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Bacillus thuringiensis (Bt) (Fig 1) es una bacteria Gram-positiva, aerobia
estricta, morfologicamente relacionada con Bacillus cereus y Bacillus anthracis (34).
Estas tres especies bacterianas, durante su ciclo de vida, presentan dos fases principales,
la fase de crecimiento vegetativo en donde las bacterias se duplican por biparticion cada
30-90 min dependiendo del medio de cultivo y la fase de esporulacion, la cual es un
programa de diferenciacion de bacteria a espora. El programa de diferenciacion consta
de siete estadios, se dispara cuando la bacteria se encuentra en limitacion de nutrientes
(3). La espora es una forma de vida latente que puede permanecer en el ambiente por
periodos de tiempo muy largos (afios) en ausencia de humedad y nutrientes. Cuando la
espora se encuentra de nuevo en un medio rico que contenga los nutrientes necesarios
puede germinar para comenzar de nuevo el crecimiento vegetativo.

Bt es considerada una bacteria ubicua ya que se ha aislado de todas partes del
mundo y de muy diversos sistemas como suelo, agua, hojas de plantas, insectos muertos,
telarafias, etc. A Bt se le diferencia de B. cereus y B. anthracis por contener un cuerpo
paraesporal conocido como cristal, el cual es de naturaleza protéica y tiene propiedades
insecticidas. Estd constituido por proteinas denominadas d-endotoxinas tambien
conocidas como proteinas Cry y Cyt. Se han encontrado 0-endotoxinas activas contra
insectos lepiddpteros (mariposas), coledpteros (escarabajos), dipteros (mosquitos),
himendpteros (hormigas), dcaros y tambien contra otros invertebrados como nematodos,
gusanos planos y protozoarios (20). La primera bacteria fue aislada del gusano de seda
en 1902 (Fig 2). Durante muchos afos se pensé que Bt era un patogeno de lepidopteros
porque solo se aislaron cepas activas contra este tipo de insectos. En 1978, se encontrd
una bacteria Bt subsp israelensis capaz de matar mosquitos y en 1983 una Bt subsp.
tenebrionis activa contra insectos coledpteros. Fué a partir de entonces que un gran
numero de investigadores en todo el mundo se dedico a buscar mas de estas bacterias y
se han encontrado una gran diversidad de estas, las cuales se han caracterizado por su
serotipo H-flagelar o sea por las proteinas presentes en el flagelo en mas de 45 serotipos
y 58 serovariedades diferentes (66).

Poco se sabe sobre el habitat natural de Bt sin embargo dado su requerimiento
vitaminico y de algunos aminoacidos como glutdmico, asi como a su actividad
bioinsecticida, se piensa que la forma de vida vegetativa solo se presenta en el interior
de insectos que infecta hasta que esporula y es liberado al medio ambiente donde
permanece en forma de esporas, lo que explica su amplia distribucion (66).

En especies de Bacillus, 1a endospora se desarrolla en un esporangio que consiste
de dos compartimentos celulares conocidos como la célula madre y la espora. Las
proteinas insecticidas se acumulan en la célula madre durante el proceso de
esporulacion. En la figura 3 se muestra las diferentes etapas del proceso de esporulacion
y la acumulacién del cristal insecticida. Este programa de diferenciacion involucra la
regulacion de muchos genes en el tiempo y en el espacio atraves de la utilizacion de
multiples factores sigma que se expresan a diferentes tiempos en los dos compartimentos



(33). En el estadio I se inducen los genes que iniciaran la esporulacién. Este punto
puede ser reversible si se adicionan nutrientes. Sin embargo, a partir del estadio 1T de
esporulacion, el proceso es irreversible y continua hasta finalizar con la formacion de la
espora. En el estadio II, la bacteria forma un septo de division asimétrico. En el estadio
III, se inicia la sintesis del cristal insecticida, la cual continuara hasta el final de la
esporulacion. La sintesis del cristal insecticida se da apartir de dos promotores que
funcionan secuencialmente (Btl y Bt2). El primero es activado por sigma® durante los
estadios IIT y IV y el segundo por sigma® durante los estadios V y VI. Duante estos
pasos se lleva conjuntamente la formacion de la espora. Finalmente en el estadio VII se
sintetizan enzimas liticas que liberan a las esporas y los cristales insecticidas (3).

Factores de virulencia producidos por Bacillus thuringiensis

Ademas de las 0-endotoxinas, B. thuringiensis ha desarrollado una serie de factores
de virulencia que le permiten infectar a sus blancos con mayor eficiencia. Entre estos
factores de virulencia se encuentran: fosfolipasas (82), proteasas (51), quitinasas, o.-
exotoxinas o exotoxinas termolabiles (67), las B-exotoxinas, las cuales son toxinas que
funcionan como andlogos de ATP (46) y las proteinas VIP, que son proteinas
insecticidas que se producen en la fase vegetativa del crecimiento (18). Las proteinas
VIP se han cristalizado y contienen un dominio semejante al sitio activo de proteinas
con actividad de ribosilacion de ADP (Fig 4). Se propone que estos factores ayudan a la
bacteria en la infeccion del insecto. Se ha reportado que en algunos casos la mezcla
esporas/cristales mata mucho mas eficiente que los cristales solos.

