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Resumen

El Manejo Integrado de Plagas es un plan fundamental en la agricultura de conservacién que armoniza
los métodos quimicos y bioldgicos afin de proteger los ecosistemas agricolas y sus recursos naturales
(agua, suelo, aire). El orden Coledptera es uno de los problemas entomoldgicos mas importante en
los cultivos comerciales causando pérdidas de hasta | 5%. Se utilizan estrategias de control de insectos
tales como técnicas culturales, enemigos naturales, entomopatdgenos y agentes quimicos. Bacillus
thuringiensis (Bt) es una bacteria entomopatdgena ampliamente utilizada en el control de insectos-
plaga de los ordenes Lepidéptera, Coledptera y Diptera. El factor de virulencia de Bt mas importante
son las proteinas Cry. Varias proteinas Cry tienen actividad letal contra los insectos coledpteros como
CrylB, Cryll, Cry3, Cry/, Cry8, Cry9, Cryl4, Cry22, Cry23, Cry34, Cry35, Cry36, Cry37, Cry43
y Cry55. Se ha encontrado que cepas de Bt tipo israelensis son activas contra coledpteros. En esta
revision nosotros presentamos los principales ftems relacionados con la actividad bioldgica de Bt sobre
coledpteros-plaga.
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Abstract

Integrated Pest Management is a key plan in conservation agriculture to pest control that joins
chemical and biological methods to protect crop ecosystem and surrounding natural resources (water,
soil, air). Coleoptera order is an important entomological problem in commercial crops causing
important losses at least up |15%. Several management strategies are used in their control such as
cultural techniques, natural enemies, entomopathogens and chemical agents. Bacillus thuringiensis
(Bt) is an entomopathogenic bacteria used widely in pest insect control of Lepidoptera, Coleoptera
and Diptera orders. The most important virulence factor of Bt are Cry proteins. Several Cry proteins
have lethal activity against coleopteran insects such as Cry B, Cry!l, Cry3, Cry7, Cry8, Cry9, Cryl4,
Cry22, Cry23, Cry34, Cry35, Cry36, Cry37, Cry43 y Cry55. It has been found that Bt israelensis-like
strains are active against coleopterans. In this review we show the most important determinants with
relationship to biological activity of Bt against coleopteran-pests.
Key words: Bacillus thuringiensis, Coleopteran, Cry, Receptor
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Introduccion

Una de las principales dificultades en los
cultivos comerciales son las plagas, organismos que
compiten con el hombre por agua y alimentos,
incluyendo los vectores que conllevan la transmisién
de enfermedades; estas invaden los espacios en los
que desarrollan sus actividades y cuya presencia
causa el dafno de estructuras o bienes (1). Se
estima que entre el 35 al 40% de la produccién
agricola mundial es destruida por plagas, y que
los insectos contribuyen aproximadamente con
15% de este dafo (2,3). La eficacia del control de
plagas animales alcanza Gnicamente un 39% si se
compara con el 75% correspondiente a malezas (2).
Los escarabajos (orden Coleéptera) comprenden
el grupo mds variado entre los eucariontes, y se
encuentran entre los insectos que causan un mayor
grado de perjuicio en agricultura, horticultura y
la industria forestal, causando reducciones en la
produccién y pérdidas econdémicas y obviamente
el uso de pesticidas quimicos para su control
no es eficiente (4, 5). Varios miembros de las
familias Curculionidae, Scarabacidae, Scolytidae,
Chrysomelidae y Coccinilidae estdn presentes en
muchos paises de Latinoamérica y el Caribe (6).

Por otra parte, uno de los entomopatégenos mds
destacados es la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt), un
bacilo Gram positivo ubicuo, esporulador, aerobio
facultativo, que oscila entre 1 a 1.2 micrémetros
de ancho, y de 3 a 5 micrémetros de largo, nativo
del suelo, ampliamente distribuido en el ambiente,
perteneciente al orden Eubacteriales, familia
Bacillaceae, grupo I del genero Bacillus (7). La
observacién al microscopio de contraste de fases de
un cuerpo paraesporal refringente, durante la fase
de esporulacién, permite su diferenciacién de otras
especies del complejo Bacillus (7). Esta inclusion
paraesporal proteica (ICP), 6 d-endotoxina, resulta
del ensamblaje de unidades polipeptidicas de varios
pesos moleculares (8, 9). La actividad de Bz es
atribuida, amplia o completamente (dependiendo
del insecto), a las ICPs y su importancia radica
en su toxicidad contra larvas de insectos-plaga
de los érdenes Lepiddptera, Coledptera, Diptera,
Himenéptera y Hemiptera (10).
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Br es la bacteria entomopatégena mds usada
como biopesticida, sola o en combinacién con
pesticidas quimicos, en la proteccién de especies
vegetales, agricultura comercial y contra vectores
de enfermedades humanas (malaria, dengue, fiebre
amarilla, filariasis). Br tiene diversas ventajas que
se derivan principalmente de su alta especificidad
contra los insectos susceptibles, su inocuidad hacia
el medio ambiente, la entomofauna benéfica y demds
organismos vivos, incluyendo el hombre, ademds de
una incidencia escasa de fendmenos de resistencia (9).
Bt representa aproximadamente 90% del mercado
de biopesticidas el cual asciende a 600 millones de
délares (11). Por otro lado, la ingenieria genética se
ha utilizado para la introduccién de genes de Br en
cultivos afin de conferir resistencia a insectos-plaga,
los genes que codifican para las 8-endotoxinas
han sido transferidos y expresados en mds de 26
diferentes especies de plantas (12). Estos cultivos
han causado una disminucién importante en uso de
plaguicidas quimicos, que se estima entre 60 a 80%,
aproximadamente 21000 toneladas (13, 8).

