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RESUMEN

En este estudio se obtuvo y caracterizé la toxina hibrida mutada CryAAC-R4,3S, la cual contiene dos mutaciones que
incrementan de manera independiente la actividad insecticida de la toxina salvaje formadora de poros Cry1Ac1 de
Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD73. Los dominios | y Il de CryAAC-R423S son de Cry1Ac1, mientras que el dominio
Il es de la toxina Cry1Cal de B. thuringiensis var. aizawai HD133. Ademads, el residuo de arginina en la posicién 423
(Rs23) se ha cambiado por serina. Mediante el uso de herramientas bioinforméticas se obtuvo un modelo para la
estructura 3D de Cryl1Ac] y se predijeron las consecuencias estructurales de la mutacién R423S. El Andlisis del Modo
Normal sobre las variantes salvaje y Rs23S encontré un incremento en la flexibilidad del lazo expuesto B7/p8 del
dominio Il de Cry1Ac1-R4»3S, probablemente como consecuencia de la mutacién. La forma purificada por FPLC de
CryAAC-R423S se obtuvo y utilizé para los andlisis de funcién. El ensayo de oligomerizacién demostré que la mutacién
R423S incrementa la velocidad de formacién de un intermediario pre-poro oligomérico (~240 kDa), el cual es considerado
como un paso importante en la ruta toxica de este tipo de toxinas. En los bioensayos, CryAAC-R,3S fue téxica contra
cinco especies de lepidépteros, que son importantes plagas agricolas en Cuba y en la regién. Como consecuencia, la
nueva toxina pudiera ser incorporada como un nuevo insecticida, ya sea en Bt-aerosoles o Bt-plantas para apoyar las
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prdcticas agricolas actuales de manejo integrado de estas plagas.
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Introduccién

La toxina formadora de poros CrylAcl de Bacillus
thuringiensis var. kurstaki HD-73 es un componente
importante en varias formulaciones bioinsecticidas
(Dipel®, Thuricide®) y en los eventos transgénicos
comerciales BollGard 1° y Bt Xtra® de los cultivos del
algodon (Gossypium hirsutum L.) y maiz (ZeamaysL.),
respectivamente [1, 2]. CrylAcl se ha estudiado
intensamente por su elevada potencia insecticida contra
varias plagas polifagas del orden Lepidoptera. Como
miembro de la familia de proteinas Cry, estd compuesta
por tres dominios estructurales que participan de manera
diferente durante la ruta téxica [3].

El dominio | esté constituido por un grupo de siete
hélices-o. anfipaticas, con la hélice-o cinco en el centro.
La funcidn de este dominio se ha asociado con procesos
de formacion de poros en vesiculas y balsas lipidicas.

El dominio Il consiste en tres laminas-B
antiparalelas dispuestas en una topologia tipica de
llave griega. Este dominio se ha asociado con el
proceso de reconocimiento y de union al receptor en
las microvellosidades del epitelio intestinal, y mas
recientemente, a la formacion de la estructura
oligomérica pre-poro [4].

El dominio 111 consta de dos laminas-B plegadas
con una conformacion de ldminas-f intercaladas, y al
parecer contiene los determinantes de la especificidad
por el insecto “diana”. El intercambio del dominio I11
entre diferentes toxinas Cry ha motivado la
construccion de proteinas quiméricas con un mayor
espectro de accion y actividad insecticida [5-7]. Hasta
la fecha se conocen dos eventos diferentes de
mutaciones que potencian la actividad insecticida de
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Cry1Acl:1) lasustitucion del residuo de arginina 423
por un residuo de serina (R43S) en el dominio 11 [8],
que incrementa la toxicidad de Cry1Acl contra larvas
de Mamestra brassicae; y 2) la sustitucion del
dominio Il por el correspondiente en la proteina
CrylCal de B. thuringiensis var. aizawai HD-133
[6], que resulto en la toxina quimérica CryAAC (1Ac/
1Ac/1Ca) de mayor espectro de accion.

El objetivo del siguiente trabajo fue la obtenciony
analisis funcional de la proteina quimérica CryAAC-
R423S, que contiene ambas mutaciones en su
estructura. Ademas, la mutacion R,sS fue investigada
mediante Analisis del Modo Normal (AMN). La
potencia insecticida de la nueva toxina CryAAC-
R423S contra cinco especies de lepiddpteros que
constituyen plagas agricolas, fue determinada
mediante bioensayos.

Resultados y discusién

Mediante el uso de herramientas bioinformaticas y de
biologia molecular, se disefiaron e introdujeron
mutaciones en la secuencia aminoacidica de CrylAcl
para obtener una nueva toxina con mayor espectro de
accion. La estrategia seguida consistio en: 1) Modelacion
de la estructura 3D de CrylAcl, y AMN de CrylAcl
y lavariante R,;S; Il) Construccion mediante reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) de fragmentos
superpuestos y mutagénesis sitio-especifica del gen que
codifica para la proteina quimérica CryAAC-R.sS; I11)
Expresion recombinante, purificacion mediante FPLC
y andlisis funcional de la nueva proteina quimérica; IV)
Determinacion del espectro de accion y la potencia
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insecticida de CryAAC-R,,;S mediante bioensayos y
analisis Probit.

