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1.0 RESUMEN

B. thuringiensis produce toxinas insecticidas (Cry) con alta especificidad e
inocuas para humanos, otros vertebrados y plantas, por lo que son empleadas
en el control biolégico de insectos. La interaccién de las toxinas Cry con sus
receptores en el intestino de larvas susceptibles es fundamental para
determinar la especificidad hacia los insectos plaga. En el caso de las toxinas
Cry1A, especificas contra insectos lepidopteros como Manduca sexta, se ha
descrito que las proteinas Caderina (Bt-R{) y Aminopeptidasa N (APN)
presentes en el intestino del insecto blanco, funcionan como receptores.
Diferentes antecedentes de nuestro grupo de investigacion plantean que las
diferentes estructuras de la toxina (mondémero y oligdbmero) interaccionan de
manera secuencial con cada una de las proteinas receptoras.

En este trabajo se silencido la expresion de las proteinas Bt-R; y APN
empleando el proceso de RNA de interferencia. Los fragmentos de RNA de
doble cadena (dsRNA) sintetizados in vitro especificos para estas proteinas, se
inyectaron en individuos de los diferentes estadios de desarrollo de M. sexta,
tales como huevo, larvas de primer estadio, pupas hembra y mariposas.

Se determind que la inyeccion de dsRNA de Bt-Ri y APN1 a larvas de primer
estadio de M. sexta resulté mas viable que la inyecciéon en huevos en cuanto a
niveles de disminucion de la expresién de las proteinas blanco y el porcentaje
de sobrevivencia al reto con toxina Cry1Ab.

El silenciamiento de las proteinas receptoras en larvas de M. sexta inyectadas
con dsRNA, se da al menos a las 12 h horas post-inyeccion, debido a que a
ese tiempo ya toleran las altas dosis de toxina Cry1Ab aplicadas por bioensayo,
Yy no se observa la proteina silenciada por inmunoblot.

Se obtuvo disminucién de la expresiéon de la proteina APN1 en larvas L1
inyectadas con dsRNA de APN. Este dato correlacionada con la tolerancia a
altas dosis de toxina Cry1Ab por bioensayo, asi como disminucién en la
actividad enzimatica especifica de APN y la ausencia de la proteina
determinada por inmunodeteccion.

De manera similar, la inyeccion de 1 ug de dsRNA de Bt-R; a larvas L1, resulté
en una mayor tolerancia a altas dosis de toxina Cry1Ab en bioensayo y permitid
el desarrollo normal de las larvas analizadas. Sin embargo, después de tres
dias, las larvas inyectadas con esa cantidad de dsRNA de Bt-R;, fueron
incapaces de pasar al siguiente estadio de desarrollo.

Se analizé la inyeccion de dsRNA de Bt-R; a pupas hembra que se aparearon
12 h después de la inyeccidon con machos sin tratamiento. Los niveles de
ovoposicion y eclosion de huevos no se afectaron. Se observd que la
disminucion de la proteina Bt-R4 en las larvas provenientes de esta cruza, fue
parcial en algunos casos y total en otros. Sin embrago, es una buena estrategia
para la obtencién de un alto numero de individuos que carezcan o tengan
disminuida la proteina de interés con los que se pueda realizar otros analisis
relacionados con el estudio del mecanismo de toxicidad de las proteinas Cry
sobre sus insectos blanco.

También se analizé la inyeccién de dsRNA de Bt-Ri a hembras adultas. El
tratamiento no interfirid en el apareamiento con los machos, ni en el proceso de
ovoposicién de huevos viables. La progenie de hembras adultas inyectadas con
dsRNA de Bt-R; obtuvo tolerancia a altas dosis de toxina Cry1Ab. En este



caso, también se observo una disminucién parcial de la proteina Bt-R4 en
algunas de las larvas analizadas que fueron tolerantes a la alta dosis de toxina.
La ausencia de las proteinas Bt-R; y APN debido a la interferencia de su
expresion por dsRNA en individuos de M. sexta, resulta en la tolerancia a altas
dosis de toxina Cry1Ab. Lo que corrobora la importancia de la participacion de
los dos receptores en el mecanismo insecticida de las toxinas Cry en este
lepidoptero que es plaga de diferentes cultivos importantes para la industria
agricola.

Por otra parte, se analizé la secuencialidad de la union de la toxina Cry1Ab a
las proteinas Bt-R; y APN, empleando vesiculas de membrana de
microvellosidad apical (VMMA's) purificadas de las células intestinales de
larvas de tercer estadio (L3) de M. sexta. Estas vesiculas tienen al receptor Bt-
R+ distribuido en la regién soluble de membrana y a la APN en la regién
insoluble.

Se interfiri6é la interaccion de la toxina Cry1Ab con Bt-R4, mediante el bloqueo
previo del receptor con péptidos sintéticos del dominio Il de la toxina o con
anticuerpo anti-Bt-Ry. En ambos casos, la unién del mondémero a Bt-R4 se vio
afectada y esto resulto en una formacion mucho menor de oligémero.

La presencia de la APN es esencial para la localizacion de la toxina en su
forma oligomeérica en la region insoluble de la membrana, donde se inserta para
formar un poro litico que conduce a la muerte del insecto. En este trabajo, se
trataron VMMA's con fosfolipasa C que corta el puente glicosil fosfatidil inositol
con el que esta unida la APN, de tal manera que la libera de la membrana
insoluble. Se determiné que al rasurar las membranas con fosfolipasa C, la
proporcion de oligbmero de Cry1Ab disminuye drasticamente en membrana
insoluble.

Se analizd, que la APN que fue liberada de las VMMA's sigue uniendo a la
toxina Cry1Ab, por lo que se utiliz6 como competidor para inhibir la interaccion
del oligémero de Cry1Ab con la APN anclada a las VMMA's. Este experimento
result6 en una disminucion de la incorporacion del oligdmero en los
microdominios de membrana.

Por otra parte, se interfirio la interaccion de Cry1Ab con APN, incubando las
VMVA’'s con anticuerpo anti-APN. Sorprendentemente, este experimento
cambid la distribucion del oligobmero y de APN hacia membranas solubles. El
anticuerpo anti-APN también se localiz6 en membrana soluble. Este dato
sugiere que el oligbmero se localiza donde se encuentra la APN. Para
confirmar esto se deberan realizar mas experimentos.

Como conclusiones de este trabajo proponemos que el receptor Bt-R; es
importante para la correcta activacion de la toxina y la formacion de oligomero.
La localizacion del oligbmero coincide con la ubicacion de la APN, por lo que
esta proteina es importante para conducir al oligdmero a los microdominios de
membrana donde se inserta para formar el poro

Estos datos, junto con los de silenciamiento de Bt-R; y APN resaltan la
importancia de ambos ambas proteinas, asi como su papel secuencial en el
mecanismo de toxicidad de la proteina Cry1Ab en lepidoptero.



2.0 INTRODUCCION

Uno de los principales intereses a nivel mundial en la produccién de alimentos y
en la salud humana, es el control de insectos plaga que afectan la agricultura y de
vectores de enfermedades de importancia en la salud publica. Se estima que
anualmente un 28% de la produccién de alimentos en el mundo es afectada por
plagas de insectos ya sea en el campo o durante su almacenamiento. En las
ultimas décadas el control de estas plagas se ha basado principalmente en el uso
de insecticidas quimicos; lo que ha provocado una serie de efectos no deseados
en el medio ambiente como son: la acumulacién de quimicos carcinogénicos en
los ecosistemas, la contaminacién del agua, el desarrollo de resistencia por parte
de los insectos y sobre todo la destruccion indiscriminada de otras especies
benéficas. En conjunto, todos estos factores han originado la busqueda de
alternativas que no dafien al medio ambiente®.

Una alternativa con menor impacto nocivo en los ecosistemas para el control de
plagas de diversos cultivos es el uso de bioinsecticidas. Entre los diferentes
agentes de control biolégico, las bacterias patégenas de insectos han sido de las
alternativas mas estudiadas. En los ultimos afos Bacillus thuringiensis (Bt) ha sido
el agente de control biolégico comercialmente mas probado y utilizado sobre
algunas plagas de insectos®. Actualmente, los productos basados en Bt ocupan la
mayor parte del mercado mundial de bioinsecticidas y se han aceptado como
productos biodegradables y seguros para los vertebrados y el ambiente.

2.1 Bacillus thuringiensis (Bt)

Bt es una bacteria Gram-positiva aislada de suelo, granos almacenados,
cadaveres de insectos y superficies de plantas que se ha descrito como patdégeno
facultativo gracias a su capacidad de producir y almacenar multiples proteinas
insecticidas llamadas §-endotoxinas o toxinas Cry*'"'°. Estas toxinas se acumulan
como inclusiones cristalinas en el proceso de esporulacion del ciclo de desarrollo
de Bt durante el cual ademas se produce una endoespora; que es una
estructura reproductora asexual que le permiten sobrevivir en condiciones
adversas (Figura1).

Con respecto a la filogenia, existe un parentesco entre B. thuringiensis, B. cereus
y B. anthracis, cuyas caracteristicas distintivas son los genes codificados por los
plasmidos que contiene cada especie.

Los genes que codifican para las proteinas insecticidas se localizan en plasmidos
y generalmente estan flanqueados por elementos transponibles'®®. De esta
manera, la diversidad de cepas de Bt esta dada en gran parte por un alto grado de
variabilidad genética®®.



