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RESUMEN

El modo de accion de las §-endotoxinas de Bacillus thuringiensis (Bt) involucra
cuatro pasos: a) ingestion y solubilizacion del cristal; b) procesamiento proteolitico
de |a protoxina para generar el fragmento toxico; ¢) unién a receptores especificas
y d) formacién de un poro en la membrana apical de células columnares, 10 que
conduce a la lisis y muerte celular. Aunque todas las proteinas Cry comparten el
mismo modo de accidn, existen diferencias sustanciales en la especificidad y nivel
de toxicidad hacia diferentes insectos. Los objetivos del presente trabajo fueron i)
determinar el grado de susceptibilidad de Trichoplusia ni hacia las toxinas clase
Cry1; ii) identificar el receptor para las toxinas de la subclase CrylA vy, iii)
determinar las constantes de afindad y ndmero de receptores para las toxinas
Cry1A. Las toxinas CrylAa, 1Ab, 1Ac, 1B, 1Ca, 1Da, 1Ea, 1Fa, y 1J fueron
producidas en medio liquido CCY. La mezcla esporas-cristales fue solubilizada en
solucion amgrtiguadora de carbonatos, y digerida ¢on tripsina para generar el
fragmento toxico. Todos los experimentos fueron realizados con la toxina activa.
Las binensayos se realizaron con larvas neonatas de T. ni y se determino la LC,
(ng/lcm?). Los ensayos de unidn al receptor, se realizaron con vesiculas del
intestino medio (VIM) de T. ni. Las constantes de afinidad (Kd) y ndmero de
receptoeres (Rt) se determinaron usando VIM en competencias homodlogas y
heterélogas marcando una de las toxinas con I'®, Los experimentos para
identificar al receptor se realizaron por ensayos tipo fase sdlida. Los valares de
toxicidad (LCy) mostraron variabilidad entre las diterentes toxinas evaluadas,
destacando como altamente tdxicas CrylAc, 1Aby 1C conuna LC,;de 1.1, 34y
12.2 ng/cm?, respectivamente. Las toxinas Cryld y 1F fueron moderadamente
téxicas con valores LCg, de 87.4 y 248.8 ng/icm?, respectivamente. Las toxinas
Cry1Aa, 1B, 1D y 1E mostraron una toxicidad nula con valores de LC_, superiores
a 2500 ng. En los ensayos para determinar la unign al receptor, se observd que
Cry1Aa, 1Ab y 1Ac se unen a una proteina de ca. 106 kDa. Los resultados de
saturacidon de receptores concuerda con los bioensayos, ya que CrylAa no
presentd niveles de saturacion, mientras que CrylAb y 1Ac si lo hiciergn. Los
valores de afinidad (Kd), fueron de 1.9 y 1.2 nM; Rt 0.59 y 0.54 pM toxina/mg VIM,
para Cryl1Ab y 1Ac, respectivamente. Por otra parte, los ensayos de competencia
demastraron que, aunque si bien, Cry1A¢ y 1Ab comparten el mismo receptor, 1AC
se une con mayor afinidad.

Los resultados obtenidos en el presente estudio son contrastantes con lo
publicado por otros grupos de trabajo con Bt, particularmente en lo referente a la
toxicidad y union al receptor. Sin embargo, concuerdan con lo referente al nimero
de receptores. La discrepancia en la toxicidad podria deberse, a que las colonias
del insecto de prueba tienen diferentes origenes. En el presente estudio se utilizo
una colonia establecida con poblaciones de T. nf colectada en el norte de Mexico,
mientras que los otros grupos de investigadores han trabajado con poblaciones
del insecto colectadas en Canada. Los resultados aqui obtenidos muestran la
necesidad de evaluar la susceptibilidad del insecto a diterentes toxinas, asi como
la union al receptor para verificar si lo comparten o no. Esto Gltimo es de
importancia por la eventual aparicion del fenomeno de resistencia cruzada.



ABSTRACT

The mode of action of Baciflus thuringiensis (Bt) d-endactoxin involves four steps: a)
ingestion and solubilization of the crystal {inclusion crystal proteins, ICP); b)
protoxin must be digested by gut proteases in order to produce the toxic fragment;
c) toxic fragment finds and binds to specific receptor located in columnar cells and
d) pare formation in the cell membrane. Last step leads ta cellular lysis and, often
the larvae die. Although Cry toxins share the mode of action, there are important
differences in both specificity and toxicity towards the insect target. The objectives
of this study were: i) to determine the susceptibility level of Trichoplusia ni to Cryl
toxins family; ii) to identify the putative receptor for subclass CrylA, and, iii) to
determine the affinity values and number of receptors for CrylA. The toxins
Cry1Aa, 1Ab, 1Ac, 1B, 1Ca, 1Da, 1Ea, 1Fa. and 1J were produced in CCY liquid
medium. The spore-crystals mixtures were solubilized with carbonate buffer and
digested with trypsin in order to obtain the toxic fragment. All experiments were
carried out using the toxic fragment. The bioassays were performed with neonate
larvae of 7. ni and LG,, {(ng/cm?) was determined. The receptor binding assays
were evaluated by using brush border membrane vesicles (BBMY) from midgut.
The affinity (Kd) and receptor number (Rt} were calculated from homologous and
heterologous competition assays labeling the ICP’s with I'*®. The putative receptor
was identified with overlay experimants using BBMV, Bicassay data showed that
the Cry1 family displayed different toxicity against neonate larvae of T. ni. Cry1Ac,
Cry1Ab and Cry1Ca were highly toxic, showing LC_, values of 1.1, 3.4 and 12.2,
respectively. Cry1J and Cry1Fa were moderately taxic (LC,,= 87.4 and 248.8), and
Cry1Aa, Cry1B, Cry1Da and Cry1Ea showed no toxic effects with LC,, values
higher than 2500 ng/cm?® Biocassays showed that CrylAa, 1Ab y 1Ac bind to a
protein of ca. 106 kDa. Likewise, saturation of receptor sites were in accordance to
the bioassays, since Cry1Aa showed na saturation levels, while Cryl1Ab y 1Ac did.
Brush border membrane vesicles were prepared from 7. nf and used in binding
assays with '*I-labeled Cry1Ab and CrylAc toxins. Competition experiments
indicated that CrytAb and Cry1Ac share the same affinity-binding site, whereas
Cry1Aa and Cry1Fa bind to different sites. The Kd of Cry1Ab and Cry1Ac for the
binding site were 1.9 and 1.2 nM, respectively. The mean binding-site
¢concentrations were 0.59 for CrylAb and 0.54 pmol/mg of vesicle protein for
CrylAc.

The results obtained in regard toxicity and binding sits are different from
those reported by other research groups, who report that Cryl1Aa naot only is toxic
against T. ni, but alsa binds at saturable level to BEMV. The differences may be
related with the insect-colony type, because while they used a colony from
Canada, the colony used in this work was reared from insect populations collected
in narthern Meéxico. These results support the idea that is necessary to evaluale
the susceptibility of T. ni to several toxins, as well as to the receptor involved, in
order to verify whether they share same receptor. The last issue becomes of
importance particularly when cross resistance can occur.



INTRODUCCION

Los bioinsecticidas a base de Bacillus thuringiensis (Bt} son la alternativa
mas segura al uso de insecticidas sinteticos en el combate de insectos plaga de
importancia agricola y salud publica (Lambert y Peferoen, 1992). El éxito de esta
bacteria se debe a la accion insecticida del cristal parasporal, el cual puede estar

formado por una o varias proteinas llamadas d-endotoxina o proteinas Cry. Estas

proteinas pueden ser taxicas a diferentes 6rdenes de insectos principalmente a
lepiddpteros, diptéros y coléapteros (Aronson et ai., 1986) y a ciertos nematodas y
protazoarias (Feitelson et al., 1992; Schnepf et al., 1998).

Aun y cuando a nivel de estructura primaria las proteinas Cry, presentan
diferencias, comparten un mismo patrdon de activacion y modo de accion
{Peyronnet et al., 1997). Este se inicia cuando los cristales son ingeridos por larvas
de insectos, las toxinas son solubilizadas y procesadas en el intestino medio. Esto
genera un fragmento tOxico que se une a receptores especificos de las células
epiteliales, formando poros en la membrana plasmatica, ocasionando un
desbalance osmotico y como consecuencia lisis celular y eventualmente, la
muerte (Knowles, 1994; Macintoch et al., 1991; Gould, et al ., 1992)

El paso que implica la unién al receptor juega, indudablemente, un papel
impartante en el modo de accion y éste ha sido correlacionado ¢on la magnitud de
la toxicidad (Denolf ef al,, 1993; Estada y Ferré. 1994; Van Rie ef al, 1990Q). Sin
embargo, existen ejemplos muy claros donde la toxicidad es inversamente
proporcional a la union {(afinidad) (Wolfersberger. 1990) y en algunas insectos la
afinidad de la toxina por el receptor no es suficiente para llegar a causar lesiones
(Luo et al, 1999). Asi mismo, la resistencia a Bt ha sido atribuida a una
disminucion en la afinidad por el receptor (Ballester et al., 1999; Ferré et al, 1991;
Granero et al, 1996), y casos de resistencia cruzada han mostrado que este
evento es probablemente debido al uso de toxinas muy relacionadas,
especialmente can la subclase CrylA (MacGaughey et al., 1994). Sin embargo,
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reportes recientgs han demostrado la aparicion de resistencia cruzada en toxinas
con menor grado de homologia, como es el caso de Plutella xylostella y Heliothis
virescens las cuales fueron seleccionadas por su resistencia a Cry1Ab, a nivel de
laboratorio, para CrylAb, y resultaron ser resistentes también para CrylFa
(Granero et al., 1996; Tabashnik ef al., 1994).

La naturaleza quimica de los receptores que se han caracterizado, ha
demosirado que esta es caompleja y podria depender tanto del insecto como de la
toxina en cuestion. Un gjemplo de estos receptores son una Aminopeptidasa N y
un tipo de Caderina (Schnepf ef al, 1998), pero es muy probablen que participen
otro tipo de proteinas.

En general, el modo de accion de las proteinas Cry a nivel molecular, como
es el reconacimiento de la toxina y [a union al receptor no es del todo clara, por o
que la caracterizacidon de estos receptores, es un paso importante en la
elucidacion de este mecanismo, [0 cual permitird un mejor manejo de las toxinas
de Bt, para evitar la aparicion de resistencia en |0s insectos tratados.

Uno de los lepiddpteros de mayor importancia en la agricultura es
Trichoplusia ri, el cual es combatida con varios formulados de Bt cepa HD-1, que
contiene [as toxinas Cry1Aa, Cry1Ab, CrylAc, Cry2A y Cry2B. En 1994, Estada y
Ferré reportaron valores de susceptibilidad muy bajos para las toxinas Cry1Aa,
Cry1Ab y CrylAc y demostraron la pressncia de unidn saturable a las vesiculas
del intestino medio, donde Cry1Ab y Ac comparten el mismo receptor. No obstante,
también se han encontrado diferencias en la suceptibilidad de T. ni hacia estas
toxinas, para la clase 1, se han encontrado valores de toxicidad con variaciones
de 1 a 300 veces. En este punto nos preguntamos: ;Las colonias de insectos del
norte de México son igulamente susceptibles a las toxinas de la familia Cry1?, ;A
que proteinas Cry presenta mayor sensibilidad?, ¢La afinidad por el receptor es
similar a diversas toxinas?



HIPOTESIS

En base a lo anteriarmente expuesta, nos planteamos la siguiente hipdtesis:
La colonia de 7. ni del Norte de México mostrara diferente grado de
susceptibilidad a las toxinas de la clase Cry1. Asi mismo, el tipo de receptor sera
diferente a [os reportados para otras especies de lepidopteros.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo fue determinar el espectra de
especificidad de las toxinas de la Clase Cry1 hacia T.ni y proponer un modelo de
union de la subclase Cry1A.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Determinar la dosis letal media (LC,,) de las taxinas de la clase Cry1 en T. ni.

2.- ldeutificar las proteinas receptoras para la subclase CrylA en vesiculas de
intestino medio de 7. Al

3.- Implementar un sistema de union y competencia homaloga y heterdloga en
vesiculas de T. ni.

4 - Conocer las constantes de afinidad y nimero de receptores para las toxinas de
la subclase Cry1.

5.- Conacer la naturaleza quimica del receptor para Cry1Ag.



ANTECEDENTES

El desarrollo de la agricultura ha promovido el uso de sustancias quimicas
para combatir plagas, malezas y microorganismos fitopatogenos, que disminuyen
grandemente el rendimiento de las cosechas, destacandose los insecticidas como
los de mayor uso. Sin embargo la aparicién de resistencia, la alta residualidad vy
toxicidad inespecifica, ha mativado la busqueda de estrategias en el manejo de
plagas, como el control bioldgico con entomdfagos y entomopatdgenos. Bacillus
thuringiensis (Bt) es una prometedora altemativa para el control de algunos
insectos fitofagos y vectores, ya que su espectro de toxicidad no afecta insectos

benélicos, plantas 0 animales, incluyendo al hombre (Estada y Ferré, 1994).

Bt es un bacilo Gram-positivo, de 1.0 a 1.2 ym de didmetro y 3 a 5 um de

largo que durante la etapa de esporulacidn, sintetiza un cuerpo parasporal (cristal)
de naturaleza proteica, que resulta toxico para larvas de algunos insectos. Este

cristal puede estar formado por uno 0 mas tipos de proteinas Cry o d-endotoxinas.