Clasificacion de las d-endotoxinas de Bacillus thuringiensis

Como se menciond, existen dos tipos de 0-endotoxinas: las proteinas Cry y las
proteinas Cyt (Fig 4). A la fecha se han clonado y secuenciado 166 diferentes genes cry
y 16 diferentes genes cyt. La primera clasificacion de las 8-endotoxinas se baso en la
especificidad de la actividad insecticida (36). En esta clasificacion las toxinas Cryl eran
las que presentaban actividad contra insectos lepidopteros, las toxinas Cryll eran
proteinas mas pequefias de 70 kDa, actividas contra lepidopteros y dipteros, las toxinas
CrylIl eran proteinas activas contra insectos coledpteros; las toxinas CrylV activas
contra insectos dipteros y las CryV y CryVI activas hacia neméatodos, en donde el CryVI
era un grupo que no tenia homologia con el grupo CryV (19). Sin embargo, muy
rapidamente se dierdn cuenta que esta clasificacion no era adecuada ya que empezaron a
encontrar proteinas Cry que eran muy semejantes, pero con especificidad diferente 6
toxinas Cry con actividad dual hacia lepidopteros y coledpteros, las cuales también las
llamaron CryV, creando una gran confusion en la nomenclatura. Esto propicié que se
creara una nueva nomenclatura de las d-endotoxinas basada exclusivamente en la
similitud de la secuencia primaria (11). En esta nueva nomenclatura los nimeros
romanos se cambiaron por nimeros arabigos. La definicion de proteinas Cry es
cualquier proteina paraesporal de Bt que muestre un efecto toxico hacia algun
organismo, verificable por medio de bioensayos ¢ cualquier proteina que muestre
similitud con las proteinas Cry. Actualmente se han encontrado toxinas Cry en otras
especies de bacterias como Clostridium bifermentans (clasificadas como Cryl7A,



Cryl8A, y Cryl9A con actividad hacia mosquitos) (2). Las proteinas Cyt denotan a las
proteinas paraesporales de Bt que muestren actividad hemolitica 6 tengan similitud a la
secuencia de las toxinas Cyt.

A la fecha las proteinas Cry estan agrupadas en 28 grupos y varios subgrupos y las
proteinas Cyt en dos grandes grupos y varios subgrupos. Cada grupo muestra una
especificidad muy grande hacia ciertos tipos de insectos. La figura 5 muestra un
filograma de las toxinas Cry descritas a la fecha. Esta figura se actualizan
constantemente y puede ser visualizadas via Internet en la siguiente direccion URL :
http://www.biols.susx.ac.uk/Home/Neil Crickmore/Bt/. En esta direccion se encuentran
tambien los numeros de acceso al GenBank y las referencias de cada proteina Cry y Cyt.
Esta figura fué construida utilizando como base un alineamiento multiple de todas las
secuencias utilizando el programa CLUSTAL W (73), posteriormente las relaciones
filogenéticas de estas secuencias se analizaron con el programa NEIGHBOR (21) y la
matrix de distancia Dayhoff PAM (21).

Las lineas verticales presentes en la figura 5 representan los limites en identidad que
marcan las diferentes categorias en la nomenclatura. El nimero arabigo se designa con
la primera fila que corresponde hasta 45 % de identidad. La segunda hilera cataloga a las
proteinas con una letra mayuscula y corresponde a identidades de 45 a 78 %. La tercera
fila asigna una letra mintiscula y corresponde a identidades de 78 a 95 %. La ultima fila
incluye un ntimero arabigo al final de la nomenclatura indicando mas de 95 % de
identidad.

Es importante sefialar que al hacer el analisis filogenético algunos grupos de
secuencias mostraron tener distancias infinitas, lo que indicaba que estas secuencias eran
muy diferentes y por lo tanto fueron tratadas como grupos independientes. Este es el
caso de las toxinas Cyt, Cry6, Cryl5 y Cry22. Es probable que estas toxinas tengan
estructuras y mecanismos de accion diferentes al resto de la familia Cry.

Uso de Bacillus thuringiensis: ventajas y limitaciones.

Se ha estimado que el 2% del mercado mundial de pesticidas es satisfecho con
biopesticidas, en el que Bt domina el 95% de las ventas (62). Varios han sido los
factores que han hecho posible su éxito en la agricultura. El mas importante es su alta
especificidad hacia el insecto blanco y su inocuidad para mamiferos, otros vertebrados,
plantas e inclusive otros insectos benéficos (62). Las toxinas de Bt se han utilizado como
bioinsecticidas en agricultura durante los ultimos 40 afios, principalmente en cultivos de
hortalizas y cereales. Soélo existe un ejemplo de generacion de resistencia a Bt en campo
(67). Esto se debe a que los tiempos de permanencia de las proteinas Cry en el ambiente
son muy cortos, por lo que la presion de seleccion es muy baja. En este sentido, Bt ha
sido utilizado como una alternativa compatible con el medio ambiente para el manejo de
plagas agricolas. Parado6jicamente, las ventajas de Bt se convierten en importantes
desventajas para su uso comercial. El estrecho rango de huésped ocaciona que no se
cuente con toxinas para cada plaga que afecta la actividad humana. El reducido tiempo
de permanencia en el ambiente hace necesario un profundo conocimiento de la biologia
y comportamiento de la plaga que se quiere controlar ya que una toxina puede ser activa
para los estadios larvarios, pero disminuir o incluso no ser téxica para los adultos (67).
Por lo tanto, los tiempos y formas de aplicaciéon deben ser cuidadosamente
seleccionados. Otra limitante ha sido la utlizacién de Bt para el control de insectos
barrenadores y chupadores ya que la aplicacion de productos de B¢ se ha dado
tradicionalmente como productos asperjados y el habito alimenticio de estos insectos