Figura. 1. Micrografia de Bacillus thuringiensis, donde se muestra el cristal (C) que contiene las
proteinas insecticidas y la endoespora (E).

2.2 Toxinas Cry

Actualmente se ha podido dividir a las proteinas cristalinas o d-endotoxinas en
diferentes grupos en base a la homologia de la secuencia de aminoacidos, el
grupo mas grande contiene las llamadas proteinas Cry de tres dominios
estructurales.

Las toxinas Cry (por Cristal) se definen como proteinas paraesporales de Bt que
muestran un efecto téxico hacia algun organismo blanco®. Tienen actividad
insecticida altamente selectiva hacia ciertos insectos en especial de los 6rdenes
Lepiddptera, Coledptera, Himendptera, Homéptera, Ortoptera, Mallofaga, asi como
para vectores de enfermedades de importancia en salud publica humana del orden
Diptera. También existen algunas toxinas que afectan nematodos, como
Cahenorhabditis elegans y a protozoarios'®®.

Estas toxinas son completamente biodegradables e inocuas para humanos,
vertebrados y plantas.

Dentro de la familia de las toxinas Cry de tres dominios, existen proteinas con
pesos moleculares de 60 a 70 6 de 130 a 140 kDa. Estas proteinas se producen
como protoxinas (fragmentos no activos) que deben ser procesados para su
actividad. El procesamiento se da principalmente en la extensién del extremo C-
terminal, regidon que no es necesaria para la toxicidad pero que se propone como
indispensable para la formacién del cristal dentro de la bacteria®%%:°.

En cuanto a la nomenclatura, cada protoxina adquiri6 un nombre neménico Cry y
cuatro rangos jerarquicos con numeros, letras mayusculas, letras minusculas y
numeros. Las proteinas con menos del 45% de identidad difieren en el rango
primario y se denominan con numeros (Ej. Cry1, Cry2, Cry3, etc.), menos del 78%
y 95% de identidad constituyen el rango secundario y terciario y se denominan con
letras mayusculas (Ej. Cry1A, Cry1B, Cry1C, etc.) y minusculas (Ej. Cry1Aa,
Cry1Ab, Cry1Ac, etc.) respectivamente (Figura 3). En general, proteinas con el
mismo rango primario afectan el mismo orden de insectos por ejemplo la mayoria
de las protoxinas codificadas por los genes cry? son proteinas toxicas contra
insectos lepiddpteros, aunque existen algunas toxinas Cry1 con actividad dual



activas contra insectos dipteros y coledpteros. Las protoxinas codificadas por
los genes cry2 son proteinas toxicas contra insectos dipteros y lepiddpteros.
Las protoxinas codificadas por los genes cry3 codifican proteinas toxicas contra
insectos coledpteros. Las proteinas codificadas por los genes cry4 son toxinas
especificas contra insectos dipteros'®.

Alineamientos de las toxinas Cry realizados por de Maagd et al. (2001)
revelaron la presencia de cinco bloques de secuencia conservados para la
mayoria de las proteinas (Figura 2), de donde se propone que las toxinas Cry
que poseen estos bloques podrian tener estructuras similares. El bloque
conservado 1, esta en la hélice central del Dominio |, el bloque 2 esta en la
interfase del Dominio | y Il, el bloque 3 esta localizado entre los dominios Il y lll,
el bloque 4 esta en la cadena B-17 en el centro del Dominio Il y el bloque 5 que
corresponde a la cadena B-23 localizada también en el Dominio Ill, forma
puentes salinos con la f-17"°. Se observa que no todas las toxinas Cry poseen
todos los bloques conservados caracteristicos, por lo que esas toxinas no
forman parte de la familia de proteinas Cry de tres dominios ya que no tienen
ninguna homologia. Sin embargo, todas son producidas por Bt en forma de
inclusiones cristalinas y poseen actividad insecticida.
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Figura. 2. Longitud relativa de las protoxinas Cry y la posicion de los cinco bloques
conservados. Se indica la posicion de los tres dominios de la toxina activada para la
toxina Cryl y varia de acuerdo a la posicion de los bloques 2 y 3 para otras toxinas.
También se representa la especificidad que poseen las protoxinas sobre ciertos
organismos. Tomada y modificada de De Maagd et al. (2001)™.
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Figura 3. Relacién filogenética entre las toxinas Cry de tres dominios. Se representa el
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rangos jerarquicos que permiten nombrarlas. Rango primario con nimeros, rango secundario
con letras mayusculas, rango terciario con letras minusculas y cuaternario con nimeros.
Tomado y modificado de http://www.biols.susx.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/ 08 de julio de
2006.
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e Estructura tridimensional de las toxinas Cry

Uno de los grandes avances en el analisis de las toxinas Cry fue la obtencién
de su estructura cristalografica. Gracias a la aplicacion de la cristalografia de
rayos X, se han resuelto las estructuras de toxinas Cry1Aa® y Cry1Ac®,
especificas para insectos lepiddpteros, Cry3Aa*® y Cry3Bb1°!, especificas para
insectos coledpteros, de la protoxina Cry2Aa® especifica para insectos
dipteros y lepidopteros y mas recientemente, de las toxinas Cry4Aa® y
Cry4Ba'®, téxicas para mosquitos de los géneros Aedes y Anopheles (Figura
4).

Ahora se sabe que a pesar de la diversidad de secuencia y especificidad
existente entre las diferentes toxinas Cry, su arreglo topoldgico es muy
semejante, lo que sugiere estructuras tri-dimensionales conservadas vy
mecanismos de accidn similares. Estan compuestas por tres dominios
estructurales cuyas principales caracteristicas son:

Dominio |

Localizado en el extremo N- terminal de la proteina, constituido por siete a-
hélices (seis hélices anfipaticas alrededor de una hélice central). Se ha
propuesto que participa en la insercién de la toxina a la membrana y en la
formacion de poro'’, presenta similitudes estructurales con otras toxinas
bacterianas formadoras de poro como son la hemolisina E, colicina y el dominio
de translocacion de membrana de la toxina de la difteria®.

Dominio Il

Formado por tres laminas plegadas antiparalelas formando un B-prisma y
cuatro asas, con una topologia de llave griega; es en esta regién donde se
localiza la mayor variabilidad entre las toxinas Cry. Por estudios de
mutagénesis en las regiones hipervariables de éste dominio, se ha descrito que
juega un papel muy importante en el reconocimiento y unién al receptor’”.
Posee una alta identidad topologica a algunas proteinas de union a
carbohidratos como la vitelina y la lectina®"°.

Dominio Il

Localizado en el extremo C-terminal, formado por dos laminas-$ antiparalelas
formando un B-sandwich. A este dominio se le relaciona con la union al
receptor11 y se le ha atribuido un papel en la formacion de poro en la
membrana'™?°®. Con la construccién de proteinas hibridas donde se
intercambi6é el dominio Il entre diferentes toxinas Cry1, realizadas por de
Maagd et al. en 1999'® y 2000%', empleando como modelos blanco a M. sexta 'y
Spodoptera exigua respectivamente, se demostré que este dominio tiene
efectivamente un papel muy importante en la unién al receptor, ya que
intercambio entre las toxinas modificé su especificidad.

La estructura del dominio Il se parece a dominios de proteinas que unen
carbohidratos, como los de unién a celulosa de la 1-4-B-gluconasa, de la
galacto-oxidasa, de la sialidasa, de la B-glucoronidasa, de la xilanasa U y la B-
galactosidasa. También se han identificado parecidos estructurales entre
dominios Il de toxinas Cry y otras toxinas bacterianas: como el dominio Hcy de
la toxina del tétanos y el dominio P20, involucrado en la formacion del
heptamero del antigeno PA de la toxina del antrax.
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Finalmente, también posee similitud con el dominio 4 de la aerolisina, el cual
esta involucrado en el mantenimiento de la estabilidad del complejo téxico
heptamérico™®.

2.1 Moléculas receptoras de toxinas Cry en insectos
susceptibles

El blanco de las proteinas insecticidas es la membrana apical de las células del
intestino medio de las larvas de insectos susceptibles, ahi se localizan los
receptores especificos de alta afinidad con los que interaccionan las toxinas
Cry y que son factores clave en la especificidad™.

En el caso de insectos Lepidopteros (sensibles a toxinas Cry1A) se han
identificado diferentes proteinas glicosiladas como receptores de las toxinas
Cry1A de Bt.

En Manduca sexta se identificO una proteina tipo caderina (Bt-R¢) de 210
kDa’', una Aminopeptidasa N (APN) de 120 kDa**, y recientemente una
Fosfatasa Alcalina (ALP) de 65 kDa>*, localizadas en el epitelio intestinal del
insecto como proteinas que intervienen en el mecanismo de accion de las
toxinas Cry1A de Bt.