La actividad insecticida de Bt ha sido comprobada en dipteros (larvas y adultos),
coleopteros (larvas y adultos) y en lepiddpteros (larvas) y en reciente desarrollo en
los ordenes: Hymenodptera (hommigas), Homéptera (afidos), Mallophaga (piojos),
también en algunos nematodos pardsitos de mamiferos y en trematodos parasitos
de animales (Ellar. 1997).

Bt puede sintetizar otras biomoléculas como las a-exotoxinas, proteinas

termolabiles tdxicas para ratones y algunos lepidopteros; B-exotoxina, que son

proteinas termoestables andlogas de adenina; el tactor piojo, con actividad contra
ciertos piojos de mamiferos; varias exoenzimas, como quitinasas, fosfolipasa C vy
hemolisinas, que pueden desarrollar una patogenicidad secundaria, ademads, InA
e InB proteinas represaras de la inmunidad en las larvas de insectos. Asi mismo,
se ha demostrade que algunas cepas de Bt subsp. isrraelensis y marrisoni,
sintetizan proteinas (Cyt) con actividad litica (in vitro ) para eritrocitos humanos,



estas proteinas son toxicas contra algunos dipteros y lepidopteros (Crickmore et
al., 1998; Haider y Ellar, 1899).

Recientemente se demostrd que Bt sintetiza otro tipo de proteinas
insecticidas (VIP) que san producidas tanto en fase vegetativa, como durante la
gsporulacian, y resultan toxicas para varigs lepiddpteros (Yu, et al, 1997). Sin
embargo, el compuesto tdOxico mas importante, desde el punto de vista de

actividad bioldgica y comercial es la d-endotoxina.

El mecanismo por el cual las d-endotoxinas de Bt pueden resultar toxicas

para algunos insectos, se han estudiado abordando dos areas principales: a)
estructura y estabilidad de la toxina; b) anatomia y tisiologia del insecta.

a).- Estructura de las toxinas Cry: Andlisis de los cristales de diferentes
subespecies de Bt, muestran que lgs cuerpos de inclusion estan formados por
uno © varios polipeptidos con una masa molecular de 25-140 kDa (Hofte y
Whiteley, 1989). Estas toxinas son sintetizadas en forma de protoxinas, que
deberan ser procesadas proteoliticamente, para generar el fragmento toxico. Se
ha demastrado que el fragmento minimo necesario para que las toxinas Cry1l
conserven su actividad biocida, se localiza en el extremo amino terminal (N-
terminal), produciendo un fragmento de 60-70 kDa (Fig.1} (Chestukina et al,
1990). La porcidn carboxilo terminal (C-terminal} no participa en la actividad toxica
y se especula que solo participa en la formacion del cristal (Bietlot et ai., 1990;
Wabiko et al.,, 1985).

El alineamiento y comparacion de la estructura primaria de las toxinas Cry1,
Cry2, Cry3 y Cry4, reveld [a presencia de 5 bloques de homologia en la fraccion
toxica y tres en la regidn C-terminal (Fig. 2). Esto indica que la secusncia de
aminoacidos guarda una organizacion muy conservada y podria deberse a que



todas las toxinas compartan caracteristicas similares como son el procesamiento y
plegamiento.

NH, Protoxina (130 kDa) COOH

Dominios estructurales

1 2 3 4 5 6 7 8

N B _ N BN N .

Toxina (60-70 kDa)

Figura. 1. Estructura de las &-endotoxinas clase Cryl. La protoxina consta de
alrededor de 1180 residuos y la toxina de 590-612.

Clasificacion: Los esfuerzos por clasificar las diferentes cepas de B,
estuvieron basados en serologia flagelar (H). De esta manera, hoy en dia se
conocen alrededor de 54 diferentes grupos y mas de 80 serovariedades (Lecadet,
1994). Sin embargo, con el aislamiento de nuevas cepas y la clonacion de un gran
numero de genes cry, este sistema se vio sensiblemente limitado, ya que no
establece correlacién alguna entre el serotipo y la gama de hospedero. Por tal
motivo, se recurrid a un nuevo sistema, basado en la talla molecular de las

proteinas Cry y en la especificidad hacia el hospedero (Hofte y Whiteley. 1989).




Cry3A

CrylAa

Cry4A

Cry7Aa

Cry8A

Cry9A

Cryl0A

Cry5Aa

Cryl2A

Dominio 1l

Dominio | Dominio I

— W -:-:-345678
— W BN BN W N BN .
— W BN BN W N BN .
SN BN S B B B W |

Figura 2. Representacion esquematica de los bloques de homologia en |a
familia de proteinas Cry. Los bloques estan representados un numero y el
tamano relativo de cada uno.
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De acuerdo a la comparacion multiple de la secuencia de aminoacidos, a
partir de la secuencia nucleotidica del gen, la clasificacion se dividid en seis
clases: Cryl, especificas a lepidopteros, Cryll, especificas a lepiddpteros y dipteros,
Crylll, especificas a coledpteros, CrylV, especificas a dipteros (Hifte y Whiteley,
1989), CryV, especifica a lepiddpteros y coleopteros, CryVI, especificas a
nematodos (Feitelson et al,, 1992) y Cyt, citotdxica. Pero debido a que no existe
uniformidad en esta nomenclatura, se adoptd un nuevg sistema de clasificacion,
en ol cual se establecio un limite de porcentaje de identidad, y se establecieron
cuatro categorias o niveles (Crickmore st al ., 1998)

El primer nivel, representado por el numero arabigo (el cual sustituye al
romano; (e.g. Cryl en vez de Cryl) representa un 46% de similitud. El segundo
nivel es una letra mayuscula (e.g. Cry1A, Cry1B, etc.); aqui la similitud es de 78%.
El nivel tres incluye toxinas con un 96% de similitud y se representa con una letra
minuscula {(e.g. Cry1Aa, Cry1Ab, eic); el cuarto y dltimo nivel se asigna de
acuerdo al orden cronoldgico de publicacion de cada secuencia y se representa

con un numero arabigo (e.g. Cry1Aal, 1A2, etc.) (Tabla 1).

b).- Anatomia y fisiologia del intestino de las larvas: Desde
el punto de vista anatomico, el intestino medio de los lepidopteros es un estructura
simple de forma tubular, compuesta principalmente por dos tipos de células:
células columnares (C), con microvellosidades en el borde apical, implicadas en |a
absorcion y digestion de nutrientes y las células Golbet (G), que presentan una

larga cavidad vacuolar, unida permanentemente a la superficie apical (Figura 3).

Fisidlogicamente, el intesting presemta un transporte electrogenico muy
potente, que introduce iones K del exterior hacia el lumen celular, Normalmente,
un intestino puede generar hasta 150 mV y producir 2mA-cm?, a nivel eléctrico
esto lo convierte en uno de los tejidos epiteliales mas activo (Knowles y Dow,
1993).
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Tabla 1. Clasificacion de las d-endotoxinas de Bacillus thuringiensis

Toxina Peso Hospedero Toxina Peso Hospedsro
Molecular Molecular
{kDa) (kDa)

CrylA 133 L Cry8C 130 C
CrylB 139 L Cry9A 129 L
Cry1C 135 L Cry98 126 L
CrylD 133 L CryoC 130 L
CrylE 133 L Cry9D ND ND
CrylF 133 L Cry10A 78 D
Cryl1G 132 ND Cryt1A 72 D
Cry1lH 133 ND Cry11B 80 D
Cry1l 81 L Cry12A 142 N/A
Cry1J 133 ND Cry13A 88 N
CrylK 138 ND Cry14A 72 D/C
Cry2A 71 /O Cry15A 34 L
Cry3A 74 C Cry16A ND ND
Cry3B 75 C Cryl17A ND ND
Cry3C 73 C Cryi18A ND ND
CrydA 134 D Cry19A 65 D
Cry4B 128 D Cry19B ND ND
Cry5A 162 N/A Cry20A 86 D
Cry5B 139 C Cry21A ND ND
Cry6A 54 N/A Cry22A ND ND
Cry6B 44 N/A Cyt1A

Cry7A 129 C Cyt1B ND ND
Cry8A 131 C/A Cyt2A

Cry8B 133 C Cyt28 D

A: acaros, C: coledpteros, D: dipteros, L: lepidopteros, N: nematodos,
ND: no determinado. Adaptado de Crickmore et al.,, 1998.
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En este sentido, se ha demostrado que la d-endotoxina afecta inicialmente a

las células columnares, ya después de envenenamiento, los pliegues basales
desaparecen a consecuencia de un hinchamiento generalizado; lo que ocasiona
un mecanismo de regulacion osmotica inefectivo, a tal grado que el citoplasma se
ve translicido y las células llegan a lisarse. Las células G, aparentemente no
sufren un dano directo, por lo que cualquier efecto es resultado de efecto
secundario de las células C (Knowles y Ellar, 1987; Endo y Nishiitsutsuji-Uwo,
1980).

Figura 3. Esquema representativo de la morfologia celular del intestino de larvas
de lepidopteros y de las lesiones causadas por la ingestion de esporas-cristales
de Bt por larvas susceptibles. A, larva; B, intestino sano; C, intestino lesionado por
las toxinas de Bt. ia, intestino anterior; im, intestino medio; ip, intestino posterior;
gs, glandulas salivales; tm, tubulos de Malpigy, mp, membrana peritréfica; mb,
membrana basal; CC, células columnares; CG, células Golbet.
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MECANISMO DE ACCION: Para que las toxinas de Bt ejerzan su accidn letal,
es necesario que la larva ingiera la mezcla espora-cristal y una vez que ha
ocurrido esto, los sintomas visibles son: la larva cesa de alimentarse, rejurgita
contenido intestinal, se mueve lentamente, sufre pardlisis del tracto digestivo,
pardlisis total y finalmente, la muerte (Bai et af ., 1993).

Aunque si bien, las d-endotoxinas pueden atacar a diversos drdenes de

insectos, éstas actuan de manera muy similar. Para que se lleve a cabo su accidn
letal, es preciso que se realicen varios eventas biogquimicos, donde sobrgsalen los
siguientes: a) ingestion y solubilizacion del cristal; b) procesamiento de la
protoxina en el intestino medio; ¢) unidon de la toxina activa al receptor y d)

formacion de un poro, lo que conduce a la lisis celular.

Solubilizacidon: Los cristales paraesporales estan conformados por mas de mil
unidades de protoxina, las cuales se solubilizan y activan en el intestino del
insecto, que este proceso requiere de un pH alcalino (lepiddpteros), que es
esencial para solubilizar la mayoria de las toxinas de Bt, generaimente insolubles

a valores de pH menores de 9.5 (Knowles y Dow, 1993).

La adecuada sclubilizacion de las proteinas Cry juega un papsl
fundamental en la liberacion de los diversos tipos de proteinas y el procesamiento
proteolitico para generar el fragmentg tdxico.

Estudios in vitro, han demostrado que la solubilizacion de |0s cristales
depende de la composicion ds las proteinas que lo conforman. En Bt aizawai (HD-
133), el cristal esta formado por tres toxinas (Cryl1Ab, Cry1C y Cry1D) donde la
presencia de Cry1Ab da coma resultada un cristal mas soluble, el cual incrementd
la toxicidad hacia larvas de S. frugiperda, pero no para P. interpunctelfa, donde se
observo un efecto contrario (Aronson et af ., 1991)
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Otrg factor que puede influir en la solubilizacidon de los cristales, se ha
relacionado con el contenido de enlaces disulfurg, este efecto solo se ha
observado en algunas proteinas Cry que carecen de actividad insecticida y no se
ha generalizado hacia proteinas Cry toxicas (Du et al ,,1994)

Por otra parte, se ha vistg que la solubilizacidn podria ser un factor
determinante en el probable desarrollo de resistencia, tal y como se ha sugerido
para P. interpunctefla (Schnepf et al., 1998)

En otros insectos, como coledpteros y dipteros, este efecto no se ha
demastrado, ya que el conocimiento basico es muy limitado. En L. decemlineata
se reporto que para que Cry3A pueda ser solubilizada es necesaria una hidrolisis
previa con proteasas tipo quimiotripsina (Carrol ot al., 1997).

Activacion: Una vez solubilizadas, las protoxinas son procesadas par |as
proteasas presentes en el intesting de la larva, En las proteinas Cryl sl
procesamiento proteolitico remueve los primeros 28-29 aminoacidos del extremo
amino terminal, en el extremo carboxilo, €l procesamiento es mas intenso y
extenso ya que se remueven los ultimos 600 aminoacidos en secciones de 10
kDa, originando un fragmento de $£5-65 kDa resistente a posteriores digestiones
(Fig. 4) {Chestukina et al., 1990; Choma ef al., 1991).

NH, PROTOXINA COOH

29 lie Toxina 594aa s23Lys |8 (7 |6 |5 |4 |3 |2 |1

Figura 4. Esquema del procesamiento proteolitico de CrylAc. Los

numeraos del 1-8 representan los fragmentos que son eliminados por
al procesamiento.
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En las proleinas Cry1, algunos residuos localizados al centro de la toxina
pueden ser blanco del atague de proteasas tipo tripsina o quimiotripsina, como los
dipéptidos arginil-isoleucina en la posicion 526 y 601; leucin-leucina en 157, 628 y
721; o glicina-isoleucina en la posicion 689 de la protoxina. En general, arginina,

Leucina y Glicina pueden ser determinados comg los sitios de corte de estas
proteasas (Ogiwara et al.,, 1992).

