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RESUMEN 

 

TÍTULO: CARACTERIZACIÓN DE NUEVAS PROTEÍNAS CRY11 

OBTENIDAS POR MODELOS HEURÍSTICOS COMPUTACIONALES 

 

AUTOR:     SEBASTIAN MAURICIO ABAUNZA VILLAMIZAR 

 

PALABRAS CLAVE: Bacillus thuringiensis, modelos heurísticos, 

Cry11Aa, A. aegypti. 

 

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram positiva con cuerpos de 

inclusión parasporales, también denominadas δ-endotoxinas, dentro de 

estas se encuentra la proteína Cry que se conoce por su actividad tóxica 

frente a múltiples órdenes de insectos y nematodos, dentro de estos A. 

aegypti principal vector de múltiples enfermedades importantes en la 

salud pública como Dengue, Zika Chikungunya, entre otros. Cry11 ha 

sido reconocida por su alta especificidad frente a A. aegypti. Sin 

embargo, la aparición de resistencias por parte de los insectos que son 

objeto de estudio, han dado como resultado la aplicación de diversas 

estrategias, para el mejoramiento de proteínas entre ellas se describe 

mutagénesis sitio dirigida y DNA shuffling. El uso de herramientas 

biocomputacionales han ampliado el espectro en el desarrollo de 

moléculas con mayor potencial, no obstante, estas estrategias no han 

sido descritas en el desarrollo de mutantes potenciadas de Cry. Este 

trabajo se basa en el uso del software HIDDEN 1.0 donde a partir de 
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Cry11Aa se obtuvieron librerías de variantes in silico, se seleccionaron 

las variantes Heu2, Heu3 y Heu4, y se realizó su validación in vitro, para 

lograrlo se sintetizaron, clonaron en PSV2 y se expresaron en (E.coli) 

DE3BL21 y BMB171 (B. thuringiensis), se analizó sus perfiles 

electroforéticos en SDS page y se evaluó su toxicidad mediante ensayos 

gruesos con A. aegypti, paralelamente se llevó a cabo un análisis 

estructural con matriz de MatGat, Bioedit y comparaciones estructurales 

contrastadas con la literatura.  Se encontró que las variantes presentaron 

un porcentaje superior al 97% de identidad con Cry11Aa, los cambios en 

su mayoría pertenecieron al dominio II, y sus porcentajes de letalidad 

fueron menor al 5%, lo que sugiere que los cambios aminoacídicos en 

las regiones importantes de los tres dominios, están involucradas en la 

toxicidad que presenta la proteína.  
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ABSTRACT 

 

TITLE: CHARACTERIZATION OF NEW CRY11 PROTEINS OBTAINED 

BY COMPUTATIONAL HEURISTIC MODELS 

 

AUTHOR:   SEBASTIAN MAURICIO ABAUNZA VILLAMIZAR 

 

KEYWORDS: Bacillus thuringiensis, Heuristic Models, Cry11Aa, A. 

aegypti 

 

Bacillus thuringiensis (Bt) is a Gram positive bacterium with parasporal 

inclusion bodies, also called δ-endotoxins, within these is the Cry protein 

that is known for its toxic activity against multiple orders of insects and 

nematodes, the vector-borne diseases A. aegypti, it transmites several 

important diseases in public health such as Dengue, Zika Chikungunya, 

among others. Cry11 has been recognized for its high specificity against 

A. aegypti. However, the emergence of resistance by insects that are the 

object of study, have resulted in the application of various strategies, for 

the improvement of proteins including site-directed mutagenesis and DNA 

shuffling. The use of biocomputational tools has expanded the spectrum 

in the development of molecules with greater potential, however, these 

strategies have not been described in the development of enhanced 

mutants of Cry. This work is based on the use of software HIDDEN 1.0 

where libraries of in silico variants were obtained from Cry11Aa. Heu2, 

Heu3 and Heu4 variants were selected, and validated in vitro, they were 

synthesized, cloned into PSV2 and were expressed in E.coli DE3BL21 
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and B. thuringiensis BMB171, their electrophoretic profiles were analyzed 

in SDS-Page and their toxicity activity was evaluated by thick tests with 

A. aegypti. Parallel to this a structural analysis with matrix of MatGat, 

Bioedit and structural comparisons were contrasted with the literature. It 

was found that the variants presented an upper identity more than 97% 

with Cry11Aa, the changes mostly belonged to domain II, and their 

lethality percentages were less than 5%, which suggests that the amino 

acid changes in the important regions of the three domains are involved 

in the toxicity activity demonstrated by the proteins. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

 

Bacillus thuringiensis (Bt), es una bacteria Gram positiva, formadora de 

esporas que tiene múltiples aplicaciones en el control de insectos 

vectores de enfermedades, control de plagas agrícolas y tratamiento de 

cáncer; la cual en su etapa de esporulación produce cuerpos 

parasporales o también llamados delta-endotoxinas, dentro de ellas se 

encuentran las proteínas Cry. Las proteínas Cry han mostrado una 

actividad tóxica en un amplio espectro frente a diferentes insectos y 

nematodos, pero siendo inactivas frente a células de mamíferos (Tanaka, 

Endo, Adegawa, Kikuta, & Sato, 2016) (Bravo, Gill, & Soberón, 2007) 

(Palma, Muñoz, Berry, Murillo, & Caballero, 2014) 

 

Se conocen cerca de 71 subespecies de Bt las cuales se basan en la 

determinación de su antígeno flagelar (H) (Lecadet, y otros, 1999) dentro 

de estas se encuentra la primera subespecie que reportó actividad 

entomopatógena frente al orden díptera, Bt sub. Israelensis, esta produce 

a su vez la toxina Cry11Aa, la cual comparte homologías con Cry11Bb 

(Btsubsp jegathesan) (Btjeg) y Cry11Ba (Btsubsp medellin) (Btmed). Las 

principales especies del orden díptera con la cual estas proteínas 

presentan actividad tóxica son Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus y 

Anopheles albimanus (Orduz, Realpe et al. 1998).  

 

Las toxinas Cry están compuestas de tres dominios conservados (Xu, 

Wang, Yu, & Sun, 2014).  Dentro de su estructura demuestran 

plegamientos similares el dominio I está conformado por siete hélices 

alfa, donde se organizan con un centro hidrofóbico, y un conjunto de 

recubrimiento de carácter alifático, es este dominio el que se sugiere 



18 
 

como responsable en la formación del poro lítico en la membrana 

plasmática del insecto diana   (Schnepf, y otros, 1998) (Xu, Wang, Yu, & 

Sun, 2014). La composición del dominio II consiste en la conformación 

de tres hojas β antiparalelas, con bucles expuestos hacía el solvente, los 

cuales se ha demostrado que tienen relación directa con las 

interacciones dadas hacía los receptores de la membrana plasmática, 

jugando un papel principal en la acción de unión de la toxina (Li, Choi et 

al. 2007). El dominio III por otro lado, tiene una conformación estructural 

de dos hojas β antiparalelas, conocidas como β sándwich, este dominio 

presenta dos funciones, una de ellas encaminada a la estabilidad de la 

proteíca mediando en el mantenimiento de la integridad y otra 

relacionada con la unión a los receptores de membrana (Grochulski, y 

otros, 1995). En consiguiente, las conformaciones estructurales de los 

dominios conservados mantienen una relación directa con la actividad 

tóxica de las proteínas, a pesar de esto, aún no se cuenta con un modelo 

estándar de modo de acción ni se comprende completamente las 

acciones citotóxicas que conllevan a la muerte del insecto (Melo, Soccol 

et al. 2016)  

 

Actualmente se conocen dos modelos de mecanismos de acción, el 

primero es el de enlace secuencial descrito por Bravo y colaboradores en 

el año 2007 y el segundo se denomina vía de señalamiento mediante la 

formación de canales iónicos (Zhuang et al., 2002) siendo el de Bravo el 

más aceptado (Bravo, Gill, & Soberón, 2007). El modelo de enlace 

secuencial inicia cuando el insecto blanco ingiere las proteínas en forma 

de protoxina, luego a través de proteasas intestinales y pH alcalino se 

solubilizan  exponiendo la parte activa de esta, una vez activa entra en 

interacción con los receptores de la membrana plasmática del insecto, 

consiguiente a esto se conlleva su oligomerización dada por los cambios 
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conformacionales, donde por consiguiente se lleva la inserción a la 

membrana, dando como fin un desbalance osmótico en la membrana, 

produciendo la muerte del insecto. (Jiménez-Juarez et al., 2008)( (Melo, 

Soccol et al. 2016) (Bravo, Gill, & Soberón, Mode of action of Bacillus 

thuringiensis Cry and Cyt toxins and their potential for insect control, 

2007)  

 

Por otra parte, el modelo de la vía de señalamiento le asigna las causas 

de la muerte del insecto a otros aspectos, si bien comparte similitudes 

con el modelo propuesto por Bravo, en cuanto a la formación de poros 

por la forma lítica. Los aspectos diferenciales comprenden múltiples 

alteraciones a nivel de cambios en el metabolismo (Melo, Soccol, & 

Soccol, 2014). Este modelo disminuye la importancia de la formación del 

pre-poro, sino que resalta la unión de las toxinas a los receptores 

caderinas, Aminopeptidasa(ANP) y Fosfatasas alcalinas (ALP), en donde 

direccionan la estimulación y se activan canales iónicos de Magnesio 

(Mg2+) esto causa un flujo anormal de iones lo cual conlleva a un 

desbalance dentro de las células, provocando una lisis de ellas, 

ocasionando la muerte del insecto (Zhuang et al., 2002). 

 

En diversos estudios se han empleado estrategias donde se busca 

aumentar la eficacia de las proteínas Cry frente a los insectos que son 

objetivo, de estas diversas estrategias se destacan los intercambios de 

dominio, mutagénesis sitio dirigida, uso de péptidos sintéticos (Deist, 

Rausch et al. 2014). 

 

Dentro de las técnicas empleadas se encuentra DNA shuffling el cual se 

basa bajo un modelo de recombinación homóloga, donde se han 

realizado avances en búsqueda de variantes más tóxicas (Lucena, 
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Pelegrini et al. 2014) Así mismo se han buscado otras alternativas en 

caminadas a la obtención de mosquitos transgénicos (Carvalho, Costa-

da-Silva, Lees, & Capurro, 2013) (Suarez Barrera, 2015). 

 

En estudios previos desarrollados por el grupo de Biología Molecular y 

Biotecnología de la Universidad de Santander, UDES, se han usado 

técnicas de DNA shuffling, y de evolución sitio dirigida, con su uso se 

logró obtener una mutante denominada 8Cry11Aa la cual presentó un 

aumento en su actividad hasta 6 veces mayor con respecto a su parental. 

Dentro del grupo se ha desarrollado un software (HIDDEN 1.0) el cual 

simula de manera computacional los modelos de evolución, en proteínas 

Cry11, Sin embargo, no se han desarrollado las validaciones de manera 

in vitro de estos productos obtenidos por Biología computacional.  