Recientemente, en el nematodo C. elegans se identificd a los glicolipidos, cuya
glicosilacion depende de los genes bre, como moléculas receptoras de las
toxinas de Bt, se demostré que un mecanismo de resistencia de los nematodos
a las toxinas fue precisamente la pérdida o ausencia de glicosilacién de éstas
moléculas®. En ese reporte también se menciona que dada la conservacion
que existe entre los glicolipidos dependientes de los genes bre en nematodos e
insectos, asi como la conservacion de las estructuras de las toxinas Cry, la
actividad toxica de estas proteinas podria estar modulada por la funcion de los
glicolipidos como receptores en las células blanco. En algunos reportes se
menciona la posible participacion de los glicolipidos como receptores en
lepidopteros, sin embargo, hasta el momento no se ha descrito claramente
ningun reporte en insectos que aporte evidencias al respecto.

e Aminopeptidasa N (APN)

La Aminopeptidasa N de M. sexta es una proteina de membrana (ectoenzima
dependiente de Zinc) con una masa molecular de 120 kDa**®*. Esta proteina
une al monomero de las toxinas Cry con una constante de disociacion aparente
(Kp) de 100 nM por lo que ha sido extensamente estudiada como receptor®>%4.
Ademas de la hidrélisis de péptidos, la APN posee diferentes funciones
bioldgicas ya que en las membranas de microvellosidad apical de intestino de
insectos esta asociada a un cotransportador de aminoacidos y potasio®.

Esta proteina esta anclada a la membrana en el C-terminal por medio de un
puente glicosil fosfatidil inositol (GPI) y el resto de la proteina, correspondiente
al extremo N-terminal, que esta en la region extracelular.
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— Diptera

— Lepidoptera
Diptera

Figura. 4. Estructura tridimensional de cuatro toxinas Cry de tres dominios especificas par
diferentes ordenes de insectos. A. Toxina Cry1Aa, especifica para insectos lepidopteros. B.
Toxina Cry3Aa, especifica para coledpteros. C. Toxina Cry2Aa, especifica para lepidopteros y
dipteros. D. Cry4Ba, especifica para dipteros. En cada imégen se observan los tres dominios
estructurales. EI Dominio | (representado en azul) esta involucrado en la insercién a la
membrana y la formacién de poro. EI Dominio Il (representado en verde) y el Dominio llI
(representado en violeta) estan involucrados en el reconocimiento y union al receptor. Tomada
y modificada de Boonserm et al. (2006)9.
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Recientemente, se ha demostrado que la APN de M. sexta y la de Heliothis
virescens estan localizadas en microdominios de membrana y que la integridad
de estos microdominios, es esencial para la actividad de formacién de poro de
las toxinas Cry1A%,

Los microdominios de membrana, cuya caracteristica es la composicion lipidica
enriquecida en glicoesfingolipidos y colesterol y su distribucion espacial; estan
involucrados en la transduccion de sefales y transporte de proteinas a través
de la membrana plasmatica. Ademas, funcionan como sitio de unién o entrada
para diferentes toxinas bacterianas'®*°. Por ejemplo, en el caso de toxinas
formadoras de poro como la Hemolisina E, la asociacion de sus receptores en
los microdominios es un paso crucial para su oligomerizacion e insercion en la
membrana’®.

En otro estudio realizado por Zhuang et al. (2002)°, se reporté que la
formacion de poro de la toxina Cry1Ab se lleva a cabo en los microdominios de
membrana. Demostraron que cuando las vesiculas de membrana de
microvellosidad apical de las células intestinales (VMMA's) o los microdominios
purificados son tratados con B-MCD (un reactivo que saca colesterol de la
membrana) hay una disminucion del 89% en la permeabilidad a K* inducida por
la toxina Cry1Ab, lo que indica que la composicién de los microdominios es
importante para la actividad de formacion de poro de las toxinas Cry.

En un andlisis realizado por Lorence et al. (1997)*', en membranas de
microvellosidad apical del intestino de Trichoplusia ni, se hizo el corte in vitro
del puente GPI que ancla a la APN utilizando la enzima Fosfolipasa C (PI-PLC,
de corte especifico para GPIl). Se demostré6 una disminucion en la actividad
formadora de poro de la toxina Cry1Ac mediante andlisis de permeabilidad a
K", lo que sugeria hasta ese momento que la presencia de APN era importante
para la actividad formadora de poro de las toxinas Cry en membranas de ese
insecto.

Por otra parte, estudios de inmunoprecipitacién realizados en nuestro
laboratorio, demostraron que la APN interactua preferentemente con el
oligbmero de la toxina Cry1Ab. Este dato va de acuerdo con el incremento de
casi 200 veces en la afinidad de unién del oligmero de Cry1Ab a la APN
reportado por Bravo et al. (2004)6 y cuya Kp es de 0.75 nM en contraste con la
Kp de la estructura mondmeérica a esta proteina receptora que es de 165 nM,
indicando una mejor afinidad de APN por la estructura oligomerica.

Un dato relevante de la importancia de la APN como receptor de las toxinas
Cry es que la reconstitucion de la APN con su puente GPl en membranas de
lipidos artificiales, indujo la formacién de poro de las toxinas Cry1Aa, Cry1Ac y
Cry1C a diferencia de las membranas libres de receptor®’. Rausell et al.
(2004)%3, demostraron que el oligémero se inserta eficientemente a vesiculas
sintéticas de membrana formando poros muy estables, contrario a lo que
sucede con el mondémero. Esto sugiere que el oligdbmero es un intermediario
durante la insercion de la toxina a membranas.
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A la fecha se han descrito veinte aminopeptidasas N (APNs) aisladas de
diferentes insectos, como Plutella xylostella, Spodoptera litura, Helicoverpa
punctigera, Epiphyas postvittana, Lymantria dispar, H. virescens, Plodia
interpunctella, M. sexta y Bombyx mori *'*; la mayoria han sido reportadas
como proteinas que unen toxinas Cry1A.

Nakanishi et al. (2002)°®, mediante estudios filogenéticos clasifico a las APNs
de esos lepidopteros en cuatro clases de homologia (Figura 5). Sin embargo,
se ha observado que a pesar de la identidad que existe entre ellas, unen
diferencialmente a las toxinas Cry?.

Hasta el momento no se ha descrito ningun estudio que compare las afinidades
de todas las diferentes APNs de algun insecto con una toxina Cry, que permita
determinar cual APN es la mas importante para el mecanismo de actividad
insecticida de las proteinas Cry. Aunado a esto, se piensa que todas las
isoformas de las APN tienen una estructura parcial comun que permite la union
de las toxinas Cry, asi como otros elementos que determinan que toxina se une
a cada una de las APNs (tales como glicosilacion diferente en cada insecto)?®.
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Figura 5. Arbol filogenético derivado del alineamiento de las APNs de lepidopteros con
ClustalX. En la clase 1 se agrupa la APN 1 y en la Clase 2 la APN2 de M. sexta. Tomado de
Nakanishi et al. (2002)*°.

En M. sexta se han descrito cuatro isoformas diferentes de Aminopeptidasas N
localizadas en el intestino del insecto.

La APN1 caracterizada inicialmente por Knight et al. (1995)*, quienes
combinando el método de cromatografia de afinidad y cromatografia de
intercambio anidnico purificaron esta proteina de 120 kDa. Ha sido reconocida
como una peptidasa dependiente de Zinc®* remueve residuos del extremo N-
terminal.

Esta glicoproteina posee 990 aminoacidos y esta anclada a la membrana en su
C-terminal por un puente GPI que va del aminoacido 968 al 990. La secuencia
del péptido sefal hidrofébico que posteriormente es cortado, abarca del
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aminoacido 1 al 15. El polipéptido maduro tiene 934 aminoacidos cuya masa
molecular se calcula de 105 kDa, sin embargo, a lo largo de la secuencia hay
residuos de Serina y Treonina que podrian ser sitios potenciales de O-
glicosilacion asi como de Asparagina para N-glicosilacién, de manera que se
obtiene una proteina madura de 120 kDa*. En M. sexta esta enzima une las
toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac de Bt.

La isoforma 2 de Aminopeptidasa N (APN2) de M. sexta, fue caracterizada por
Denolf et al. (1997)* quienes emplearon cromatografia de afinidad y
experimentos de union, para aislar la glicoproteina de 942 residuos
aminoacidos que posee una secuencia sefal de secrecion en el N-terminal y la
region del C-terminal tipica de las proteinas ancladas por un puente GPI.
Posee cuatro residuos de cisteinas altamente conservadas entre las APNs de
eucariontes y cinco sitios putativos de N-glicosilacion, tiene un peso molecular
final de 120 kDa y une la proteina Cry1Ab5. Sin embargo, en este estudio no
analizan la union de las toxinas Cry1Aa y Cry1Ac.

Las APN1 y 2 de M. sexta presentan un porcentaje de identidad del 21% a lo
largo de la secuencia de aminoacidos. En la Figura 6 se representa
esquematicamente la secuencia de las dos APNs de M. sexta, se observan los
sitios de glicosilacion y la posicion de las cisteinas conservadas, asi como la
firma de las metaloproteasas de zinc que ambas poseen.

e T T
M. sexta APNZ Hﬁl

Figura 6. Representacién esquematica de la secuencia de las isoformas 1y 2 de APN de M.
sexta. Estas proteinas, se caracterizan por un dominio N-terminal hidrofébico que representa
un péptido sefal de transporte (el sitio de corte se predice entre la G15 y la N16 (cuadro blanco
de la izquierda), un dominio COOH-terminal (23 aminoacidos) que representa un péptido
consenso determinado para la adiciéon de un Glicosil Fosfatidil Inositol (cuadro blanco de la
derecha), la firma de metaloproteasas de Zinc (triangulo café), los sitios de glicosilacion (asas
azules) y los cuatro residuos de Cysteina conservados (lineas rojas).