En esta revisién se presenta los principales avances
en el estudio de Bz, con un énfasis especial de los datos
encontrados en la actividad tdxica de la bacteria hacia
individuos pertenecientes al orden Coledptera causantes
de pérdidas econdmicas en la agricultura comercial.

La toxina Cry.

La ®-endotoxina es el resultado del ensamblaje
de varias unidades polipeptidicas de diferentes
pesos moleculares, que oscilan entre 27 y 140 kDa,
que se han denominado Cry (del inglés crystal) o
Cyt (del inglés cytolitic); una proteina Cry es una
inclusién parasporal proteinica de Bt que presenta
efectos toxicos verificables experimentalmente sobre
un organismo susceptible, o bien una proteina que
posee una obvia similaridad de secuencia con alguna
proteina Cry conocida (14). El resultado final de la
manera en que la proteina Cry ejecuta su actividad
letal conlleva la formacién de poros liticos en la
membrana apical del intestino medio del insecto
susceptible mediada por el reconocimiento de un
receptor proteico (8).
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La estructura tridimensional de las toxinas
Cry presentan una organizacién biolégicamente
relacionada con su actividad, con tres dominios
funcionales. El dominio I consiste de un paquete
de siete a-hélices antiparalelas (hidrofébicas y
anfipdticas), donde la quinta hélice estd rodeada por las
demds. Se considera que este dominio es responsable
de la formacién de poros en el epitelio intestinal
del organismo susceptible, donde una horquilla
helicoidal hidrofébica (a4-a5) inicia la generacién
de una estructura que envuelve las hélices anfipdticas,
con las caras hidrofilicas formando el lumen del canal
iénico, aunque también podria deberse a la unién
de las hélices hidrofébicas @5 y a6 para formar un
loop en el extremo de la estructura abriendo espacio
a manera de navaja e insertdindose en la superficie de
la membrana (8, 9, 15, 16). El dominio II tiene tres
ldminas antiparalelas 3 distribuidas en una topologfa
tipo “llave griega”, acomodada a manera de un
B-prisma. Este dominio presenta similaridad a los
sitios de unién antigeno-anticuerpo, y a moléculas
tipo lectina, debido a los loops de superficie expuestos
en los dpices de las tres B ldminas, por ello se considera
como la seccién que reconoce el receptor (9). El
tltimo dominio funcional consiste de dos [dminas B
antiparalelas dobladas formando un B séndwich. Esta
seccién estd involucrada en el mantenimiento de la
integridad estructural de la toxina ante la protedlisis
en el intestino del organismo susceptible, participa
en la unién al receptor, penetracion en la membrana
celular y en la formacién de canales idnicos que
generan desbalance osmético (9, 15, 17).

Hay cinco bloques de secuencias de aminodcidos
conservados entre las proteinas Cry (9). El bloque 1
contiene cinco hélices del dominio I y su estructura
altamente conservada hace pensar que estd implicado
en la formacién del poro. La localizacién central
de estas hélices dentro del dominio I sugiere un
papel esencial en el mantenimiento de la integridad
estructural del haz (17). El bloque 2 incluye siete
hélices de dominio I y la primera lémina 3 del dominio
II, estas dos estructuras comprenden la regién de
contacto entre estos dos dominios. Hay tres puentes
salinos entre los dominios I y IT en las toxinas CrylAa
y Cry3A, esto puede ser importante si el dominio I
cambia su orientacién relativa para la interaccién con

el receptor y para mantener la forma globular de la
proteina (9). Los bloques 3, 4, y 5 estdn en cada una
de las tres cadenas dentro del dominio III (18). El
bloque 3 contiene la ultima lamina B del dominio II,
una estructura involucrada en las interacciones entre
los dominios I y III. Las dos argininas centrales del
bloque 4 estarfan envueltas en los puentes salinos,
afectando el cristal o la agregacién oligémerica. La
primera y dltima arginina son solventes expuestos y
estdn implicados en la funcién del canal (9).