Un procesamiento similar se ha visto en las protoxinas Cry 4A y Cry4B,
donde el procesamiento se da en el extremo carboxilo. En cambio, las protoxinas
Cry 2A, son hidrolizadas fuertemente en el extremg amino terminal y el extremo
carboxilo es hidrolizado poco o nada (Eilar, 1997).

Evidencias muestran que en €l intestino de la larva, el procesamiento
proteolitico ds la protoxina, tiene un papel importante en el desarrollo de la
actividad larvicida, esto se ha visto en Bt var, aizawai IC1(Cry1Ab) (Haider y Ellar.
1989). Esta toxina tiene actividad dual contra P. brassicae y Aedes aegypli. Sin
embargo, esta actividad depende del procesamiento, cuando se procesa con
tripsina resulta ser tdxica para el lepidoptero pero cuando se digiere con el
contenido intestinal del mosquito, la actividad cambia y ahora lo es para A.
aegypti. Este cambio en la especificidad esta determinado por el extremo C-

terminal de la toxina, por los residuos 524-558 para el diptero y 558-595 para el
lepidoptero.

En el contenido intestinal de H. virescens y A. aegypti, las proteasas que
realizan eoste procesamionto se han identificado principalmente  como
preoteinasas tipo tripsina y tipo Quimictripsina y en niveles muy bajos se ha
encontrado actividad de elastasa (Johnston et al.,1995; Yang y Davies, 1991). En
Tenebrio molitor se ha detectado actividad proteolitica de cisteina y serin
proteasas y en L. decemfineata protesas tipo quimiotripsina (Ellar, 1997).
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Deficiencias en el procesamiento proteclitico de las d-endotoxinas,

pudieran ser un posible mecanismo en el desarrollo de resistencia en algunos
insectos. En una colonia de P. interpunctelia resistente a Bt subsp. entomocidus,
se han detectado niveles de quimiotripsina 13 veces menores de los encontrados
en larvas sensibles (Zhu et al., 1997); y en P. interpunictella resistente a Bt HD-
198, la escasa actividad proteolitica después de inducir la resistencia, puede ser
atribuida a una baja concentracion, una alteracién en la estructura o una inhibicidn

de la actividad catalitica de las proteasa involucradas en la activacién (Oppent ot
al., 1994).

En C. fumniferana, se ha identificado una proteina de 75 kDa con actividad
de elastasa, que precipita las protoxinas de Bt subsp. softo, esta precipitacion

limita la protedlisis de la protoxina y consecuentemente causa la perdida de
actividad larvicida (Milne et al ., 1995; Milne et al., 1998).

Otro elemento que puede intluir con el procesamiento es el ADN. Este
efecto se ha encontrado en Cry1Aa, CrylAb y Cry1Ac, donde se ha repartado que
fragmentos de 20 kpb de ADN estan asociados a la mitad carboxilo terminal de las
proteinas del cristal. Mediante analisis del cristal se ha engontrado que 3 pb de
ADN estan asociados por molécula de protoxina y que solamente una pequeria
region del extrema amino-terminal de la toxina interactia con el ADN. Este no es
susceptible a la degradacion con nucleasas o disolucion con NaCl, a menos que
la protoxina sea removida ¢ proteolizada a toxina, per 10 que se propone que el
ADN es esoncial para mantener la integridad conformacional del cristal y
generacion de la toxina. (Bietlot et al., 1993; Clairmont et af ., 1998).

No obstante la importancia que representa la activacion como un paso
determinante en el desarrollo de la actividad insecticida, en algunos casos, las
proteasas no intervienen en los mecanismos de resistencia. Par ejemplo, en P.

interpunctelia sensible y resistente, se ha visto que al digerir cristales de HD-1 y



17

HD-73 con contenido intestinal de estos insectos, los patrones de digestion son
similares (Johnson et al,, 1990). Esto es apoyado por ensayos realizados con el
contenido intestinal de B. mori, S. littura, P. xylostella, Adoxphyes sp y Musca
domestica, los cuales muestran que la activacion del cristal de las cepas HD-1 y
HD-73 genera fragmentos de 55 kDa para ambas toxinas, los cuales resultaron
toxicos para P. xylostella y no toxicos para M. domestica. Estos datos sugieren que
la activacion no es el factor limitante en la resistencia observada en mosca, y que

posiblememto eon este insecto existen otros factores que intervienen
posteriormente (Ogiwara et al., 1992),

Unidn al receptor: Posterior a la activacion, el fragmento toxico penetra la
membrana peritrofica y se une a sitios especificos localizados en las
microvellosidades de la membrana apical de las células columnares. Esta unidn
€s la etapa determinante de la especificidad de las toxinas Cry. Hofmann (1989) y
Van Rie (1989), mediante estudios de unidn y campetencia con 1Aa, 1C y 1E,
demastraron correlacion entre la afinidad de la toxina y la actividad insecticida,
concluyendo que una alta afinidad era garantia de toxicidad, contrastando ¢con una
baja ¢ nula unidn en insectos no susceptibles. Para Cry1Aa, se observd una union
saturable con vesiculas de M. sexta y H. virescens, para 10s cuales esta proteina

es altamente toxica, en cambio con S. littoralis no se observé esta unidn, lo que
correlaciona con 1a escasa ¢ nula actividad toxica.

En ensayas similares las toxinas CrytAa, CrylAb y Cry1Ac, indican que las
diferencias en toxicidad son debidas a la afinidad por un sitio de unidn y también a
la concentracion de éstos. Los resultados demuestran que para M. sexia, que es
igualmente sensible a las tres toxinas, y para H. virescens, que presenta diferente
sensibilidad, las constantes de unidén son semejantes, pero la concentracion de
sitios para cada toxina son significativamente diferentes (Van Rie et al., 1990),

Aunque si bien, la unién es requisito para la toxicidad, esta no siempre es
dependiente del grado de afinidad de la toxina por el receptor, tal y como se
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demostrd con las toxinas HD1-9 y HD-73 en L. dispar, donde se encontrd una
correlacion inversa entre la unién al receptor y la toxicidad. Los valores de union
fueron muy semejantes, pero HD1-9, mostrd constantes de disociacién casi 20
veces mayor, a pesar de ser 400 veces mas toxica que HD-73 (Wolfersberger,
1990).

Con S. frugiperda, se ha reportado que CrylAc se une de manera
saturable a vesiculas de intestino medio, pero esta proteina es atdxica cantra este
lepidéptero {Luo et al., 1999).

Otro rara ejemplo de ausencia de correlacian entre la afinidad y la actividad
insecticida, fue reportado por Liang y Dean (1995), quienes evaluaron las
constantes de afinidad y disociacion de Cry1Aa, Cry1Ab, y Cry1Ac, con vesiculas
del intestino medio de L. dispar, confirmando que la afinidad de Cry1Ab no esta
directamente relacionada con la actividad de la toxinay encontraron una
correlacion directa entre el ranga de unién y toxicidad.

La unidn toxina-receptor involucra dos pasos secuenciales: a) union
reversible, esto es la unidn entre la toxina y el receptor y b) unidén irreversible,
exclusivamente asociada con la insercidn de la toxina en la membrana apical
(Hofmann et al., 1988).

Anadlisis de las cinéticas de unidn revesible e irreversible permiten proponer
la siguiente ecuacidn para una union estrictamente reversible:

k. K -,
T+R =R Ky= —
K, k,

donde, T, Toxina; R, Receptor; T=R, unidn reversible entre la Toxina y el Receptor;

K, Constante de disociacion (Schnepf et al,, 1998).
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Y cuando realmente la toxina llega a estar asociada irreversiblemente con

la membrana apical por insercion es representada por la ecuacidn cinética:

k., K

T+R T=R —— “T (0TR)

k,

donde, *T, Toxina unida irreversiblemente y probabablemente insertada en la
membrana, sin asociarse al receptar; *TR, Toxina unida irreversiblemte con el
receptor. (Schnepf ef al., 1998).

Estudios de union de Cry1Ab y CrylAc con el receptor purificado de M.
sexta han mostrado union irreversible (Masson et al,, 1995) tambien para Cry1Ac
en L. dispar (Valaitis ef al., 1997).

Recientes reportes de moléculas de Cry1Ab truncadas, conteniendo
solamente el dominio Il y lll pueden aun unirse a |os receptores intestinales, pero
solamente en forma reversible, esto apoya el hecho de que la unidn irrevesible
requiere de la insercidn del dominio | (Flores et af., 1997).

Se han sugeride modelos muy variados de como se inserta la toxina en la
membrana apical, teniendo en cuenta la estructura tridimencional de la toxina, el
tipo de lesidn, la proporcion y tamano de los poros. Paralelo a esto, numerosas
investigaciones han abordado (os temas de identificacion de receplores, su

caracterizacion bioquimica y posteriormente la clonacidn de algunas de ellos.

Las proteinas receptoras para diferentes proteinas Cry, se han identificado
mediante ensayos con toxinas marcadas radiactivamente e inmunodetecciones.
(Tabla 2).
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Tabla 2. Proteinas receptoras para algunas &-endotoxinas de Bacilius
thuringiensis en vesiculas del intestino medio de insectos.

Toxina PROTEINA kDa Referencia
Hv Hz SI Se St Ms tLd Tm As To
CrylAg 170 170 160 200 150 Oddou et al.,1990
180
21Q Martinez et al. 1994
210 Francis y Bulla, 1997
CrytAb 170 170 160 200 150 Oddou et al.,, 1993
180
210 Vadlamudi et al .,1993
210 Francis y Bulla,1997
140 150 125 130 125 Qddou et al., 1993
120 140 125 115
120
CrylAc 150 150 148 120 Garczynzki et al., 1991
120 120
105 105
90 90
81 64
64
120 Sanchis et al ., 1994
140
120 Sangadala et al., 1994
65
120 Kgnith, et al., 1994
210 Francis y Bulla, 1897
100 Valaitis et al, 1995
100 Lee et al., 1996
CrylC 40 40 40 40 Oddou et al., 1993
65 Sanchis et al,, 1993
40
106 Lou et af .,1996
Cry3 144 Beliifore et al., 1994
CryaD 148 Feldman et al,, 1995
78

H.v, HMHeliothis virescens;

H.z. Helicoverpa zea;

8.1, Spodoptera Ilttorallis; $.e,

Spodoptera exigua, S.It, Spodoptera litua; M.s, Manduca sexia; P.b, Pieris brassicae;
Tenebrio melitor; A.g, Anopheles stephensi; T.o, Tipuca

L.d, Lymaniria dispar; T.m,

ofeacea.
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En diferentes insectos, se han reportado proteinas de muy variada talla
molecular coma las encargadas de reconocer y unir a las toxinas Cry, en H.
virescens , por ejemplo, se reporta una proteina unica que reconoce a CrylAa y
para CrylAb y CrylAc un complejo de vanas proteinas. En en cambio, en T.
mollitor, Cry3 reconace a una sola proteina (Tabla 2).

Algunos de los receptores identificados se han caracterizado
bicgquimicamente como:
a). Aminopeptidasa N (APN): Las APN son una familia de proteinas
localizadas generalmente, en células del tracto digestivo, Existe evidencia que
sugierg su participacion como receptores para algunos hongos y virus, cComo
coronavirys y herpesvirus (Knight et al, 1995). Las APN han sido localizadas en el
intesting medio de diversos lepidopteros y se ha demostrado que unen algunas
proteinas Cry (Tabla 3). Algunas de estas APNs han sido clonadas y deducida la
secuencia de aminoacidos. La APN de M. sexia, presenta una secuencia de 40
residuos, 20 hidrofdbicos, tipicos de la secuencia-sefial de las proteinas de
membrana y 4 potenciales sitios de glicosidacién en el extremo N-terminal,
mientras que el C-terminal, contiene un glicosilfostatidilinositol, lo que suguiere
que éste podria ser utilizado como medio de anclaje a la membrana (Knight et al,,
1995; Sanchis y Ellar, 1994).

b). Caderina: La proteina receptora para Cry1Ab (BT-R,), fue el primer receptor
que se clond y expreso a partir de un cDNA de M. sexfa, este receptor mostrg un
30 - 60% de similitud y un 20- 40% de identidad a los miembros de la familia de
las caderinas, que son glicoproteinas transmembranales encargadas de mediar la
agregacion celular, dependiente de calcio; pueden estar involucradas en el
transporte membranal, posiblemente esta funcion es similar al transporte de
peptidos en las proteinas tipo caderinas de humangs (Vadlamudi et al,, 1995).

Existen reportes donde se sugiere la participacion de otro tipo de proteinas,
gspecificamente una fosfatasa de 65 kDa, la cual unid a CrylAc en M. sexia
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(Sangadala et al,, 1994). Sin embargo, no se ha demostrado actividad similar en
otros insectos.

Tabla 3.- Receplores para proteinas Cry.