 

En este trabajo se reportan las características moleculares, la 

determinación de la actividad tóxica y el análisis de secuencias de 3 

variantes in silico de proteínas Cry11Aa en larvas de primer estadio de 

A. aegypti, obtenidas bajo modelamientos heurísticos de técnicas de 

evolución dirigida. 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Bacillus thuringiensis produce cristales proteicos los cuales están 

asociados al control de insectos y nematodos entre otras aplicaciones, 

se han reportado actividades principalmente en Coleópteros, 

Lepidópteros, y Dípteros. La toxicidad de los cristales proteicos frente a 

los diferentes órdenes de insectos y su inocuidad frente a gran diversidad 

de  seres vivos y con el medio ambiente, son razones por las cuales 

vienen siendo utilizadas como agentes controladores en el mundo (Melo, 

Soccol et al. 2016) Los cultivos genéticamente modificados con perfiles 

insecticidas por parte de Bt han sido utilizados desde 1996 para el 

manejo de plagas de insectos (ISAAA, 2011). Aunque no se informaron 

casos de  resistencia por parte a los cultivos de Bt en las plagas objetivo 

durante los primeros años de aplicación, las resistencias fueron desde su 

inicio una de las principales preocupaciones del desarrollo de los cultivos, 

Fue Plodia interpunctella  el primer insecto en presentar resistencia a 

cultivos de Bt en condiciones de laboratorio, a campo abierto fue hasta 6 

años después del inicio de la introducción de  los cultivos de Bt que 

Helicoverpa zea presentó la primera resistencia reportada en el 2002, sin 

embargo diversos estudios han descrito múltiples especies de insectos 

resistentes frente a diferentes tratamientos de cultivos, y se hace 

evidente que esto conlleva a una gran amenaza para un uso sostenible 

de los cultivos de Bt (Tabashnik et al., 2013), como medidas de control 

se impusieron programas de manejo de resistencia a insectos para 

prevenir o atrasar la evolución de estas (Bates et al., 2005), no obstante 

diversos factores ya sean sociales, económicos y ambientales, 

dificultaron la eficacia de los programas, lo que ocasionó que varias 

especies de insectos desarrollaran o aumentaran esta característica 

frente a cultivos de Bt,  todo esto alimentado por manejos indiscriminados 
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de pesticidas los cuales aportaron en mayor medida a esta problemática 

(Peterson, Bezuidenhout, & Berg, 2017) 

Existen diversos medios por los cuales un insecto puede adquirir 

resistencia a los cultivos de Bt, uno de estos es la solubilización reducida, 

debido a que esta se traduce en una convergencia disminuida y/o 

inhibición del traspaso de protoxina a toxina, la escasa activación  por 

parte de las proteasas, hace que  los efectos tóxicos no sean suficientes 

para dar lisis celular, y por consiguiente se genere resistencia (Bradley et 

al., 1995) También se ha sugerido un mecanismo alternativo, mediante 

el cual la activación de la protoxina se previene mediante la degradación 

o la precipitación de la toxina solubilizada (Peterson, Bezuidenhout, & 

Berg, 2017) 

Otras de las vías de resistencia se relacionan con las alteraciones en los 

sitios de unión entre la toxina y el receptor, los receptores tipo cadherina, 

Aminopeptidasa (APN), o Fosfatasas Alcalinas (ALP) pueden mostrar 

deleciones a lo largo de la secuencia proteica, lo que se traduce en 

mutaciones, ocasionando una disminución en la afinidad de las toxinas 

con los receptores, produciendo así una unión inespecífica de las toxinas 

Cry y por ende una reducción de su actividad tóxica o en el peor de los 

casos una anulación (Downes and Mahon 2012)  

En este escenario las consideraciones de resistencia también incluyen a 

insectos del orden Díptera, los cuales comprenden vectores de 

enfermedades de importancia en salud pública, como Dengue, Zika, 

Chikungunya, Malaria, Fiebre amarilla entre otras; debido a esto se hace 

necesario establecer sitios específicos a lo largo de la secuencia 

aminoacídica de las proteínas donde se puedan establecer  mutaciones 

las cuales puedan establecer una mejoría no solo en su actividad 
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tóxica(Efectivas y potentes) sino que permitan comprender su 

funcionamiento, y su estructura (Suarez-Barrera, 2015). 

Sin embargo el uso de estas estrategias se competen de una gran 

demanda de recursos físicos y humanos, tiempo, y tamizaje para su 

realización, el proceso de selección de las mejores variantes obtenidas, 

involucrando los procesos de aleatoriedad, se ven traducidos a una 

pérdida de elementos en las implementaciones de las técnicas in vitro 

tradicionales. 

En este sentido es necesario explorar metodologías mixtas in silico e in 

vitro como una alternativa para el estudio de variantes Cry potenciadas, 

como una primera aproximación se desarrolló dentro del grupo de 

investigación un software que simula el desarrollo evolutivo, no obstante, 

su desarrollo aún no ha tenido una verificación de su aplicación de 

manera in vitro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 
 

3. JUSTIFICACIÓN 

 

Las múltiples aplicaciones de Bt en los campos de la agricultura, y en la 

salud pública, como agente biocontrolador de plagas de cultivos y de 

vectores de enfermedades respectivamente (Melo, Soccol et al. 2016). 

Hace que el estudio de las proteínas Cry sea demandante, debido a que 

su interés biotecnológico es amplio. Aún existen vacíos en el 

conocimiento de las diversas aplicaciones y su funcionamiento, esto 

conlleva a que surjan consecutivamente nuevos hallazgos del 

comportamiento de Bt para sus aplicaciones (Melo, Soccol et al. 2016). 

En América Latina 5 de las 10 enfermedades transmitidas por vectores 

más importantes son causadas por A. aegypti las cuales ponen en riesgo 

a la salud pública, siendo de estas el Dengue la enfermedad 

predominante, Cerca de 500 millones de personas en riesgo en la región. 

La incidencia pasó de 16,4 casos por 100 mil personas a 218,3 casos 

cada 100 mil entre 1980 y 2000-2010. En 2013 (año epidémico) se 

registraron 2,3 millones de casos (430,8 cada 100 mil) y 1280 muertes 

en el continente. Para el Chikungunya se detectó por primera vez en 

diciembre de 2013 en islas del Caribe, para el año 2015 más de 15.000 

casos sospechosos fueron reportados en el Caribe, un año más adelante 

se notificaron a la Oficina Regional de la OMS para las Américas 

349.936 casos sospechosos y 146.914 confirmados, es decir la mitad 

que el año anterior. Los países que más casos notificaron fueron Brasil 

(265 000 sospechosos) Bolivia y Colombia (19 000 sospechosos cada 

uno). El virus de Zika por su parte tuvo su primer gran brote en la isla de 

Yap en el 2007. En julio del 2015 Brasil notificó una relación entre la 

infección de este virus y el síndrome de Guillain-Barré y en el mismo año 

su asociación con la microcefalia. (OMS, 2018) 
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Para controlar este vector (A. aegypti), han surgido a nivel mundial varias 

alternativas que incluyen mediaciones químicas como el uso de agentes 

organofosforados, organoclorados y piretroides, y variantes biológicas 

desde bacterias que impiden la liberación del virus, hasta la creación de 

mosquitos transgénicos (Carvalho, Costa-da-Silva, Lees, & Capurro, 

2013) (Suarez-Barrera, 2015) En las alternativas biológicas se incluyen 

los tratamientos con las toxinas Cry, las cuales se  han sido descritas las 

Cry11 como las más efectivas para el control de insectos del orden 

Díptera, al cual pertenecen una gran variedad de mosquitos vectores de 

enfermedades (Xu, Nagai, Bagdasarian, Smith, & Walker, 2001). 

tomando este escenario es necesario crear toxinas Cry11 por 

mutagénesis, sin embargo la generación de bibliotecas génicas por 

medio de evolución dirigida, conlleva a un gasto de tiempo, recursos 

físicos, humanos y económicos, es por esto que surge como segunda 

alternativa, la utilización de insumos bioinformáticos para optimizar los 

factores ya mencionados, las herramientas bioinformáticas que están 

dirigidas a la simulación de la evolución biológicas, mediante estrategias 

genéticas, y simulaciones de evolución dirigidas, van enfocadas, hacía 

disminuir los ruidos generados por la incertidumbre biológica natural, y al 

control de factores determinantes para las mutaciones (Wedge, Rowe, 

Kell, & Knowles, 2009) 

Como primera aproximación el grupo de investigación de Biología 

molecular y Biotecnología UDES, utiliza herramientas 

biocomputacionales, en este caso HIDDEN 1.0, la cual fue desarrollada 

en el grupo, para explorar las posibles variantes de Cry11Aa 

contemplando parámetros mínimos de evolución dirigida, tales como: 

tasas de mutación, regiones de interés, procesos de recombinación y 

número de ciclos, elementos cruciales para potenciar la toxicidad de las 
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proteínas silvestres, donde a su vez haya un ahorro del tiempo, recursos 

físicos, humanos, insumos bases y una mejoría significativa en el tiempo 

empleado donde se generan una gran cantidad de información que 

requieren de una validación biológica, y se contrasten los determinantes 

in silico del diseño y su funcionabilidad sobre el modelo de toxicidad, y 

así mismo generación de información académica para entender la 

importancia de las funciones aplicadas en el software, y un insumo 

adicional a la generación de mejoras en el campo de aplicación biológica 

a modelos computacionales. 

 

Es por este motivo que se hace dispensable realizar la siguiente pregunta 

de investigación:  

 

¿Cuáles son las características de las proteínas Cry11 in silico obtenidas 

a partir de modelos heurísticos computacionales? 
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4. MARCO TEÓRICO 

 

4.1. Generalidades de Bacillus thurigiensis. 
 

Bacillus thurigiensis (Bt) es una bacteria Gram positiva, aerobia, 

formadora de cristales proteicos, los cuales se forman en la fase 

estacionaria de su ciclo de crecimiento, dentro de este cristal contienen 

en su mayoría proteínas denominadas δ-endotoxinas, en las cuales se 

destacan dos familia: Cry (Cristal) y Cyt (Cytolytico) las cuales se 

conocen por su actividad específica y potente sobre insectos (Sanahuja, 

Banakar, Twyman, Capell, & Christou, 2011). 

 Bt se encuentra en varios lugares del ecosistema, gracias a sus formas 

parasporales, principalmente en suelos, hojas de plantas e insectos 

muertos. A principios del siglo XX se aisló por primera vez Bt, en Japón 

por el biólogo Shigete Ishiwatari quien en su momento la nombró Bacillus 

sotto, fue hasta 1911 que se le dio el nombre de Bacillus thurigiensis en 

Alemania por el científico Ernst Berliner (Sanahuja, Banakar, Twyman, 

Capell, & Christou, 2011).  

Bt conforma el grupo de Bacillus cereus donde también se encuentran B 

cereus, B anthracis, B. mycoides, B pseudomycoides y B. 

weihenstephanensi. (Didelot, Barker, Falush, & Priest, 2009) Bt tiene un 

genoma de tamaño de 2.4 a 5.7 millones de pares de base en 

comparación a los mapas cromosómicos de B. cereus sugieren que todos 

los cromosomas tienen una organización cercana en la mitad que está 

aproximada al origen de replicación, mientras muestran gran variedad en 

la mitad terminal, diversos aislamientos de Bt tienen variaciones de 

elementos extra cromosómicos en los cuales algunos son lineales y otros 
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circulares. Las proteínas de las cuales se comprende los cristales, están 

codificadas por plásmidos de gran tamaño. (Schnepf, y otros, 1998) 

Se conocen dentro de esta especie, cerca de 71 subespecies con base 

en las propiedades del antígeno flagelar H (Lecadet, y otros, 1999) de las 

cuales se cuentan como principales cuatro de ellas, Bt sub Israelensis 

que cuenta con actividad frente al orden Díptera, Bt sub Kurstaki y Bt sub 

aizawai quienes presentan actividad frente a los insectos del orden 

lepidóptera, y Bt sub tenebrionis la cual su actividad está enfocada hacía 

el orden Coleóptera (Hofte & Whiteley, 1989) 

 

4.2 Proteínas Cry 
 

Las proteínas Cry están directamente relacionadas al control de insectos 

en donde tienen un rango específico en ordenes, comúnmente 

encontrada su actividad en Díptera, Lepidóptera, Coleóptera y en otros 

casos en nematodos (Bravo, Likitvivatanavong, Gill, & Soberón, 2011) El 

prefijo Cry parte del acompañamiento donde se designa el número 

arábico, el primer número corresponde a un 45% de identidad, La 

segunda hilera ordena las proteínas con una letra mayúscula que 

corresponde a una identidad de 45 al 78%, la tercera nomenclatura 

incluye a una letra minúscula que corresponde al 78 – 95% de la 

identidad, la última casilla en las que se catalogan las proteínas 

corresponde a un número arábico y corresponde a niveles de 95% en 

adelante (Soberón & Bravo, 2007) esto permite darles una posición en 

árbol filogenético que propuso Crickmore y sus colaboradores (Schnepf, 

y otros, 1998), A la fecha se reconocen cerca de 775 genes de Cry, los 

cuales se ordenan en 74 grupos (Crickmore, Zeigler et al. 1998, 

Crickmore, Baum et al. 2016) Recientemente se han descubierto toxinas 
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han presentado actividad en otros ordenes  como Hymenoptera, 

Orthoptera, Hemiptera, Isoptera, Mallophaga, Thisanoptera. (Xu, Wang, 

Yu, & Sun, 2014). 