Mecanismo de accion de las toxinas Cry en
insectos coleodpteros.

La toxina Cry logra su efecto formando poros
liticos sobre las células del intestino medio del insecto
susceptible. El conjunto de reacciones que se llevan
a cabo para que una toxina Cry ejerza su efecto han
sido estudiadas primordialmente en el contexto
Lepidéptera. Se han propuesto tres modelos que
explicarfan este fenémeno biolédgico (16).

El modelo de Bravo propone que posterior a
la ingestién de la espora y el cristal de Bz, estos
tltimos se solubilizan bajo la fisiologfa alcalina del
intestino medio de la larva susceptible, liberdndose
la protoxina que a su vez es clivada por proteasas
(tripsinas o quimiotripsinas) dejando un fragmento
activo de aproximadamente 60-70 kDa; la toxina
activa reconoce un receptor tipo caderina (CADR) en
la microvellosidad apical intestinal. CADRs son una
clase de proteinas transmembrana con un dominio
citoplasmdtico y un ectodominio extracelular que
consiste de varias repeticiones (~12), donde las
repeticiones 7, 11y 12 interactuarfan con el dominio
IT de la proteina Cry. Luego la hélice -1 es clivada
por proteasas asociadas a vesiculas de membrana
de la microvellosidad apical (VMMA) con lo cual
se forman oligémeros que interactdan con otros
receptores de la membrana apical, tales como:

- Aminopeptidasa N (APN): es una exopeptidasa
anclada a glicosilfosfatidil-inositol (GPI). En
lepidépteros se han clasificado en cuatro grupos.
Se ha observado que una regién de 63 residuos
estd implicada en el reconocimiento del dominio
III de las proteinas Cryl, dependiente de su
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unién con el aztcar N-acetilgalactosamina (Gal-

Nac) de la APN (16, 19).

- Fosfatasas alcalinas (ALP): son proteinas ancladas
a GPI de ~65 kDa. Similar a APN, parece
ser dependiente del reconocimiento de un
oligosacarido de terminacién Gal-Nac unido a
esta proteina (16, 19).

- Glicolipidos, glicoconjugados de 270 kDa y
proteinas de 252 kDa (16, 19).

Esto lleva a generar poros liticos en las balsas
lipidicas de la membrana celular que permiten el
paso de iones y agua causando hinchazén, lisis y la
posterior muerte del hospedero ya que se genera un
ambiente para la germinacién de las esporas con una
subsecuente septicemia (16).

Un segundo modelo planteado por Zhang
especula que la interaccién de las toxinas Cry
con el receptor CADR esta acoplada a una via
de senalizacién dependiente de iones Mg+: la via
adenilciclasa (AC)/Proteina quinasa A (PKA).
Bésicamente, la unién de la proteina Cry con el
receptor activa esta via de sefalizacién que incluye la
estimulacién de la proteina G y a su vez de AC, con
el subsiguiente incremento de los niveles de AMP
ciclico y la activacién de PKA que activaria una
via de sefalizacién intracelular. Esto tendria como
consecuencia la desestabilizacién del citoesqueleto
y los canales de iones con la subsiguiente muerte

celular (16).

Jurat-Fuentes aporta una propuesta donde la
proteina Cry reconoce un receptor CADR y se forman
oligomeros que interactian con APN y con ALP,
luego se generan poros liticos con lo cual se activaria
una cascada de senalizacién que estaria regulada por
fosfatasas. Esta cascada de sefnalizacién incluye el
reconocimiento de la toxina con actina que a su vez
interactta con el dominio citosolico de la CADR a
través de tirosin-fosfatasas, catenina y actinina. Esta
combinacién de factores llevaria a la muerte celular (16).

Las caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas
en el intestino medio de un determinado insecto
pueden alterar el proceso bajo el cual la proteina
Cry desarrolla su actividad. Aunque se considera que
el modo de accién de las toxinas Cry es similar en
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lepidépteros y coledpteros-plaga se han identificado
varias particularidades en estos tltimos:

- Para Cry3A, y otras toxinas de actividad
anticoledptera es necesario cortes por enzimas
tipo quimiotripsinas para su solubilizacién (20).

- El procesamiento proteolitico de la protoxina en
coledpteros se da por cisteino y aspartato proteasas
(21). También se encuentran termolisinas y
catepsinas (18).

- La importancia del papel de la CADR como
receptor de proteinas Cry se ha visto corroborada
mediante estudios donde un fragmento del
receptor potencializé la toxicidad de la proteina
Cry3, y la expresién recombinante de RNA
de doble cadena del receptor CADR y su
inyeccién en Zenebrio molitor (Coleoptera) llevo
aknockdown del receptor endégeno y resistencia
de la plaga a la proteina Cry3 (22, 23).