Toxina Insecto (kDa) Referenecia
Cry1Aa B. mori 120 A Yaoi et al., 1997
B. mori 180 C Keeton et al., 1998
M. sexia 210C Keeton y Bulla,1997
Cry1Ab M. sexta 120 A Denalf et al., 1997
210C Vadlamudi et al., 1995
P. xylostalia 120 A Denolf et al., 1997
CrylAc M. sexta 120 A Knight et al., 1995
65 F Sangadalaet af.,(1995
H. virescens 170 A Luo etal, 1997
L. dispar 120 A Valaitis etal, 1997
P. xylostella 120 A Luo et al, 1997
CrylC M. sexta 106 A Luo et al., 1996

A, Aminopeptidasa N; C, Caderina; F, Fosfatasa

Formacion de poro: Posterior a la union al receptor, |a toxina forma un poro
0 canal idnico. Sin embargo, la naturaleza de €stos es aun controversial, se han
descrito como un poros liticos que no son especificos para algunos iones en
particular y alternativamente, como canales especificos de iones, que interumpen

el patencial membranal, pero no necesariamente lisa las células (Schnepf et af.,
1998).

Mediante una variedad de sistemas coma: medicion de circuitos electrostaticos

en intestinos aislados; estudios de permeabilidad en vesiculas y liposomas, en
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lineas celulares de insectos y formacién de canales idnicos en bicapas lipidicas,
se han evaluado las lesiones causadas por las toxinas Cry de Bt y han
demostrado que las lesiones son:

K+ selectivas.
Permeables a cationes.

Permeable a cationes y pequeras maoléculas como alanina.

& b=

Permeable a pequernos solutos sin carga, como sacrosa.

(Sacchi eof af .,1986; Wolfersberger, 1989; Wollersberger, 1989; Knowles y Ellar,
1987).

De acuerdo a la estructura de las d-endotoxinas, se han propuesto dos

modelas que expliquen su insercién en la membrana plasmatica de las células

calumnares: Modelo del cortaplumas, Moldman y Ellar (1990), propusieron a las

helices ad y 6 como las encargadas de insertarse en la membrana y formar poros.

Por las caracteristicas amfipaticas de las ahélices, o5 y o8, sé encuentran al

extremo del dominio |, del lado opuesto de la membrana y por lo tanto, podrian

saltar del dominio |, parecido a un cortaplumas abierta. El resto del dominio |, no
requiere un rearreglo posterior aunque od, probablemente podria girar hacia el

lado de 3.

Modelo del paraguas, un par de ahélices (a6 y a7 ¢ a4 y 05), permanecen

del lado exterior del dominio |, hasta insertarse dentro de la membrana, mientras el
resto de las helices sufren un rearreglo conformacional, quedando separadas en la

superficie de la membrana, semejando la varilla de un paraguas. Recientemente se
ha postulado que el par de ahélices que se inserta en la membrana de forma
antiparalela son ¢4 y b, mientras o7 sirve como un monitoreador de la insercidon

para iniciar el rearreglo estructural del dominic formador del poro (Gaitz, et al,
1998).
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En ambos modelos la insercidn de parte del dominio |, puede estar
acompanada de la formacion de cligomeros de varias moléculas de toxina, que
originaran |os poros con un canal central acuoso.
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MATERIALES Y METODOS

Origen de los microorganismos: Se utilizaron cepas de B. thuringiensis
recombinantes que expresan un solo tipo de toxina, obtenidas de 1a ¢oleccion de
cepas del Laboratorio de Genética Bioquimica de la Facultad de Biologia,
Universidad de Valencia. La cepa HD-73 se obtuvo de la coleccion del
Laboratorio de Microbiclagia Industrial y del Suelo, Facultad de Ciencias

Bioldgicas, Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn (Tabla 4).

Tabla 4. Cepas utilizadas para la produccion de proteinas Cry.

TOXINA CEPA MARCADOR
CrylAa EG 1273 Tetraciclina, 10 pg/ml
Cry1Ab EG 7077 Tetracicling, 10 pg/ml
CrylAc EG 11070 Clorantenicol, 3 pg/mi
CrylAc HD-73 Ninguno

Cry1B EG 11916 Eritromicina, 3 pg/ml
Cry1Ca EG 1081 Clorantenicol, 3 pg/mi
Cry1Da EG 7300 Cloranfenicol, 3 pg/ml
CrylEa EG 11901 Cloranfenicol, 3 pg/ml
Cry1Fa EG 11069 Cloranfenicol, 3 ug/ml
CrylJ EG 7279 Claranfenicol, 4 pg/ml

Almacenadas a 20°C en glicerol al 50%,

Obtencion de proteinas Cry: Las cepas se inocularon en cajas con agar CCY
que contenia el marcador de seleccion adecuado para cada cepa y se incubd a
23°C hasta esporulacidn (3-4 dias). Una vez comprobada la produccion de
cristales caracteristicos, el cultivo fue centrifugado y el paquete celular, fue
resuspendido en agua y pasteurizado 30 min/70°C. Con esta suspension se¢
inocularon matraces conteniendo caldo CCY mas el marcador de seleccion, se
incubaron a 29°C en agitacian constante hasta esporulacian (48-96 h). Mediante

centrifugacion se separd la mezcla esporas-cristales, 1a cual se llevg a NaCl 1M,
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e inmadiatamente se centrifugd a 7 000 Xg, ¢l precipitado se lavd dos veces con
NaCl 1M, EDTA 5 mM frio y se resuspendia en KCI 10 mM.

Solubilizacion: El precipitada obtenido en la fermentacion, se resuspendia en
tampdn carbonatos (Na,CQ,, 50 mM; NaCl, 0.1 M; DTT, 10 mM) pH 115 y se
incubo por 2 h en agitacion constante a temperatura ambiente. Se centrifugd a

14 000 Xg y se separa el sobrenadante.

Activacion: E! sobrenadante se ajusto a pH 8.0 con HCI concentrado y se
adiciong tripsina tipo XllI, tratada con TPCK, en una relacién de 1. 20 (mg
tripsina / mg de taxina solubilizada) esto se incubd 2 h a 37°C. Posteriormente,
se centrifugd a 14 000 Xg. Al scbrenadante se le determiné la concentracién de
proteinas mediante Bradford. Los productos de la digestion enzimatica se

observaron en geles de poliacrilamida-SDS al 10%, y fueron almacenados a
—20°C.

Purificacién por FPLC: Las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac se filtraron a
través de membranas de nitrocelulosa de 0.22 ym de diametro de poro, y s€
purificaron mediante FPLC con una c¢olumna Mono Q HR &§/5 (Pharmacia)
equilibrada con Tampdn A (Tris 20 mM pH 8.6) y |a elucion se realizd mediante
un gradiente de 0-60% de Tampdn B (Tris 20 mM, NaCl 1M pH 8.6). Las
fracciones recogidas se analizaron mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida al 10%.

Marcaje con Nal'**: El marcaje de Cry1Aa, CrylAby Cry1Ac se llevd a cabo
mediante cloramina T, con la técnica descrita por Van Rie y col., (1989). A 5 ul
de Na I'®* (0.6 mCi) se le aniadia en el siguiente orden de reaccion: Cloramina T,
5 mg/ml; proteina Cry, 12 pg, después de 30 segundos, se adiciond metabisulfito
sodico 23 mM vy NaCl 1M, ambos en una proporcion del 25 % del volumen final.
Una vez terminada |a reagcion, la mezcla se separd en una columna de 1.7 X 18

cm empacada y equilibrada con poliacrilamida (Biogel P-30} y se eluyd con
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tampon de marcaje (Tris-HCI, 20 mM; NaCl, 150 mM,; pH 8.6 y 0.1% BSA). Las
fracciones recolectadas se midieron en un contador gamma (Compugamma-
1282, LKB). Se realizé una electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al
10%, con las muestras que presentaron mayor cantidad de emision, para ello se
ajustd cada muestra a 20 000 cpm, el gel se secé y se dejo on exposicion ¢con
una placa fotografica X-Omat S Film (XS 5) por 4 h. Las fracciones elegidas se

mezclaron y $& mantuvieron a 4°C en recipientes de plomo.

Determinacion de la actividad especifica de I'*-CrylAc: La actividad
especifica se determind mediante [a técnica de ELISA (Valler y Col., 1976). Se
recubrieron las placas de ensayo con un anticuerpo policlonal ¢contra las toxinas
Cry1, diluido en tampdn PBS, con sacarosa 6% y polietilenglical 1% y se incubd
a 4°C por 48 h. Posteriormente se adiciond la toxina Cry en PBS-BSA1% en una
serie de diluciones desde 50 a 0.39 ng e incubd 1 h. Agregamas el anticuerpg
monocional 4D-6 en PBS-BSA 1%, sequido de un Anti-lgG-ratdén acoplado con
fostatasa alcalina, se uso PBS- Tween 80, 0.1% c¢omo tampdn de lavado. La
reaccion se revelo con p-nitrofenilfosfato en dietanolamina 10%, MgCl; 0.1%. La

densidad dptica (absorbancia) fue medida a 405 nm.

Poblacion deTrichoplusia ni : Procedencia de la colonia: muestras de los
insectos en estadio de pupa fueron enviados de la Facultad de Ciencias

Biologicas, Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, Mexico.

Mantenimiento en el laboratorio: La pablacion se mantuvg en una camara a 25°C
y 80% de humedad relativa, con un fotoperiodo de 16 horas luz/ 8 oscuridad, en
estas condicianes la colonia de insectos cumplid ciclos completos (huevecillo-
adultg) cada 25- 27 dias. La dieta utilizada para su manutencion se describe en

el Apéndice A.
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Ensayos de toxicidad: Los ensayos de toxicidad se realizaron con larvas
neonatas de T. ni, para ello se prepararon cinco diluciones de cada una de las
proteinas Cry a evaluar, en PBS-BSA 0.1%. Alicuotas de 50 pl de cada dilucion
se aplicaron sobre la dieta artificial que previamente se depositd en placas de 24
pocillos circulares (2 cm® de superficie) y se dejo secar. Posteriormente se
depositd una larva neonata por pocillo y al cabo de 5 dias se determiné el
parcentaje de mortalidad, vy 1a LC,, s¢ determind por analisis probit mediants el
programa POLQ-PC (Russell y col,, 1977). Para cada dilucién se realizaron tres

repeticiones con 12 larvas, e igual numera de experimentos se realizaron con
FBS-BSA 0.1% como control.

Diseccion de intestinos: Los intestinos se abtuvieron a partir de larvas del
quinta estadio, las cuales fueron puestas en hielo hasta que permanecieron
inmdviles, mediante unas pinzas de diseccion de jald un extremo de la larva,
hasta sacar el intestino completo y se depositd inmediatamente en tampon MET
frio (Manritol 0.3M, EGTA SmM, Tris 17 mM pH 7.5). Se desecharon ambos
extremos del intestino y al fragmentao restante, se corto transversaimente
retirando completamente el alimento. Los intestinos medios fueron congelados

en nitrdgeno liquido, y posteriormente se almacenaron a —80°C,

Preparacion de vesiculas a partir de intestinos: Los intestinos almacenados
en congelacion se mezclaran con Tampdn MET y se homogenizaron por 5 min,
mantenidos en hiela. Posteriormente, afadimas un volumen de MgCl, 24 mM y
se incubd durante 15 min en hielo, se centrifugd a 1600 Xg por 15 min y se
desechd el precipitado. El sobrenadante fue centrifugado a 20 000 Xg durante
30 min/ 4°C, el precipitado obtenido se resuspendio en 0.5 vol con MET y se
realizaron dos centrifigaciones identicas a las anteriores, el precipitada final se
resuspendio en MET diluido al 50% en agua, y se reparti¢ en alicuotas que se
mantuvieron a —80°C. La concentracion de las proteinas de vesiculas obtenidas,

se calculd mediante el método de Bradiord, utilizando una serie de diluciones de
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concentracion conocida de BSA, y el rendimiento de BBMVs se calculd a partir
de los mg obtenidos / g de intestinos.

Ensayos de unian proteinas Cry- Receptor: 50 mg de proteinas de vesiculas
se separaron en geles de poliacrilamida al 10%, en condiciones
desnaturalizantes, éstos fueron transferidos a filtros de nitrocelulosa, y se
incubaron en TB8S (NaCl, 150 mM; Tris-HCIl 10 mM, pH 8.0) mas Tween 20,
0.05%, leche, 1%, por 30 min a temperatura ambiente. Los filtros se incubaron
toda la noche con las toxinas Cry activadas a una concentracion de 1.5 mg/mi,
se lavaron dos veces por 5 min con TBS, Tween 0.2% e incubados con un
anticuerpo policlonal por 1h, se repitid el proceso de lavada e incubd con un
anticuerpo Anti IgG-Conejo conjugado con fosfatasa alcalina por 1 h, la reaccion
se visualizd mediante la incubacion con solucién cromaogénica (Tris-HCI, 100
mM; NaCl, 100 mM; MgCl,, 50 mM; NBT, 10 mg; BCIP 5§ mg).

Union de Proteinas Cry biotiniladas-Receptor (ECL): Las proteinas de
vesiculas almacenadas a -B0°C se descongelaron inmediatamente antes de
usarse y se centrifugaron a 13 000 Xg a 4°C, el precipitado se resuspendié en el
volumen necesario de PBS-BSA 0.1%, para llevar a una concentracién final de 1
mg/ml. Los componentes de la reaccion se adicionaron en ¢l siguiente orden:
tampon PBS-BSA 0.1%, proteina Cry biotinilada (10 ng) y proteinas de vesiculas
(10ug), para la realizacion de competencias se anadio un exceso de toxina no
marcada (500 ng), el volumen de la mezcla de reaccidén fue de 100 pl y se incubo
por 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente la mezcla se centrifugd a
3000 Xg, y se lavd con 500 pl de PBS-BSA 0.1%.