Las proteínas de Cry tienen en similitud la composición de tres dominios 

en sus estructuras (Xu, Wang, Yu, & Sun, 2014). En composición las 

proteínas Cry cuentan con aproximadamente 600 aminoácidos, estas 

proteínas tienen comúnmente dos diferentes pesos unas de 130 o 70 

KDa aproximadamente (Maagd, Bravo, Berry, Crickmore, & Schnepf, 

2003) Dentro de su estructura de tres dominios, se demuestra que sus 

plegamientos son similares entre ellas y que contienen cinco bloques  

aminoacídicos en regiones conservadas de la estructura, el primer 

bloque se encuentra compuesta por cinco alfas hélices pertenecientes al 

dominio I, el bloque 2 está compuesto por las siete hélices alfa del 

dominio I y la primera beta plegada del dominio II, es aquí donde está la 

región de contacto entre los dos dominios, los bloques 3, 4 y 5 están en 

las tres cadenas que comprenden el dominio III, resaltando que el bloque 

3 abarca la última lámina beta del dominio II, el bloque 4 en las betas 

plegadas centrales del dominio III y el bloque 5 en las betas terminales 

del dominio III (Figura 1)  (López-Pazos & Cerón, 2010) (Schnepf, y otros, 

1998) (Xu, Wang, Yu, & Sun, 2014) 
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A) 

B) 

Figura 1. . Bloques conservados de las proteínas Cry y estructura tridimensional de Cry 1Aa. A) 
Bloques conservados de secuencias aminoacídicas, en proteínas Cry. B) Ilustración de la 
estructura tridimensional de Cry1Aa, Dominio I(Naranja), Dominio II (Verde, amarillo), Dominio III 
(Verde, Azul y Morado). 



31 
 

4.2.1 Dominio I: 
 

Este dominio se sugiere como el responsable de la formación del poro 

lítico en epitelio intestinal del organismo hospedador, este dominio 

comparte varias similitudes estructurales con los dominios asociados a la 

formación de poros o de afecciones de membrana de otras toxinas de 

carácter proteico de diferentes bacterias (Schnepf, y otros, 1998) una de 

estas proteínas en las cuales se comparten similitudes estructurales, es 

con la región formadora de poros de las α-PFTs colicina A (Xu, Wang, 

Yu, & Sun, 2014). 

El dominio I está conformado por un complejo de siete hélices alfa, 

contando con una hélice central (α5) hidrofóbica, y un recubrimiento de 

las demás hélices de carácter alifático (Schnepf, y otros, 1998) La hélice 

α2 es interrumpido por un bucle pequeño, la cual divide la α2 en α2a y 

α2b, se puede dar la división de la hélice α2 como dos secciones de 

hélices en las proteínas Cry1Aa, Cry2Aa, Cry4Aa, y Cry8Ea que son 

separadas por este bucle (Xu, Wang, Yu, & Sun, 2014) ;Se cree que la  

formación de poros se da por una horquilla helicoidal que tiene un 

carácter hidrofóbico, en las que se comprende la α4 y α5, que son las 

responsables de la formación del poro (Schnepf, y otros, 1998) . 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Dominio I de la proteína Cry11Aa. 
Fuente: Autor 
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4.2.2 Dominio II:  
 

El dominio II consiste en tres hojas β antiparalelas unidas o conjugadas 

en una forma de llave griega, también llamado β prisma (Schnepf, y otros, 

1998) (Xu, Wang, Yu, & Sun, 2014)  también cuenta con dos pequeñas 

α hélices con un núcleo hidrofóbico. Las dos primeras hojas cuentan con 

una formación topológica de llave griega, la tercera hoja se divide en dos 

fragmentos: un Terminal C con dos betas y un Terminal N junto a una 

hoja beta y un alfa hélice (Palma, Muñoz, Berry, Murillo, & Caballero, 

2014) Estructuralmente es este dominio el que es más variable en 

contraste con los Dominios I y III, la alta divergencia está enfocada a los 

bucles de conexión, debido a que la parte central de los soportes β se 

mantienen Este dominio tiene una gran relevancia en la interacción con 

el receptor (Xu, Wang, Yu, & Sun, 2014) por ende tiene componentes 

importantes en la especificidad de la toxina (Pigott & Ellar, 2007) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cry 
11AaA B 

Figura 3. Dominio II de la proteína Cry 11Aa (A) Estructura de la toxina Cry 
11Aa (B) Región de formación topológica “Llave griega". Fuente: Autor 
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4.2.3 Dominio III: 
 

Este dominio está constituido por dos hojas β retorcidas antiparalelas, 

posicionadas “Cara-cara” (Grochulski, y otros, 1995) formando una 

topología conocida como β-Sándwich (Grochulski, y otros, 1995; Pigott & 

Ellar, 2007; de-Maagd, Bravo, Berry, Crickmore, & Schnepf, 2003; Xu, 

Wang, Yu, & Sun, 2014) Cada una de las hojas está formada por cinco 

cadenas aminoacídicas , la hoja expuesta está en contacto con el 

solvente mientras que la envoltura interna está en contacto con los 

demás dominios; El dominio III muestra menor cambios estructurales que 

el II (Grochulski, y otros, 1995), en este se comprenden tres de los cinco 

bloques conservados de la proteína (Xu, Wang, Yu, & Sun, 2014) el papel 

de este va enfocado a la unión con el receptor, su afinidad a este, también 

se encuentra involucrado a las acciones que están ligadas a la  formación 

del poro lítico (Maagd, Bravo, Berry, Crickmore, & Schnepf, 2003) En 

adición juega un papel importante en bioquímica de la molécula de la 

toxina, estudios sugieren que las funciones del dominio III está 

encaminado al mantenimiento de la integridad estructural de la toxina, se 

cree que va enfocado en la protección de la molécula hacía la proteólisis 

mediada por el interior del intestino del insecto que es atacado (Schnepf, 

y otros, 1998) 

  

  

 

 

 

 

Figura 4. Dominio III de la toxina 
Cry Fuente: Autor 
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4.3 Mecanismos de acción de proteínas Cry 
 

El modo de acción de las toxinas Cry, es reconocido que nativamente la 

acción primaria de la toxina es lisar las células epiteliales del intestino 

medio bajo la formación de poros líticos en la zona apical de las 

microvellosidades de las células, sin embargo, se han sugerido que la 

acción tóxica podría estar mediada por las proteínas GPI generando 

apoptosis después de que ocurre la unión Toxina-Receptor (Bravo, Gill, 

& Soberón, 2007). La acción tóxica empieza con la ingestión del cristal 

por el insecto, seguido a ello se realiza una solubilización del cristal en el 

intestino medio del insecto, bajo un proceso proteolítico de la toxina no 

activa por acción de las proteasas del intestino, la solubilización se da 

bajo unas condiciones de pH alcalinas, para dar con la activación de la 

toxina, la mayoría de las proteasas que se encuentran en el intestino son 

de similitud a la tripsina, el extremo Terminal C  el cual se encuentra 

enrollado en la toxina en forma de “caracol”  es cortado secuencialmente 

en secciones de 10 kDa durante el proceso de la protoxina, lo que 

conlleva a la activación de esta (Figura 5) (Schnepf, y otros, 1998) 

 

 

 

 

 

 

 

 

(G) 
(A) 

(B) 

(C) 
(D) 

(E) 
(F) 

Figura 5. Esquema de activación de toxinas Cry. (A) proteína Cry en el ambiente (B) ingestión 
(C) Proteína en intestino medio de pH alcalino (D) Solubilización (E) Protoxinas en el medio 
(F) Cortes de terminales C y N (G) proteína activa. Adaptado de: (Schnepf, y otros, 1998)  
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Dado esto se han descrito dos modelos del mecanismo de acción 

empleados por las toxinas, el modelo de enlace secuencial y la vía de 

señalamiento mediante canales iónicos. 

4.3.1 El modelo de enlace secuencial: 

Se basa la acción citotóxica en la formación de poros los cual tienen lugar 

en la membrana plasmática, lo que da como resultado una unión 

secuencial de monómeros, y un desbalance osmótico (Figura 6) a este 

mecanismo se conoce como el mecanismo clásico, ya que es el más 

estudiado por diversos investigadores. Para dicho modelo se han hecho 

estudios en Manduca sexta con Cry1Ab: en donde se inicia por la 

ingestión de la δ-Endotoxina las proteasas digestivas se activan, y 

posterior a esto, la toxina Cry se une a los receptores cadherina, 

Aminopeptidasa N y ALP en la superficie de la membrana (Dorsch et al., 

2002; Hua et al., 2004; Jiménez-Juarez et al., 2008) (Figura 6.1) son las 

afinidades moleculares entre los receptores y las toxinas los que dan el 

resultado de las segmentaciones de la toxina Cry. Estas segmentaciones 

causan cambios a nivel estructural en la cadena, y forman oligómeros 

que son los que hacen la función de pre poro funcional (Figura 6.2 y 6.3) 

adicional a esto también se encuentran una tercera “Conexión” en la 

superficie de la membrana, el receptor aminopeptidasa N tiene gran 

afinidad molecular y actúa para anclar el pre poro en la bicapa lipídica 

(Figura 6D) la integridad de la membrana se ve afectada gracias a esta 

formación de poros, y consigo se involucra su función, la muerte celular 

se da debido a este desbalance osmótico (Melo, Soccol, & Soccol, 2014) 

la iniciación del poro se da por la inserción a la membrana de las 

horquillas helicoidales hidrofóbicas de las hélices α-4 y hélice α-5, 

mientras que el resto del dominio I permanece en la membrana flotando, 

en un estado globular asemejando la forma de una sombrilla (Dean, y 
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otros, 1996).  Las tres hojas β hidrofóbicas del dominio II intervienen en 

las demás interacciones de la proteína con el receptor, esto se da por 

mediante los bucles expuestos que se encuentran en los ápices de las 

hojas β (Li, Caroll, & Ellar, 1991). El papel del dominio III correspondiente 

al de la disposición estructural de β-sándwich se ve relacionado con las 

uniones al receptor, se ha descrito también su papel en la estabilidad e 

integridad de la formación estructural de la molécula el cual le confiere 

una protección en referencia a la proteólisis dentro del intestino del 

insecto (de-Maagd, Bravo, & Crickmore, 2001).  En resumen el modelo 

de enlace secuencial, parte de los enlaces de las toxinas y su afinidad 

hacía los receptores situados en la membrana del insecto, dando como 

resultado que la toxina altere la conformación bioquímica estructural de 

la membrana para la formación de los poros líticos provocando la muerte 

del insecto blanco. 
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4.3.2 El modelo de vía de señalamiento mediante la formación de 

canales iónicos 
 

El segundo modelo si bien comparte muchas similitudes con el modelo 

anterior, les da asignación a otras casusas de la muerte celular, este 

modelo conserva la afección de las Cry a la célula por la forma lítica en 

la formación de poros como se describe en la unión secuencial, pero se 

agregan también una causa de muerte celular, por medio de la 

producción sucesiva de reacción que alteran el metabolismo celular 

(Melo, Soccol, & Soccol, 2014) En el mismo se minimiza la importancia 

de la formación de un pre poro en la membrana, se reconoce que la 

Figura 6. Modelo de formación de poros. A) toxina Cry11Aa 3D B) Secuencia de 
mecanismo de acción por el modelo de enlace secuencial 1. Solubilización y 
activación de la toxina 2. unión de la proteína a receptores APN y ALP anclados 
a GPI en balsas lipídicas 3. La unión al receptor de cadherina facilita la escisión 
proteolítica de la hélice α-1 en el extremo Terminal N 4-5. La escisión Terminal 
N induce la formación de oligómero pre-poroso y aumenta la afinidad de unión 
del oligómero a los receptores APN y ALP anclados a GPI. 6. oligómero se 
inserta en la membrana, lo que conduce a la formación de poros y lisis celular 
adaptada de: (Chengchen, Bi-Cheng, Ziniu, & Ming, 2014) por: Diego Fernando 
Herrera Pineda 
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formación de los poros es el resultado que determina la finalidad de la 

toxina (Zhuang et al., 2002) así mismo, en otros casos las toxinas no se 

unen a la membrana lipídica, pero la citotoxicidad ocurre de la misma 

manera. De acuerdo con este modelo, parte en que los receptores de la 

toxina se unen a una CDN , APN  y ALP (Figura 7.1) y por procesos que 

aún se desconocen, direccionan estímulos que conllevan a una 

activación de canales de iones de Mg2+ en la membrana plasmática 

(Figura 7.2) lo que conlleva que en el citosol se produzca un movimiento 

poco natural mediado por la apertura de estos canales, (Figura 7.3) la 

destrucción de la membrana celular aumenta significativamente el efecto 

de este y las toxinas bacterianas activan los procesos celulares 

preexistentes como la apoptosis (Zhang, Candas, Griko, Taussing, & 

Bulla, 2006) Según este modelo puede aparecer la formación lítica 

cuando los oligómeros se insertan en la membrana, pero esto no se 

traduce en una actividad citotóxica.  
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4.4 Proteínas Cry 11 

 

Las proteínas Cry11Aa, Cry11Ba, Cry11Bb son características en la 

producción de cuerpos cristalíferos de B. thuringiensis israelensis (Bti), 

Bt subsp Jegathesan (Btjeg) y Bt subsp Medellín (Btmed) 

respectivamente (Sauka, Monella, & Benintende, 2010). 