- Unién de la toxina activada a receptores
especificos secundarios sobre VMMA de insectos
susceptibles que facilitaria su agregacién y
posterior insercién en la membrana apical
intestinal (18, 24). Los receptores de toxinas
Cry que se han descrito en coledpteros son ALP

y ADAM metaloproteasa (25, 26).

- Una vez se ha dado la insercién dentro de la
membrana apical, la toxina se vuelve insensible
a las proteasas y anticuerpos monoclonales e
induce canales de iones o poros no especificos
con un didmetro de 1 a 2 nanémetros (nm) en
la membrana celular que rompen el potencial de
membrana; muy probablemente la agregacién
previa de toxinas a manera de oligomeros influye
en este proceso, mediada por el reconocimiento

del receptor CADR (9, 19, 22, 25, 26).

Proteinas Cry de actividad biolégica hacia
coleépteros-plaga

Se han descrito algunas proteinas Cry con
actividad hacia insectos del orden Coleéptera. Las mds
utilizadas son las proteinas Cry3. Las toxinas Cry7,
Cry8y Cry9 que muestran relacién bioldgica cercana,
mientras que Cryl4 y Cryl8 presentan una baja
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homologia entre ellas y con las demds toxinas. Cry22
y Cry23 se relacionan mds cercanamente con Cry37
y Cry38 respectivamente. Ademds se han descrito
proteinas con actividad dual Lepidéptera-Cole6ptera
(CrylB y Cryll), e incluso se conoce la accién de
proteinas binarias (Cry34 y Cry35, cuya accién letal
resulta de una combinacién de ambas toxinas) hacia
este orden de insectos. Otras toxinas que afectan este
orden de organismos incluyen Cry35, Cry36, Cry37,
Cry43y Cry55 (10, 27). El andlisis filogenético de los
dominios de estas proteinas, utilizando la secuencia
de aminodcidos, ha llevado a proponer que Cry9
puede ser activa contra coledpteros debido a que su
dominio II estd relacionado mds cercanamente con
los dominios II de toxinas anticoledpteras; ademds
se conoce la actividad de la proteina Cry9D hacia
coledpteros (10, 28).

Alternativamente, se ha publicado la actividad
de cepas de Bt, especialmente la cepa mosquitocida
israelensis, con actividad hacia larvas de la broca del
cafté Hypothenemus hampei (Coleoptera: Scolytidae)
(29). Los bioensayos con estas cepas fueron realizados
utilizando mezclas de espora-cristal, con una dosis de
100 pg del complejo espora-cristal/cm? de dieta. Las
cepas activas fueron israelensis, thompsoni, morrisoni, y
malaysiensis. Se encontré que cristales purificados del
tipo israelensis (IPS-82) tuvo una concentracién letal
50 (CL50) de 219.5 ng de cristal/cm? de dieta (29).
La serovariedad israelensis de Bt produce proteinas

Cry4, Cryl0 y Cryl11 (9).

Ingenieria genética de Bt y los insectos
coleépteros.

La ingenierfa genética, o tecnologia del 4cido
dexorribunucleico (DNA) recombinante, abarca
un conjunto de metodologias mediante la cual se
afslan y transfieren secuencias de DNA altamente
especificas de un organismo y se recombinan con el
DNA de otro. El método modifica las caracteristicas
hereditarias de un organismo en un sentido
predeterminado mediante la alteracién de su material
genético. Bdsicamente, consiste en aislar secciones
especificas de la hélice del DNA, como por ejemplo
un gen de interés, que puede ser insertado en modelos
bioldgicos diferentes a la fuente natural y de esta

forma programar al organismo receptor para que
produzca la correspondiente proteina (30).