Para el caso de las isoformas 3 y 4 de APNs de M. sexta, no se publicé ningun
reporte de caracterizacion ni analisis con toxinas Cry, unicamente se anoto la
secuencia de ambas proteinas a la base de datos de GenBank en 2002 por el
grupo del Dr. MJ. Adang. En el reporte de las secuencias se describe que el
gen de la APN3 tiene una secuencia de 2955pb que codifica para una proteina
de 947 aminoacidos y el gen de la APN4 es de 3161 pb que codifica una
proteina de 1010 aminoacidos.

Herrero et al. (2005)39, reportaron que una colonia de insectos de S. exigua que
resistente a la toxina Cry1Ca aislada en el laboratorio, no expresaba uno de los
cuatro genes que codifican para las 4 APNs en ese insecto. Reportaron que se
trataba de la isoforma 1 de Aminopeptidasa N (APN1), por lo que concluyen
que la expresion de esa proteina juega un papel importante en el mecanismo
de toxicidad de la proteina Cry1Ca en esa colonia de S. exigua. Este grupo,
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también hizo una clasificacién de APNs, en la que se empled 31 secuencias de
APNs de diferentes insectos tomadas de la base de datos de GenBank mas las
de las 4 APNs de S. exigua. Obtuvieron un arbol filogenético que clasifica en 5
Clases a las APNs de insectos lepiddpteros (Figura 7). Dentro de esta
clasificacion, cada una de las 4 APNs de M. sexta, esta representada en cada
una de las 4 Clases principales.
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Figura 7. Arbol filogenético derivado del alineamiento de las secuencias de proteinas de las
APNs reportadas hasta el momento. Se muestra el nombre de cada especie y el nimero de
acceso a la base de datos de GenBank para cada proteina. Abreviaciones de las especies: Se:
S. exigua; Ms: M. sexta; Ld: Lymantria dispar; Hv: H. virescens; Ha: Helicoverpa armigera; Hp:
H. punctigera; Bm: B. mori; SI: S. litura; Px: Plutella xylostella; Pi: P. interpunctella; Ep: E.
postvittana.

Se han publicado diferentes reportes en los que se han clonado y expresado
genes que codifican para Aminopeptidasas N en cultivos de lineas celulares de
insectos heterologos. Por ejemplo, la APN de M. sexta, se expresoé en la linea
celular Sf21 (derivada de ovario de pupa de S. frugiperda), pero no se reportd
ninguin andlisis de toxicidad con las proteinas Cry>>. También, se expreso la
APN de S. litura en la linea celular Sf21 y por analisis de inmunofluorescencia
se demostro la unién de la toxina Cry1C a la APN recombinante en la superficie
de esas células. Sin embargo, no se observé mortalidad de la linea celular
transformada en presencia de la toxina Cry1C? La APN de M. sexta y de P.
xylostella se expresaron en la linea celular Sf9 (derivada de ovario de pupa de
S. frugiperda). En el caso de la APN de M. sexta, no se identific6 ninguna
actividad de APN en las células transfectadas y por consecuencia no se evalué
la union o la toxicidad de Cry1Ab. Para el caso de la APN de P. xylostella, esta
proteina presento actividad de APN, sin embargo, en ensayos de unién no se
demostré la unién de la toxina Cr¥1Ab, lo que se atribuyo a problemas de la
glicosilacion de la APN expresada®.
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Hasta este momento sélo se habia analizado el papel de la APN como receptor
de las toxinas Cry in vitro. Para explorar el papel de la APN in vivo, se hizo un
analisis de la transformacion de Drosophyla melanogaster con la APN de M.
sexta, se probd la susceptibilidad de los insectos transgénicos a la toxina
Cry1Ac1, los nlveles de mortalidad demostraron la importancia de la APN como
receptor in vivo>?

e Caderina (Bt-R)

Bt-R1 representa un nuevo tipo de caderina de insectos con un porcentaje de
identidad entre el 20 y 40% con proteinas miembros de la superfamilia de las
caderinas®™’"; La expresion de Bt-R; es especifica de la microvellosidad del
epitelio del intestino de los estadios larvarios de M. sexta®®”". Aun no se ha
identificado su funcién especifica en el insecto; aunque se propone que pudiera
estar involucrada en el transporte de membrana’’ o en eventos apoptoticos que
resultan en la muerte celular programada®

Es una glicoproteina transmembranal con un ectodominio de doce modulos de
secuencias repetidas; un dominio transmembranal y un dominio citoplasmatico;
su 3rglgssa es de 210 kDa y tiene un punto isoeléctrico de aproximadamente
5.5

Esta proteina une al monémero de toxinas Cry1 de Bt con una Kp de 1 nM"%""
similar a la Kp de la toxina a VMMA's. La interaccion con Bt-R; es necesaria
para la activacion de la toxina, ya que su unién en forma de mondémero a esta
proteina induce el corte de la hélice a-1, lo cual conduce a la oligomerizacién
de la toxina por la exposicién de regiones hidrofébicas y como consecuencia,
se favorece la formacion de una estructura preporo considerada como
intermediario importante en la formacién del poros idnicos funcionales in vitro®*

Por otro lado, con el objetivo de establecer la relacion directa entre Bt-R4 y la
citotoxicidad inducida por las toxinas Cry, Bt-R; se expresdé en cultivos
celulares de mamlferosX de insectos heterdlogos.

Keeton y Bulla (1997) 3 expresaron la proteina Bt-R; de M. sexta en la
superficie de celulas COS—7 (linea celular desarrollada a partir de rinon de
mono verde africano), HEK-293 (linea celular desarrollada de riidn de embrién
humano) y en la linea celular Sf21. Obtuvieron una proteina recombinante de
195 kDa expresada en la superficie de las células transformadas con el gen de
Bt-R1 que unié las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac, con una alta afinidad,
pero no se confirid incremento en la susceptibilidad a las toxinas Cry. En ese
reporte no se analiza si las toxinas sufren un procesamiento diferente con la
proteina Bt-R; de bajo peso que expresan las células transformadas.
Mencionan que al menos la glicosilacion de la que carece la Bt-R;
transformante no es necesaria para el proceso de reconocimiento y unién de la
toxina. Tampoco se discute que la diferencia de peso entre la proteina
expresada y la de 210 kDa sea responsable de la toxicidad de las proteinas
Cry, aunque hasta ese momento no se consideraba ninguna otra proteina
receptora. Y de manera general, esto podria sugerir que Bt-R; no es el unico
elemento necesario para la actividad insecticida de las toxinas Cry.
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Dorsch et al. (2002)%, también expresaron Bt-R; en células COS-7 y HEK-293,
En ese caso, se observo la expresion de la proteina por inmunofluorescencia
con anticuerpos marcados y se analizd la toxicidad celular inducida por la
toxina Cry1Ab en las células transformadas con la proteina Bt-Ri. Los
resultados reportados fueron pérdida de la integridad estructural y finalmente la
muerte de las células que expresan Bt-R4, rechazando también, el papel de la
glicosilacion para la unidn de las toxinas a esta proteina. Sin embargo, no
presentan datos de la cantidad de toxina necesaria para observar los danos
celulares.

Cuando Bt-R¢ de M. sexta fue expresada en células Sf9 se reportd que aun en
su forma soluble, tiene una alta afinidad por la toxina Cry1Ab. Por ensayo de
competencia con toxina Cry1Ab marcada unida a Bt-R; tanto en la forma
soluble como en la anclada a membrana. Se demostré que un exceso de 100
veces de Cry1Ab desplaza a la toxina marcada previamente unida. Sin
embargo, no se analizaron los niveles de toxicidad de Cry1Ab sobre estas
células transformadas con Bt-R{*°.

Al expresar Bt-R475 (proteina tipo caderina) de B. mori en la superficie de
células COS-7, se observo la union de la toxina Cry1Aa y provoco la lisis
celular®®. Este dato aporta una fuerte evidencia de la participacion de esta
proteina como receptor de las toxinas Cry, al menos en este insecto.

Para analizar la funcion in vivo de Bt-R; de M. sexta como receptor de las
toxinas Cry1, Hua et al. (2004)* transformaron la linea celular S2 (desarrollada
a partir de las células de Scheneider de D. melanogaster) con una proteina Bt-
R1 modificada (que difiere por dos aminoacidos de la silvestre) y la co-
expresaron con la proteina verde fluorescente, como indicador del porcentaje
de transfeccion al cultivo. En ensayos de union se observdé que las toxinas
Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac se unian a la proteina transformante y por medio de
microscopia de fluorescencia y citometria de flujo, probaron el efecto toxico de
esas proteinas Cry. Se observd que Bt-R; se expresé abundantemente, de
manera que la cantidad de receptor no es un paso limitante en el mecanismo
de toxicidad. Sin embargo, solo se observo mortalidad por efecto de las toxinas
Cry en el 14 % de las células S2 que expresaban Bt-R; 2/ no hacen una
comparaciéon con la toxicidad en células no transfectadas®. Por lo tanto,
aunque este reporte aporta datos que reafirman la importancia de Bt-R4 en la
toxicidad de las proteinas Cry, los bajos niveles de mortalidad permiten
predecir que se requiere la participacién de otras moléculas receptoras para la
correcta funcionalidad de las toxinas Cry.

e Fosfatasa alcalina (ALP)

McNall y Adang (2003)**, por medio de geles de electroforesis de dos
dimensiones de las proteinas de VMMA's de M. sexta, identificaron una nueva
proteina que une a la toxina Cry1Ac. Dicha proteina es una fosfatasa alcalina
anclada a la membrana con un puente GPI, con un peso molecular de 65 kDa
para la forma anclada a membrana y de 62 kDa para la forma soluble. Como
las proteinas ancladas por GPI, la ALP se localiza preferentemente en
microdominios de membrana®.
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Recientemente, Chen et al. (2005)'?, analizaron la localizacion celular de las
proteinas Bt-R1, APN1 y ALP en cortes de tejido intestinal de M. sexta a través
de analisis de inmunohistoquimica realizados en diferentes secciones de las
regiones anterior, medio y posterior del intestino.