Bti produce una protoxina con un peso aproximado a 74 KDa, donde por 

medio de la actividad proteolítica, se da la remoción de 28 residuos 

aminoacídicos del extremo amino, y se produce una bipartición 

intramolecular, para generar dos fragmentos de pesos 32KDa y 34 KDa, 

que se asocian entre sí, y presentan actividad tóxica. La proteína en 

Figura 7. Mecanismo de acción de las toxinas Cry, de acuerdo 
al modelo de señalización. (A) La toxina Cry(Tx) se une a los 
receptores tipo Cadherina (Cd) en la membrana plasmática. 
(B) Simulación de la apoptosis(Ap) con la activación de los 
canales iónicos en la membrana plasmática. (C) Movimiento 
continuo de los iones de Magnesio que culminan en la muerte 
celular. Tomado de   (Melo, Soccol, & Soccol, 2014) modificado 
por el autor 
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forma activa hace su unión a los sitios receptores de la membrana apical 

del insecto diana, es allí donde realiza su inserción y la formación de 

poros líticos (Fernandez, Perez et al. 2005).  Dentro del cuerpo cristalífero 

producido por Bti Cry11Aa es la proteína que presenta mayor actividad 

frente a Dípteros como A. aegypti, aunque algunas de las reacciones que 

involucran la interacción con su receptor aún no están caracterizadas, sin 

embargo bajo unos estudios de mutagénesis se identificaron ciertas 

regiones que corresponden al dominio II (bucle α8, β4, y bucle 3) que 

presentan una interacción con las microvellosidades de la membrana del 

intestino medio de A. aegypti (Fernandez, Perez et al. 2005) Los 

receptores APN, ALP y CDN se han identificado como las moléculas de 

unión para Cry11Aa y Cry4Ba en diferentes especies de mosquitos, esto 

sugiere que son este mecanismo de acción como un conservado de las 

toxinas Cry en el orden Díptera (Cantón, Reyes, Escudero, Bravo, & 

Soberón, 2011) También se ha demostrado que ciertas isoformas del 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) que se encuentra anclado a una fosfatasa 

alcalina (ALP) tienen una relación directa con la toxicidad de Cry11 frente 

a A.aegypti (Lee, Aimanova, & Gill, 2014) . 

Por otro lado, Bt subsp. jegathesan (Btjeg) produce una protoxina de 

peso aproximado de 80KDa, está cuando se somete a la actividad 

proteolítica genera dos fragmentos de pesos de 33KDa y 36KDa, la 

ruptura intramolecular se da en los bucles 1 y 2, por la presencia de un 

extremo amino del dominio I y bucles esenciales en el dominio II se 

reporta que el fragmento que presenta mayor unión a la membrana es el 

de 36KDa (Likitvivatanavong, y otros, 2011) Esta proteína que se conoce 

como Cry11Ba tiene una dependencia en la interacción con los 

receptores que se encuentran en el intestino medio, los receptores tipo 

cadherina, los aminopeptidasa (APN), y los fosfatasa alcalina (APL), han 
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demostrado que son consecuentes con la especificidad de la toxina con 

los insectos del orden Díptera, (Wirth, Walton, & Federici, 2015) Estudios 

demuestran que Cry11Ba es de la familia Cry11 la que mayor actividad 

tóxica presenta frente a larvas del orden Díptera, tales como Aedes, 

Anopheles y Culex (Zhang, Hua, Bayyareddy, & Adang, 2013). La 

toxicidad de la proteína Cry11Ba está estrechamente relacionada a la 

interacción con los receptores del intestino medio, donde la 

aminopeptidasa (APN), las tipo cadherina, y las fosfatasas alcalinas 

(APL) están ligados con la especificidad de esta toxina al orden Díptera 

(Zhang, Hua, Bayyareddy, & Adang, 2013)  

Cry11Bb es una toxina producida por Bacillus thurigiensis sub. Medellin 

(Btmed), su afinidad tóxica está implicada a la afección de diferentes tipos 

de insectos del orden Díptera, su peso molecular oscila en un peso 

aproximado de 94KDa, al igual que las demás toxinas Cry, se requiere 

un procesamiento proteolítico de la protoxina para obtener los 

fragmentos activos de 30 y 35 KDa, este procesamiento se lleva a cabo 

en el intestino medio del insecto diana por las proteasas presentes en él 

(Ruiz, Segura, Trujillo, & Orduz, 2004) 
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4.5 Modificaciones de toxinas Cry 
 

Bt es conocido a nivel global por su amplio espectro para el control de 

plagas, de importancia agrícola, industrial y de salud pública, una de las 

principales problemáticas que embarcan el uso de Bt, es la generación 

de resistencias de insectos, por esto una alternativa para el cribado y 

producción de nuevas proteínas Cry, es la evolución genética y el 

mejoramiento genético de proteínas con el objetivo de aumentar la 

toxicidad frente a las plagas objetivo, conseguir abarcar nuevas plagas 

sensibles, o recuperar toxicidad en caso de que haya generación de 

resistencia en campo (Bravo, y otros, 2012). 

 

4.5.1 Proteínas Truncadas 
 

La técnica de truncado de proteínas se basa en la elución que ha sido 

parte los extremos Carboxilo y Amino como parte de la formación de 

cristales y en su relevancia en la actividad tóxica contra diferentes 

insectos. El objetivo de la técnica es el de poder obtener proteínas donde 

se corte el Terminal C, para omitir el paso de activación de la protoxina, 

y así poder obtener una proteína principal activa, que presente una mejor 

toxicidad. Mediante análisis de deleción se han realizados cortes en los 

dos extremos del gen Cry (5’ o 3’) donde se han eliminado 

aproximadamente 400 aminoácidos del terminal C sin que la actividad 

tóxica se vea afectada; por otro lado, se han realizado análisis  de 

deleción en el Terminal N en donde se indica que solo la mitad de este 

es suficientes para la toxicidad (Adang, y otros, 1985) (Hofte, y otros, 

1986), sin embargo en un estudio realizado por Pang y colaboradores se 

expusieron las proteínas alargadas y truncadas de Cry11 y se hicieron 
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ensayos de toxicidad frente Spodoptera frugiperda y  Trichoplusia ni 

donde encontraron que la proteína alargada (Completa) era altamente 

tóxica frente a las larvas de los mosquitos, mientras que la truncada no 

presentaba toxicidad (Pang, Frutos et al. 1992). 

Se han obtenido reportes de mejoramiento de proteínas modificadas, 

para insectos resistentes donde se reportan que las Cry1AbMod y la 

Cry1AcMod, tienen mayor actividad tóxica que sus nativas, las dos 

carecen de 56 aminoácidos en el extremo Terminal N, donde se incluye 

la hélice α-1 del dominio I. (Deist, Rausch, Fernandez-Luna, Adang, & 

Bonning, 2014) 

 

4.5.2 Modificación en sitios de clivaje 
 

La actividad tóxica se ve mediada por una parte por el procesamiento de 

la protoxina para su forma activa. Esto se enfoca en la deleción de las 

regiones terminal N y terminal C en las toxinas más grande donde se 

pueden producir proteínas activas (Cry3) o proteínas intermedias (Cry1, 

Cry4, Cry11). Las escisiones proteolíticas en los sitios mencionados son 

necesarias para poder lograr la toxicidad, por lo tanto, una escisión 

deficiente o nula puede alterar la toxicidad, dadas estas características 

se pueden utilizar en el diseño y fabricación de proteínas modificadas. 

(Deist, Rausch, Fernandez-Luna, Adang, & Bonning, 2014) 
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4.5.3 Modificaciones en los sitios de unión  

 

Unos de los factores más importantes y de gran relevancia para la 

actividad tóxica de las proteínas es la correcta solubilizarían de la 

proteína y su siguiente paso de la unión a los sitios de interacción con la 

membrana. Es por esto que se han optado diferentes medidas para 

alterar la especificidad de unión de la proteína con los receptores y la 

afinidad de estas, esto con la finalidad de que se puedan abarcar nuevas 

plagas de importancia y poder resolver problemas de resistencia de 

insectos en el campo. Estas modificaciones se pueden obtener a través 

de cuatro tipos de estrategias: Intercambio de Dominio o bucles entre 

diferentes toxinas Cry, Mutagénesis sitio dirigida, Incorporación de 

péptidos de proteínas no pertenecientes a Bt, y finalmente la generación 

de librerías de variantes de Cry en fagos. (Deist, Rausch, Fernandez-

Luna, Adang, & Bonning, 2014) 
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5. ESTADO DEL ARTE 

 

Bacillus thuringiensis fue descrito por primera vez en Japón por 

Shigetane Ishiwata en 1901 como el agente causal de la enfermedad 

Sotto en los gusanos de seda (Bombyx mori), en 1915 Berliner reportó 

las inclusiones parasporales dentro de Bt, hasta 1954 se relacionaron los 

cuerpos parasporales como el responsable de la patogenicidad de Bt. 