impide la ingestion de la toxina Cry. Este problema se ha resuelto con la creacion de
plantas transgénicas que producen sistémicamente la toxina Cry haciendola accesible a
insectos barrenadores. Por ultimo, existe el riesgo de desarrollo de resistencias por el
incremento en el uso de Bt, como aspersiones de cristales y sobre todo en plantas
transgénicas que expresen constitutivamente una o varias toxinas Cry. Esto podria
sustituir gradualmente las poblaciones sensibles por otras resistentes (22), con lo cual no
solo se veria reducida la efectividad del bioinsecticida, sino que se reduciria la
variabilidad genética de las poblaciones de insectos. Una de las estrategias mas
atractivas y a la vez mas controvertidas, se refiere a la transformacion de las plantas de
cultivo con los genes heterdlogos. Esta estrategia se desarroll6 como consecuencia de los
avances en las técnicas de ingenieria genética de plantas. El objetivo es que la planta,
una vez transformada con el gene de la toxina, exprese suficiente cantidad de ésta como
para aniquilar a las plagas susceptibles que las consumen. Desde 1987 aparecieron los
primeros reportes sobre plantas de tabaco y tomate que presentaban suficiente expresion
de la toxina de Bf como para conferir niveles altos de resistencia. En la actualidad,
universidades, centros de investigacion y compafias privadas, llevan a cabo proyectos
ambiciosos sobre el desarrollo de plantas transgénicas con capacidad insecticida. Esta la
han extendido hacia una gran variedad de plantas de importancia econdmica. La
adopcion de las plantas transgénicas en la agricultura se esta llevando a cabo en forma
vertiginosa. Solo en Estados Unidos, el 50% de la superficie sembrada con soya
consistio de plantas transgénicas resistentes a herbicidas. En la actualidad existen 8
cultivos importantes con cultivares transgénicos registrados: soya, maiz, algoddn,
canola, papa, tomate, tabaco y remolacha, y muchas otras plantas estdn proximas a
registrarse. Las dos principales caracteristicas transgénicas comercializadas hasta la
fecha son la tolerancia a herbicidas y la resistencia a plagas basadas en genes de Bt. La
introduccion de plantas transgénicas a nuestro pais ha sido estrictamente regulada, y el
caso de la introduccion de maiz transgénico reviste singular importancia, dado que
Mesoamérica es el sitio del origen evolutivo del maiz y aun existen sus posibles
ancestros. Seria aconsejable evaluar el posible impacto que el maiz transgénico pudiera
tener sobre las poblaciones de estos ancestros del maiz, analizando la posibilidad de que
los transgenes eventualmente pudiera introducirse a estas plantas silvestres. Sin embargo
un uso racional de esta tecnologia en nuestro pais sin duda redundara en mayor
produccion al resolver el grave problema agricola del ataque de insectos.

Distribucion de genes Cry en la naturaleza: El caso de México

Se ha sugerido que la gran diversidad de los genes cry se generd, en parte, por la co-
evolucion de estos genes con las diferentes especies de insectos blanco. Esto sugiere que
podria haber una distribucion de los genes cry en la naturaleza directamente relacionada
con la distribucion de diferentes especies de insectos. En particular, el territorio
mexicano es un sitio atractivo para estudiar la distribucion de genes cry en la naturaleza,
ya que México tiene una variedad importante de nichos ecologicos y una gran diversidad
de especies de insectos.

Con el proposito de contar con una coleccion de cepas que permitiera estudiar la
distribucion de los diferentes genes cry en México asi como para poder identificar genes
cry potencialmente nuevos, se aislaron cepas de Bt de 503 suelos provenientes de cinco
macroregiones de México (Fig 6) (8). Las muestras de suelos provenian de campos



cultivados (maiz, sorgo, arroz, cafia de azucar, frijol, chicharo, café, cacao, alfalfa, chile
poblano, agave, durazno, mango, papaya, meldn, tomate, calabaza, cebolla, brocoli y
zanahoria) o vegetacion natural (bosque de pinos, selva tropical, selva temperada y
pastizales) en sitios donde nunca se habia aplicado Bt. La altitud de los sitios donde se
tomaron muestras de suelos vario del nivel del mar hasta 2,900 metros sobre el nivel del
mar. Cincuenta muestras de suelo se colectaron de la zona Norte del Pacifico (Sonora,
Sinaloa y Nayarit) y cuarenta y cuatro suelos de la region Norte (Durango, Zacatecas y
San Luis Potosi). Estas dos regiones corresponden a lo que denominamos estepa arida.
Ciento ochenta y ocho suelos se colectaron de la meseta central (Jalisco, Guanajuato,
Morelos y Puebla) que corresponden a climas temperados y frios. Cincuenta suelos se
colectaron de la regién del Golfo de México (Veracruz y Tabasco) y ciento sesenta y
seis suelos se colectaron de la region Pacifico-Sur (Chiapas y Oaxaca). Las ultimas dos
regiones tienen climas tropicales. Se aislaron cepas de Bt en 456 de los 503 suelos
analizados (8). De 8,179 cepas observadas en el microscopio se seleccionaron 1,948 que
pruducian cristal proteico durante la fase de esporulacion. Se eliminaron la cepas
hermanas a traves de comparar el perfil de proteinas producidas en cepas provenientes
del mismo suelo. Al final de este proceso se seleccionaron 496 cepas de Bacillus
thuringiensis (8).