Se reporto que la APN y la ALP se distribuyen en toda la microvellosidad de las
células de la region posterior del intestino y Unicamente en la parte apical de la
microvellosidad celular en las regiones media y anterior del intestino.

Bt-R1 se localizé en la base de la microvellosidad en la regién anterior, en toda
la microvellosidad en la region media y en la base como en el apice de la
microvellosidad de la region posterior.

Empleando las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac marcadas con rodamina se
determiné que las toxinas Cry1Aa y Cry1Ab se unieron de la misma manera en
el apice de la microvellosidad en todas las regiones del intestino. Mientras que
la union de la toxina Cry1Ac fue mucho mas fuerte en la region posterior que en
la media y anterior. A pesar de que la colocalizacion no indica necesariamente
unidon, estos datos sugieren que la toxina Cry1lAa y Cry1Ab se unen
preferentemente al sitio donde se localiza Bt-R4 y la toxina Cry1Ac donde esta
la APN y la ALP. Por lo tanto, en este trabajo se establecio la relacion entre la
localizacion de los receptores y los sitios donde se unen las diferentes toxinas
Cry1A.

Por otro lado, recientemente se reporté que en el diptero Aedes aegypti existe
una proteina de 64 kDa con actividad de ALP involucrada en la interaccion de
la toxina Cry11A a células del intestino medio de este insecto y a su actividad
téxica, ya que cuando se bloquea la interaccion de la toxina con ALP por
mutagénesis en la toxina o por utilizacion de péptidos que compiten la union, se
impide la toxicidad de Cry11A%.
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2.1

Mecanismo de toxicidad de las proteinas Cry

Actualmente, nuestro grupo de investigacion ha propuesto que el mecanismo
insecticida de las toxinas Cry involucra la participacion secuencial de dos
proteinas receptoras, Bt-R{ y APN. En este modelo, la interaccion de la toxina
con cada uno de los receptores depende del estado estructural en el que se
encuentre, ya sea como mondmero u oligdmero (Figura 8)%719% A
continuacion se describen los pasos del mecanismo de toxicidad propuesto:

1.

Solubilizacién: Después de que una larva susceptible ingiere los cristales
que produce la bacteria, estos se solubilizan en el intestino debido a su
ambiente alcalino y reductor’. Lo anterior da como resultado que las
protfgl'nas Cry1 sean liberadas de los cristales como protoxinas de 130
kDa™.

Protedlisis: La protoxina es procesada por serinproteasas (tipo tripsina y
quimiotripsina, presentes en el intestino del insecto) en el extremo N-
terminal donde se cortan de 20 a 50 aminoacidos, y en el extremo C-
terminal (cuando esta presente) se cortan hasta 600 aminoacidos, dando
lugar a un fragmento resistente a protedlisis de aproximadamente 60
kDa, al que se llama toxina activa®’>*.

Interaccion con el primer receptor: La toxina activa posteriormente
interactua con la proteina Bt-R1, localizada en la membrana apical de las
células del intestino del insecto, cuya afinidad por el monémero de la
toxina es de 1nM; dicha interaccién favorece un cambio conformacional
en la toxina que provoca el corte de la hélice a-1**. Entonces se
exponen regiones hidrofébicas de la toxina que conducen a su
oligomerizacion formando asi la estructura preporo 34

Oligomerizacion: En funcion del peso molecular, se ha propuesto que la
estructura oligomérica esta conformada por cuatro subunidades y que es
resistente a calor y a urea, ademas de que es la entidad funcional para
la formacion del poro litico®.

Interaccion con el segundo receptor: Una vez formada la estructura
oligomérica, hay un aumento en la afinidad por la proteina APN (Kp =
0.75 nM) a comparacion del monomero el cual es casi 200 veces menos
afin (Kp=165nM), por lo que se propone que el oligbmero interacciona
con este segundo receptor®.

Insercion y formacion de poro en membrana: La APN conduce al
oligbmero hacia los microdominios de membrana en donde se inserta y
forma un poro litico que provoca un desbalance ionico que lleva a la lisis
osmoatica celular, paralisis intestinal y la muerte de la larva®4>¢
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2. Digestion por 3. Union a Bt-R;

1. Solubilizacién proteasas
—_— —> a1 &
KD=1 nM
Cristal Protoxina Toxina AL
protéico activa Corte de
hélice a-1.
4. F°f'"‘°°'6“ 5. Unién a 6. Insercion en membrana
del oligomero Aminopeptidasa N
e  ——_
Kp=100 nM

[, i .,
...................... Formacion de poro

Acarreo a microdominios
de membrana ¢

7. Muerte de la larva

Figura. 8. Mecanismo de accion de las toxinas Cry (detalles explicados en el texto).

Este modelo propone que ambos receptores son importantes con funciones
complementarias y secuenciales en el mecanismo de accién de las toxinas Cry.
Sin embargo, la union del mondémero y el oligbmero a cada una de las
proteinas receptoras y el proceso de insercion a membrana son pasos
cruciales del mecanismo de accion que aun no se han definido.
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3.0 ANTECEDENTES PARTICULARES

3.1 Interferencia por RNA

En los ultimos afnos la interferencia por RNA (RNAI) ha sido reconocida como
un proceso de silenciamiento genético postranscripcional®*°®°, que se lleva a
cabo de manera natural en muchas de las células de una gran variedad de
organismos complejos para el silenciamiento de genes, como una respuesta de
defensa contra la invasién de virus y elementos transponibles’*%°.

El proceso de RNAi consiste en la degradacidn especifica de un RNA
mensajero (RNAm) gracias a la interaccion de un RNA de doble cadena
(dsRNA) de secuencia homodloga.

De acuerdo al modelo que prevalece, se propone que el dsRNA es procesado
a pequenos fragmentos (siRNAs) de 21-25 nucleotidos (nt), dependiendo de las
especies'®, gracias a un complejo enzimatico designado como DICER
(endonucleasa, miembro de la familia de las RNAsas tipo Ill) dependiente de
ATP3:17.2638.50.75 posteriormente, los duplex de siRNAs son incorporados a un
multicomponente de nucleasas llamado RISC (Complejo de Silenciamiento
Inducido por RNA), que es responsable de mediar el desenrrollamiento (gracias
a la actividad de una helicasa) para convertirlos a RNA de cadena simple
(ssRNA)" 13242660 Estos ssRNA (unidos a proteinas) son degradados a menos
que reconozcan a su blanco de RNAm homadlogo presente en la célula y se
unan a éI°, por lo que la cadena antisentido de los siRNAs guia a RISC a su
blanco de RNAm homologo® *°. Una vez que se da la unién de la cadena
antisentido de los siRNAs con el RNAm, pueden ocurrir varios procesos. Uno
de ellos es la degradacion especifica de ese RNAm gracias al corte realizado
por una endoribonucleasa presente en RISC (distinta a la de DICER) debido a
un corte realizado a la mitad de la cadena complementaria'”’>. De esta
manera, se evita especificamente la expresion de la proteina correspondiente a
la secuencia del dsRNA y es a este proceso al que se le llama silenciamiento
especifico de la expresion genética®*°.

Otro de los eventos es la amplificacién del proceso de silenciamiento, debido a
la alineacién de una de las cadenas de ssRNA al RNAm, seguida por la
actividad de una RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRP) que usa al
RNAmM como templado y al ssRNA como oligonucleétido para producir un
nuevo RNAm de doble cadena, el cual puede ser nuevamente degradado por
DICER y de esta manera amplificar el proceso de silenciamiento. De manera
similar, el resultado final de este proceso es que se detiene la sintesis de una
proteina especifica eliminando el RNAm que la codifica.

Otra de las vias es la inhibicion de la traduccion, en este proceso se interfiere la
funcibn de genes especificos por la accion de estructuras tallo-asa
aproximadamente de 70 nt (pre-miRNAs) que regulan sus genes blanco por
medio de dos vias principales: el corte del RNAm blanco (principalmente en
animales) y la represion traduccional (principalmente en plantas). Los pre-
miRNAs son procesados por la actividad de corte de DICER a fragmentos de
un tamano aproximado de 21 nt llamados RNAs micro (miRNAs) capaces de
regular cientos o miles de RNAs blanco cuya caracteristica comun es la
pequeia secuencia que es complementaria a algunas de las seis o siete bases
del miRNA.
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A partir del proceso de RNAI, ha derivado una tecnologia en la que los dsRNAs
se sintetizan in vitro, en base a la secuencia del gen de interés y se introducen
a la célula directamente (por inyeccion, por alimentacibn o empapando las
células u organismos con ese dsRNA) o pueden ser expresados dentro del
nucleo célular transfectando plasmidos que expresen precursores de los
dSRNA14’26‘38’46‘75.