(Sansinenea, 2012) En 1985 Schnepf y colabores describieron la primera 

proteína Cry (Cry1Aa1) en un estudio en el cual querían describir la 

secuencia aminoacídica de una proteína cristalina deduciendo la 

secuencia de bases nitrogenadas de Bacillus thuringiensis. (Schnepf, y 

otros, 1998) 

En 1988 Donovan y colaboradores realizaron una caracterización 

molecular de un gen que codificaba una proteína de 72kDa que 

presentaba actividad tóxica frente a larvas de mosquito, proveniente de 

la sub especie Bti la cual se conoce como Cry11Aa (DONOVAN, 

DANKOCSIK, & GILBERT, 1988), en 1995 Delecluse y colaboradores en 

realizaron la expresión de una nueva toxina con alta actividad 

mosquitocida dada en Btjeg, donde lograron obtener una nueva proteína 

nombrada Cry11Ba (Delécluse, Rosso, Ragni, & Adriano, 1995), Orduz y 

colaboradores en el año 1998 a partir de la subespecie Btmed 

identificaron por primera vez a Cry11Bb en un estudio donde realizaron 

un análisis de secuencia nucleotídica del gen cry11Bb1  frente a los 

anteriormente identificados cry11Aa y cry11Ba1 (Orduz, Realpe, Arango, 

Murillo, & Delécluse, 1998) 

Estudios han estado encaminados al mejoramiento de las proteínas en 

torno a su toxicidad, expresado en la afinidad de los receptores para 

poder obtener una amplitud de los insectos susceptibles, y así 
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contemplar una alternativa para sobrepasar las resistencias adquiridas, 

En el año 1996 un estudio buscó el mejoramiento de proteínas 

empleando mutagénesis sitio dirigida realizada por Rajamohan y 

colaboradores donde se realizaron mutaciones del dominio II de la toxina 

Cry1Ab, enfocándose en el bucle 2, generando cambios y deleciones de 

aminoácidos en la posición N372, y haciendo sustituciones por Alanina o 

Glicina, en los cuales evidenciaron un incremento en la toxicidad de la 

proteína hasta 8 veces más que la parental frente a Lymantria dispar, por 

otro lado las deleciones de esta posición evidenciaron una disminución 

de la toxicidad con respecto al parental, lo cual  sugiere que esta posición 

y esta región aminoacídica(bucle 2) mantiene importancia en la afinidad 

de la proteína hacía el receptor. (Rajamohan, Alzate, Cotrill, Curtiss, & 

Dean, 1996) (Deist, Rausch, Fernandez-Luna, Adang, & Bonning, 2014) 

Bajo el mismo modelo de mutación en el año Wu y colaboradores 

obtuvieron dos mutantes de Cry3A en el año 2000, realizando 

sustituciones en las regiones aminoacídicas 350-354 donde aumentaron 

la toxicidad de la toxina con respecto a la parental en larvas de 

Leptinotarsa decemlineata y Chrysomela scripta. Aumentó la actividad 

tóxica de estas hasta 2.5 veces más que la parental. (Wu, Koller, Miller, 

Bauer, & Dean, 2000). Tres años después en el año 2003 estudios 

realizados por Abdullah y colaboradores bajo la técnica de proteínas 

truncadas demostraron un aumento en la toxicidad de Cry4Ba frente a 

Culex quinquefasciatus y Culex pipens en 700 y 285 veces 

respectivamente, donde generaron substituciones aminoacídicas en el 

bucle 3. (Abdullah, y otros, 2003) Esta misma técnica se empleó en el 

año 2007, Mandal y colaboradores realizaron un estudio donde 

mejoraron la actividad de la proteína Cry2A basados en ingeniería de 

proteínas, desarrollando la técnica de proteínas troncadas, en la cual 

realizaron una deleción de 42 amino ácidos del Terminal N con 
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reemplazos de Lisina por aminoácidos no polares donde se obtuvo un 

aumento de 4.1 a 6.6 veces en contraste con la parental (Mandal, 

Gayen1, & Basu, 2007) 

En ese mismo año Soberón y colaboradores realizaron un estudio donde 

evidenciaban que la toxina Cry1Ab perdía toxicidad cuando se le 

realizaban deleciones en las regiones aminoacídicas de las alfas-hélices 

no eran propensas a formar oligómeros y la actividad tóxica se perdía en 

comparación a la nativa (Soberón, y otros, 2007). Para el 2010 Craveiro 

y colaboradores obtuvieron mutantes de Cry1Ia utilizando la técnica de 

barajado de ADN, donde se realizaron 8 cambios simples en la secuencia 

aminoacídica de la proteína, y visualizaron la actividad de estas mutantes 

en Telchin licus licus. (Craveiroa, y otros, 2010)  

Por otro lado, los estudios enfocados a A. aegypti o al mejoramiento de 

las toxinas que presentan actividad contra este  insecto se empezaron en 

el año 1988 en un estudio realizado por  por Pao-intara, 

Angsuthanasombat, Panyim, donde sugieren que las deleciones en los 

extremos Terminal N y Terminal C de la toxina Cry11Aa afectan la 

actividad tóxica de la proteína donde exponen la importancia de un 

máximo de deleciones en el Terminal N  el cual no  puede exceder de 38 

aminoacidos, sin embargo concluyen que las deleciones en el Terminal 

C pueden llegar a 459 aminoácidos. (Pao-intara, Angsuthanasombat, & 

Panyim, 1988),  En el año 2004 Abdulah y Dean trabajaron bajo el mismo 

insecto blanco pero con la proteína Cry19Aa, en el cual realizaban 

mutaciones en bucles del dominio II de la proteína con sustitciones 

aminoacídicas, donde corroboraron el aumento de la toxicidad hasta 

42000 veces más que la parental frente a A.aegypti, y demostraron que 

estos cambios, en estas regiones aminoacídicas no afectaban la 

toxicidad frente Anopheles sp. O Culex sp. (Abdullah & Dean, 2004) En 
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el año 2006 basado en el control de A. aegypti, Liu y colaboradores 

realizaron un estudio 2006 donde utilizan diseño racional a través de 

deleciones y substituciones del dominio II de Cry1Aa, evidenciaron un 

cambio en el insecto diana, donde la toxicidad natural de Cry1Aa es 

frente a insectos del orden Lepidóptera y evidenciaron que con estos 

cambios racionales pudieron adquirir toxicidad frente a insectos del orden 

Díptera. (Liu & H.Dean, 2006). 
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6. OBJETIVOS 

 

6.1 OBJETIVO GENERAL 
 

Caracterizar variantes Cry11 in-silico obtenidas mediante modelos 

heurísticos computacionales  

 

6.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

Diseñar una estrategia de clonación de genes obtenidos por modelo 

heurístico en pSV2  

 

Analizar las secuencias obtenidas de los genes cry11heu2, cry11heu3, 

cry11heu4. 

 

Determinar el patrón electroforético en SDS-PAGE de los genes 

obtenidos por el software HIDDEN, que expresa las variantes de las 

proteínas Cry11Aa 

 

Establecer la toxicidad de las nuevas proteínas Cry11 en larvas de 

primer estadio de A. aegypti 
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7. HIPÓTESIS 

 

Hipótesis de investigación  

Las proteínas Cry11 obtenidas por modelos heurísticos computacionales 

tienen características altamente similares a proteínas parentales. 

 

Hipótesis nula 

Ninguna de las proteínas Cry11 obtenidas por modelos heurísticos 

computacionales tienen características altamente similares a proteínas 

parentales. 

 

Hipótesis Alternativa  

Algunas de las proteínas Cry11 obtenidas por modelos heurísticos 

computacionales tienen características altamente similares a proteínas 

parentales. 
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8. METODOLOGÍA 

 

 

8.1. Diseño de estudio:  
 

Estudio de investigación tipo experimental 

 

 

8.2. Metodología 
 

La metodología que se siguió se muestra en la Figura 8.  
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media

Figura 8. Esquema general de la metodología 
empleada 
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8.3    Materiales y Métodos  

 

8.3.1 Diseño in silico de genes Cry 

 

Se empleó el Software HIDDEN 1.0, desarrollado en lenguaje de 

programación Python 2.7, este software utiliza un modelo heurístico que 

incorpora técnicas de inteligencia artificial basadas en algoritmos 

genéticos para modelar experimentos de Evolución dirigida, esta primera 

versión contempló como parámetros de simulación: El número de ciclos 

evolutivos, la tasa de mutación permitida y una función tipo Poisson que 

gobernó los puntos de corte de las secuencias que posteriormente se 

recombinaban. Las bibliotecas quiméricas se generaron considerando la 

optimización de una función objetivo de energía libre de Gibss obtenida 

mediante el método del vecino más cercano y restringida con 

penalizaciones se una varianza permitida al rango de energía y el número 

máximo de mutaciones permitidas. Después de creada esta biblioteca de 

30 secuencias, se seleccionaron 3 genes in silico recombinados, en 

donde el criterio de selección se basó exclusivamente en captar las tres 

secuencias de la biblioteca in silico cuyos valores de Delta de Energía 

fueran los menores 

 

8.3.2 Clonación de genes heurísticos cry en el vector pSV2 

 

Para la clonación de genes se utilizó el vector pSV2 con región 

intergénica, promotor BtiI, y una región chaperona para P19 en cual se 

obtuvo de la extracción de ADN plasmídico mediante lisis alcalina de 

células por el KIT WIZARD de la casa comercial Promega siguiendo el 

protocolo del producto, una vez obtenido el plásmido se realizó una 
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digestión enzimática (SacI/HindIII), culminado este paso se realizó 

ligación del plásmido linealizado junto con los genes heurísticos heu2, 

heu3 y heu4 empleando ligasa T4, siguiendo los apartados de la casa 

comercial, dejando a temperatura ambiente durante 4 horas. 

 

 

8.3.3 Transformación en cepas DE3BL21 

 

Una vez obtenido el constructo, se transformó la cepa DE3BL21 

mediante la técnica de electroporación, bajo las  siguientes 

condiciones:1.8Kilovoltiosx4.8 milisegundos-1; para ello se emplearon 

celdas de 0.2mm de diámetro, al finalizar el choque eléctrico, las células 

Figura 9. Modelo de Mutación de los genes heu2. heu3. heu4 en el vector pSV2 
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fueron re suspendidas en medio SOC y se llevaron a incubación durante 

1 hora a 37°C con agitación de 150 rpm, seguidamente se tomó 100µl 

del cultivo y se sembraron en medio LB con ampicilina (50µg/ml) por 24 

horas a temperatura ambiente, culminado esto se realizó extracción de 

ADN empleando el KIT Minipreps WIZARD de la casa comercial 

Promega, por medio de lisis alcalina, Seguidamente se realizó una 

digestión con HindIII y SacI, se incubación por 3 horas a 37°XC, los 

resultados de la restricción se visualizaron en electroforesis en gel de 

agarosa 0,8%, en el Fotodocumentador Gel Doc XR (BioRad). 

 

8.4.4 Transformación en cepas BMB171 

 

Para está transformación se utilizó la cepa acristalífera de Bt BMB171, 

esto se llevó acabo utilizando 500ng de ADN empleando las siguientes 

condiciones: 2kilovoltiosx4milisegundos-1, para ello, las células fueron 

resuspendidas en medio SOC a 37°C, 50 rpm durante 1 hora más 

adelante se tomaron 100µl de cada uno de los medios y se cultivaron en  

LB con cloranfenicol (6µg/ml), se dejaron en incubación a 30°C  durante 

48 horas, se seleccionaron colonias y se realizó  extracción de ADN 

plasmídico y digestiones con HindIII y SacI todo esto con el fin de 

corroborar la presencia del plásmido, inserto y sus correspondientes 

pesos.  

 

8.4.5 Cultivos de cepas 

 

A partir de los constructos (pSV2:heu2, pSV2:heu3, pSV2:heu4)  se 

realizó un cultivo en medio LB suplementado con cloranfenicol a 6ppm. 

Posteriormente se realizó un cultivo de cada una de las cepas 

transformantes en medio glucosa liquida suplementado con cloranfenicol 
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a 6 ppm (50 mL de caldo glucosado en Erlenmeyers de un volumen de 

250 mL) en condiciones óptimas para la producción de la δ-endotoxina 

(Zouari, Dhouib, Ellouz, & Jaoua, 1998) por un tiempo de 72 horas a 

temperatura de 30 °C y a una agitación de 200 rpm. Se realizó tinción 

Verde Malaquita de cada mutante para la corrobación de producción de 

esporas. 

 

8.4.6 Obtención de cultivos finales de Bt y solubilización de proteínas 

 

Partiendo del cultivo de cada variante de Bt, se centrifugaron a 7000 rpm 

por 10 minutos a temperatura ambiente, descartando el sobrenadante y 

se conservó el pellet resultante de la centrifugación. Para la solubilización 

de proteínas se tomó el pellet del cultivo de cada mutante y se le adicionó 

500 µL de buffer solubilizador que contenía Na2Co3 a una concentración 

de 56 mM (pH 11,4) y ditiotreitol 11 mM (DDT), se dejó en agitación 

constante durante 4 Horas a temperatura ambiente y luego se centrifugó 

a 13200rpm por 10 minutos a 4°C, se descartó el sobrenadante, 

realizando una separación del sedimento y del sobrenadante (Proteínas) 

las cuales se conservaron a -80°C 

 

8.4.7 Cuantificación de proteínas  

 

Se realizó por medio del método de Bradford (Bradford, 1976), teniendo 

en cuenta el protocolo (Quick StartTM Bradford Protein Assay) de 

Biorad®, se utilizó el protocolo estándar microplato utilizando una curva 

patrón de gama globulina. Seguidamente se tomaron 2 µL del cultivo para 

la cuantificación utilizando el espectrofotómetro Nanodrop 2000. Las 

cuales se tomaron mediciones por triplicado, y las concentraciones se 

dieron en mg/mL 
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8.4.8 Electroforesis de Proteínas 

 

La separación de proteínas, se realizó mediante electroforesis de 

proteínas SDS-PAGE, siguiendo protocolos internos del grupo de 

investigación de Biología Molecular y Biotecnología (Biomol) en geles de 

acrilamida al 10 y 12%, la tinción del gel se realizó por azul Coomasie R-

250, la visualización del gel se realizó en el fotodocumentador Gel Doc 

(BioRad)  

 

8.4.9 Estimación peso seco 

 

A partir de los cultivos finales, se tomaron 500 µl del cultivo y se realizó 

una centrifugación a 14000 rpm por 30 minutos a 4°C, se descartó el 

sobrenadante, dejando un tiempo de  48-60 horas para el secado, una 

vez se tuviese el pellet seco, se hizo la estimación del peso seco. 