El precipitado se resuspendid en 20 pl de mezcla de lisis (Tris-HCI, 100
mM pH 6.8; SDS, 4.0%; gliceral, 20%; DTT, 100 mM; azul bromofenol 0.01%), y
se hirvié durante 5 min. Estas muestras se separaron mediante electroforesis en

geles de poliacrilamida al 10% y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa,
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las cuales se incubaron toda la noche en 100 mM acido malico, 150 mM NacCl,
1% blocking reagent (Boehringer). Se lavaran con TBS (20 mM, Tris-HCI; 137
mM NaCl, pH 7.5) canteniendo 0.2% Tween 20 e incubaron durante 45 min con
un conjugada estreptavidin-peroxidasa diluido 1:1000 en TBS-BSA 0.1%. La
membrana fue lavada tres veces por 10 min con TBS, Tween 0.2% y sé adiciond
la solucion de deteccion (luminol} por 1 min, La membrana fue secada y

expuesta por 2 min a pelicula fotografica X-Omat § Film (X 5S).

Unién 1'**-Cry- Receptar (I'“-Cry1Ab y '**-Cry1Ac): Para los ensayos de
union, los componentes de la reaccidn se adicionaron en el siguiente orden:
PBS- BSA 0.1%, '®-Cry y por itimo las vesiculas que fueron descongeladas
inmediatamente antes de su uso, estas fueran centrifugadas a 14 000 Xg y el
tampan se remplazo por PBS-BSA 0.1%. El volumen de reaccian fue de 100 pl y
se incubaron a temperatura ambiente. Para las reacciones de competencia, se
adiciono un exceso de toxina no marcada previamente a la toxina radiactiva y a
las proteinas de las vesiculas. Se realizd una determinacion de la emisidn
radiactiva en el contador gamma antes de completar el tiempo de incubacion y
las reacciones se pasaron por una unidad de filtracion a vacio a traveés de filtros
de fibra de vidrio Whatman GF/F que fuergn previamente incubados en PBS-
BSA 0.5%. La muestra se lava inmediatamente con & ml de PBS-BSA 0.1% fria,
los filtros se depositaron en tubos y se midid la radiactividad. Los datos

obtenidos se analizaron mediante @l programa Ligand (Munson y Rodbard,
1980).

Obtencion de anticuerpos anti-CrylAc y Anti Cry7Aa: Una mezcla de
esporas-cristales de HD-73 (Cry1Ac) y GM-33 (Cry7Aa), se separa mediante
electrotoresis en geles preparativos de poliacrilamida al 10%, el gel se tino con
azul de Coomasie para visualizar la banda correspondiente a las proteina Cry, la
banda fue cortada y se homogensizada manualmente y separada nuevamente

en poliacrilamida bajo las mismas condiciones. Se prepararon alicuotas de
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100 ug y con ellas se inmunizaron conejos de 6 meses de edad. En total se
realizaron 3 inmunizaciones, la primera con adyuvante completo de Freund, y
las dos posteriores con adyuvante incompleto, en un intervalo de 15 dias cada

una. Se retd con una ultima inmunizacidn, y a los siete dias posteriores se
obtuvo 1a sangre del animal.

Se separd el suero total y mediante precipitacion con sultato de amonio
saturado se separaron las y-globulinas. A 2 ml se suerg se adicicnaren 8 ml de
sulfato de amonio y se centrifugda & Q00 rpm, se separo el sobrenadante vy el
precipitado, se trato de igual manera; se resuspendid en 2 ml de agua bidestilada
y se le agregaron 8 ml de sulfato de amonio, se centrifugo nuevamente a 8 000
rpm y el precipitado se resuspendio en PBS 1/2 X. Posteriormente se dializo

contra el mismo buffer y se determind la especificidad de estos antisueros.

Preparacion de muestras para determinacion del extremo Amino-terminal:
50 ug de proteinas de vesiculas fueron separadas en geles de poliacrilamida y
transferidas a membranas de PVDF en condiciones semisecas, en buffer de
transterencia {Glicina, 39 mM; Tris-HCI, 48 mM; SDS, 0,037% y Metanol, 20%) a
0.8 v/ cm?. Se cortd un de los carriles y después de bloquear fue incubada con
Cry1Ac (5 pg/ml). La inmunodeteccion fue realizada como se describid
previamente. Una vez que se visualizd la senal se compard con la membrana de
PVDF y se cortd la banda correspondiente. Estos fragmentos se depasitaron en
tubos y se enviaron a determinar la secuencia de aminoacidos del extremo

amino-terminal con un equipo automatico.

Purificacion parcial por DEA-sepharosa: 1 mg de vesiculas se separd en una
columna empacada y equilibrada de Dea-sepharosa de 12 X 1 cm. Las proteinas
se eluyeron mediante un gradiente diferencial de NaCl (0.5, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4,

0.5, 0.6, 1.0 M). Las fracciones recolectadas se dializaron y se visualizaron en
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geles de poliacrilamida al 10%. De igual forma se separaron vesiculas

solubilizadas en CAPS (1M) , Deoxicolato de sodio (0.46%) y Triton X-100 (1%).

Determinacion de la actividad de aminopeptidasa: A las fracciones separadas
por cromatografia, se les determind actividad de aminopeptidasa utilizando el
sustrato sintético leucine-pnitroaniline en buffer de fosfatos (leucine p-nitoaniline ,
25 mM en Fosfato de sodio 50 mM a pH 7.2). La mezcla de raccién contenia 100
ul de cada fraccion, 900 pl de buffer, 100 ul de sustrato, se incubé 15 min y se

leyd absorbancia a 405 nm.



RESULTADOS

Produccién de proteinas Cry: Se obtuvieron proteinas Cry solubilizadas y
activas de 55-66 kDa, con concentraciones desde 0.1— 1.0 mg/ml. Todas las
proteinas fueron separadas en alicuotas y almacenadas a —-20°C hasta el
momento de su uso. Las proteinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac (PGS), fueron
proporcionadas por Plant Genetic Sytems, previamente solubilizadas y
activadas (Figura 5).
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Figura 5. Electroforesis en poliacrilamida al 10% de las toxinas
Cry. Carril 1. Marcadores de pesc molecular; 2, CrylAa; 3,
Cry1Ab; 4, Cryl1Ac; 5, HD-73; 6, Cry1Aa; 7, Cry 1Ab; 8, CrylAc;
9, Cry1B; 10, Cry 1Ca; 11, Cry 1Da; 12, Cry 1Ea; 13, Cry 1Fa; 14,
CrytlJay 15, Cry2A. Carriles 2, 3, 4, (PGS); 5-13 (EG).

Purificacién por FPLC: La purificacion de las proteinas CrytAa, Cry1Ab y
Cry1Ac se realiz6 por cromatografia de intercambio anidnico, mediante el
sistema FPLC. Las fracciones eluidas entre 25 y 30 min, se analizaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida (Figura 6) y aquellas que visualmente
presentaron mayor contenido de proteina fueron mezcladas y determinada la
concentracién de proteina.
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Figura 6. -Perfil cromatografico de la purificacién de Cry1Aa (A), Cry1Ab (B)
y CrytAc (C), por FPLC y electroforesis de las fracciones eluidas,

visualizadas en poliacrilamida al 10%. Cry 1Aa fracciones 23- 31, Cry 1Ab
fracciones 24- 32 y Cry1Ac fracciones 27-35.
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Bioensayos: Ensayos de toxicidad de las proteinas Cry, fueron realizados con
larvas neonatas de T. ni, en dieta artificial. Los resuitados se analizaron por
andlisis Probit mediante el programa POLO-PC (Apendice A), y para
representarlos se graficaron el log del porcentaje de mortalidad frente a la ddsis
expresada en ng/cm? de dieta. Se representan tres repeticiones de cada

bicensayo, realizados en ciclos diferentes de 7. ni (Figuras 7-9).
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Figura 7.- Curvas de mortalidad obtenidas en los ensayos de toxicidad
hacia T. ni, Cryl1Aa-EG, Cry1Aa-PGS; CrylAb-EG y Cry1Ab-PGS.
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Figura 8. Curvas de Mortalidad obtenidas en los ensayos de toxicidad
hacia T. ni. Cry1Ac¢-EG; CrylAc¢-PGS; CrylAc-HD-73.

Un total de 36 a 48 larvas neonatas, se usargn en los experimentos
de toxicidad, el probit del porcentaje de mortalidad representado en las
figuras 7, 8 y 9@ muestra que no hay una diferencia considerable entre el

numero de repeticiones.
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Figura 9. Curvas de mortalidad obtenidas en los ensayos de toxicidad
hacia T. ni. Cry1Ca; CryiFa;Cry2A.

37



33

Los valares de LC,, mostraron grandes diferencias en la susceptibilidad de
7. ni hacia las diferentes toxinas evaluadas (Tabla 5). Las toxinas Cry1Ab,
CrylAc (independientemente de la fuents), Cry1C y Cry1J resultaron altamente
téxicas, con valores de LC;, menores a 100 ng/ cm?®. Cry 1F resulid
moderadamente toxica con LC,, de 248.8 ng/cm® y las toxinas restantes no
mostraron toxicidad, aun a concentraciones mayores de 2 500 ng/cm? (Cry 1B,
1Da y 1Ea). De las toxinas Cry1Aa, la obtenida a partir de la cepa de Ecogen
resultdé ser na téxica para T.ni. Para asegurar la calidad de esta toxina, se
realizaron bioensayos con larvas del tercer estadio de P. xylosteila y se calculd
una LG, de 2,8 ng/ml, que es 10 normalmente encontrado para este insecto. De

esta manera, se demostrd que la toxina era activa.

Tabla 5.- Toxicidad de las proteinas Cry activadas en larvas
neonatas de Trichoplusia ni.

TOXINA LCqx Flgs PENDIENTE
CrylAa (EG) 8145.6 4719 - 25 851 1.8
Cry1Aa (PGS) 420.4 310.2 -503.4 3.3
Cry1Ab (EG) J.4 23-40 1.9
Cry1Ab (PGS) 44 19-8.3 1.2
CrylAc (EG) 1.1 0.7-17 1.7
Cry1Ac (PGS) 4.1 24-66 16
Cry1Ac (HD-73) 7.5 39 157 1.1
Cry1B (EG) >6,200

Cry1Ca (EQ) 12.2 50-205 1.7
Cry1Da (EG) >2,500

Cry1Ea (EG) >6,200

CryiFa (EG) 248.8 117 - 463.5 3.24
Cry1J (EG) 87.4 37.8 -189.0 0.9
Cry2A 34.2 22,0-51.8 1.4

FL limites de conflanza al 95%.

Marcaje con Nal'®® y determinacién de la actividad especitica para |'%-
Cry1Ac: El marcaje de las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cryl1Ac, se realizo por el

método de Cloramina T y la toxina unida al I'*® se purificé por exclusion
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molecular. Las fracciones con mayor radioactividad fueron alicuotadas y
almacenadas. Con estas muestras se realizaron todos los experimentos de
saturacion de vesiculas y competencias homélogas y heterdlogas. En la figura
10, se muestra la emision obtenida en de las fracciones colectadas de CrylAay
la visualisacion de las mismas, por exposicion y revelado a una pelicula
fotografica. se observa que no hay deradacion aparente de las proteinas,
patrones similares se obtuvieron al marcar Cry1Ab y Cry1Ac, las cuales se

chservan en el panei C,
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Figura 10.- Autorradiografia de las toxinas marcadas: (A), curva de
radiactividad de las fracciones eluidas de CrylAa; (B), fracciones 32 -
37 de Cry1Aa; (C) ,1, CrylAa; 2,CrylAby 3, CrylAc.

Determinacion de la actividad especifica para I'*-CrylAc: La concentracion
de I'Cry1Ag, fue determinada por ensayos tipo ELISA a partir de una solugion
patron que emitia §, 200 cpm/ul. A partir de la toxina sin marca, se calculd la

concentracidn de toxina radiactiva que retuvo la marca. Las concentraciones de
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la curva estandar y los calculos realizados para determinar la actividad

especifica se detallan en la Tabla 8. La actividad especifica encantrada fue de
2.2 mGCi/ mg.

Tabla 6.- Absorbancia de la curva patrén de CrylAc y I'® CrylAc
determinados por ELISA y actividad especifica de la toxina marcada.

CryltAc A As promediode c¢pm mCi/mg

ng/pl *#Cry1Ac  Dilucion  la dilucion

50.0 Q.42 0.46 659 1042 4990 22
250 0.40 0.35 676

125 0.40 .29 1342

6.2 0.31 0.33 1491

3.1 0.30 3443

1.5 0.24

0.7 0.23

0.3 022

A"= absorbancia

Ensayos de union proteina '*ICry- Receptor: Se determind la concentracion
optima de 1'*-Cry1 y vesiculas, mediante ensayos de desplazamiento, para esto
se mantuvo fija la cantidad de proteinas de vesiculas (15 ug), y se vari¢ la
cantidad total de radiactividad ariadida de 1'*-Cry1 desde 2,500 a 45,000 cpm.
Los resultades mostraron una gama de union lineal, por lo que se decidio realizar

los ensayos con 30,000 cpm para Cry1Ab y 10,000 cpm para CrylAc (Figura 11).