Andlisis estructural de la toxina Cry1Ac]
y la variante mutada R423S

El alineamiento entre las secuencias aminoacidicas de
las toxinas CrylAal (PDB: 1CIY)y Cry1Acl permitio
construir un modelo para la estructura 3D de esta Gltima,
que correspondi6 con los residuos del 15 al 620 de
CrylAcl (Figura 1A). La alta similitud encontrada
(82%) aporta una alta confiabilidad al modelo 3D. La
comparacion entre la estructura de la toxina CrylAal
obtenida por difraccion de rayos X (DRX) y el modelo
3D de Cry1Acl, indica una correspondencia total con
el modelo general descrito para la familia de las proteinas
Cry: una estructura o+ compuesta por tres dominios
[3]. El residuo de arginina 423 (R.z;) se encuentra en el
lazo $9/B10 del dominio Il y su sustitucion por serina
(S) incrementa la actividad biolégica de Cry1Acl. Segun
nuestro modelo, las interacciones fundamentales de R,
ocurren con los residuos T, Y S, del lazo expuesto
B7/B8 (Figura 1B). La sustitucion R.,S tendria como
consecuencias sobre el lazo B7/38 la pérdida de dos
puentes de hidrégeno y una reduccion en la interaccion
estérica producto de una disminucion del tamafio de la
cadena lateral.

El estudio de dindmica molecular mediante el AMN
permitio predecir la flexibilidad de cada residuo en la
toxina salvaje CrylAcl y la variante mutante
CrylAcl-R43S (Figura 2). Segun esta figura, la
sustitucion RuzsS increment6 considerablemente la
flexibilidad del lazo B7/B8 de la toxina CrylAcl, con
un pico que tiene en su centro al residuo Sso. La
flexibilidad del resto de los residuos no se afecto por la
mutacion R43S. Este resultado aporta novedad a los
resultados finales, ya que por primera vez se utiliza el
AMN para predecir los efectos de una mutacion en
una toxina Cry. La importancia del lazo 37/p8 para la
actividad insecticida de las proteinas Cry no habia
sido informado con anterioridad [9, 10].

Obtencién de la toxina CryAAC-R4,3S
y ensayo de oligomerizacién in vitro

El dominio 111 de las toxinas Cry1 es determinante para
la especificidad, y el intercambio de esta region entre
miembros de la familia influye en el espectro de accion
[5]. Para ampliar el rango de accion de CrylAcl, el
dominio 111 fue sustituido por el dominio correspondiente
en la toxina Cry1Cal mediante una reaccion de PCR

Figura 1. A- Modelo para la estructura 3D de Cry1Ac]
(dominio I: amarillo, dominio II: azul y dominio lll: verde). B-
modelacién del residuo R42; y de sus enlaces fundamentales
en la estructura 3D de CryTAcl.
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Figura 2. Valores de flexibilidad molecular (B) calculados para cada residuo aminoacidico de las toxinas
Cry1Acl y Cry1Ac1-Ry23S. Enla figura se indican los residuos que centran las regiones de mayor
flexibilidad con sus valores de B. También aparecen los lazos b7/b8 y b9/b10 que estén encerrados en

elipses de color rojo y azul, respectivamente.

utilizando fragmentos sobrelapados. La mutacion RS
se introdujo en la toxina hibrida Cry AAC por mutagénesis
sitio-especifica. Se disefiaron los cebadores y se
obtuvieron los correspondientes productos de PCR y
mutagénesis, que fueron clonados en un vector binario
para la expresion en B. thuringiensis var israelensis. La
construccion genética portadora del gen cryAAC-R,:S
fue introducida por electroporacion en la cepa IPS-78/11
de B. thuringiensis. La formacién de un cristal para-
esporal en los transformantes CryAAC-R,,sS fue
verificada por microscopia de contraste de fase y
microscopia electronica de transmision. La proteina
CryAAC-R.;;S fue purificada por cromatografia de
intercambio aniénico (AEC) y se caracterizd por
electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida
SDS-PAGE al 12% (Figura 3A). El grado de pureza de la
preparacion final se estimd entre 92-95% mediante
anélisis densitométrico.

Este es el primer reporte que refiere la construccion
y expresion recombinante de la toxina quimérica
CryAAC-R423S y el procedimiento para su purificacion
[9, 10]. Las proteinas Cry se consideran toxinas
formadoras de poros, por lo que la formacion del
oligébmero pre-poro ocupa un lugar determinante en la
ruta toxica. La figura 3B muestra el resultado del ensayo
de cinética de oligomerizacion in vitro, en el que se
demuestra que la mutacidon Rs2S en CryAAC
incrementa la velocidad de formacidn del intermediario
oligomérico pre-poro. Este resultado aporta un
elemento importante y de gran novedad en los resultados
finales, ya que demuestra la consecuencia funcional de
la mutacion R423S [10].