Se caracterizo6 el contenido de genes cry en las 496 cepas seleccionadas. Esto se
realizo a traves de amplificar selectivamente la mayoria de los genes cry, mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se utilizaron oligonucleotidos especificos
para cada grupo (e.g. cryl) o subgrupo (crylA, crylB etc.) de genes. Ademads los
oligonucleotidos fueron disefiados de manera que cada gene ya descrito diera una banda
de un tamafio particular. De esta manera fue posible identificar genes potencialmente
nuevos como aquellos en que las bandas de PCR tenian un tamafio diferente al esperado
6 que daban un producto de PCR con los oligonucleotidos generales de un grupo pero
que no con los oligonucletidos especificos para cada subgrupo 6 también cepas que no
daban ningun producto de PCR pero que si produjeran el cristal protéico. En la figura 7
se muestra un resumen del contenido de genes cry en las cepas de Bt Mexicanas. Las
cepas que contienen genes cryl fueron las mas abundantes representando el 49 %.
Cepas con genes cry3 fueron el 22 %, mientras que cepas conteniendo genes crylly cyt
fueron el 8%. Las cepas conteniendo cry7, crys, y cry9 fueron muy pocas. Finalmente,
14 % de las cepas no dieron ningun producto de PCR a pesar de que producian cristales
proteicos, por lo que estas cepas son candidatas para portar genes cry nuevos y con la
potencialidad de matar a otros insectos (8).

En la figura 6 se muestra la distribucion geografica de los genes cry potencialmente
nuevos, mostrando que en la zona tropical es donde es mas frecuente aislar cepas con
genes cry potencialmente nuevos. Cabe destacar que la diversidad de especies de
insectos es mayor en estas regiones. También en la zona tropical es mas frecuente el
aislamiento de cepas de Bt que portan genes cyty cryll los cuales son especificos para
insectos dipteros; esta distribucion correlaciona con la mayor abundancia de insectos
dipteros en estas regiones (8). Por otra parte se encontrd que también hay una mayor
frecuencia de cepas con genes cryIE y crylF en la region tropical. Estos genes son
toxicos para insectos del genero Spodoptera. Sin embargo no hay una clara diferencia
en la distribucion de estos insectos en las diferente regiones analizadas. Estos datos
sugieren que si existe una correlacion entre la distribucion de insectos y la distribucioén
de genes cry en el medio ambiente, pero es necesario analizar una cantidad mayor de



colecciones y su posible correlacion con la distibucion de insectos para poder llegar a
conclusiones mas firmes sobre la distribucion de Bt y de sus genes cry en la naturaleza.

Mecanismo de accion de las proteinas Cry

Los sintomas que se observan a partir de que las larvas de insectos susceptibles
ingieren los cristales y esporas de Bt son: cese de la ingesta, paralisis del intestino,
vomito, diarrea, paralisis total y finalmente la muerte (1). La figura 8 muestra una foto
de una larva infectada por Bt, como se puede observar la larva presenta un color negro
caracteristico de las infecciones por Bt. Los estudios histopatoldégicos han mostrado que
las células columnares del intestino medio son las estructuras afectadas inicialmente y en
particular, la microvellosidad apical, la cual se destruye en su totalidad (16, 59) (Fig 9).
Los efectos en el otro tipo de células de las que esta constituido el intestino medio de los
lepidopteros, las células caliciformes, son mas lentos, pero estas caso también se ha
observado citdlisis (7, 31).

El mecanismo de accién de las proteinas Cry es un proceso de varios pasos:
solubilizacion del cristal, procesamiento de las protoxinas, union al receptor, insercion a
la membrana, agregacion, formacion de poro y citdlisis. En la figura 10 se muestra un
esquema donde se presentan los diferentes eventos en el modo de accion de las proteinas

Cry.

Solubilizaciéon y procesamiento de las protoxinas Cry. Los cristales producidos por
Bt se solubilizan a pH alcalino liberando a la “protoxina” (29) tambien se requiere un
medio ambiente reductor para romper los puentes disulfuro que son abundantes en la
mitad C-terminal de las proteinas Cry de 130 kDa (42). El intestino medio de la mayor
parte de las larvas de insectos susceptibles (lepiddpteros, dipteros y algunos grupos de
coledpteros) se caracteriza por su alto pH y condiciones reductoras (42).

La mayor parte de las proteinas Cry se producen como protoxinas, que para ser
activas deben ser procesadas por las proteasas del intestino medio de los insectos
liberando el fragmento toxico. Puede generalizarse que el procesamiento tipico de las
toxinas Cryl se da por el corte de los primeros veintiocho residuos del extremo N-
terminal en un sitio conservado (14) y de los ultimos 500 residuos del extremo C-
terminal, quedando de esta forma un fragmento resistente a proteasas de entre 55 y 65
kDa que se le denomina “toxina”. La posicion del sitio de procesamiento en el extremo
C-terminal no es constante sino que se localiza en la region 609 a 630 ( 78, 56, 72).