Determinacion de la concentracion optima de proteinas de vesiculas: se
determind mediante experimentos de saturacion de vesiculas, para las toxinas
I'**-Cry1Aa, 1'*-Cry1Ab, y I'*-Cry1Ac. Se variaron las concentraciones de
prateinas de vesiculas desde Q.25 a 30 pg/ml y se mantuvo constante la

cantidad de 1'*°-Cry1 previamente determinada.

Para I'*-Cry1Aa se obtuvo un porcentaje de unidn total casi del 5%, sin

embargo el porcentaje de unidn especifica no pudo determinarse, como para
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poder realizar posteriormente experimentos de competencia. Para |'*-CrylAbel
porcentaje de union maximo fue del 7.5% y el de unién inespecifica de 0.8%, y
para |'*-Cry1Ac se encontrd un porcentaje maximo de unién de 8.0% y 2.5% de
unidén inespecifica. Basado en estos experimentos se decidio realizar los
ensayas de unidén con 10 nug y 7.5 pg de vesiculas para CrylAb y CrylAc

respectivamente (Figura 12).
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Figura 11.- Determinacidn de la concentracion dptima de I'**-Cry1Ac para

los ensayos de union toxina-receptor.

Competencias Homologas: Ensayos de competencia se realizaron para

|125

evaluar la union a un nivel cuantitativo, entre I'*-Cry1Ab y un exceso de

|‘|25

competidor Cry1Ab sin marca, lo mismo para I'*-Cry1Ac y su homadlogo sin
marca (Fig. 13). Los resultados muestran claramente un desplazamiento por Ia
toxina homologa fria, I'“Cry1Ab es desplazada por su homdloga a concentracion
de 0.1nM y a 10 nM alcanza un maximo de desplazamiento del 74%. Para
I"*Cry1Ac, el desplazamiento se inicia a una congentracion de competidor de 0.5

nM y el maximo se alcanza a 10 nM, alcanzando un desplazamieno del 60 %.



42

100
44}
A <
2
o 7.5
<
q .
-  5.0-
| =4
E »
= -
D 254 .
=
0-0 v 1 r T v ] ¥ | r 1 v
0000 0025 0050 0075 0.100 0.125 9.1S0
100
=
B E" 7.5
Q
% 504
=
!
|t ]
£ 25
&
O.U x 1 L T T ] L | T T v
0000 0025 0.050 0.075 0100 0.125 0.150
100
Q -
C o
> 75
Q
o
- 50-
| el
o
=
o 254
=
00 —
0.000 0.025 0.050 0.075 0.100 0.125 0©.150
BBMV (mg/m)

Figura 12.- Unidn de las toxinas I'*Cry1Aa (A); I'*-Cry1Ab(B); y I'**-
CrylAc (C), como funcion de |la concentracion de vesiculas de
intestino medio de T. ni . (®) Unidn especifica, (O) Unidn inespecitica.
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Figura 13.- Competencias homélogas entre I'**Cry1Ab-Cry1Ab y
1'*Cry1Ac- CrylAc,

Con los resultados de los experimentos de competencias homdlogas, se
calculd la constante de afinidad (kd) y la concentracién de los sitios de unidn (Rt)

para las interacciones toxina-membrana. Para esto se utilizd e! programa
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LIGAND. Las constantes de disociacién y el niumero de sitios de unidn
calculados para ambas toxinas resultd muy similar, Kdde 1.9y 1.2; Rt de 0.59 y

0.54 para Cry1Ab y Cry1Ac, respectivamente (Tabla 7).

Tabla 7.- Constante de disociacian y concentracian de sitios de
unidon para las toxinas Cry1Ab y CrylAc con proteinas de
vesiculas de T. ni.

Toxina Kd Rt RU/Kd
s —

Cry1Ab 1.9 (0.35) 0.59 (0.7) 0.31

CrylAc 1.2 {0.60) 0.54 (1.7) 0.45

Kd (nM}; Rt { mol/mg)

Competencias Heterdlogas: Los experimentos de competencias heterdlogas
para las toxinas 1'**-Cry1Ab y I'**Cry1Ac con las toxinas Cry 1Aa, Cry1Ab,
Cry1Ac y Cry1Fa, indican que hay un evidente desplazamiento de las toxinas
marcadas por CrylAb y CrylAg, por 1o que comparten los mismos sitios de
unidn, en cambio no hay desplazamiento por Cry1Aa o Cry1Fa (Fig. 14).

Estos resultados indican que Cry1Ab y Cry1Ac compiten por el mismo sitio de
unidn, mientras CrylAa y 1Fa, ambas presentan un sitio distinto, aunque
Cry1Fa, aparentemente tiene una baja afinidad por €l sitio de 1Ab, ya que a
concentraciones mayores de 100 nm, esta puede llegar a ser desplazada. Con

estos datos se propone un modelo de unign donde:

CrylAa CryiAb  CrylAc CryiFa

bl
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Figura 14.- Unién de I'*Cry1Ab y I'**Cry1Ac a vesiculas de T.
ni como una funcion de la concentracion de competidor sin
marca. (@) Cryl1Aa; (A) CrylAb; (®) CrylAc; (W)Cry1Fa.
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~ Deteccion de proteinas de T. ni con capacidad de unir a Cry1Aa, Cry1Aby
Cryi1Ac: La inmunodeteccion de las toxinas unidas a las proteinas de vesiculas
se detectdé mediante la incubacién con un anticuerpo policlonal, seguido de un
segundo anticuerpo acoplado con fosfatasa alcalina. Los resultados mostraron,
que las todas las toxinas de la subclase Cry1A (HD-73, PGS y EG) reconocieron
a una proteina de un peso molecular de 106 kDa (Fig. 15). No se detectd unién
inespecifica por el anticuerpo AntiCry, ni por el conjugado con fosfatasa. Cabe
resaltar que para Cry1Ac (HD-73), se observa una union a otras proteinas de

menar talla molecular.

1L 23" 9 6 T 1 2'3 &% 47

Figura 15.- Inmunodeteccién de proteinas de T. ni con Cry 1Aa, Cry1Ab
y Cry1Ac. (A), Electroforesis de las vesiculas. Carril 1, marcadores de
peso molecular; 2 y 3 proteinas de vesiculas. (B), Inmunodeteccién con
Cry1Aa carriles (1, 2), Cry1Ab (3, 4), CrylAc (5, 6), cepas de EG; sin
toxina(7). (C), Inmunodeteccién con Cry1Aa (1), Cry1Ab (2, 3), CrylAc
(4, 5) cepas de PGS, Cry1Ac HD-73 (6, 7).

Preparacion de proteinas receptoras para determinar la secuencia del

extremo N-terminal: Las preparaciones de vesiculas que se usaron para
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identificar las proteinas receptoras que unen a las proteinas Cry, fueron
transferidas a filtros de PVDF, cortadas y enviadas para determinar la secuencia
N-terminal (Fig. 16). La inmunodeteccién (panel B) permitié seleccionar los
fragmentos corresponientes al las proteinas que unen a Cry1Ac, sin embargo al
procesar estas muesiras en el secuenciador automatico, no se obtuvieron
resultados positivos, por lo tanto no fue posible comparar esta proteina por su

secuencia terminal con otros receptores.

Obtencion de anticuerpos AntiCry: El suero total de los animales inmunizados
se precipitd con sulfato de amonio saturado, las muestras obtenidas en cada
paso de la purificacion se analizaron mediante electroforesis en poliacrilamida
(Fig. 17). Los antisueros precipitados se dializaron y realizaron diluciones para
determinar la concentracion 6ptima a usar. La dilucion adecuada fue de 1:20,000
para AntiCry1Ac y 1:60,000 para AntiCry7A.

[A T o w0 —
-l N on g -1n
f
]

Figura 16.- Preparacion de proteinas para determinar la secuencia
del extremo N-terminal. (A) Filtro de PVDF tefiido con azil de
Coomasie; 1, marcadores; 2, 3, vesiculas. (B), Inmunodeteccion.



Figura 17.- Purificacion de AntiCry1Ac. Carril 1, albumina de suero bovino;
2, suero completo; 3, 1°. precipitacién; 4, sobrenadante; 5, 2°.
precipitacion; 6, sobrenadante; 7, antiCry1Ac

Competencias de proteinas Cry biotiniladas-Receptor (ECL). Los ensayos se
realizaron incubando vesiculas y toxinas marcadas, para esto previamente se
determiné la concentracién de vesiculas (20 pg) y el tiempo (1h), son Aas
condiciones optimas. Los resultados mostraron claramente la union especifica
entre toxina-proteinas de vesiculas, y en las al competir con su homodlogo se
aprecia un desplazamiento, indicando que la toxina sin marca en exceso compite

facilmente por el receptor (Fig. 18).

Figura 18.- Competencias Homdélogas: 1, *Cry1Aa; 2,"Cry1Aa-vesiculas,
3,"Cryl1Aa-1Aa; 4,"Cry1Ab; 5, *Cry1Aab-vesiculas, 6, *Cry1Ab-Ab; 7,
vesiculas; 8, *Cry1Ac; 9, *Cry1Ac-vesiculas; 10, *Cry1Ac-Ac.
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De la misma manera, se realizaron competencias heterélogas entre estas
toxinas, a una concentracion unica de exceso del competidor, la separacion de

proteinas y el revelado se procedié de manera idéntica que en las competencias
homologas (Fig. 19).

A B C D

123456 123456 123456 123456

Figura 19.- Competencias heterélogas: (A): *Cry1Aa; (B): *Cry1Ab; (C):
*CrylAc; (D): *Cry1Fa (1) . Competidor sin marca en exceso: 2, 1Aa;
3,1ADb; 4, 1Ac; 5,1Fa.

Purificacién parcial de las proteinas de vesiculas mediante cromatografia
de intercambio aniénico: proteinas de vesiculas separadas por de DEA-
sepharosa 6L, se dializaron y se visualizaron en geles de poliacrilamida al 10%
(Figura 20 A). De igual forma, se transfirieron a nitrocelulosa, e incubaron con
Cry1Ac. La union de la toxina fue visualizada mediante una inmunodeteccion. En
las fracciones 3, 5 y 7 se detectaron proteinas de variada talla molecular que se
unieron a la toxina, en el resto de las fracciones no se observa una unién
aparente de la toxina a las proteinas del intestino. (Figura 20 B).

Se realizdé el mismo procedimiento de separacion con las vesiculas solubulizadas

con los CAPS, Deoxicolato y Triton, apesar de presentar los mismos patrones de
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proteinas, mediante las inmunodetecciones realizadas estas proteinas no no son

capaces de unirse a la toxina Cry1Ac.

Determinacién de la actividad de aminopeptidasa terminal N (APN): Las
fracciones eluidas de las proteinas solubilizadas, fueron sometidas a ensayos
de actividad de aminopeptidasa. Los resultados mostrados en la figura 21,
senalan las fracciones que presentaron actividad de alta actividad de APN,
encontrandose valors de 0.59 a 3.25 nM por mg de proteina total.

A 1 2345818 900

Figura 20.- Electroforésis de las fracciones separadas
por DEAE-sepharosa. (A) Eluidas con un gradiente de
NaCl 1, 0.1, 0.1; 2, 015; 3,0.2; 4,0.3; 5. 0.4; 6, 0.5; 7, 0.6; 8,
0.7; 9, 0.8; 10. 1.0. (B) Inmunodetecciéon de Cry1Ac que se
une a estas fracciones.
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Figura 21.- Determinacion de la actividad de Aminopeptidasa en las
fracciones eludidas por cromatorgrafia de intercambio anionico.
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DISCUSION

Diversos praductos comerciales de Bth, formulados a base de una mezcla
de esporas-cristales, se utilizan desde hace varias décadas como insecticidas
bioldgicos. Los cristales, salvo algunas excepciones, estan compuesto por varios
tipos de proteinas Cry, donde cada una tiene diterente especificidad o espectro
insecticida. Un ejemplo s la cepa HD-1 (Dipel), los cristales de esta cepa estan
constituidos por 5 proteinas Cry: 1Aa, 1Ab, 1Ac, 2A y 2B (Ellar, 997), lo que la hace
eficiente para controlar un gran numero de lepidopteros; sin embargo, algunos
insectos no son sensibles a estas toxinas, tal es el caso de los miembros del
género Spodoptera que son sensible a Cry1C. Precisamente este alto grado de
especificidad, determina la importancia de conocer exactamente que tipo de
proteinas Cry son las adecuadas para controlar cada insecto.

En el caso de T. mi, el grado de susceptibilidad a las proteinas de la clase
Cryl presentd una amplia gama de toxicidad. Un resultado ingsperado fue
encontrar que la susceplibilidad hacia Cryl1Aa podria depender de la procedencia
de la proteina. De esta manera, la toxina de Ecogen (EG) resultd ser 20 veces
mengs toxica que la procedente de Plant Genetic Systems (PGS) (LC,,= B145 y
420 ng/cm? para EG y PGS, respectivamente). Sin embargo, ambas toxinas
pueden considerarse como no toxicas (Tabla 5). Este resultado fue sorprendente
ya que reportes previos habian demastrado que, aunque a diferenta nivel, 7. ni es
susceptible a esta toxina (Estada y Ferré, 1994; Hdifte y Whiteley, 1989; Van
Frankenhuysen, 1993). En un principio se sospechd gue la variacion en toxicidad
podria deberse a la procedencia y tratamientos proteoliticos, por tal razdn se
realizaron bicensayos contra P. xylostelia. El resultado demostrd que Cry1Ac-EG
presentd una LC,, de 2.8 pg/ml, lo que indica que |a toxina fue procesada de forma

eficiente.
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Al comparar la toxicidad de CrylAa con Cry1Ab y 1Ac, para las que no se
gncontraron diferencias independientemente del origen de la toxina, se observd
que 1Ab y 1A¢ fueron 380 veces mas tdxicas. Estos valores de toxicidad difieren
con |os reportados anteriormente por Estada y Ferré (1994), quienes encontraron
LC,, de 570, 480 y 320 ng/cm? para Cry1Aa, Cry1Ab y CrylAc, respectivamente.
La notable diferancia de sensibilidad para la subcase CrylA en T. ni, no es del
fodo novedosa, ya que para Cry1Ac se ha reportado que es 1.7 (Estada y Ferre.
1994); 22.6 (Wu y Aranson. 1992); y 55 (Moar et al,, 1990) veces mas toxica que

1Aa; sin embargo, en este estudio se encontro que es 382 veces mas potente.