El modelo investigativo basado en los métodos
del DNA recombinante ha permitido lograr grandes
adelantos en las aplicaciones de las posibilidades
de Br para el control de insectos perjudiciales. Se
ha conseguido la clonacién de muchos de estos
genes para evaluar su actividad toxica contra varias
especies de lepiddpteros, coledpteros y dipteros
utilizando varios hospederos de expresién (cepas
acristaliferas de Bt, Escherichia coli, Pseudomonas o
Bacillus diferentes a Br entre otros), metodologias
variadas de preparacién de la toxina (solubilizacién
y activacién) y su cuantificacion, y pruebas diversas
de actividad bioldgica (contaminacién en superficie e
incorporacién en la dieta, ingestion forzada, etc.) (10).
Varias estrategias han permitido modificar proteinas
Cry recombinantes con la finalidad de conseguir
un espectro de actividad mayor, o una letalidad
mejorada. A la adicién de factores de potenciacién,
tales como quitinasas, inhibidores de serino-
proteasas, péptidos tipo receptor CADR (CADR12)
o toxinas Cyt, se destaca las modificaciones realizadas
en la proteina Cry per se, tales como la estrategia
de mutagénesis sitio-dirigida con la cual se han
modificado residuos especificos en los tres dominios
proteicos, con un interés mayor en los loops del
dominio II que presumiblemente interactian
con receptores de membrana en la plaga. Estas
mutaciones han permitido aumentar la toxicidad
hasta 36 veces con respecto a la toxina parental. Otro
método que ha coadyuvado en alcanzar proteinas
Cry de mejor actividad toxica es el intercambio
de dominios funcionales, con lo que se optimizé
toxinas cuya letalidad mejoro notablemente, es el
caso del hibrido CrylAb-CrylC que aumento la
actividad 10 veces hacia Spodoptera exigua (31).
Otras modalidades de modificacién incluyen la
adicién de sitios especificos de clivaje, por ejemplo
la adicién de un sitio quimiotripsina/catepsina G
incremento tres veces la letalidad de la proteina
Cry3A hacia Diabrotica virgifera (Coledptera) (32).
Las delecciones se han visto que pueden mejorar
proteinas previamente inactivas, donde se destaca
el caso de las toxinas CryMod, en las cuales se ha
realizado la deleccién de la hélice -1, que resultaron
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en un aumento de afinidad hacia receptores CADR
(32). Otras aplicaciones de la tecnologia del DNA
recombinante en el caso de Bt incluye el desarrollo
de biopesticidas utilizando cepas modificadas con
genes ¢ry de otras cepas, la transformacién de bacterias
de suelo (por ejemplo Pseudomonas sp.) con genes
cry, para mejorar el control de plagas ya que estos
microorganismos habitan en el ecosistema planta
(12) y la transformacién genética que ha producido
cultivos resistentes a insectos (9). Otros avances a
destacar incluyen:

- La realizacién de mutagénesis sitio-dirigida
en el loop 1 del domio II de la proteina
Cry3A (R345A, Y350F Y351F AY350 y
AY351) con lo que se consiguié aumentar
la toxicidad hacia 7. molitor (Colebptera:
Tenebrionidae), Leptinotarsa decemlineata
(Coledptera: Chrysomelidae) y Chrysomela
scripta (Coledptera: Chrysomelidae) (32).

- Ladeterminacién de la estructura tridimensional
de la proteina Cry8Eal con toxicidad hacia
Holotrichia parallela (Coledptera: Scarabaeidae)
(33).

- La transformacién genética de una cepa de B,
portadora del gen cry8Ca2, con el gen cry3Aa7
con lo cual se logro actividad hacia miembros de
las familias Scarabaeidae y Chrysomelidae (34).

- Alas cepas bacterianas Brevibacillus brevis Agl2
y Bt Agl3, procedentes del intestino de Apriona
germari (Coledptera: Cerambycidae), se les
introdujo el gen ¢7y3A para colonizar el insecto
y lograr su control (35).

- Introduccién una modificacién en la proteina
Cry3A para que posea el sitio de reconocimiento
de las proteasas quimiotripsina/catepsina para
lograr toxicidad hacia D. virgifera virgifera
(Coledptera: Chrysomelidae) (36).

- Laaccién biolégica de proteinas recombinantes
Cry1B y Cry3A sobre larvas de primer instar de
H. hampei (Coleoptera: Scolytidae) (37).

- Lamodificacién genética de plantas de papa con
el gen que codifica la proteina hibrida SN19,

resultado del intercambio de los dominios II de
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las toxinas CrylB y Cryll, con actividad letal
hacia el coledptero L. decemlineata (38).

Existen varios métodos de tamizaje para la
determinacién de la efectividad de Br sobre un
determinado insecto, por ejemplo el uso de
preparaciones espora-cristal o purificacién de los
cristales insecticidas. Sin embargo, el factor que
limita el uso de este tipo de metodologias es el
consumo de tiempo y esfuerzo en preparar muestras
de proteinas activadas bajo idénticas condiciones,
que permitan realizar evaluaciones comparativas,
ademds de la presencia de fenémenos de competencia
que impide determinar con certeza aquella proteina
que causa el efecto bioldgico (39). La tecnologia
del DNA recombinante puede ayudar a elevar los
niveles de expresién de los genes que codifican para
toxinas, si se combinan con promotores fuertes,
sitios de unidn al ribosoma y apropiadas secuencias
iniciadoras y terminadoras, y permite identificar
fenémenos de competencia (40). Aunque se llego
a considerar que el hospedero de expresién de una
proteina Cry (la mayorfa de hospederos utilizados
son cepas acristaliferas de Bz y E. coli) podia alterar
su actividad toxica, debido a que quizds se afectaban
sus propiedades de solubilizacién, los datos obtenidos
no soportan la tesis de que este pudiera ser un factor
importante cuando se realiza un ensayo biol4gico con
la toxina recombinante (10).