La estructura tridimensional determinada por difraccion de rayos X de la porcioén
toxica de las proteinas Cry3A (47) y CrylAa (30), ha revelado que estas moléculas estan
organizadas en tres dominios (Fig 4). El dominio I esta constituido por un ramillete de
siete ai-hélices anfipaticas donde seis de ellas rodean a la a-hélice 5. El dominio II esta
formado por tres laminas B-antiparalelas que terminan en asas ("loops 1,2y 3 ") en el
vértice de la molécula formando un prisma. El dominio III estd compuesto de dos hojas
B-plegadas arregladas en forma de empanedado una sobre otra.

Todas las toxinas Cry presentan cinco bloques conservados en su secuencia de
aminoacidos que se localizan en las regiones centrales y de contacto entre los dominios.
La localizacion estratégica de estas regiones permite inferir que los miembros de la



familia Cry que las contengan podrian tener un plegamiento similar y por lo tanto un
mecanismo de accidn semejante.

Union al receptor. Se ha demostrado que después de ser activadas, las proteinas Cry
se unen a sitios especificos localizados en la microvellosidad de las células columnares
del intestino medio de las larvas de insectos susceptibles: lepidopteros (35), coledpteros
(7) y dipteros. La figura 11 muestra una inmunolocalizacion de la unién de la toxina
CrylAb a la microvellosidad apical de las células del intestino de Manduca sexta.

La unidn a estos sitios es muy especifica, como la de una llave con su cerradura, es
una etapa determinante en la toxicidad (77) por lo que diversos grupos de investigacion
han dedicado un gran esfuerzo a entender como ocurre este proceso. La mayor parte de
los analisis se han hecho con larvas de lepidopteros y toxinas de tipo Cryl (61), y
algunos estudios con la toxina Cry3A y el coleodptero Tenebrio molitor (4).

De los resultados obtenidos en los estudios de competencia se puede generalizar que
la constante de disociacion (K{) entre las toxinas y sus sitios de union para el caso de los

lepiddpteros es del orden de 0.2 a 50 nM, y que la concentracion de sitios de unidon
(Bmax) va de 0.4 a 62 pmoles/mg de proteina de vesiculas (61). Para el caso de la

toxina Cry3A y las VMMA de T. molitor se determino6 que la K y Bmax es de 17.5 nM

y 304 pmoles/mg de proteina de vesiculas, respectivamente (4). Los estudios de
competencia homologa han mostrado que la cinética de union de las toxinas Cry a las
VMMA de los insectos susceptibles es bifasica, compuesto de un paso reversible y otro
irreversible (77, 49). La interaccion inicial entre la toxina y su sitio de uniéon (unidon
reversible) es un requisito para la toxicidad pero no es suficiente. Los eventos
posteriores tales como la unién irreversible y la insercién en la membrana parecen estar
mas correlacionados con la toxicidad.

Las regiones de la toxina que participan en la interaccion con el receptor se localizan
en los dominios II y III. Estas regiones se han identificado por medio de analisis de
mutantes sitio-dirigidas. Se ha determinado que las cuatro regiones prominentes en esta
interaccion en el dominio II son: el loop de la a-hélice 8 y las loops 1 (entre 2 y B3), 2
(entre 6 y p7) y 3 (entre $10 y p11). La funcion de cada una de estas regiones puede
ser diferente en los distintos insectos susceptibles. Por ejemplo, los residuos que
conforman el loop de la a-hélice 8 de Cryl Ab son importantes para la interaccion inicial
con el receptor en Lymantria dispar. Sin embargo, esta misma region no es importante
en otras especies de insectos sensibles como M. sexta y H.virescens (45).

Algunas mutaciones afectan la etapa inicial de la interaccion con el receptor (union
reversible) produciendo proteinas con menor afinidad y con menor toxicidad. Este es el
caso de las mutaciones en el loop 1 de la toxina Cry3A, que pierden su habilidad para
unirse al receptor y su toxicidad hacia 7. molitor, (80). El loop 3 de la toxina CrylAb
tambien es importante en la interaccion inicial con el receptor , las mutantes en esta
region son 13-100 veces menos toxicas (12). Tambien la delecion de una gran parte del

loop 2 en CrylAa (365LYRRIIL371) 0 su sustitucion por alaninas provoco una pérdida
sustancial de la union inicial con el receptor y la toxicidad hacia Bombyx mori (52).
Otras mutaciones causan cambios en la segunda etapa de la interaccién con el
receptor (la union irreversible) conduciendo tambien a una baja toxicidad. Este es el
caso de las mutaciones en el loop 1 de la toxina CrylAc, donde el aminoacido G312
participa en la interaccion irreversible con el receptor en M. sexta (71). Otro ejemplo



son las mutantes en las que se eliminé la region *"'FNIGI’” del loop 2, asi como
modificaciones puntuales (F371A y G374A) que perdieron cerca de 400 veces su
potencia hacia M. sexta, pero no mostraron un cambio significativo en los parametros de
union, sino en la unién irreversible con el receptor (63). Experimentos posteriores en los
que el residuo F371 se reemplazé por Cis, Val, Ser, Lis, Thr y Trp mostraron que la
toxicidad de Cryl Ab hacia M. sexta esta correlacionada con el tamafo e hidrofobicidad
del aminodacido de esta posicion.