En otros insectos como H. virescens estos patrones de toxicidad han
mostrando diferencias en la toxicidad entre la subclase Cry 1A. Se han publicadg
valores de LC, para Cry1Ac de 29, 56, 48 y 2 000 veces mas toxica que CrylAa.
Sin embargo en M, sexta y otrgs insectos estas toxinas presentan exactos niveles

de toxicidad (Von Terch et al, 1991; Wu y Aronson, 1991; Schnepf y Withely, 1990;
Lee y dean, 1995),

Las diterencias en la sensibilidad de los insectos hacia las proteinas Cry,

pueden ser debidos, en gran parte a tres aspectos involucrados en la evaluacion
de la toxicidad:

a) Condiciones en las que se realiza el bigcensayo (incorporaciin de la taxina en la
dieta, extension en superficie; tiempo de incubacian).

b) Fuente de las toxinas (diferentes toxinas se expresan en cepas recombinantes
de E. coli o en B).

¢) La colonia del insecto (origen geografico, distribucion y migracion).

Este ditima podria ser el factor més importante en la determinacion de la
sensibilidad de un insecto hacia diferentes toxinas Cry, sin embargo todos los
factores involucrados en la patogenicidad hacia las larvas deben ser
considerados. Una vez que las toxinas han sido activadas en el intestino de |a
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larva, éstan pueden sufrir protedlisis posteriares o precipitacion en el intestino.
Esto se ha vista en lus lepiddpteros Charisteneura fumiferanay L. dispar donde se
encontré que el jugo intestinal formaba un compleje proteicc que causaba
precipitacion selectiva para toxinas de la clase Cry1A (Peyronet ot al, 1997, Milne
y Kaplan. 1993). Es posible que un evento similar ocurra en T. ni y que esto sea el

molivo por el cual se observd la diferencia tan grande en la susceptibilidad hacia
la subclase CrylA.

La toxicidad encontrada de la subclase Cry1A hacia T. i, se correlaciona
claramente con (05 ensayos de unidn usando vesiculas marcadas
radioactivamente, donde se encontrd que CrylAa, que es no toXica, no se une de
manera saturable a las proteinas de vesiculas, en cambio Cry1Ab y Cry1Ac¢, que
resultaron altamente toxicas presentan una unidn altamente especifica, con
valcres de Kd y Rt muy similares entre ambas. Estos valores concugrdan con los

publicados anterioremente por Estada y Ferré, no obstante presentar valores de
toxicidad mucho menores.

Con estos ensayos de union y competencia, se puede estabiecer un
modelo de union en lfos receptores de T. ni, donde CrylAb y CrylAc comparten
el mismo sitio de union, Cry 1Aay Cry1Fa, presentan un sitio independiente de
unidn, aunque con menos afinidad Cry1Fa comparnte el sitio de CrytAh. La unidn
al misma receptor en esle tipo de ensayos de competencia, se ha visto en otros
insectos, en M. sexta, Chilo supressalis y Sciropophaga incertulas se ha
demostrado que la subcase CrylA (Aa, Ab y Ac) comparten el mismo sitio de
union {Lee y Dean 1996). En P.xylostelia CrylAc y Cry1F comparten el mismo
sitic de union {Granero et al, 1996), en H. virescens CrylAa, CrylAb y CrylAc
comparte un mismo receptor, Cry1Ab y Cry1Ac compiten por un segunda sitic de
union y Cry1Ac(Oddou et al.,, 1993), tiene un receptor adicional a los anteriores,
osta complejidad no es exclusiva de estos insectos y con estas toxinas, hasta el

momento no es posible establecer un un patrén coman de unidn para las toxinas
de la subclase 1A,
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Por otro lado, en los ensayos de union en fase sdlida encontramos que las
toxinas CryAa, Cry1Ab y CrylAc se unen a la misma proteina de c¢. a. 106 kDa.
La union de Cry1Aag, a la misma proteina que Cry1Ab y CrylAc, a pesar de las
diferencias en toxicidad entre estas proteinas, podria explicarse por una baja
afinidad de la toxina por el receptor o deficiencias en los mecanismeos de
insersion. Ya que puede unirse en ensayos de fase sélida, pero requiere de altos
valores de LC,, para llegar a ser toxica. Esta aparente discrepancia en la unién en
fase sdlida de las tres toxinas al mismo receptor, con (0§ resultados de
competencias, ha sido reportada anteriormente para H. virescens, donde
comparten el mismo receptor en ensayos de competencia (Van Rie et al 1989,
Van Rie et af .,1898, Hofmann et al.,, 1988), pero se unen a receptores de diferente
talla molecular, Cry1Aa y Cry1Ab se unen a una proteina de 170 kDa y Cry1Ac a
otras de 140y 120 kDa (Oddou et al, 1991). Otro caso silmilar es M sexta, se ha
visto que a pesar de que la subclalse 1A compite por el mismo receptor, se unen a

proteinas de 210 ( Cry1Ab) y 120 (Cry1Ac) (Van Rie et al., 1989; Oddou et al,,1993;
Lee y Dean, 1996).

Mediante otras técnicas, como resonancia de superficie usando receptores
purificados (Masson et al., 1995), se han encontrade resultados muy similares, que
correlacionan ceon las competencias heterodlogas, por ello el uso de una sola

tecnica para examinar los sitios de unidn no es suficiente para concluir un modelo
de union.

Considerando el alto grado de identidad y homologia entre las toxinas
Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac (Crickmore et al., 1998), se pondria suponer que actuan
a traves de un receptor comun y tendrian un modo de accién idéntica. Sin
embargo, se ha demostrado que el dominio W de CrylAc podria ser el

responsable para determinar la especilicidad en M.sexta, pero ng en CrylAa y
Cry1Ab (Keeton et al.,, 1997).
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CONCLUSIONES

1.- La susceptibilidad de 7. ni hacia las toxinas de la ciase 1 es muy variable y
puede depender de la procedencia de la toxina.

2.- Las toxinas Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ca, Cry2A son altamente téxicas; CrytlFa
y Cry1J son moderadamente tdxicas, mientras que CrylAa, Cry1B, Cry1Da
y Cry1Ea son atoxicas.

3.- La unidn a VIM y toxicidad correlacionan para la subclase CrylA. CrylAa
no es toxica ni se une de manera saturable, mientras que CrylAb y CrylAc
si 10 hacen.

4.- Cry1Aby Cry1Ac companrten el mismo receptor. Mientras, Cry1Aa y Cry1Fa
se unen a un receptor distinto.

5.- Las toxinas de la subclase Cry1A (Cry1Aa, CrylAb y Cry1Ac) reconocen
una proteina de ca. 106 kDa.
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APENDICE A

MEDIC CCY PARA ESPORULACION DE Baciflus thuringiensis
Tomado de Stewart et al., 1981
El medio debera ser preparado como sigue;
1.  SOLUCION AMORTIGUADORA BASE

13 mM KH,PO,
26mM K, HPO,

2. Alasolucidn amrtiguadora base se le afiaden 120 ml por litro de la siguiente
solucion nutritiva base:

L-Glutamina 200 mg
Hidrolizado acxdo oxoide de caseina 10 gm
Casitona 10gm
Extracto de levadura 4 gm
Glicerol 6% peso/peso
Agua destilada aforar a 100 ml

Esterilice por AUTOCLAVE

3. Inmediatamente antes de uso, al medio se le afiade 1 ml por litro de la
siguiente solucion de sales:

1 litrc de la salucion de sales contiene:

ZnCl, 0.05M (6.8 gm)
MgC!,-6H.0 0.5M (101.65 gm)
MnCL-4H_,0 0.01M (1.97 gm)
CaCl,-2H.,0 0.2M {29.4 gm)
MnCl-4H,0 0.05 (13.5 gm)

Una vez preparada la solucion anterior, anadir 1 ml de HCl concentrado por cada
100 ml de solucidn y esterilice por FILTRACION. La solucién debera tener un color
amarillo brillante. Almacene en volumeanes de 100 ml.
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APENDICE B

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA
(SDS-PAGE)

I. Preparacion del gel {(Utilizar camara Mighty Small SE 22245/HOEFER])

Se toman dos placas de vidrio, dos separadores y un peine. Se limpian con
jabdn y luego con etanol (use guantes, evite tocar el material con los dedos). Se
montan y a continuacion se preparar el gel separador 10%". Mezclar la
acrilamida/bisacrilamida, Tris y agua. Desgasear durante aproximadamente 10
minutos. Anadir seguidamente el SDE, persulfato de amonio y 7.5 w de TEMED.
Aqgitar bien. Verter la solucién entre las placas de vidrio con la ayuda de una pipeta
Pasteur, hasta que con el peine puesto quede a nivel de unos 3 cm del fondo de los
pocillos. Anadir por encima isobutanol saturado con agua, aproximadamente 7 mm
de altura, para que la acrilamida no esté en contacto con el aire y pueda polimerizar
(mezclar 1:1 v/v isobutanol y agua, agitar bien, dejar repcsar y usar la fase superior
que cs el isobutano saturado de agua). Poner el peine y dejar polimerizar el gel
aproximadamente 1 hora.

Eliminar el isobutanol por decantacion y enjuagar con agua cuatro vecss.
Preparar el gel concentrader 5%” y verterlo por el centro de las placas de vidrio,

con el peine puesto, hasta rebosar. Dejar polimerizar durante aproximadamente
una hora y media.

Separador Congentrador
H.0 4ml 2.25ml
Tris 3M, pH B8 g.785m 0 -
Tris1M,pHE8 - 0.625mi
SDS 10% 75 ul 50ul
APS 10% 25 16.5ul
Acrilamida 30%+
Bisacrilamida 0.8% 2.5 ml 800 ul
Sacarosa 60% 1.25 ml
Volumen lotal 74 mi Sml

Nota: 1) Despues de desgasear 15 minutos el gel separador y 5 minutos el gel
concentrader se ahaden 7.5 W de TEMED.
2. La sacarosa se filtra con filtros Millipore tipo HV, tamarno de poro 0.45 pm.

3. La mezcla de acrilamida/bisacrilamida, se quarda en nevera y protegida de la
luz.
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Il. Tampdn de muestra; TESADS (Guardar como max. 1 semana)

Tampén TESA (0.1 azul de bromofenol, SmM EDTA, 200mM Tris-HCl pH 6.8 y
sacarosa 1 M). A 900 ul de tampon TESA se afiaden 300 pl de SDS 10% y 18ul de
DTT 0.5 M, de esa manera se abtiene el TESADS.

En 10 ml de Tampdn TESA. 10 mg de azul de bromafenol, 19 mg EDTA, 2 mi Tris-
HCI 1 My 33.4213 g sacarosa.

lIl. Tampon de electroforesis (5X)

Tris 0.25 M pH 8.5
Glicina 1.92 M
SDS 0.5%

Nota: No hace falta ajustar el pH, pues ya sale el requerido

V. Preparacion de muestras.

A la cantidad correspondiente de cada muestra (10 ul) se le afiaden 20 ul de ta pdn
de muestra. En cada Eppendorf se realiza una puncién con una aguja y se
calientan las muestras en bafo de arena durante 10 minutos, con €l fin de liberar

los gases producidos. Es conveniente igualar el vclumen y poner en el gel la misa
cantidad de muestra en cada pocillo.

V. Tincion Coomassie.
Destincion 10% Acido acetico Tincién: Azul Coomassie 0.1%
25% Metanol 50% Metanol

10% Acido acético

El gel se sumerge en la solucidn de tincion durante 40 minutos, en agitacién
constante. A continuacion se decanta la solucidn colorante y se substituye por la
decalorante. El gel se mantiene en esta dltima hasla que se obtenga un fondo mas
0 menos transparente (aprox. Toda la noche en agitacion). La solucién

decolorante se puede reemplazar a conveniencia, a medida que ésta vaya
adquiriendo color.
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APENDICE C

Composicion de |a dieta artificial para T. ni

Ingredientes gl

Harina de soja 71.0
germen de trigo 31.0
acido sadrbico 10.6
acido ascadrbico 4.3

sacarosa 13.0
metil paraben 1.6
agar-agar 14.0
formalina al 10% 4.4
cloruro de colina 1.09
vitaminas 35

eritromicina Q.6

Mezcla de vitaminas:

pantotenato de calcio,12 mg; acido nicotinico, 6 mg; riboflavina, 3
mg;

acido folico, 3 mg; tiamina, 1.5 mg; pirridoxina, 1.5 mg; biotina, 0.12
mg; vitamina B,, 0.12 mg; Agua bidestilada, 1 litro.