Las toxinas anticoleépteras Cry1B y Cry3A.

En la estructura primaria de las proteinas CrylB
y Cry3A se observan varias regiones que se han
caracterizado como importantes para la actividad
toxica, y su similaridad entre ellas (Figuras 1y 2) (16,
41). El alineamiento entre estas toxinas (Figura 1)
presenta regiones conservadas, cuando se observa
aquellas que han sido descritas como importantes
en el mecanismo de accién de las toxinas Cryl,
se encuentra que sus contrapartes en la proteina
Cry3A son similares en los tres dominios, mds no
es asi al analizar la correspondencia en residuos de
importancia toxica de Cry3A en el producto toxico
del gen crylB; si se examina las franjas de los loops
del dominio II, que se han correlacionado con el
reconocimiento del receptor, hay correspondencias.
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CylB M-------- TSNRKNENEI Dl - - - - - NAVSNHSAQMDL - - - - - - - LPDARIEDSLCI 36
Cry3 MIRKGGRKMNPNNRSEHDT IKTTENNEVPTNHVQYPLAETPNPTLEDLNYKEFLRM 56

CrylB AEGNNIDPFVSAST - - -\JQTEIN | AGR | LG"JLE]VPFAGQLAEF‘I’SFLVGELWPRGF‘. 89
Cry3 TADNNTEALDSSTTKDVIQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNTIWP-SE 111

Cry1B DOWE | FLEHVEQL | NQQ I TENARNTALARLQGLGDS FRAVOQSLEDWLENRDDAR - 144
Cry3 DPWKAFMEQVEALMDQK I ADYAKNKALAELQGLONNVEDYVSALSSWQKNPVSSRN 167

Dominio |
CrylB - - TRSVLYTQYIALELDFLNAMPLFAIRNQEVPLLMVYAQAANLHLL LLRDASL FG 198
Cry3 PHSQGRIRELFSOAESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQ I YG 223

CrylB SEFGLTSOQEIQRYYERQVERTRDYSDYCVEWYNTGLNSLRGTNAASWVREYNQFRRD 254
Cryd EEWGYEKEDIAEFYKRQLKLTQEYTDHCVEKWYNVGLDKLRGSSYESWVNFENRYRRE 279

Cry1B LTLG‘JLDL‘-.-’ALFFE"I’DTRTYP INTSAQLTREVYTDAIGATGVNMASMNWYNNNAPS 310
Cry3 MTLT"."LDLIALFPLTDURL‘I’PKEUHTELTRD‘VLTDF’I --VGVYN- -NLRGYGT---T 328

Cry!B FSAIEAAAIRSPHLLDFLEQLT|FSA-SSRWSNTRHMTYWRGHT I[QSRP]- 1GEJ- -| 362
Cry3 FSNIENY - IRKPHLFDYLHR I QFHTRFRPGl YENDS FNYWSGN Y VSTRPSTGSTDT 383

Cry1B [CNTS[ HGATNIS INPV-TLRFABRIVYRTESYAGVL "HGI\"LEF’IH\’F‘T\IRFM 415
’APS
TERP

L
TTSPFYG- -NKSSEPVONLEFNGERVYRAVANTNLCAV VY----SGVTKVEFS 433

Cry3 .
Dominia |l
NYESYSHRILSH I GI[]47

Cry1B [E]NPQN I SDRGTANY{QP YESPGLOLKDSE TELPPET
Cry3 QYNDQT -DEASTQTYDSK-RNVGAVSWDS | DOLPPETTDEP HOLNYVMCF 487

Cry1B [LO—~SRVNVPVYIWTHRSADE INT IGPNEITQI PMVKASELPOGT TVVRGPGFTGG 525
Cry3 LMOGSRGT IPVLIWTHKSTDFFNMIDEKKITQLPLVKAYKLOSGASVVAGPRFTGG 543

Cry!B DILRRTNTGGFGPRVIVNGPLTQRYR | GFRYASTVDFOFFVSRGGT TVNNFRFLR 581
Cry3 DI IQCTENGSAATIYVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLSLDGAPFNQYYFDK 599

Dominio
CrylB TMNSGDELKYGNFVRRAFTTPFTFTQIQDI IRTSIQGLSGNGEVYIDKIE! IPVTA 637
Cry3

TINKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSG- -NNLQIGVTGLSAGDKVYIDKIEFIPVN - 652

Figura 1. Alineamiento de la estructura primaria de las proteinas Cry1B y Cry3A. En negrilla se presentan los residuos conservados. Los cuadros
azules encierran aminodcidos relacionados con la toxicidad en las proteinas Cryl con su correspondencia en la toxina Cry1B. Los cuadrados
rojos denotan la contraparte para Cry3A (16, 41). Los cuadros morados y amarillos representan los loops de superficie del dominio II para los
productos de codificacion de los genes crylB y cry3A respectivamente. La linea vertical anaranjada presenta los limites de los dominios para la
toxina Cry1B, mientras que la verde indica lo mismo para la proteina Cry3A.