 

 

8.4.10 Ensayos de letalidad  

 

Los ensayos de letalidad se realizaron en caja de tipo “Cell-Wells” de 24 

pozos en los cuales se adicionaron las larvas de primer estadio y se 

realizaron 10 réplicas cada una de ellas con 10 larvas en primer estadio 

de A. aegypti, Posteriormente se incubaron a temperatura ambiente con 

la concentración de proteínas previamente establecida. Para cuantificar 

la letalidad se realizó conteo de larvas vivas el cual se traduce a un 

porcentaje de letalidad en larvas. 
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8.4.12 Análisis estructural  
 

Para establecer las similitudes entre los genes cry11heu2, cry11heu3, 

cry11heu4, se utilizó la matriz de MatGat (Estimación de identidad y 

similitud) a su vez se utilizó el software BioEdit 

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) donde se realizó el 

alineamiento múltiple de secuencias entre los genes obtenidos con el 

parental cry11Aa. Los análisis estructurales se llevaron a cabo bajo el 

mismo software pero enfocado a la secuencia aminoacídica, 

contrastando regiones importantes, y relevantes en la toxicidad. 

8.5 Consideraciones éticas 
 

Este trabajo no incluyó trabajo con seres humanos, ni ningún tipio de 

pruebas, intervenciones o diagnósticos que puedan exponer un riesgo 

para la salud y/o Vida de los seres humanos, Por lo tanto, no aplican para 

este trabajo las consideraciones éticas establecidas en la Declaración de 

Helsinki, ni el tratado Belmont. De acuerdo a la resolución 8430 de 1993 

este trabajo se realizó en Laboratorio de Biología Molecular y 

Biotecnología de la Universidad de Santander, UDES. Este laboratorio 

cumple los requerimientos enunciados en el Capítulo I, Artículo 63 

respecto a las instalaciones y sistemas de contención. Aunque este 

trabajo implicó la construcción y manejo de ácidos nucleicos 

recombinantes, estos se manejaron de acuerdo a las disposiciones del 

artículo 74. Su uso es exclusivamente para actividades de investigación 

relacionadas con este trabajo o con los proyectos subsecuentes. Todo 

material biológico desechado se desnaturalizó, previo a su descarte y 

esterilización con el fin de no liberar ningún material biológico al 

ambiente.  

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
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9 RESULTADOS 
 

9.1 Diseño in silico y caracterización de mutantes 

  9.1.1Análisis De secuencia Nucleotídica de las variantes 

Bajo el software HIDDEN 1.0 se obtuvo 30 secuencias con mutaciones 

aleatorias respecto al parental cry11Aa, las cuales se filtraron bajo un 

número máximo de mutaciones permitidas, y por el delta de energía 

frente al vecino más lejano, dado estos procesos de selección se obtuvo 

tres genes heu2, heu3, heu4, en donde se establecieron porcentajes de 

similitud e identidad respecto al parental cry11Aa, en la tabla 1 se 

representan los valores obtenidos por la matriz MatGat. 

 

 cry11Aa heu 2 heu 3 heu 4 

cry11Aa   97,0 97,6 97,1 

heu 2 97,2   96,0 95,8 

heu 3 97,9 96,0   96,1 

heu 4 97,4 95,8 96,1   

 

Tabla 1. Porcentaje de identidad y similitud de las variantes obtenidas mediante 
modelamientos in silico con respecto a la parental Cry11Aa. Los valores 
subrayados y en negrilla muestran la identidad y similitud de las variantes al 
parental. 

 

Los resultados muestran que las variantes presentan identidades y 

similitudes diferentes frente a la parental, heu3 es la que mayor presenta 

similitud e identidad frente a la parental con valores de 97,9% y 97,6% 

respectivamente; a su vez la que muestra menor similitud e identidad 

frente a los parentales corresponde a heu2 con valores de 97,2% y 97,0 

%identidad 

% Similitud 
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% respectivamente, heu4 presentó valores de 97,4% y 97,1% en similitud 

e identidad con respecto a la parental. 

La tasa de mutación de las variantes heu2, heu3 y heu4, fue de 3,03%, 

2,37%, y 2,83% Respectivamente. La variante menos conservada fue 

heu2 en contraste con heu3 la más conservada, así mismo heu2 y heu3 

presentaron la mayoría de los cambios en la región nucleotídica que 

codifica para el dominio I, mientras que heu4 presenta la mayoría de los 

cambios en la región que codifica en el dominio III, para todas las 

variantes las regiones nucleotídicas que codifican el Dominio II fue el que 

menos cambios presentó. A lo largo de las secuencias de las variantes, 

se presentaron múltiples mutaciones las cuales en su mayoría fueron 

sustituciones; heu2 presentó 45 sustituciones de las 59 mutaciones 

(76,3%), por su parte la variante heu3 tuvo 32 sustituciones de 46 

mutaciones presentadas (69,5%), por último 41 de las 59 mutaciones 

presentadas por heu4 fueron de sustituciones (74,5%). (Tabla 2.) (Figura 

10) 
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Variante DOMINIO I Total* DOMINIO II Total* DOMINIO III Total* 

 
 

Heu2 

0 DEL      
 

22 

0 DEL  
 

20 

1937-1941DEL  (AGTAG)  
 

17 9 INS 
(ATGAATTAT) 

0 INS 0 INS  

13 SUS A42C; 
T87G; T117G; 
T126G; A279G; 
C363G; A431C; 
A523C; C599G; 
T616G; A626C; 
A676C; T715G 

20 SUS T846G; 
A847C; A889C; 
T941G; A947C; 
C956G; T999G; 
A1021G; 
T1023G; 
T1039C; 
T1077A; 
C1124G; 
A1245C; 
T1264G; 
A1266T; 
T1270G; 
A1274C; 
C1411G; 
T1422G; 
A1440C 

12 SUS T1488G;C1578; A1589C; 
C1616G; T1621G; A1647C; A1651C; 
T1688G; T1737G; T1812G; T1858G; 
T1926G 

 
 

Heu3 

0DEL   
 

16 

0 DEL  
 

15 

1937-1941DEL  (AGTAG)  
 

15 9 INS 
(ATGAATTAT) 

0 INS 0 INS 

7 SUS A147C; 
C198A; C270A; 
A420C; A516T; 
G683C; T703G 

15 SUS T822A; 
T871G; A878C; 
G914C; A987C; 
A1015T; 
T1054G; 
T1108A; 
G1116T; 
A1128T; 
A1186G; 
A1216T; 
A1257C; 
G1361C; 
A1363T 

10 SUS T1444G; A1471C; C1483G; 
A1594C; C1609A; T1734A; A1766C; 
A1815C; G1905C; T1911A 

 
 

Heu4 

0DEL  
 

19 

0 DEL  
 

19 

1937-1941DEL  (AGTAG)  
 

17 9 INS 
(ATGAATTAT) 

0 INS 0 INS 

10 SUS T44G; 
T58G; T90G; 
T117G; T144G; 
T234G; T389G; 
A431C; T572; 
A645C 

19 SUS T782G; 
A796C; A807C; 
A819C; T836G; 
G967C; A975C; 
C1063G; 
A1153C; 
T1188C; 
A1191T; 
G1197T; 
T1211G; 
G1232C; 
T1264G; 
A1285C; 
A1328C; 
A1393C; 
A1420T 

12 SUS A1527C; A1555C; T1610G; 
T1645A; T1649G; A1728C; T1740G; 
T1752G; T1848G; T1879G; A1915C; 
A1924C 

 

 
Tabla 2. Cambios en los dominios de las variantes; DEL (deleción); INS 
(Inserción); SUS (Sustitución). Los análisis se llevaron a cabo comparando la 
secuencia nucleotídica parental cry11Aa. Las secuencias subrayadas en 
negrillas, son mutaciones compartidas. 
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9.1.2 Análisis de la secuencia aminoacídica de las variantes. 
 

Figura 10. Alineamiento de secuencias de nucleótidos de las variantes Heu2, 
Heu3 y Heu4 con respecto al parental Cry11Aa, Las regiones encerradas son 
las que se conservan en las tres variantes con respecto al parental, regiones no 
encerradas competen un cambio en la secuencia 
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Las tres variantes presentan sus mayores cambios en las regiones el 

dominio II, cada una de ellas presenta inserciones en la región del amino 

terminal y cambios en su extremo Carboxilo. (Tabla 3.) (Figura 10) 

 

 

Los análisis se llevaron a cabo teniendo en cuenta las regiones 

conservadas del dominio I (hélices α-4 y α-5), y las localizaciones 

aminoacídicas del dominio II que están involucradas en la interacción de 

la toxina con los receptores de la membrana plasmática (bucle α8, bucle 

Variante DOMINIO I Total* DOMINIO II Total* DOMINIO III Total* 

 
 

Heu2 

0 DEL      
 

10 

0 DEL  
 

20 

0 DEL    
 

17 3 INS 1-3 
(MNY) 

0 INS 0 INS  

7 SUS E144; 
S175R; 
T200S; 
Y206D; 
E209Q; 
N226H; 
W239G  

13 SUS 
N283H; 
N297H; I314R; 
D316A; 
S319C; F333L; 
N341Q; 
P375R; 
L422V; 
Y424D; 
D425A; 
P471A; K480N  

10 SUS F526L; E530A; T539S; 
F541V; L549F; I551L; I563R; 
F579L; S620A; N642K 

 
 

Heu3 

0DEL   
 

8 

0 DEL  
 

11 

0 DEL    
 

8 3 INS 1-3 
(MNY) 

0 INS 0 INS 

5 SUS F66L; 
S90R; L140F; 
C228S; 
F235V 

11 SUS 
F291V; Y293S; 
R305T; 
R329S; 
N339Y; 
Y352D; L370I; 
T396A; T406S; 
R454T; I455L 

8 SUS S482A; S491R; P495A; 
K532Q; L537I; S578R; D589A; 
F637L 

 
 

Heu4 

0DEL  
 

9 

0 DEL  
 

15 

0 DEL    
 

10 3 INS 1-3 
(MNY) 

0 INS 0 INS 

6 SUS V15G; 
F20V; L130R; 
E144A; 
F191C; 
K215N 

15 SUS 
V261G; 
N266H; 
E269D; 
M279R; 
G323R; I343S; 
P355A; I385L; 
L404R; S411T; 
L422V; I429L; 
Y443S; I465L; 
T474S 

10 SUS E509D; S519R; L537I; 
L549I; I550S; N584K; D616E; 
S627A; T639P; N642H 

Tabla 3. Cambios en la secuencia aminoacídica de las variantes obtenidas bajo 
modelamientos in silico en los tres dominios de la proteína con respecto a la 
proteína parental Cry11Aa. DEL (deleción) INS (inserción) SUS (sustitución). 
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β4 y bucle β3). En la figura 11. Se evidencian los cambios de aminoácidos 

presentes a lo largo de las secuencias con respecto al parental Cry11Aa 

en la región que corresponde a la hélice α-4, se presentaron cambios en 

las posiciones L140F y L130R obtenidos en las variantes Heu3 y Heu4 

respectivamente. La variante Heu4 presentó cambios en el bucle α8 los 

cuales fueron tres sustituciones aminoacídicas (V361G, N366H, E369D), 

En la región correspondiente al bucle β4 las variantes Heu2 y Heu3 

presentan 1(F333L) y 2(R329S, N339Y) cambios respectivamente; La 

variante Heu3 fue la única de las variantes que presenta cambios en la 

región del bucle β3 con dos sustituciones aminoacídicas (R454T; I455L), 

Por otro lado, la secuencia perteneciente a hélice α-5 fue conservada por 

cada una de las variantes. Todos los análisis se realizaron teniendo en 

cuenta la secuencia aminoacídica del parental Cry11Aa.  
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Figura 11. Alineamiento se secuencias de proteínas. Dominios y regiones 
involucradas en la formación del poro lítico (hélices α4 y α5), e interacción con 
los receptores de la membrana plasmática de insectos (bucle α8, bucle β4 y 
bucle 3) de Cry11Aa, variantes Heu 2, Heu 3 y Heu4. Dominio I (azul); Dominio 
II (amarillo) y Dominio III (Rojo). 
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9.2 Subclonaje de variantes Heu 2, Heu3 y Heu4 
 

Se obtuvo el constructo pSV2+clon8, de la mutante originaria del 

laboratorio de Biología molecular y Biotecnología UDES (imagen 1.) 