De manera que, el uso del proceso de RNAi se a extendido a diversas
aplicaciones como el analisis de genomas completos como el del nematodo C.
elegans, en terapia génica en la que los principales avances se han dado en
posibles tratamientos contra el cancer y enfermedades virales, entre otras no
menos importantes*®.

3.2 Interferencia por RNA en insectos

El silenciamiento de genes por RNAi a través de un dsRNA es un método
poderoso para el analisis funcional de productos de genes especificos en una
gran cantidad de organismos, incluyendo diferentes 6rdenes de insectos como
Lepiddpteros, Coledpteros y Dipteros.

En cultivos de células neuronales de M. sexta se disminuyd la expresion de la
subunidad a1 del receptor de acetilcolina nicotinico al 32 % de los niveles
normales por la incubacién de dichas células con el dsRNA especifico’®. En
Hyalophora cecropia, se sabe que la hemolina miembro de la superfamilia de
inmunoglobulinas es necesaria para el desarrollo normal del embrion. La
inyeccion de dsRNA especifico contra esta proteina a pupas, demostré que su
silenciamiento tuvo efectos en los embriones de la siguiente generacién4. En B.
mori en el que se analiz6 el silenciamiento del gen “white” por la inyeccion de
dsRNA en huevos, se observéd que el fenotipo es similar al de los mutantes de
ese gen®".

La utilizacion de la estrategia de RNAi para el estudio de la liberacion del
esperma en los testiculos del lepidoptero S. littoralis, permitid observar que la
disminucién en la cantidad de RNAm de actina en los tejidos testiculares estuvo
involucrada en la disminucion de la liberacién del esperma®. En el lepiddptero
Plodia interpunctella, se demostré que el silenciamiento de la enzima triptéfano
oxidasa a través de RNAIi durante el desarrollo embrionario resulté en la
pérdida de pigmentacién del ojo. Sin embargo, menos del 5% de los embriones
inyectados con dsRNA desarrollo un fenotipo con coloracién del ojo disminuida
o sin coloracién alguna?®.

Estudios mas recientes han empleado el RNAi en lepidépteros, por ejemplo,
para demostrar la importancia de una proteina de unién a carotenoides en la
pigmentacién de los capullos de B. mori, inyectando dsRNA especifico en
larvas de quinto estadio de desarrollo®. Para investigar el papel de una
integrina especifica de los hemocitos de M. sexta en el proceso de
encapsulacion de camas de polimero, inyectando los dsRNAs especificos en
larvas de cuarto estadio de desarrollo*’. En otro andlisis, la inyeccion de dsRNA
a larvas de quinto estadio de desarrollo de M. sexta permitié determinar que el
silenciamiento independiente de tres proteinas encargadas de mediar la
respuesta inmunoldgica contra patégenos, incrementa la susceptibilidad del
insecto al patégeno Photorhabdus sp. !
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Con respecto al silenciamiento de las proteinas receptoras de las toxinas Cry
en insectos lepiddpteros, Rajagopal et al. (2002)%?, demostraron que el
silenciamiento de la expresion de la APN4 de S. litura por RNAI, a través de la
inyeccion de un fragmento de dsRNA de 756 pb, redujo la sensibilidad de estos
insectos a la toxina Cry1Ca. Estos resultados involucran directamente a la APN
como receptor de las proteinas insecticidas de Bt. Sin embargo, en ese estudio
se utilizaron larvas de quinto estadio de desarrollo (previamente inyectadas con
el dsRNA) para probar la sensibilidad a la toxina Cry1Ca y la susceptibilidad de
estos estadios larvarios es muy baja. Finalmente, también se observo también
que el silenciamiento del gen de la APN se mantuvo durante el desarrollo y se
transmitio a la siguiente generacion, aunque con un efecto reducido, es decir,
las larvas F1 conservan cierta sensibilidad a la toxina Cry1C. Este trabajo es
muy interesante porque demuestra que la técnica de RNAI puede ser utilizada
para silenciar los receptores de toxinas Cry y evaluar su papel en el mecanismo
de accion de estas toxinas.

3.3 Manduca sexta como modelo de estudio

M. sexta se ha convertido en un insecto modelo invaluable para la investigacion
cientifica, ha sido el sujeto de afios de investigacion que van desde estudios de
desarrollo, hasta procesos bioquimicos y genéticos. Actualmente es el insecto
modelo para estudiar el mecanismo de accidon de las toxinas Cry de Bt en
Lepidopteros.

e Taxonomia
Nombre cientifico: Manduca sexta, Linnaeus, 1763
Nombre comun: Cachudo del tabaco
Orden: Lepiddptera
Familia: Sphingidae, Latreille, 1802
Subfamilia: Sphinginae, Latreille, 1802
Tribu: Sphingini, Latreille, 1802
Género: Manduca, Hubner, 1807
Especie: sexta sexta, Butler, 1877
Comida: La larva puede ser plaga de la papa, tomate y tabaco.

e Caracteristicas generales
M. sexta es un insecto con desarrollo holometabdlico, es decir, que pasa por un
cambio metabdlico completo durante su ciclo de vida, por lo que los adultos son
muy diferentes a las larvas y pupas. En estados larvales tiene un tamafo entre
0.5 a 10 cm. con bandas laterales oblicuas blancas y negras y poseen una
especie de prominencia en la parte posterior, similar a un cuerno de color
rojizo. La comida normal de este insecto son las hojas del tomate (de las que
ingiere los pigmentos amarillos de carotenoides), el color de la larva seria
normalmente el de la hoja, pero en la hemolinfa poseen una proteina azul
llamada insecticianina, entonces, los pigmentos amarillos ligan a las proteinas
azules creando el color verde. Sin embargo, en el laboratorio la ausencia de
carotenoides en la dieta artificial provoca que las larvas mantengan un color
azulado. En el caso del consumo de la planta del tabaco, interesantemente, a
pesar de que la nicotina presente en la hoja es normalmente toxica, las larvas
no son dafadas, ya que poseen un mecanismo para separarla selectivamente
y secretarla.
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e Ciclo de vida
A partir del huevo, después de 3 a 5 dias emerge la larva de primer estadio,
que se alimenta y crece rapidamente; de un estadio de desarrollo a otro cambia
de cuticula 4 veces y transcurren de 3 a 4 dias en cada uno de ellos. La larva
de quinto estadio de desarrollo (L5) bajo las condiciones adecuadas se
convierte en pupa, en donde sufre una reorganizacion extensiva y completa del
plan corporal.
En su ambiente natural, las larvas de M. sexta excavan camaras bajo la tierra
para pupar, esto les ofrece proteccidén. Posteriormente emerge como un adulto
y se reproduce (Figura 9).
Es susceptible a las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac que produce Bt.

e Distribucién
Este insecto se distribuye en una gran variedad de habitats, desde el norte de
Estados Unidos, hasta Argentina

o Daios al ambiente
El dafo que ocasiona es consecuencia del consumo muy rapido de tejido verde
de la planta, en corto tiempo dejan solo las nervaduras de las hojas y los tallos.
Pueden consumir toda la planta, incluso los frutos.

Larva de 2d°
estadio

Niesin -
Larva de 2d°

Larva de 5% estadio

5 dias
Selpgegz

estadio n
% o
r (5= = &
Larva d(_e 4to Larva de 3¢
estadio estadio

2 a3dias

Figura 9. Ciclo de vida de Manduca sexta. Tomado y modificado de
http://insected.arizona.edu/manduca/Activities.html, 07 de junio de 2006
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4.0 HIPOTESIS

Si las proteinas Bt-R1 y APN actuan de manera secuencial en el mecanismo de
accion de las toxinas Cry1A de B. thuringiensis, entonces la ausencia de
alguna de ellas evitara la accion insecticida de dichas toxinas en el lepiddptero
Manduca sexta.

5.0 OBJETIVO GENERAL

Validar el modelo de participacion secuencial de los receptores Bt-R,y APN en
el mecanismo de accion de las toxinas Cry1A en Manduca sexta.

6.0 OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Analizar el papel de cada uno de los receptores (Bt-R; y APN) de la
toxina Cry1Ab en M. sexta.

Para esto vamos a silenciar la expresién de los receptores de toxinas Cry
utilizando la técnica de RNAi cumpliendo con las siguientes metas.

A. Seleccionar regiones de los genes de Aminopeptidasa N y Bt-R; de M. sexta
para la sintesis de dsRNA.

B. Sintetizar los RNAs de doble cadena (dsRNAs).

C. Inyectar los dsRNAs obtenidos en diferentes estadios de desarrollo de M.
sexta como huevos, larvas, pupas y adultos

D. Seleccionar las larvas por resistencia a la toxina Cry1Ab.

E. Analizar el silenciamiento de las proteinas Bt-Riy APN de M. sexta por
medio de inmunodeteccion especifica para cada una de ellas

F. Determinar el efecto del silenciamiento de los receptores en la

susceptibilidad a la toxina Cry1Ab.

2.- Analizar la unién de la toxina Cry1Ab a VMMA's de intestino de M.
sexta y determinar su localizacion en membrana insoluble o soluble.

3.-Analizar la union y localizaciéon de la toxina CrylAb a VMMA's que
carecen de proteinas ancladas por GPI.

