con los fluoroforos
extrinsecos son similares, lo que significa que tratamiento para acoplar los fluoroforos no
alter6 el estado estructural de la toxina. Adicionalmente se realiz6 un ensayo de
oligomerizacién utilizando BBMV de M. sexta y se evidencid que la toxina es capaz de

formar estructuras oligoméricas (Figura 19B).
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Figura 19. A. Espectro de emision de los triptofanos de la toxina Cryl Ab y Cryl Ab S39C
marcada con fluoréforos extrinsecos. B. Andlisis de oligomerazion de Cryl Ab S39C con

BBMV.

4.9 Ensayos de transferencia de energia resonante entre fluoroforos (FRET)

El ensayo de FRET es una técnica que se utiliza para determinar la distancia molecular entre
dos fluoroforos. Esta se basa en la transferencia de energia de una molécula donadora a una
molécula aceptora que se encuentra a una distancia menor a 90 Armstrong (A). Aparte de la
distancia molecular entre ambos fluoréforos, otra condicional para que exista FRET es que
el espectro de emision de la molécula donadora se sobrelape con el espectro de excitacion

de la molécula aceptora. En consecuencia, si existe transferencia de energia, la emision del

56



>

donador disminuye y la del aceptor aumenta, sin que este Gltimo haya sido excitado, ya que
la emision del donador excita al aceptor. Este enfoque fue utilizado en este trabajo para
analizar la separacion de la hélice a-1 durante la oligomerizacion de la toxina. En este caso,
el fluoréforo Alexa Fluor 488 funciona como donador y se encuentra acoplado a la cisteina
39 localizada en la hélice a-1, mientras que dos moléculas del fluor6foro Alexa Fluor 546
funcionan como aceptores, y estd acopladas a las lisinas 403 y 490. La distancia molecular
entre la Cys39 y Lys403 o Lys490 es menor a 30 A y el espectro de emision de Alexa Fluor-

488 sobrelape con el espectro de excitacion de Alexa Fluor-546.

Se realizaron ensayos de oligomerizacion con la toxina CrylAb S39C acoplada a ambos
fluordforos en presencia de BBMV y CR7-12. Posteriormente se hizo un registro de los
espectros de emision de fluorescencia de 500-620 nm excitando al donador Alexa Fluor 488
a una longitud de onda de 488 nm. Se utiliz6 como referencia de FRET (-) la toxina acoplada
exclusivamente al donador Alexa Fluor 488. Al comparar el espectro de emision de la
referencia con la toxina monomerica se observé una clara disminucion de la fluorescencia

del donador y aumento de aceptor indicando un FRET (+).

Este resultado coincide con nuestro disefio experimental, ya que la distancia entre ambos
fluoréforos es menor a 30 A, como se menciond anteriormente. Interesantemente, la
presencia de BBMV o CR7-CR12 mostraron un FRET (+) comparable a la toxina

monomérica, indicando que la hélice a-1 permanece unida al oligbmero (Figura 20).
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Figura 20. Graficos de fluorescencia con Ex 488 nm y Emi 500-620 nm de Cryl Ab S39C
marcadas con fluoroforos extrinsecos. A. con BBMV. B. con el fragmento de caderina

CR7-CRI12.
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Capitulo V: DISCUSION, CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Discusion

El modo de accidn de las toxinas Cry implica la solubilizacién, la activacion proteolitica, la
unién al receptor, la oligomerizacion de la toxina, la insercion de la membrana y finalmente,
la formacidn de poros, lo que lleva a la inflamacion y lisis de las células (Schnepf et al.,
1998). Se considera que la oligomerizacion es un evento fundamental en la toxicidad de estas
toxinas (Pacheco, Gomez, Gill, Bravo y Soberon, 2009). Se cree que existen eventos
moleculares que ocurren en la oligomerizacidn y precisamente en estos eventos ocurren
cortes proteoliticos y cambios conformacionales. Sin embargo, estos cortes y cambios son

aun desconocidos en las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis.

En el presente trabajo se buscé elucidar estos eventos moleculares que permitan comprender
la oligomerizacidn en la toxina CrylAb. Previos estudios han mostrado que la incubacion
de la toxina CrylAb con BBMV o fragmentos de caderina CR7-CR12 inducen la formacion
de complejos de alto peso molecular que son considerados como oligémeros de la toxina
CrylAb (Gomez, Sanchez, Miranda, Bravo y Soberén, 2002; Pacheco, Gomez, Gill, Bravo
y Soberdn, 2009). La secuenciacién del extremo N-terminal del oligomero reveld que estas
estructuras carecen de la hélice a-1 (Gomez, Sanchez, Miranda, Bravo y Soberon, 2002) y
posteriores estudios han sugerido que existe un cambio conformacional de la hélice a-2b

para que se lleve a cabo el ensamblaje del oligémero (Pacheco et al., 2018).