 

 

Imagen 1. Electroforesis en gel de agarosa 0.8%. Carril 1) Control negativo, 
cepa sin constructo. Carril 2) Constructo pSV2+Clon8 

 

Se realizó una digestión con las enzimas HindII y SacI donde se 

evidencian las dos bandas correspondientes al vector pSV2 (5kb) y el 

gen 8 (2,5 kb). Paralelo a esto las secuencias obtenidas por el software 

HIDDEN 1.0 se sintetizaron en Gen-Script.(Imagen 2.) 

 

 

 

1 2 
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Imagen 2. Electroforesis en gel de agarosa 0,8% Carril M) Marcador de peso 
Molecular. Carril 1) Constructo pSV2:Clon8, digerido con HindIII y SacI.    Cariil 
2) Control Negativo 

 

Una vez obtenidas las concentraciones necesarias de vector (1mg/ml) se 

realizaron las ligaciones para las conformaciones de los constructos 

pSV2+Heu2, pSV2+Heu3, pSV2+Heu4 respectivamente (Imagen 3, 4 y 

5) 

 

 

 

 

 

 

1 2 M 
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Imagen 3. Verificación de la ligación del constructo pSV2:heu2 Carril M) 
Marcador de peso molecular. Carril 1) Constructo pSV2:heu2. Carril 2) 
Constructo pSV2:heu2 digerido con HindIII y SacI. Peso del gen heu2 (2.2kb) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagen 4. Verificación de la ligación del constructo pSV2:heu3 Carril M) 
Marcador de peso molecular. Carril 1) Constructo pSV2:heu3. Carril 2) 
Constructo pSV2:heu3 digerido con HindIII y SacI Peso del gen heu3 (2.2kb) 
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Una vez obtenidos los constructos, se realizó la transformación en E.coli 

DE3BL21, la eficiencia más alta se obtuvo para el constructo pSV2+heu4, 

y el menor para pSV2+heu2. (Tabla 4.)  

CONSTRUCTO  Células/µg ADN 

pSV2+Heu2 5*108 

pSV2+Heu3 15*108 

pSV2+Heu4 35*109 

 
Tabla 4. Eficiencia de transformación de los constructos en E.coli DE3BL21. 

 

Posterior a esto se seleccionaron colonias separadas donde se realizó 

extracción de ADN plasmídico para verificar el éxito de la transformación, 

se digirieron con HindIII y SacI, para evidenciar la presencia del inserto, 

Imagen 5. Verificación de la ligación del constructo pSV2:heu4 Carril M) 
Marcador de peso molecular. Carril 1) Constructo pSV2:heu4. Carril 2) 
Constructo pSV2:heu4 digerido con HindIII y SacI. Peso del gen heu4 (2.2kb) 
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se realizó electroforesis en gel de agarosa 0,8 % para los constructos 

pSV2+heu2, pSV2+heu3 y pSV2+heu4. (Imagen 6.) 

 

Imagen 6. Digestión de ADN plasmídico. Carril M) Marcador de peso molecular. 
Carril 1) Constructo pSV2:heu2. Carril 2) Constructo pSV2:heu3. Carril 3) 
Constructo pSV2:heu4. Carril 4) Control cepa sin constructo. Cada uno de los 
constructos fue digerido con HindIII y SacI 

 

Se evidenciaron bandas correspondientes a las digestiones con las 

enzimas HindIII y SacI, pSV2 (5Kb) y los insertos de 2,2 kb.  

Posterior a esto, se transformó los constructos en la cepa acristalífera 

BMB171, la eficiencia de la transformación se detalla en la Tabla 5. La 

presencia del plásmido se verificó mediante electroforesis de agarosa 

0,8%, y se contrastó con un control negativo de la cepa BMB171 sin 

transformar (Imagen 7.) 
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CONSTRUCTO  Células/µg ADN 

pSV2+Heu2 3*109 

pSV2+Heu3 10*109 

pSV2+Heu4 12*1010 

 
Tabla 5. Eficiencia de transformación en BMB171. 

 

 

 

Imagen 7. Verificación extracción de ADN plasmídico. Carril 1) Control cepa sin 
constructo. Carril 2) Constructo pSV2:heu2. Carril 3) Constructo pSV2:heu3. 
Carril 4) Constructo pSV2:heu4 

 

La concentración proteica de los solubilizados se realizó mediante la 

técnica de Bradford donde se contó con un R2=0,982, la variante que 

presentó mayor concentración fue Heu4 y la de menor concentración fue 

Heu3 (Tabla6.) 
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Cepa Concentración proteína solubilizada 
(mg/ml) 

Heu2 50,1 

Heu3 33,862 

Heu4 71,459 

Aa 12,949 

 
Tabla 6. Cuantificación de proteínas con el protocolo de Bradford de las 
variantes Heu2, Heu3, Heu4 y el parental Cry11Aa. 
 

 

Una vez obtenidos los resultados de concentración de proteínas se 

realizó la determinación de peso seco (Tabla 7) 

Muestra Peso Total (g) Peso Seco 
(g/0.3ml) 

Peso 
Sobrenadante(mg/ml) 

Heu2 0,449 0,086 1210 

Heu3 0,471 0,055 1387 

Heu4 0,505 0,097 1360 

Aa 0,495 0,023 1573 

Bb 0,496 0,041 1517 

 
Tabla 7. Promedio de la estimación del peso seco por cada ml de cultivo de las 
variantes y recombinantes. El peso seco se expresa en mg/ml. 

 

Con base a los resultados anteriores, se obtuvo un estimado de la 

proporción de la toxina usada en cada uno de los bioensayos, los 

resultados se muestran en la tabla 8. 
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Cepa Peso 
Sobrenadante 

(mg/ml) 

Concentración proteína 
solubilizada (mg/ml) 

Proporción 
Peso: Proteína 

Heu2 1210 50,016  22:1 

Heu3 1387 33,862  41:1 

Heu4 1360 71,459  19:1 

Aa 1573 12,949  121:1 

Bb 1517 27,184  56:1 

BMB171 1403 34,478  41:1 

 
Tabla 8. Determinación de la proporción peso seco: proteína para cada uno de 
las variantes utilizadas en los ensayos Gruesos. 

 

Se realizó la verificación mediante electroforesis en SDS-PAGE 10%. 

Para cada una de las variantes se determinó el peso molecular deducido 

por el bandeo el cual corresponde a 98 kDa de la proteína y sus 

accesorios (Imagen 8). 

 

Imagen 8. Electroforesis de proteínas SDS-PAGE 10%. Carril 1) Cepa 
acristalífera BMB171. Carril 2) Variante Heu2. Carril 3) Variante Heu3. Carril 4) 
Variante Heu4. Carril M) Marcador de peso molecular 
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9.3 Ensayo Grueso de letalidad 

 

Se aplicaron cultivos finales de Bt como fuente de alimento a las larvas 

en primer estadio de A. aegypti, y se cuantificaron las larvas vivas sobre 

las larvas totales que se aplicaron, el porcentaje de letalidad de las 

proteínas se evidencia en la tabla 8. En un tiempo de 24 horas. 

Cepa 
Cepa 

Concentración 
de proteína 

(ng/ml) 

Larvas Vivas 
(0 Horas) 

Larvas Vivas 
(24 Horas) 

Porcentaje de 
letalidad 

Heu2 
22x10

5

 
100 97 3% 

Heu3 
83x10

4

 
100 98 2% 

Heu4 
37x10

5

 
100 97 3% 

Aa 
11x10

4

 
100 1 99% 

BMB171 
83x10

4

 
100 99 1% 

Control 
Medio 

- 100 98 - 

 
Tabla 9. Valores de concentración de proteína, Los valores se expresan en 
nanogramos por ml de la mezcla de cristal-espora; Porcentaje de letalidad de 
las mutantes frente a las larvas en primer en estadio. 
 

En el ensayo grueso no se evidencia toxicidad de las variantes frente a 

las larvas de primer estadio, con respecto a los parentales. El valor 

máximo de toxicidad se dio por la parental 99%, mientras que el máximo 

de letalidad de las variantes fue de 3% las cuales la presentaron Heu2 y 

Heu3. 
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10 DISCUSIÓN 

 

El análisis múltiple de secuencia nucleotídica, demuestra que las 

variantes Heu2, Heu3 y Heu4 comparten un porcentaje mayor al 97% en 

similitud e identidad con respecto a la parental Cry11Aa (Tabla1.) siendo 

de estas la variante Heu3 la que más altos porcentajes mantuvo con un 

97,9% y 97,6% en similitud e identidad respectivamente. La tasa de 

mutación más alta la presentó la variante Heu 2, con 3,03% con respecto 

a la parental mientras que la variante que mantuvo la tasa de mutación 

más baja fue la Heu 3 (Tabla 2.) 

En la secuencia del gen se visualizan una inserción en el extremo 5’, para 

cada una de las variantes, la inserción de 9 pb (ATGAATTAT) no significó 

un aumento en el tamaño del gen, por las deleciones que se presentaron 

al final del extremo 3’ (AGTAG), si bien solo se eliminaron 5 bases 

nitrogenadas, en los eventos traduccionales no se ve disminución en el 

número de aminoácidos obtenidos (571), los cuales se mantienen con 

respecto a la parental. Sin embargo, aunque mantuvieron el tamaño de 

la secuencia aminoacídica, tanto las variantes Heu2, Heu3 y Heu4 no 

presentaron actividad tóxica (tabla 8).  donde muestran un porcentaje de 

letalidad menor al 5% en contraste a la parental que reportó 99% de 

letalidad en 24 horas de ensayo la concentración de proteína empelada 

para las variantes Heu2, Heu3 y Heu4 fue 22x105, 83x104 y 37x105 

(mg/ml) respectivamente (Tabla 8.) De acuerdo con un estudio realizado 

en Cry4Ba, las mutaciones enfocadas en el dominio II de Cry4Ba 

disminuían la actividad de las variantes con respecto a la parental, el 

porcentaje de letalidad de las variantes no aumentó por encima del 8% o 

no presentaron toxicidad alguna (Abdullah & Dean, 2004) de esta forma 

la substituciones en regiones aminoacídicas de los tres dominios, 



75 
 

también juegan un papel importante en la determinación de la actividad 

tóxica de la proteína, estudios en los que se realizaron mutaciones sitio 

dirigidas en el dominio II, arrojaron un aumento de la toxicidad de Cry3A 

Leptinotarsa decemlineata y Chrysomela scripta.(Wu, Koller, Miller, 

Bauer, & Dean, 2000) 

Por lo tanto, es posible que falta de toxicidad de las variantes Heu2, 

Heu3, y Heu4 esté encaminado a las substituciones en regiones 

conservadas de los tres dominios de la proteína.  La variante Heu2 

presenta múltiples cambios en los tres dominios de la proteína, aunque 

esta posee la mayoría de sus mutaciones en el dominio II, con respecto 

a las otras dos variantes, presenta cerca del doble de mutaciones en el 

dominio III de la proteína, a pesar de esto, ninguna de las tres variantes 

con  diferencia en las mutaciones y en el número expuesto en cada 

dominio, presentaron actividad toxica frente a A. aegypti lo que sugiere 

que los cambios aminoacídicos no pueden están relacionados con el 

número de substituciones sino en las posiciones en las que se 

encuentren. Así mismo de acuerdo a la secuencia génica de las tres 

variantes, ocurrieron mutaciones silenciosas las cuales no afectan la 

toxicidad en la expresión de aminoácidos, uno de ellos es la mutación 

encontrada en la posición 87 de la secuencia de Heu2 (T87G) donde 

ambas codificaciones de tripletas resuelven al mismo aminoácido Prolina 

(P). 