4.- Bloquear la interaccién de la toxina Cry1Ab con los receptores Bt-R; y

APN y analizar el efecto en la localizaciéon de la toxina en membrana
insoluble o soluble.
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7.0 MATERIALES Y METODOS

7.1 Insectos y aislamiento de intestinos

Las larvas de M. sexta se mantienen en dieta artificial a una temperatura de
25°C, con humedad relativa del 70% y un fotoperiodo de 12 h de luzy 12 h de
oscuridad.

Para la diseccion de intestinos se emplearon larvas de cuarto estadio de
desarrollo (L4) que se incubaron en hielo por 15 min. La larva se fij6 de los
extremos en una placa de unicel con alfileres entomoldgicos. Se extrajo
unicamente la regidon media del intestino eliminando los tres primeros
segmentos cefalicos y dos de los segmentos caudales por corte transversal; se
separo el intestino de la cuticula y se hizo un corte longitudinal en la region
dorsal para remover la comida y la membrana peritréfica. El tejido se lavé con
solucion | (Manitol 300 mM, Tris- HCI 17 mM, EGTA 5 mM, DTT 2 mM, Fluoruro
de fenilmetilsulfoni (PMSF) 0.5 mM a pH 7.4), se deposité en un tubo falcon de
15 ml y se almacené a -70°C.

7.2 Aislamiento del RNA total

A partir del tejido de intestinos recuperado de M. sexta, se aislé el RNA total
siguiendo el protocolo reportado por Chomczynski et al. (1986)"°. El cual consta
de cinco pasos principales:

1. Extraccién en Solucion D [(Tiocianato de guanidina 4 M, Citrato de sodio
25mM pH 7.0, Sarcosil 0.5% y 2-mercapto etanol (2-ME) 0.1 M)],
Acetato de sodio 0.2 M pH 4.0, fenol y cloroformo a una proporcion
(1:0.1:1:0.2).

Precipitacion con un volumen de isopropanol.

Reprecipitacion en solucion D y un volumen de isopropanol.

Lavado con etanol al 75%

Solubilizacién en SDS al 0.5%

aORODN

7.3 Purificacion de esporas-cristal de toxina Cry1Ab

La cepa de B. thuringiensis que expresa la toxina Cry1Ab se activd en medio
de esporulacion (SP) o medio HCT solido con 10 pg/ul de eritromicina (Anexo
1), por incubacion de 12 h a 30°C.

Posteriormente, se la cepa sembré en medio SP o HCT sélido con eritromicina
(10 pg/ul) a 30°C hasta la fase de esporulaciéon (entre 72 y 92 h después).

El cultivo se recuperé con un asa en 30 ml de H,O Mili Q tridestilada y se
centrifugé a 10,000 revoluciones por minuto (rpm) durante10 min.

La pastilla se resuspendio y se lavd en 0.3 M NaCl, 0.01 M de EDTA pH 8, se
centrifugé a 10,000 rpm durante 10 min. Este lavado se repiti6 3 veces
eliminando el sobrenadante en cada uno.

Posteriormente se resuspendio y se lavo la pastilla con H,O y PMSF 1 mM. Por
3 veces a la misma velocidad y el mismo tiempo que los pasos anteriores.
Finalmente, la pastilla se resuspendié en H;O, se hizo la cuantificacion de
proteina y se distribuyé en alicuotas de 100 ug que se almacenaron a 4°C.
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7.4 Purificacion de cristales por gradiente discontinuo de sacarosa

La pastilla recuperada en el procedimiento anterior se resuspendié en 5 ml de
buffer TTN (20 mM Tris-HCI, 300 mM NacCl, 0.1% de Triton X-100, pH 7.2) y se
sonicd dando tres pulsos de 20 watts durante 50 segundos con un minuto de
incubacion en hielo entre cada uno.

Para el gradiente discontinuo se prepararon soluciones al 67, 72, 79 y 89% de
sacarosa. En tubos de polialdbmero para ultracentrifuga (Beckman Instruments
Inc., Palo alto, CA, USA) se afiaden 3 ml de cada solucidn a partir de la mayor
concentracion y finalmente se agregé 5 ml de la muestra de esporas-cristal
resuspendida en el buffer TTN; los gradientes se centrifugaron a 23, 000 rpm
durante 20 min a 4°C. Se recuperé cada una de las fracciones y se lavaron 3
veces con Tritbn X-100 0.01% (centrifugando a 10,000 rpm durante 10 min).
Las pastillas obtenidas de cada fraccion se resuspendieron en Tris-HCI 1M, pH
8.0 y la presencia de los cristales en las diferentes fracciones se determiné por
observacion al microscopio optico. Finalmente las fracciones que contenian los
cristales se lavaron exhaustivamente con agua milli-Q y para su conservacion
la pastilla final se resuspendié en agua milli-Q con 1mM de PMSF, se hizé la
cuantificacion de proteina y se almacend en alicuotas de 100 ug a 4°C para su
uso posterior.

7.5 Solubilizacion de cristales

Los cristales purificados por gradiente discontinuo de sacarosa se centrifugaron
a 10,000 rpm durante 10 min, la pastilla se resuspendié en 500 pul de Buffer de
solubilizacion 1X (Na;CO3 0.1M, NaHCO3; 0.1M, pH 10.5 y 2-ME al 0.02%) y se
incub6 a 37°C durante 2 h a 60 rpm. Posteriormente se centrifugo a 10,000
rom, durante 10 min. El sobrenadante que contiene la protoxina soluble se
separo de la pastila y ambas muestras se analizaron mediante una
electroforesis en gel de dodecyl sulfato de sodio-poliacrilamida al 10% (SDS-
PAGE).

7.6 Activacion de protoxina con VMMA's

Se empled buffer de carbonatos pH 10.5 con 0.01 % de 2-ME. La protoxina se
centrifugé a 14, 000 rpm durante 10 min, posteriormente se mezclaron 10 ug de
VMMA's con 100 nM de protoxina solubilizada. Se incub6 15 min a temperatura
ambiente (TA) y después se inactivaron las proteasas con PMSF a una
concentracion final de 1 mM. Las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm
durante 10 min. Los sobrenadantes se recuperaron y se conservaron a 4°C
hasta su uso.

Una pequeia muestra de sobrenadante y de la pastilla resuspendida en agua,
se resolvieron en un SDS-PAGE para verificar el proceso de activacion por
inmunoblot con anticuerpo especifico anti-toxina.

7.7 Purificacion de VMMA'’s sin inhibidores de proteasas
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La purificacion de VMMA's a partir del tejido de intestino medio de larvas L3 de
M. sexta (previamente extraidos sin inhibidores de proteasas), se realizd
mediante el protocolo reportado por Wolfesberger et al. (1987)".

1. 3 g de intestinos de M. sexta previamente descongelados en hielo se
colocaron en el tubo homogenizador estéril y preenfriado a 4°C. Se
agregaron 30 ml (dilucién a 1:10 p/v) de solucién | (Manitol 300 mM,
Tris-HCI 17 mM ajustado a pH 7.4).

2. Se monté el émbolo de tefldn estéril y preenfriado a 4°C en un taladro
eléctrico (Black and Decker U-114 tipo FV). Se dieron 9 repeticiones de
2,250 rpm a los intestinos, que se resuspendieron en 30 ml de MgCl, 24
mM.

3. El homogenizado se mezclo 4 veces por inversion; la mezcla se incubo
en hielo durante 15 min, empleandose un volumen de 100 ul para hacer
las mediciones correspondientes de este primer homogenizado.

4. Posteriormente se centrifugd a 4,500 rpm por 15 min a 4°C (rotor
Beckman JA-20 de angulo fijo) desechandose la pastilla.

5. El sobrenadante se cambi6 a otro tubo estéril y se centrifugd a 16,000
rom por 30min a 4°C usando el equipo antes descrito, la pastilla
resultante se resuspendié en medio volumen de la solucion | preenfriada
a 4°C y medio volumen de MgCl, 24 mM.

6. Se repitieron los pasos 4 y 5 y la segunda pastilla obtenida se
resuspendié en 1 ml de solucion | preenfriada a 4°C vy diluida (1:1) con
agua destilada estéril.

Finalmente, la muestra se almacend en alicuotas de 100 ug a -70°C.

7.8 Ensayo de cuantificacion de proteina

Después del tratamiento de dialisis, se determind la concentracién de proteina
de las VMMA's utilizando el método de Lowry®%.

Se midié en el espectrofotdmetro (Pharmacia LKB-Ultrospect Il, Pharmacia,
USA) la absorbancia a una longitud de onda de 750 nm de 3 ul del
homogenizado inicial de los intestinos y de las VMMA’s obtenidas; se
emplearon los reactivos de ensayo de proteina de BIO-RAD (D, Protein assay,
BIO-RAD, Hercules, CA, USA). La curva de referencia se hizo con albumina
sérica bovina (BSA).

7.9 Ensayo de actividad enzimatica especifica para APN

Para calcular la actividad enzimatica especifica de APN se empled como
sustrato la L-Leucina p-nitroanilina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). La
cinética de la reaccién se sigui6 en intervalos de 10 s durante dos minutos en
un espectrofotdémetro (Beckman Coulter, DU® 650 Spectrophotometer, USA) a
una longitud de onda de 405 nm) midiendo contra tiempo la liberacion de p-
nitroanilina.