La mutagenesis del dominio II ha generado toxinas con mejores parametros de
unién que resultaron ser mas toxicas. Un ejemplo de esto que es el caso de la toxina
CrylAb N372A-A282G-L283S; esta mutante presenta una afinidad de 18 veces mayor y
resultd ser 36 veces mas toxica que la toxina silvestre hacia L. dispar (64). Este dato
demuestra que es posible hacer mas efectivas o ampliar el rango de accion de las toxinas
Cry a traves de mutagenésis, lo cual tiene un gran impacto biotecnologico para la
produccion de mejores bioinsecticidas.

El dominio III tambien participa en la determinacion de la especificidad (10). La
construccion de proteinas quiméricas entre CrylC y CrylEa mostré que el dominio III
de la primera es determinante para la especificidad hacia Spodoptera exigua y Mamestra
brassicae (7, 13). Inclusive, la quimera entre las proteinas CrylAb y Cry1C resulté en
una proteina 10 veces mas toxica hacia S. exigua (13) que la toxina CrylC.

Se han hecho importantes esfuerzos dirigidos a la identificacion, purificacion y
caracterizacion del receptor de las proteinas Cry, en la microvellosidad apical de las
células columnares del intestino medio. Se ha encontrado que para la mayoria de las
toxinas Cryl estudiadas, las moléculas a las que se unen con alta afinidad son
glicoproteinas de entre 63 y 220 kDa (32, 58, 23, 41, 38). Se propone que la interaccion
inicial es la existente entre la toxina y el carbohidrato del receptor, mientras que la union
irreversible se asocia con una interaccion proteina-proteina.

Este tipo de estudios es an incipiente para el caso de los coledpteros y los dipteros.
Se encontr6 que en el coledptero 7. molitor la molécula de union es una proteina de 144
kDa (4), mientras que una de 148 kDa y otra de 78 kDa se identificaron como las
proteinas de unidn para la toxina Cryl1Aa en las vesiculas de los mosquitos Anopheles
stephensi'y Tipula oleracea (18), respectivamente.

En la Tabla 1 se enlistan los resultados sobre el esclarecimiento de la naturaleza
bioquimica del receptores para las proteinas Cryl. Las proteinas de unioén para las
toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc y CrylC son miembros de la familia de las
aminopeptidasas de tipo N con peso molecular cercano a 120 kDa. Para las toxinas
CrylA en M. sexta, B. mori y L. dispar se encontrd que ademas se une a un miembro de
la familia de las caderinas (75). La aminopeptidasa N (APN) estd unida a la membrana
mediante un ancla de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (24). El ancla de GPI es susceptible
a la accion de una fosfolipasa C especifica endogena del insecto que la convierte en una
forma soluble de 115 kDa (53). Esta forma soluble retiene su capacidad de unir a la
toxina y lo hace de manera especifica. Se ha demostrado que el azucar N-acetil-D-
galactosamina (NACGal) inhibe de manera especifica la union entre la APN y la toxina
CrylAc en M. sexta (43), H. virescens (25), L. dispar (676) y P. xylostella (55). Esto
sugiere que la proteina de unién de CrylAc es un glico-conjugado que contiene NAGal
y que este azucar participa directamente en la interaccion entre ésta y la toxina.

El modelo vigente del mecanismo de accion establece que después del
procesamiento proteolitico, la toxina se une a receptores encontrados en las



microvellosidades de las células del epitelio intestinal (66,14). La interaccion de las
toxinas Cry con sus receptores es sin duda el paso mas importante en la determinacion
de la especificidad de las toxinas ya que hay una correlacion estrecha entre unién a
receptores y toxicidad. El poder determinar los sitios de interaccion de las toxinas con
sus receptores sin duda dara herramientas que permitan manipular la especificidad y
toxicidad de estas proteinas.

Como se menciono anteriormente, las proteinas que se han propuesto como
posibles receptores de las toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc son la aminopeptidasa N
(APN) y una proteina de la familia de las caderinas (caderina E). La aminopetidasa N es
una proteina con masa aparente de 120 kDa que se encuentra anclada a la membrana a
través de un grupo glicosil-fosfatidil- inositol (GPI) mientras la caderina E tiene una
masa de 210 kDa. Diferentes evidencias experimentales sugieren que ambos receptores
estan involucrados en la actividad toxica de las proteinas Cry. Poco se sabe todavia
sobre las bases moleculares que determinan la interaccion entre proteinas. Sin embargo,
se ha descrito que varias interacciones entre ligandos y receptores asi como la
interaccidon antigeno-anticuerpo estan determinadas por regiones que tienen una
complementariedad hidropatica (6). Estas observaciones fundamentan una teoria de
reconocimiento molecular que indica que los epitopes de interaccion entre diferentes
proteinas tienen perfiles de hidropatia inversos (6).

En cuanto a las regiones de los receptores involucradas en la unidn de la toxina se
sabe poco. Recientemente, se identifico un epitope dentro de la caderina de M. sexta
(®NITIHITDTNNK®®) que esta involucrado en la interaccion toxina-receptor. Este
epitope es una region discreta de 11 aminoacidos que es capaz de competir la unioén de
las toxinas CrylAay CrylAb a la caderina y de inhibir la toxicidad a larvas de M. sexta
cuando se administra in vivo (26). Experimentos de competencia de unién utilizando
peptidos sinteticos cuya secuencia corresponde a las asas del dominio II mostr6é que el
asa 2 de este dominio es el epitope de interaccion de la toxina CrylA con el epitope
SNITIHITDTNNK®" de la caderina de M. sexta. Finalmente, el analisis de los perfiles
de hidropatia de estos epitopes mostr6é que la interaccion del asa 2 con la caderina esta
determinada por patrones hidropaticos complementarios (27). La figura 12 muestra un
modelo molecular de la interaccion de la toxina CrylAb con el epitope
SNITIHITDTNNK®" del receptor tipo caderina (Bt-R;).