Las regiones de bucles α8, β-4 y bucle 3 del dominio II han sido descritas 

como parte de la interacción de la proteína con el receptor, existen 

regiones que están reportadas como zonas involucradas en importancia 

a la toxicidad donde se sugiere que esta región es de importancia en la 

unión al receptor, la región (C256-R360) (Yamagiwa, Sakagawa, & Sakai, 

2014) también se han descrito dos secciones importantes en el Dominio 
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I, las regiones aminoacídicas que involucran la hélice α4 y la hélice α5, 

involucradas en la formación del oligómero y formación de poro lítico  

(Schnepf, y otros, 1998). Las variantes Heu2, Heu3 y Heu4 no 

presentaron ninguna mutación en la región de la hélice α5, sin embargo, 

en la región de importancia en el dominio II (C256-R360), existen 

múltiples cambios (Figura 10.)  

La variante Heu2 en contraste con la parental Cry11Aa mantiene la 

longitud y el tamaño , sin embargo presenta cambios alrededor de toda 

la secuencia (Figura 10)(Tabla3) en el dominio I se encontraron (7 

sustituciones sin embargo las regiones específicas para las hélices α4 

(120-141) (FTPATAKGYFLNLSGAIIQRLP) y α5 (155-171) 

(LFTQMCTLHTLLKDGI) las mantuvo con respecto al parental, sin 

embargo en las regiones que codifican las uniones al receptor de 

membrana, en específico las que codifican para el bucleβ4 presenta en 

un cambio en la posición 333, donde se hizo un cambio puntual de F333L, 

este cambio sugiere un posible cambio conformacional y de estabilidad 

de estructura, la fenilalanina (F) es un aminoácido con anillos aromáticos 

y esto le confiere un carácter hidrofóbico, mientras la leucina (L) es un 

aminoácido con cadenas laterales alifáticas que se relacionan con 

características hidrofílicas, la sustitución de (F) por (L) sugiere un cambio 

estructural al bucle β4 donde espacialmente puede estar más expuesta 

al solvente, y perder integridad. (Parra, 2016). Por otro lado, en el 

Dominio III se presentan múltiples cambios, un estudio realizado por Xu 

y colaboradores donde realizaron cambios por medio de mutagénesis en 

el dominio III, presentaron disminuciones en la actividad tóxica de la 

proteína, enfocado a la afinidad de la unión a los receptores, donde se 

demuestra la importancia de este dominio en expresión de la toxicidad. 

(Xu, Wang, Yu, & Sun, 2014)  Por lo tanto, se puede inferir que la falta de 
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toxicidad de la variante Heu2 va relacionada a la cantidad y posición de 

los cambios aminoacídicos presentados en la secuencia, las variaciones 

del bucle β4 y los cambios del dominio III, sugieren que las variaciones 

se pueden presentar a nivel conformacional, y de integridad proteica.  

En ese mismo sentido la variante Heu3, comparte la conservación de la 

región de la héliceα5, presenta un cambio, en la posición L140F, las 

características aminoacídicas de la Leucina y La fenilalanina, ya antes 

descritas,  son inversas en esta variante, la exposición de las cadenas 

alifáticas de la leucina son remplazadas por la hidrofobicidad de las 

cadenas aromáticas de la fenilalanina, esto le confiere mayor rigidez y 

más tendencia al centro, sin embargo la hélice α4, es una de las hélices 

involucradas en la formación de oligómeros para la formaciones de pre-

poros, entre toxina-toxina (Schnepf, y otros, 1998),  estudios realizados 

por Girard y colaboradores, demuestran la importancia de la hélice α4 en 

las sustituciones puntuales en posiciones aminoacídicas 

correspondientes a esta región, aunque en su estudio se demuestra las 

interacciones y formaciones de puentes disulfuro pueden explicar la 

disminución de la toxicidad, donde las variantes  I132C, S139C y V150C, 

perdieron actividad, con respecto a la actividad Cry1Aa en Manduca 

sexta (Girard, y otros, 2009), lo que podría suponer que el cambio 

aminoacídico presentado en la posición F140L de la Heu3, estaría 

implicado, en la pérdida de la toxicidad frente a la variante Cry11Aa, en 

términos de formación de poros líticos para la muerte celular. En adición 

la variante Heu3 cuenta con cambios puntuales en las posiciones R329S 

y N339Y que corresponden a Bucleβ4, en trabajos realizados por 

Fernández y colaboradores, realzan la importancia del bucle β4, en las 

uniones de Cry11Aa a los receptores en A. aegypti (Fernández, y otros, 

2005)  lo que se contrasta en estudios realizados por Li y colaboradores, 
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donde obtuvieron mutantes con variaciones en regiones asociadas a 

bucleβ4, las mutantes resultaron con mayor afinidad en la unión a la 

membrana de Helicoverpa armigera, (Li, y otros, 2018) sin embargo la 

actividad de la variante Heu3 fue nula, lo que sugiere que estos cambios, 

puntuales en las regiones de importancia del dominio II (Bucleβ4) juegan 

un papel importante en la afinidad al receptor, lo cual puede ser un factor 

aditivo en la pérdida de toxicidad con los múltiples cambios presentados 

en el Dominio III, esto se corrobora con estudios realizados por Liu y 

colaboradores donde revelan que la posición W544 en las regiones β18-

β19, juega un papel importante en término de estabilidad de la toxina, en 

su parte estructural, donde puede verse implicado en parámetros 

específicos de la actividad tóxica de Cry1Ac (liu, Wang, Wang, Ding, & 

Lia, 2010)  

Por otro lado, la variante Heu4, concentra sus cambios en las regiones 

de la hélice α4 y bucleα8, con los múltiples cambios aleatorios dentro de 

la secuencia, las otras regiones de importancia las mantiene constante 

con respecto a la parental Cry11Aa, los cambios en estas regiones (Antes 

mencionadas) proponen una explicación en la nula toxicidad de esta 

variante, como antes se reporta en la variante Heu3, la hélice α4 se 

destaca en la importancia por su participación en la formación de poro 

lítico, sin embargo en el mismo estudio de por Fernández y 

colaboradores, también resaltan el papel fundamental del bucle α8 en la 

afinidad de la toxina Cry11Aa con los receptores de A. aegypti, donde 

reportan que es en esta región donde tienen lugar las principales 

interacciones molecular con los receptores de la membrana (Fernández, 

y otros, 2005) a partir de ello se intuye que las modificaciones en esta 

región juegan un papel fundamental en la variación de la toxicidad de las 

proteínas, con respecto a la unión, los cambios presentes por la variante 
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Heu4 en las posiciones V261G, N266H, E269D, sugieren modificaciones 

estructurales teniendo en cuenta específicamente la posición N266H, al 

hacer cambios de naturaleza química en los aminoácidos como lo es una 

Asparagina por una Histidina, provocan una alteración las fuerzas y 

disposición de la secuencia aminoacídica, y por consiguiente su 

conformación estructural (Barret, 2000). Lucena y colaboradores en el 

2014 informan la importancia de las regiones β-16 y β-17, en las cuales 

se realizaron mutaciones, aumentaron la actividad tóxica de proteínas 

quimeras de Cry1Ac, donde se concluye la implicación del dominio III en 

las variaciones de actividad de las toxinas con respecto a su objetivo, en 

términos de estabilidad y uniones a receptor (Lucena, y otros, 2014) 

De este modo de las variantes Heu2, Heu3, y Heu4 se puede suponer 

que su actividad tóxica disminuye con respecto a su parental Cry11Aa 

(Tabla 8.) donde se logran posibles explicaciones son los cambios de 

regiones importantes en durante el mecanismo de acción de las toxinas, 

los resultados de este estudio logran resaltar la importancia de la 

estabilidad de las regiones importantes en las proteínas, demuestran la 

relevancia en los desarrollos de modelos heurísticos corroborados en 

modelos in vitro, donde se puede extrapolar situaciones 

computacionales. Así mismo da un acercamiento de las variaciones 

enfocadas a los dominios y las implicaciones de las altas tasas de 

mutación de las toxinas con respeto a su parental, lo cual sugiere que el 

enfoque se puede mantener en un dominio, puntual, o con tasas más 

pequeñas para reducir la variabilidad con respecto al parental, y poder 

encontrar sitios en específicos relacionados con la toxicidad. 
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11. CONCLUSIONES 

 

Este trabajo logró demostrar la estrategia de obtención de mutantes in 

silico mediante modelamientos heurísticos, de genes cry11, Los genes 

obtenidos por el software HIDDEN 1.0 conllevaron a la producción de 

manera in vitro de proteínas Cry. 

Las variantes presentaron altos porcentajes de similitud e identidad con 

la parental sin embargo la actividad tóxica de Heu2, Heu3 y Heu4 fue 

nula, esta supresión de la toxicidad se sugiere que se encuentra en las 

múltiples variaciones a lo largo de la secuencia aminoacídica. 

Por otra parte, se logró corroborar las expresiones de la proteína, de las 

secuencias obtenidas por el software HIDDEN1.0 bajo modelamientos 

heurísticos, en cepas de DE3BL21 y BMB171, de este modo también se 

logró evidenciar un patrón electroforético, donde se determinaron los 

pesos correspondientes a la proteína de interés, culminado con la posible 

verificación de la actividad tóxica. 

Este estudio presenta información sobre importante frente a los 

modelamientos heurísticos por medio obtenidos por herramientas 

biocomputacionales, donde se corrobora la posible expresión de estas a 

verificaciones in vitro, por otro lado, sugiere un gran aporte al 

entendimiento de las proteínas Cry, en especial la proteína Cry11Aa con 

respecto a su estructura y funcionabilidad, en la asociación de sitios de 

importancia y de gran relevancia implicados en la actividad tóxica frente 

A. aegypti. El poder contar con el uso de herramientas 

biocomputacionales para la obtención de proteínas mutadas con el fin de 

aumentar su función, es un gran aporte en términos de optimización de 

recursos, tiempo y tamizaje para el grupo de investigación, estas 
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aproximaciones in silico son un insumo que aumentarán en un futuro la 

probabilidad de obtener mutantes que presenten aumento en su toxicidad 

y efectiva en control de vectores, o de insectos de interés. 
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12. RECOMENDACIONES 

 

Aunque la actividad tóxica de las variantes Heu2, Heu3 y Heu4 frente A. 

aegypti fue nula, estudios demuestran que la pérdida de toxicidad de una 

proteína frente a un insecto blanco, puede conllevar a la adquisición de 

actividad frente a otros objetivos, dado esto se sugiere la implementación 

de estas variantes en otros modelos biológicos de interés, como Culex 

quinquefasciatus. 

Para poder entender las interacciones en el espacio y su distribución 

estructural de las proteínas se recomienda someter las variantes a 

análisis de biología estructural, en los cuales se tenga en cuenta dominio 

por dominio, para poder verificar, los cambios obtenidos. 

Para reducir el sesgo de cuál de las regiones de la secuencia 

aminoacídica se recomienda disminuir las tasas de mutaciones, y enfocar 

las mutaciones en regiones específicas dentro de la secuencia para así 

poder asociar la variación de la toxicidad ya sea aumentada o disminuida, 

esta información dará una retroalimentación in vitro al software HIDDEN 

1.0 y lo robustecerá con distintos filtros de selección de las mutantes. 
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