En este trabajo proporcionamos evidencias que la mutante CrylAb S39C-T239C, la cual
contiene un enlace disulfuro entre las hélices a-1 y a-7, no se vio afectada en la formacion
del oligomero, lo que sugiere que la eliminacion de la hélice a-1 y a-2a no son prescindibles
para su formacion. Con respecto a los ensayos de FRET con la mutante CrylAb S39C, que
fue marcada con Alexa Fluor 546 y Alexa Fluor 488, se evidencié un aumento de la
transferencia de energia entre ambos fluoréforos (FRET) cuando se formd el oligomero en
comparacion al monomero, lo cual implicaria la no liberacion de la hélice a-1. Estos
resultados parecieran no correlacionar con los obtenidos por Gomez, et al. (2002), en donde
se compard la secuencia del extremo N-terminal del mondmero y el oligdmero de la toxina
CrylAb, y se observo que el monémero contiene la secuencia de aminodacidos de las hélices
a-1 y a-2a, mientras que dicha secuencia no fue encontrada en el oligdbmero, por lo tanto, se
sugirié que su eliminacién era necesaria para la oligomerizacion de las toxinas Cry. Este

ultimo fue apoyado con la obtencidn de las estructuras cristalinas de las toxinas Cry4Ba 'y
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Cry5Ba, que revelaron una organizacion trimérica donde las hélices a-1 y a-2a de ambas
toxinas se perdieron durante el proceso de cristalizacion. Es importante mencionar que,
en los estudios hechos por Gomez, Sanchez, Miranda, Bravo y Soberon (2002), la secuencia
del extremo N-terminal del oligdbmero fue obtenida a partir de una muestra que fue
sometida a un SDS-PAGE, lo cual podria suponer que en dicho tratamiento el péptido
correspondiente a la hélice a-1, al no estar unido covalentemente a la toxina, pudo
separarse del oligémero durante su migracion en el gel en condiciones desnaturalizantes.
En contraste con nuestro enfoque de FRET, el cual se realiz6 en condiciones nativas,

permitiendo asi que el péptido de la hélice a-1 permanezca unido al complejo oligémerico.

La mutante CrylAb D74C-R93C que fue disefiada para formar un enlace disulfuro entre las
hélices a-2b y a-3, no se vio afectada en la formacion del oligbmero. Sin embargo, la
eficiencia de oligomerizacion fue mucho menor que la toxina CrylAb silvestre. Este dato
sugiere que el cambio conformacional de la hélice a-2b no son prescindibles para la
oligomerizacién, como fue propuesto por la investigacion de Pacheco et al. (2018), que se
plante6 que las toxinas CrylAb, CrylFa, Cry4Ba y Cry5Ba tienen un cambio
conformacional de la hélice a-2b en el proceso de formacién del oligomero. Sin embargo,
se requiere un analisis mas exhaustivo con el disefio de mutantes diferentes que tengan un
fenotipo de produccion y procesamiento proteolitico similar a la toxina silvestre, ya que
la mutante CrylAb D74C-R93C al ser evaluada en condiciones in vitro, result6 afectada en
solubilizacion y activacion, y en condiciones in vivo resultd menos toxica que la toxina

CrylAb silvestre.

Con respecto a los bioensayos con larvas de Manduca sexta las mutantes CrylAb S39C y
CrylAb S39C-T239C presentaron ser mas tdxicas en comparacion a la CrylAb E129K
(Chavez et al., 2015), CrylAb R99E, CrylAb E10EK, CrylAb R99E-E101R, CrylAb
R99E-N85D-R87K (Pacheco et al., 2018), la CrylAc y las mutantes afectadas desde los
residuos de aminoacidos 503 a 525 (Lee, You, Gould y Dean, 1999), las mutantes de
CrylAb (Wu y Aronson, 1992), porque presentaron valores menores de CLso por lo tanto

serian candidatas para un mejor control de M. sexta.

5.2 Conclusiones
Las mutaciones T239C, D74C y R93C en la toxina CrylAb afectaron la produccién de
cristales paraesporales en Bacillus thuringiensis, posiblemente estas mutaciones alteran la

estructura de la toxina y en consecuencia su estabilidad. Interesantemente, la combinacion
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de las mutaciones T239C y S39C, asi como D74C y R93C, reconstituyen su produccion, lo

que indica que el enlace disulfuro estaria involucrado en su estabilizacion.