El identificar todos los epitopes en los receptores y en las toxinas permitira proponer
estrategias para mejorar la interaccion de estas toxinas o incluso manipular su
especificidad para hacerlas téxicas a otros blancos (27).

Insercion en la membrana y formacién de poro. A pesar de que hay una gran
correlacion de la union de las toxinas Cry con sus receptores, la correlacion mas estricta
se da entre la toxicicidad y la unién irreversible de la toxinas Cry a la membrana (12).
Dado que las toxinas Cry son solubles en medio acuoso se ha propuesto que la toxina
sufre un gran cambio conformacional que permite la exposicion de regiones
hidrofébicas y su insercion a la membrana. Experimentos de activacion de la toxina
CrylAb en presencia del epiope ***NITIHITDTNNK®*’® mostro que la presencia de la
caderina es requerida para inducir un cambio conformacional en la toxina que resulta en
un procesamiento en el cual se pierde la hélice a-1 y se forma un oligdbmero de 4
monomeros (28). Mediante experimentos con 8-anilino-1-naftalensulfonato (1,8-ANS),
un colorante fluorescente que se une especificamente a superficies hidrofobicas, se
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demostr6 que la formacion del oligdmero expone una superficie hidrofobica que podria
ser importante en la insercion a la membrana. Estos datos muestran que el receptor juega
un papel estrictamente necesario para la activacion, la formacion del oligomero y la
subsiguiente penetracion en la membrana (28).

Como se ha sefialado anteriormente, la microvellosidad apical de las células
epiteliales del intestino medio es la membrana blanco de estas toxinas, la cual contiene
tanto la caderina como la APN. Sin embargo, se ha especulado acerca de la importancia
de la composicion lipidica como un factor que podria afectar la insercion. En los ultimos
afios se ha descrito que la membrana plasmatica no es sélo un cristal liquido compuesto
por lipidos y proteinas, sino que existen regiones discretas que presentan una estructura
mas ordenada por estar enriquecidas en esfingomelina, colesterol y fosfoesfingolipidos.
Estos microdominios se han denominado como “rafts” o “balsas” y se sabe que estan
involucrados en diversos procesos celulares como sefializacion, trafico de membranas e
insercion de algunos virus a la célula (Figura 13). Las proteinas ancladas a membrana a
través de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) se localizan preferencialmente en rafts o tras
un estimulo se movilizan hacia ellos; tal es el caso de la aminopeptidasa N, receptor de
las toxinas CrylA. El aislamiento y caracterizacion de rafts del epitelio del intestino
medio de dos insectos lepidopteros: M. sexta 'y H. Virescens mostr6 que la integridad de
estos dominios de membrana son indispensable para la actividad de formacion del poro
in vitro, sugiriendo que Is toxinas Cry ejercen su accién de formacion de poro en estos
microdominios de membrana (83).

La fase irreversible de la union de las proteinas Cry a la membrana se considera como
una evidencia de que las proteinas Cry se insertan en la membrana, para luego causar la
destruccion del tejido intestinal de las larvas de insectos susceptibles (49, 77).

Se han aislado algunas mutantes en el dominio I afectadas en la union irreversible y
se propone que estas mutantes son incapaces de insertarse en la membrana, ya que estas
mutantes involucran la introduccién de una carga negativa (A92D) (79) o bien la
eliminacion de una carga positiva (R93) (37). Ambas mutantes se localizan en la cara
inferior del dominio I que estd expuesto hacia la membrana y se propone que estos
cambios evitarian la interaccion con la membrana, quien tiene carga negativa (Fig 4).

Se ha demostrado que a dosis uM (1000 veces mas que la dosis letal media) las
proteinas Cry son capaces de interactuar con membranas lipidicas artificiales e insertarse
en las mismas, formando canales permeables principalmente a cationes (17) pero
tambien a aniones y solutos neutros (50, 68, 81). Se comprobo6 que la capacidad de la
toxina CrylC para interactuar con una membrana modelo, aumenta de forma sustantiva
al disminuir el pH (pH < 5), y que ésto esta correlacionado con el aumento en la
hidrofobicidad de la superficie de la molécula (9). Estos datos sugieren que en estas
condiciones in vitro, la proteina sufre un cambio conformacional que la lleva a un estado
competente para la insercion. Es posible que in vivo se logre una transicion a un estado
conformacional similar, por ejemplo, por la unién al receptor. Es importante sefialar que
a concentraciones fisiologicamente relevantes (pM-nM), las proteinas Cry no se insertan
de manera espontanea en las membranas biologicas que carecen de los receptores
especificos (42, 50).