Al superponer las estructuras terciarias de ambas
toxinas podemos observar que las principales
diferencias estructurales se ubican en los loops del
dominio II, Figura 2 (9). En este contexto, serfa ttil
conocer el efecto de mutaciones en ambas toxinas
teniendo como base estas observaciones.

Conclusiones
Aunque se han encontrado varias toxinas Cry
activas hacia insectos del orden Coleoptera (10),
sin embargo otros trabajos han demostrado la
dificultad en identificar factores téxicos de Bt
hacia este particular grupo de invertebrados (42,
43). Estas diferencias en respuesta, si tenemos en

cuenta la letalidad de Br hacia lepid6pteros, puede
deberse a varios factores inherentes a la fisiologia
de estos insectos (Figura 3, A), que se describen a
continuacioén:

- Se ha identificado que proteasas asociadas con
las VMMA, en lugar que con el jugo intestinal,
rompen la proteina Cry3Aa generando un
fragmento de 38 kDa, evidenciando que ciertas
proteasas actdan especificamente sobre las
toxinas Cry y que se localizan en la membrana
celular epitelial (44). En cuanto a las proteasas
identificadas en coleSpteros se ha encontrado que
el tipo predominante corresponden a las cisteino-
endopeptidasas (catepsina L, papaina, catepsina
B, y catepsina H), que generalmente se combinan
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Figura 2. Estructuras tridimensionales superimpuestas de las proteinas CrylB (azul) y Cry3A (rojo), en base al carbono a. Las flechas
moradas y verdes indican los loops del dominio II para Cry1B y Cry3A respectivamente. La figura se construyo con el programa Deep View-
Swiss-PdbViewer (http://spdbv.vital-it.ch/).
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%? cryie 5 APN [ proTeasa
mr

ﬁcrﬂu @ aLp

CADR @ ADAM

INTESTING MEDIO

INTESTING MEDIOD

Figura 3. Las toxinas Cry en coledpteros. A. Probable mecanismo de la proteina Cry. La toxina ingerida llega al intestino medio (abajo)
de pH 4cido (naranja), con compartimientos bdsicos (azul). A pH bésico la proteina Cry seria activada por proteasas (1), reconoceria a CADR
y quizds oligomeriza (2), interactuando con ALP, y tal vez APN (3); en acidez la interaccién Cry-CADR, con la subsecuente oligomerizacién, es
menos probable y la toxina sufrirfa el ataque de proteasas, asi la mayor parte se excretarfa. B. Alternativas de perfeccionamiento de la actividad de
la proteina Cry. La larva ingiere proteinas CryMod, o un fragmento de CADR con la proteina Cry estdndar, y estas alcanzan compartimientos
bésicos formando oligomeros resistentes al ataque proteolitico (2) post-activacién por proteasas intestinales (o quizds por activacién pre-ingestién)
(1) logrando interactuar con ALP, y quizds con APN (3); en la regi6n 4cida sucederia igual comportamiento, pero los oligomeros interactuarfan
con receptores tipo ADAM metaloproteasa. La concentracién de toxina no eficiente y excretada serfa mucho menor. Los simbolos “V” rojos
indican actividad biolégica positiva, el signo “?” significa que no es claro si existe algtin tipo de interaccién bioldgica. Figuras de receptores se
disefiaron con el programa Deep View- Swiss-PdbViewer (http://spdbv.vital-it.ch/).
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con aspartato-endopeptidasas (pepsina). Otra
clase la constituyen serino-endopeptidasas
(tripsina, quimiotripsina, catepsina G, trombina,
plasmina y elastasa) con elevada actividad
digestiva. También se ha encontrado metalo-
endopeptidasas (sacarolisina), exopeptidasas
(aminopeptidasas), y la omegapeptidasa
acilaminoacilpeptidasa. En la mayoria de
insectos el procesamiento proteolitico es llevado
a cabo por serino-endopeptidasas, por lo que se
considera que el pH 4cido de los coledpteros
puede estar involucrado en la diferencia en
cuanto al tipo de proteasa predominante. La
mayoria de proteinas Cry desarrollan su potencial
toxico bajo condiciones de pH alcalino en el
intestino (9). Es posible que componentes de
membrana afecten la conformacién estructural
de la proteina exponiendo al solvente los sitios de
clivaje para la accién de la proteasa, por ejemplo
la observacién de bandas proteoliticas adicionales
en el extracto intestinal de cepas resistentes de
insectos ha llevado a postular que estos cambios
se relacionen con dicha resistencia (45). Las
proteasas estdn involucradas en la respuesta
innata en el intestino de insectos debido a la
modulacién y amplificacién que ejercen en las
cascadas de sefializacién lo cual conlleva a la
activacién de mecanismos especificos de defensa
tales como el reconocimiento de patégenos,
melanizacién, coagulacién e induccién de
péptidos antimicrobianos (46 - 50). Se podria
pensar que el perfil particular de proteasas
en el intestino de coledpteros juega un papel
determinante en su susceptibilidad a las proteinas