Preparacion de la dieta:

Mezclar el agar-agar con el agua y calentar hasta ebullicion, cuando el
agar este completamente disuelto, agregar: harina de soja, gérmen de
trigo, sacarosa, acido sorbico y ascarbico, homagenizar o liquar, hasta
uniformizar la mezcla. Una vez que la mezcia se encuentre
aproximadamente a 60 °C, agregar el resto de los ingredientes y
depaositar en los recipientes correspondientss.



APENDICE D

CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE BRADFORD

72

1. Preparar una soluciéon de BSA a 20 mg/ 100 ml en agua bidestilada, la
concentracidén exacta se determina espectrofotométricamente teniendo en cuenta

E™* (280nm)=6.60

2. Para construir una recta patrdn preparar 6 tubos con las cantidades indicadas

en la tabla:
Tubo # Agua (i) REACTIVO (ui) BSA (ul)
0 800 200 0
1 798 200 2
2 796 200 4
3 794 200 6
4 792 200 8
5 790 200 10

4. Preparar 2 tubas para la muestra problema con cantidades identicas de agua y
rectivo de Bradford a los de la curva patrdn, adicionar & pl y 10 pl, en lugar de

albumina

a

Incubar 5 minutos a temperatura ambiente y leer absarbancia a 550 nm

6. Con los datos de la curva patron graficar absorbancia contra concentracién y

analisar mediante una regresidn lineal

7. Interpolar los datos de absorbancia de la muestra problema y calcular la

concentracién
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APENDICE E

Analisis Probit
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upper 1240.17018

subjects 156 controls 24

hetercgeneity=.80
L310=190.708 1:-

LDS0=420.470
LJ%90=927.049

d=.
mits:

limits:
limits:

slope=3.732+-.761

160
87.940

to 270.708

310.297 to 502.487
758.567 to 15351.615

responses
2.
12,
14d.
9.
4.
12.
10.
6.
4.
1.
11.
ia.
10.
g.

0.95
g7.93962
270.70829
—310,29722
—503.4874%6
758.56698
1351.61508

nat.resg.=.084+-.04¢

resp/sukj

<167
1.004
.B33
.750
-333
1.0400
.833
500
2333
083
.917
.B33
.B33
.667

0,99
53.27675
2%2.01732
2580.82769
528.06297
721.45051
1656.56002



4B ECOGE .0agto
50.00030
15.0Q9000
5.00020
1.50020
. 50000
53.00000
15,00020
5.00000
1.50000
.50000
50.00000
15.00000
5.00000
1.50000
50000
50.000040
15.,00009
5,00000
1.50000
.50000

Effective Doses

LD10 A3 BCOGE

upper
LD50 A3 ECOGE 3.45110 1lower
ugper.
LD9Q AL ECOGE 15.78511 lower
upper

T.NZ

AB ECCGE subjects 241

log(L!=-5%.27

.0035009
1.69:970
1.178091

+69E97Q

, 176091
-.3010Q390
1.69€897¢
1.176091

.69E97¢

176091
-.301030
1.698970
1.176091

698970

.176091
-.301030
1.69897¢
1.176091

.698970

.176091
-.30103¢

limits
, 75451 lower

controls 4@
slope=1.941+-.221
heierogeneity=1.31
LO10=.75E 1imits:
LDS0=3 .4c1 linits:
LD%0=15.785 limits:

g:,082

.335 to 1.239
2,355 ro 4.841
10.295 to 30,127

W
OOl B e

12.

2 -

2,

12.

.95

L33509
.2:887
.35524
.64124
.39319
..2723

nat.resp.=.021+-.0z3

.Q00
1,000
1.000

.250

.167

.083
1.000

.917

. 750

-500

.083
1.000

-833

.750

.500

-083
1.000

-833

.500

.083

-000

0.99
+20925
1.4298%9
1.97219
£.526C8
9.157&5
43.34877



preparation
ABPGS

EEfective Doses

LD1J ABFGS
LD50 ABFGS

LD90 ABPGS

T.NI
ABPGS

log({Li=-108.6

dose log-dose
-goaan .goqana
30.00000 1.4771:21
10.00000 1.04u9000
3.30000 .518914
1.100Q00 .C41393
.37000 -.431798
30.00000 1.477221
10.00009 1.0400000
3.30000 .518514
1.10000 .041393
.37000 -.431798
30.00000 1.477121
10.C0000 +.0070000
3.340000Q .51E514
1.1C0040 .041393
.37000 -.431798

dao=se lim.ts

43327 lower

upger

4.4C041 lower

' upper

44,69128 lower

upper

subjectcs 180
slope=1.273+-.225

heterogensity=1.28

LD13=.433 limics:
LD59U=4.40C limits:
LD90=44.5691 limits;

controls

a=.194

.043 to 1.161
1.933 to E.Z
20.256 to 2

Sulkjects
6.
12
1z,
12.
12,
12.
12,
12.
12,
12.
12,
12.
12,
12,
12.
12.

0.90
.$8193
1.:21087
2.34165
7.3172¢4
22.74196
15586523

38

responses
3.
10.
B,
5.

0.95
-04347
1.160€68
1.93298
8.23119
20.25555
247.72364

resp/subj
.0E3
.B33
.EB7
.417
. 187
167
. 750
.500
.333
.250
L1687
1.0Q4
.917
.833
L3313
.167

.99
LUUds4
1.51383
1.07173
11.02U53
l6.0%441
1261.,11950

nat.resp.=.002+-.042

1
47,724



preparation dose log-dose subjects responses resp/subj
AC PGS .00000 030000 48, 0. -000
30.90500 1.477121 12. 12. 1.000
1G.00G00 1.000000 12, 7. .58
3.30000 .518574 12. 2, 187
1.10C00 .041393 12. 1. 083
.37c00 -.431798 12. 0. .000
30.00C00 1.477121 12. 9, 750
10,00G00 1.003000 12, 7. .5¢3
1.30C00 .518514 12. 2. 187
1.10C00 .041393 11, 1, 082
30.00C00 1.477121 12. 12. 1.000
16.00000 1.000000 12. 11. 917
3.30C00 .518524 12. 7. 593
,37C00 -.431798 12. 0. .00
30.00C00 1.477121 S 12, 12. 1.000
10.00C00 1.000000 12. 11. .917
3,3000¢ .518514 12. 7 .583
1.10200 .041393 12. 6 500
.37000 -.431798 12. 1 .083
Effective Doscs
daze limits Q.90 0.95 0.599
LD10 AC PGS .72397  lower .29321 .2.872 .09179
' upper 1.23805 1.35636 1.61987
LDS0 &C PGS 4.11937 lawer 2.76053 2.49838 1.94465
upper 6.07659 5.67176 8.3876%
LD90 &C PGS 23.43904 lower 13.98107 12.7952¢ 10.75857
upper 55.44251 73.19727 166.31278
T.NT
AC PGS sub’ects Z15 cocntrols 438
log(L1=-Y4.27 slope=_.697--.1%4 nat.resp.-.000+-.0600
heteroyensity=2.32 g=.137
LD10=.724 limits: .2.9 to 1.35%
LDE0=4.119 lim-ts: 2.498 to 6.672
LDS0=23.43% limits: -2.795 to 73.197



preparat i1on dose lac-dose subjects respenses resp/subj
AC ECOGE -000g0 . 000000 36. Q. .000
8.00000 -9032Q90Q 12. 11. .917
2.50000 .287540 12. 4. .333
-8000Q0 -.0%6910 12. 2. .167
.25000 -.602060 12. 1, -J83
8.00000 .923090 12. 11. .317
2.50000 .357940 12. 9. .750
.BUGUY -.0%8910 12. 7. .583
.25000 -.402060 12. 2. L167
2.50000 .387940 12. 11. .€17
.80000 -.095910 12. g, .5C0
.25000 -.602060 12. 2. L1£7
Effective Doses
dose limits C.90 .95 0.99
wDl0 AT ECOGE .18136  lower .04790 .02594 .20169
uDper .34733 .3e860 . 48739
LDS0 AC ECOCE 1.18826 lower .74335 .64357 .40604
upper 1.92424 2.22401 3.63006
LC90 AC ECOCE T.78527 lowar 4.02342 3.59138 2.82747
uppaer 30.23130 56 .58645 9231.87203
T.NI
AC ECOGE subjecks .3¢ controls 3§

log L. =-%8_89%

heterogencity=1.76

LD1C=.181 limits:
LDS0=1.188 Limits:
LD90=7.785 limits:

slope=1.570+-.257

g=.241

.Qe5 to 389
ta z.224

LE44

nat .resp.=.000+-.000

3.291 to 56.58%



preparation
IC
330
111
37
12
330.
111.
37.
12.
330.
1i1.
37
12
4
Efféctive Doses
LD10 IC
LDE0 IC
LD%9 IC
T.NI
IC

log(L)=-77.02

4.

subjects 168
slope=1.72%+-.310

dose

log-dose subJects

00000 . 000000 36.
.00000 2.518514 12.7
- 00000 2.045323 T1Z.
.00000 1.568202 12.
.30000 1.088905 12.
00000 2.518514 12.
00000 2.045323 12,
00000 1.568202 . 12.
30000 1.089905 12.
10000 .612784 12,
00000 2.518514 12.
op0ppQ 2.045323 12.
.00000 1.568202 12.
.50000 1.096910 12.
.10000 .612784 12.
dose limits 0.%0
2.21406 lower 51027
upper 4.6523%
12.20378 lower 6.34884

upper 18.83082

)
67.26€664 lower 42.58097

heterogeneity=1.26

LD10=

2.214

limits:

LD50=12.204 limits:
LD90=67.267 limits:

upper 141.29390D

controls 36

=.193

.290 to 5.254
5.082 to 20.563
35,011 to 183.837

responses

4,

12.

12.

11.

10.

- 12,

11.

6.

6.

4.
12.
12.
10.
6.
3.

0.95
.28980
5.25426
5.0820%
20.56258
39.01136

1B3.8B3669

resp/subj
.167
1.000
1.000
.917
> .833
1.000
T.917
.500
.500
.333

.- 1.000

1.0C0
.B33
.500
.250

0.99
.0372e
6.64290
2.40608
25.04371
32.32654
453.82358

 nat.resp.=.113+-.053



nat.resp.=,000.-.00J

preparation dose log-dose subjerts
ITA 00000 .300000 J&.
1000.000600 3.3200000 12.
350.00000 2.544088 12.
110.00000 2.04139Z 12.
30.00000 1.477121 12.
12.00000 1.079181 12,
4.00000 LEB02080 12.
2200.0C000 3.003000 1z.
350.0C000 2.54406R 1z,
110.0C0C0 2.C41393 1z2.
IN_0CACD 1.477.21 12.
12.0C0C0 1.C75:281 12.
1.0G0CY .C0GO00 12.
1003.000C0 i.conooe 1z.
350.000C0 2.54406E 1z.
1.2.00000 2.041393 12.
32.0006G0 +1.477122 12,
22.00000 1.079182 12.
4._0G000 .602060 2.
Effective Dosegs '
dosa limirs 0.80
D10 TIIA 4.22335 lower 1.656058
© upper 7.67924
Ds0 TIA 34.22200 lower ' 22.0R237
. upper 51.8236GL
D90 LIA 277.30178 lower 160.0C448
e r 543 40394
T.NI
IIA subjects Z.G controls 36
log (Ll=-8BE.66 elope=1.413+-.161
heterngeneity=_.76 g=.103
ID10=4.223 limits: 1.248 to 8.522
LDE0=34.222 Zimits: 19.840 to 56.881
LDS0=277.30

2 limits: 145.164 to B27.518

responses resgp/subj

0. .0on

12. 1.002

9. s 1510

8. L6687

3. - .250

2. 187

1. .083

- 12, 1.C00

12. .- 1.Co0

12. 1.C00

10. LE33

‘3. .Zh0

1. 083

iz. l1.00C

12. 1.00C

7. -5gl

4. .333

3. .250

1. -083
0.95% 0.99
1.243845 .57172
© ¥.52158 10.44735
13.B3398D0 15.29368
5¢.98258 7..05718
145.1e4.8 119.748C5
8§27.57784 16E51.14904



Probit

toxina:; Cry IFa

preparation dose log-dose subjects
IFa .QCo0e .030090 36,
370.00000 2.568202 2.
120.00000 2.079181 12.
40.00000 1.6C2060 12,
370.0004090 2_.568202 12.
120.00000 2.079181 12.
40.00C00 1.602060 12.
13.9Q0000 1.113943 12.
370.000C0 2.568202 12.
120,00000 2.079181 12.
40.00000 1.602060 12.
13.00000 1.113%43 . 12.
Effective Doses
dose limits 0.90
LO1Q IFa J1.15008 lower 2.BE195
upper 67.08052
LD50  IFa 224.53€48 lower 135.99886
) upper 247.12580
LDY0 IFa "161E.S lower 727.94
upper 19505,
T.NI
IFa subjects 132 controls 36

log(L)=-81.0%

hetercgeneity=.87

LDS50=224.%36

slope=1.494+-.495
g=.421

limits:

117.203 ta 463.57%

respanses
2.

0.95

.79735
T3.E6329

117.20267
463.57493

6558.90 -
76071,

resp/subj
.083
.583
-250
<167
.583
.333
.167
.0832
.817
.333
.333
.167

0.99

nat.resp.=,069+-,047
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