Con base en el conocimiento que se tiene acerca de la insercion de otras toxinas
bacterianas formadoras de poro (48, 60) se han propuesto dos modelos posibles de la
insercion de toxinas Cry en la membrana (Fig 14). Un primer modelo (modelo del
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abrecartas), propone que las a-hélices 5 y 6 se insertan en la membrana como
consecuencia de un cambio conformacional disparado por el receptor, sin mayor
participacion de las hélices y dominios restantes. El otro modelo (modelo de paraguas)
plantea también que despues de la unién con el receptor, se inserta la region a4-a5,
mientras que el resto de las hélices se aplanan sobre la superficie de la bicapa lipidica
exponiendo hacia ella su cara hidrofébica quedando de esta manera la molécula en
forma parecida a un paraguas (42). Existen evidencias que respalda este ultimo modelo.
Se introdujeron residuos de cisteina para formar puentes disulfuro entre algunas de las
hélices del dominio I de la toxina CrylAa y asi restringir el movimiento de la a-5 y
posteriormente se analizo la capacidad de estas proteinas para formar canales idnicos en
bicapas lipidicas. Se encontrd que a diferencia de la proteina silvestre, las mutantes
fueron capaces de formar poros sélamente en presencia de un agente reductor (-
mercaptoetanol) que rompe los puentes de disulfuro, lo que puso de manifiesto la
necesidad de que las hélices a-4 y a-5 conserven flexibilidad en su estructura para una
insercion y formacion de poro eficiente (69). En este mismo estudio se demostrd que un
prerequisito para la formacion del canal es la separacion del dominio I del resto de la
molécula, ya que la mutante con un puente disulfuro en la interfase dominio I-II fue
incapaz de formar canales en su estado oxidado. Por otro lado la mutante en hélice a-4
en la que se cambi6 un aminoacido con carga negativa (aspartico 136) por uno sin carga
(cisteina) resultdé no toxica y presenté una formacion de poro muy baja. Se demostro
que si se reconstituye la carga negativa de este residuo utilizando un reactivo con carga
negativa que reacciona con grupos thiol presentes en la cisteina se regenera la capacidad
de formar poros en membranas artificiales. Este dato sugiere fuertemente que la helice
a-4 esta localizado en el lumen del poro de la toxina (57)

Experimentos de proteccion osmotica demuestran que después de unirse al receptor e
insertarse en la membrana, las proteinas Cry forman poros con un didmetro de 1 a 2 nm
(40). EI tamano de estos poros y la aparicion frecuente de multiples estados de
conductancia en los estudios de la actividad de las proteinas Cry en bicapas lipidicas
planas (30, 6168,69,70) se han considerado como evidencias de la formacion de diversos
estados de agregacion de las 0-endotoxinas. Se propone que se requieren cuatro toxinas
Cry para formar un poro en donde las helices 4 y 5 se encuentran insertadas en la
membrana.

Citélisis. Se ha propuesto que las proteinas Cry causan la muerte de las células
epiteliales al inactivar el sistema que mantiene el gradiente de pH y por citdlisis
osmotica (40). Las toxinas Cry aumentan la permeabilidad de la microvellosidad apical
a cationes, aniones, agua y moléculas de mayor tamafio. Esto causa a su vez que se
colapse la diferencia de potencial y por tanto se pierda la fuerza motriz que dirige la
entrada de aminoacidos al interior celular, asi como la redistribucion de los cationes
entre el lumen y el citoplasma. Se considera que el efecto mas devastador de este
proceso es la alcalinizacion del citoplasma, ya que ésto interfiere con el metabolismo
celular normal, que tiene como consecuencia final la destruccion del epitelio intestinal.
Una vez que las células columnares y caliciformes se destruyen, las esporas de Bt tienen
acceso al hemolinfa, medio en el que proliferan. La consecuencia final de la destruccion
del intestino medio y la proliferacion de bacterias en la hemolinfa es la muerte de las
larvas por inanicion y septicemia.
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Bacillus thuringiensis, Bacillus anthrancis y Bacillus cereus: Una sola especie
bacteriana?

Como se mencion6 previamente, B. thuringiensis esta estrechamente relacionado con
las bacterias B. anthracis y B. cereus. B. anthracis es el agente causal de la enfermedad,
con frecuencia letal, conocida como anthrax, mientras que B. cereus es se le considera
una bacteria de suelo y un patdgeno oportunista del humano. En el caso de Bt los genes
cry se encuentran usualmente en plasmidos de alto peso molecular, este es también el
caso de los factores de virulencia de B. anthracis (74). Cuando los plasmidos que
contienen los genes cry se pierden ya no es posible diferenciar a B. thuringiensis de B.
cereus (74). Una diferencia importante de B. thuringiensis y B. cereus con B. anthracis
es la mutacion, en B. anthracis, de un factor transcripcional llamado PlcR el cual modula
la expresion de genes que codifican para factores the virulencia extracelulares, lo cual
explica algunas diferencias fenotipicas como son la ausencia de lecitinasas y de
actividad hemolitica por B. anthracis (34). Un estudio de las relaciones filogéneticas de
estas tres especies bacterianas comparando la secuencia de varios genes y por medio del
analisis de isoformas de varias enzimas centrales del metabolismo, mostrd que estas tres
especies bacterianas son indistinguibles genéticamente (34). Esta relacion tan estrecha
entre Bt y bacterias patdogenas como B. anthracis, pone en duda el dogma de que el
liberar grandes cantidades de esporas de Bt al medio ambiente no causa ningun efecto
nocivo, sobre todo si tomamos en cuenta que la tranferencia horizontal de plasmidos
puede alterar dramaticamente los fenotipos de virulencia de estas especies bacterianas.
Es por esto que en algunos paises se inactivan o matan las esporas por exposicion a
compuestos radioactivos y de esta manera se evita la liberacion de grandes cantidades de
esporas al ambiente.
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