Cry.

Las aminopeptidasas constituyen un alto
porcentaje de las proteinas de la membrana apical
del intestino medio en insectos coledpteros (51,
52), se han visto implicadas en la degradacién
de péptidos terminales y eliminacién de los
aminodcidos, transduccién de sefales, clivaje
de péptidos de sefalizacién y modulacién de
sus actividades. En individuos resistentes se ha
encontrado que su transcripcién aumenta bajo la
exposicion a las toxinas Cry (44). En coledpteros
se ha identificado concentracién elevada de
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aminopeptidasas con actividad incrementada, lo
que llevaria a pensar que en este orden de insectos
estas moléculas no sirven como receptores de las
proteinas Cry, a diferencia de lo que se ha descrito
en lepiddépteros (44). Aunque en intestinos de
insectos se ha observado que las aminopeptidasas
requieren un pH alcalino, mientras que bajo
un pH dcido su actividad se ve disminuida, la
presencia de compartimientos alcalinos harfan
posible niveles de actividad altos (53).

También se ha postulado que la resistencia en

coledpteros (u otros insectos) se puede deber a:

Caida en la afinidad de las toxinas hacia el
receptor (54).

Reduccién de sitios de unién para la molécula
toxica en el receptor (54).

Disminucién en el ndmero de receptores (54).
Unién débil en el complejo toxina-receptor (54).
Excrecién aumentada de las moléculas Cry (54).

Alteraciones en los sitios de reconocimiento en

el receptor (54).

Respuesta inmune elevada, con produccién de
procoagulantes (tipo hexamerina o lioporina)
que forman agregados sobre las proteinas Cry, y
actividad esterasa con probable secuestro de las
mismas toxinas (54).

El papel que juega la microbiota asociada al
intestino del insecto, ya que se ha asociado
una carga bacteriana elevada (determinada en
huevos e intestino) a un estado inmune activo
en el invertebrado, y cuya transmisién estd ligada
maternalmente, a una tolerancia mayor a Bz (55).

La evidencia apunta principalmente a dificultades

con el reconocimiento del receptor CADR y la

formacién de oligomeros que reconozcan proteinas

de membrana, lo cual se encuentra de acuerdo con lo

propuesto por el modelo de Bravo (16). Se ha descrito

que la utilizacién de un fragmento del receptor CADR
correspondiente a CR12 (repeticién CR8 a CR10) de
D. virgifera virgifera aument? la actividad toxica de

las proteinas Cry3Aa y Cry3Bb para los coledpteros

L. decemlineata, D. undecimpunctata howardi, y
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D. virgifera virgifera, entre -~ 2 a 13 veces (23). La
identificacién del receptor CADR en 7. molitor
(Coledptera: Tenebrionidae) llevé a comprender que
la regién proximal CR9-11, similar a CR8-10, es
importante en el reconocimiento de la proteina Cry
(22). En otros estudios se encontrd que la deleccién
de la hélice a-1 de toxinas Cryl (CryMod) generd
estructuras oligomericas, y por ende efectuar su
capacidad litica, sin el previo reconocimiento del
receptor CADR, en insectos resistentes a este tipo de
proteinas (41). Seria interesante utilizar las estrategias
que coadyuvan con la actividad de las proteinas Cry,
ya sea empleando fragmentos del receptor CADR de
la regién proximal al sitio de insercién en la membrana
celular, o generando toxinas CryMod capaces de
formar oligomeros que interactuen con receptores
de membrana, probablemente con la proteina tipo
ADAM metaloproteasa que requiere un pH 4cido (pH
6.5) para su actividad prolyl-endopeptidasa (Figura
3, B) (56). Esto unido al disefio de mejores toxinas
Cry, por medio de experimentos de mutagénesis
sitio-dirigida o de intercambio de dominios, y la
identificacién de nuevas toxinas anticoledpteras en
Bt u otros organismos, podria repercutir en una
estrategia efectiva de control bioldgico de este grupo
de insectos aplicando la tecnologia basada en Br.
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