El analisis de oligomerizacion de la mutante CrylAb S39C-T239C, junto con los estudios
de FRET con la mutante S39C muestran que una vez que se lleve a cabo el corte proteolitico
entre las hélices a-2a y a-2b, no es necesario la separacion de las hélices a-1 y a-2a para

formar el oligbmero de la toxina CrylAb.

La mutante CrylAb D74C-R93C mostré que probablemente el cambio conformacional de
la hélice a-2b, no es necesario para formar el oligdmero. Sin embargo, se tendria que validar

esta conclusion con otras mutantes dobles que tengan mayor estabilidad.

Las mutantes CrylAb S39C y CrylAb S39C-T239C presentan mayor toxicidad frente a
larvas de Manduca sexta que la CrylAb silvestre, esto representaria una alternativa de un

mejor control de dicha plaga.

5.3 Recomendaciones

Promover la investigacion de ciencia basica-aplicada, porque permitiria estudiar el estado
del arte del mecanismo molecular y generar bacterias mejoradas genéticamente (mutantes)
que podrian ser candidatas para un mejor control de insectos plagas que afecten a la

agricultura.

Se recomienda realizar bioensayos con las mutantes obtenidas en Spodoptera frugiperda
“gusano cogollero del maiz”, Plutella xylostella “polilla del repollo”, Phthorimaea
operculella “polilla de la papa”, etc, para probar el grado de toxicidad que presentan frente

a estos insectos plagas.

Debido a que esta afectado la solubilizacion y activacién de la mutante CrylAb D74C-R93C
se recomienda el disefio y la construccion de la mutante CrylAb W73C-197C que tiene como
objetivo estudiar el cambio conformacional de la hélice a-2b, ademas cumple con las
caracteristicas adecuadas para la formacion del puente disulfuro y se espera que presente un

fenotipo de produccion y procesamiento proteolitico similar a la toxina Cry1lAb silvestre.
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ANEXOS



Datos obtenidos

e Formato de guia de observacion 1: Brindado por el Dr. Sabino Pacheco Guillén.
1. Laboratorio: Microbiologia Molecular.
2. Localizacion: Instituto de Biotecnologia-UNAM.
3. Observador: Jean Piere Jesus Quiliche Duran.
4

. Guia de observacion de Bioensayos con Manduca sexta.

Protoxina  Concentracion Observacion despues de 7 dias
(ng/cm?) Vivos Muertos

0.3 19 5
0.6 16 8
CrylAb 1.25 14 10
2.5 3 21
5 0 24
0.3 19 5
0.6 16 8
CrylAb 1.25 8 16
S39C 2.5 3 21
5 0 24
0.3 22 2
0.6 13 11
CrylAb 1.25 7 17
S39C- 2.5 4 20
T239C 5 0 24
0.6 24 0
1.25 24 0
2.5 24 0
5 24 0
CrylAb 10 23 1
D74C- 125 1 23
R93C 250 0 24
500 0 24
1000 0 24

e Formato de guia de observacion 2: Brindado por el Dr. Sabino Pacheco Guillén.

1. Guia de observacién para andlisis de oligomerizacion in-vitro en Manduca sexta.

Observacion

Toxina y :
Presencia Ausencia
CrylAb X
CrylAb S39C X
CrylAb S39C-T239C X
CrylAb D74C-R93C X




Figura 21. Colonias en Agar Luria Bertani. A. Escherichia coli DH5a. B. Escherichia coli
SC110. C. Bacillus thruringiensis 407.

A

Figura 22. A. Mutagenésis sitio dirigida por PCR en el termociclador. B. Electroporacion
para introducir plasmidos mutagénicos. C. Corrida de SDS-PAGE.
A B

Figura 23. A. Cuantificacion de toxinas por espectrofotometria. B. Purificacion de toxinas
en columna de intercambio anidnico.
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Figura 24. A. Preparacion de BBMV de Manduca sexta. B. Sonicacion de Escherichia
coli ER2566 que expresa fragmento de caderina CR7-CR12. C. Didlisis de la toxina
Cry1lAb S39C para eliminacion de urea y fluoroforo no acoplado a toxina.

C

ot ImmunoCruz

WESTERN BLOTTING
LUMINOL REAGENT

Figura 25. A. Preparacion del “sandwich” para Western Blot. B. Buffer de transferencia
en camara de trasnferencia. C. Revelador quimioluminiscente Western Blotting Luminol
Reagente (InmunoCruz).

Figura 26. Bioensayos con Manduca sexta. A. Placas de 24 pocillos con dieta y larvas del
primer estadio. B. Larva muerta. C. Larva viva.
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