Potencia insecticida de CryAAC-R4,3S contra
larvas neonatas de cinco especies
de lepidépteros plagas

La toxicidad de CryAAC-R,;;S contra larvas neonatas
de cinco especies de lepidopteros fue investigada en
bioensayos tipo dosis-respuesta, y se estimo la
concentracion letal media (CLs,) mediante analisis
Probit. Se ensayaron las especies siguientes: Manduca
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Figura 3. Obtencion de la toxina CryAAC-R4,3S. A- Perfil cromatogrdfico de la purificacién de CryAAC-R4,3S mediante FPLC; B-
andlisis de las fracciones del pico mayoritario mediante electroforesis SDS-PAGE al 12%. C- Ensayo de oligomerizacién: 1- CryAAC,

2- CryAAC-Ry23S.

sexta, Pieris brassicae, Plutella xylostella, M. brassicae
y Spodoptera frugiperda, que son importantes plagas
de cultivos en laregion del Caribe, como: tabaco, tomate,
col, maiz, arroz, entre otros. La tabla | muestra los
resultados del bioensayo. De acuerdo con estos
resultados, la sustitucion del dominio 111 de Cry1Acl
por el de CrylCal permiti6 extender el espectro de
accion de la primera toxina hacia plagas como M.
brassicae y S. frugiperda [11].

Es importante sefialar que S. frugiperda (nombre
comun: palomilla del maiz) es la plaga mas
importante del maiz en Cuba, donde puede llegar a
afectar aproximadamente 40% de los rendimientos
anuales de este cultivo. Ademas, los bioensayos
revelaron el efecto biolégico de la mutacion R43S en
el dominio Il de CryAAC. De acuerdo con los valores
de CLso registrados, la mutacion tuvo un efecto
importante en la potencia insecticida de esta toxina
al incrementar aproximadamente dos veces la
toxicidad de CryAAC hacia M. sextay S. frugiperda
(17 ng/cm? contra 48 ng/cm? y 165 ng/cm?contra 288
ng/cm?, respectivamente). Por el contrario, las
potencias insecticidas de CryAAC y de la variante
mutada CryAAC-R 43S, expresada en términos de la
CLso, no mostraron diferencias significativas
(P>0.05) entre si cuando ambas fueron ensayadas
contra larvas neonatas de P. brassicae y P. xylostella.
En estos casos, la actividad de ambas toxinas fue
incluso inferior a la mostrada por la toxina parental
CrylAcl, lo que sugiere un compromiso entre
especializacion y espectro de accion.

Se ha reportado para algunas toxinas Cry que los
dominios 11y I11 participan de manera conjunta durante
la etapa de reconocimiento y union al receptor en la
membrana plasmatica [3]. La sustitucion del dominio
111 de CrylAcl en CryAAC y CryAAC-R,3S afecto
la toxicidad contra P. brassicae y P. xylostella, lo que
sugiere la participacion de este dominio en la actividad
insecticida contra estos insectos.
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Tabla 1. Valores de CLs, (ng/cm?) de las toxinas quiméricas y sus parentales determinados
en bioensayos contra larvas neonatas de cinco especies de lepidépteros)

Insecto CrylAcl Cry1Cal CryAAC CryAAC-R,,;S
M. sexta 5(3.2-7.8)° 19.1(9.4-33) 48(30.5-70.1) 17(11-25)
P. brassicae 9(5.57-14.2)  382(249-544)  50.2(34.9-72.9) 44(31.1-67.8)
P. xylostella 15(7.1-22) 112(88-170) 40.2(25-69) 38(19-63)
M. brassicae N.T.b 581(480-748) 1280(952-2000) 1098(839-1609)
S. frugiperda N.T. N.T. 288(189-474) 165(117-198)

? limites de confianza (95%).
® no fue téxica a valores de concentracién de toxina > 3000 ng/cm?.

Resumiendo, la alta actividad insecticida de
CryAAC-R43S contra las cinco especies ensayadas
muestra la importancia practica y utilidad de la nueva
toxina como un insecticida capaz de controlar un
amplio espectro de plagas agricolas [9-11].

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran
que es posible disefiar y obtener nuevas toxinas
insecticidas mediante la aplicacion de herramientas
de la evolucién molecular acelerada (prediccion por
modelacién y mutagénesis sitio-especifica). Este
trabajo es el primer reporte en el que se exponen las
consecuencias estructurales de una mutacion en el
residuo R.; del dominio Il de CrylAcl y su
importancia para la actividad insecticida [9, 10]. La
nueva toxina quimérica exhibe una alta actividad
insecticida contra un mayor nimero de insectos
plagas respecto a las proteinas parentales. Entre
los insectos que pueden ser controlados por la
nueva toxina CryAAC-R.;S esta la palomilla del
maiz, principal plaga del maiz en Cuba. CryAAC-
R.2:S pudiera ser incorporada como Bt-aerosol o Bt-
planta a los programas nacionales de control
integrado de plagas, como una herramienta mas para
la proteccion de cultivos como: maiz, arroz, tomate
y col, también contra el ataque de los principales
insectos plagas.
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