Con los datos de absorbancia se calculd la actividad especifica de APN,
empleando el software de Sigma-plot™ (Sigma plot, versién 8.0) tomando en
cuenta el coeficiente de extincion molar de la p-Nitroanilina a 405 nm (e=10,000
M'em™) y considerando una unidad enzimatica como la cantidad de proteina
necesaria para transformar 1 nmol de p-nitroanilina por minuto.
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7.10 Ensayo de actividad enzimatica especifica para Fosfatasa
Alcalina

Se calculd la actividad de fosfatasa alcalina en presencia y ausencia de Triton
X-100 para determinar la orientacion de la enzima en las VMMA's.

Se prepararon las soluciones: | (Tris-HCI 100 mM, MgCl, 0.5 mM, se ajusté a
pH 9.5), Il (Tris-HCI 100 mM, MgCl,; 0.5 mM Tritén X-100 a 0.02 %, se ajusto el
pH a 9.5), lll (EDTA 250 mM se ajusté a pH 8.0).

El sustrato de la fosfatasa alcalina se preparé a una concentracién de 50 mM
en solucion |y en solucion |l.

Para la curva de referencia se emple6 p-nitrofenol fosfato (Merck) en solucion |.
Se tomaron 20 pug de proteina de cada muestra (homogenizado inicial y
VMMA’'s) y se completé un volumen de 500 ul con soluciéon | e
independientemente con la solucion I, se agité e incubd 15 min. a temperatura
ambiente. Se agregaron 500 ul de Sol Ill para detener la reaccién y se agitoé y
se leyd la absorbancia a 405 nm.

La actividad especifica de fosfatasa alcalina, se calcul6 considerando una
unidad enzimatica como la cantidad de proteina necesaria para transformar
1nmol de p-nitrofenol fosfato por minuto.

7.11 Ensayo de corte de GPI de APN con PI-PLC en VMMA's

Para cortar las proteinas ancladas a la membrana por GPI se centrifugaron 100
ug de VMMA's a 95, 000 rpm, 1 h a 4°C, se separd el sobrenadante y la
pastilla se resuspendié en solucién amortiguadora de fosfatos 1X (PBS), se
cuantifico proteina y actividad especifica de APN (protocolo previamente
descrito). Se tomaron 100 ug de proteina total de VMMA's y se trataron con
una unidad de enzima PI-PLC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), se incubo 2
h a 30°C y 50 rpm. Se agregé 1 mM de PMSF, se centrifugdé 30 min a 95, 000
rom a 4°C, se separ6 el sobrenadante de la pastilla y en ambos se cuantifico
proteina y actividad especifica de APN y se hizo la inmunodeteccion de APN.

7.12 Purificacién de microdominios de membrana de VMMA's por
gradiente de iodixanol

Las VMMA's se centrifugaron a 14,000 rpm durante 30 min a 4°C, se separo el
sobrenadante de la pastilla, esta ultima se solubilizé en 360 pl de Triton X-100
al 1% en buffer TNE (Tris-HCI 25 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, pH 7.4,
preenfriado), durante 30 min a 4°C.

La muestra de VMMA's solubilizadas se ajustd a 40% de iodixanol con 715 pl
de Opti-Prep™ al 60 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y se depositd en
un tubo de polialémero de 5 ml para ultracentrifuga (Beckman). Posteriormente,
se agrego al tubo 3 ml de Opti-Prep al 30% en TNE (despacio y por la pared
del tubo), finalmente, se cubrio con 500 pul de buffer TNE. Los tubos se
equilibraron en las camisas del rotor de angulo libre de la ultracentrifuga. Se
centrifugaron a 47,000 rpm durante 2 h a 4°C.

Las fracciones obtenidas del gradiente se separaron de arriba hacia abajo. Se
desecharon los primeros 300 ul del TNE, en la siguiente fraccion (1) de
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aproximadamente 550 pl se observo una capa blanquecina que es la fraccion
insoluble de las membranas (las balsas lipidicas 0 microdominios de membrana
de las VMMA's). La siguiente fraccion (2) fue de aproximadamente 2 ml
(corresponde al 30% de Opti-prep). En la fraccion mas densa (3) de
aproximadamente 1.2 ml, se observo otra ligera capa blanquecina en la
interfase del 30 y 60% de Opti-Prep que corresponde a la region soluble de las
membranas. Se cuantificd la cantidad de proteina y la actividad de APN a cada
fraccion.

7.13 Inmunoblot (Western-blot)

Para la deteccion de proteina por inmunoblot, se utilizaron 10 pg de proteina
total de la muestra a analizar que se separaron mediante SDS-PAGE al 9%, a
8 mA durante 1 h y a 16 mA durante 2 h mas. Las proteinas fueron
electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa  (Hybond™-ECL™,
Amersham Biosciences, Germany) a 350 mA por 1 h a temperatura ambiente.
La membrana se bloque6 durante 1h con PBS 1X / Tween-20 0.05% y leche
descremada al 5%. Una vez que se bloqued la membrana, se lavo con buffer
PBS 1X / Tween-20 0.05%, se incubdé con el anticuerpo primario
correspondiente (Anticuerpo policlonal anti-Bt-R4 dilucion 1:500 o Anticuerpo
policlonal anti-APN1 dilucién 1:10,000) por 2 h. Posteriormente, la membrana
se lavo cinco veces mas como se menciond anteriormente. Finalmente, se
incub6 10 min con solucion amortiguadora PBS 1X. Se incubo con el segundo
anticuerpo anti-lgG de conejo acoplado a peroxidasa (Sigma Inmuno
Chemicals, Sigma) para inmunodetectar a las proteinas. Para revelar con los
reactivos luminiscentes, la membrana fue incubada con el sustrato del paquete
de SuperSignal (SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate, Pierce,
Rockford, IL, USA) y la sefal emitida se detecté con pelicula fotografica para
quimioluminiscencia (Hiperfim™, Amersham Biosciences, UK).

7.14 Ensayo de union de ligando (Ligand-blot)

En un SDS-PAGE al 9% se separaron las VMMA's de interés y se transfirieron
a membrana de nitrocelulosa (como se explico anteriormente). Después, la
membrana se incubé en 40 ml de PBS 1X durante toda la noche,
posteriormente, se lavd con 40 ml PBS-Tween 20 0.1% durante 15 min, se
bloqued con 50 ml PBS-Tween 20 0.1% y BSA 1% durante 1 h, se lavo 2 veces
con 40 ml de PBS-Tween 20 0.1% durante 15 min, se lavé dos veces mas con
30 ml de PBS-Tween 20 0.1% durante 5 min y finalmente con 30 ml de PBS-
Tween 20 0.1% y BSA 0.2% durante 10 min. Después, se incubd con toxina
Cry1A marcada con biotina en el buffer anterior a TA durante 2 h, se enjuagé
con PBS-Tween 20 0.1% y se lavo con 40 ml de PBS-Tween 20 0.1% durante
15 min y con 30 ml de PBS-Tween 20 0.1% durante 5 min, se incubd con
estreptavidina acoplada a peroxidasa (SAPO) en una proporcion 1:3,000) en
PBS-Tween 20 0.1% durante 1 h. Finalmente la membrana se enjuagé 4 veces
con PBS-Tween 20 0.1%, se lavo con 40 ml PBS 1X durante 15 min y 2 veces
con 30 ml PBS 1X durante 5 min para terminar con la deteccion de la unién con
los reactivos de quimioluminiscencia.

7.15 Diseno de oligonucledtidos
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Para disenar los oligonucleétidos especificos para amplificar un fragmento del
gen de la APN1 y otro de la APN2, primero se hizo el alineamiento de la
secuencias de nucledtidos y aminoacidos. Una vez elegidas las regiones, se
emplearon los programas Oligo 4 y Gene Works. En los oligonucleétidos
disefiados se incluyeron los sitios de restriccion (Xba | y EcoR 1) para su
clonacion en el vector pLITMUS 28i (Logical In vitro Transcription, Multiple
Unique Sites, HiScribe™ RNAIi Transcription Kit, USA, para detalles particular
del vector ver anexo 2).

7.16 RT-PCR

Se sintetizd el cDNA empleando los oligonucledtidos especificos previamente
disefiados para el gen de APN1 y el RNA total aislado del intestino de larvas L3
de M. sexta. La sintesis de cDNA fue realizada empleando un sistema
comercial para RT-PCR (AMV) [First Strand cDNA sintesis. Kit for RT-PCR
(AMV), Roche, Germany] bajo las instrucciones del fabricante. La clonacién del
fragmento de APN2 queda pendiente para analisis posteriores.

7.17 PCR

Los productos obtenidos en la reaccion de RT-PCR fueron tomados como
templados para amplificar los fragmentos deseados mediante PCR, utilizando
los pares de oligonucledtidos correspondientes.

Los productos de la amplificacion se verificaron en un gel de agarosa al 1% de
donde posteriormente se purificaron usando el sistema de purificacion de PCR
(QIAquick PCR Purification Kit Protocol, Quiagen® GmbH, Germany), siguiendo
el protocolo del fabricante.

7.18 Clonacioén

El fragmento amplificado de APN1 se digirié con las enzimas de restriccion Xba
| y EcoR I. El vector empleado para la clonacion del fragmento del gen de
APN1 fue el pLITMUS 28i. Este vector se digirié con las enzimas Xba | y EcoR |
para clonar el fragmento de APN1 y después se purificé empleando el sistema
de purificacion de PCR (QlAquick PCR Purification Kit Protocol, QuiagenR
GmbH, Germany), bajo las instrucciones de fabricante.

El producto de la digestion purificado, se verificé en un gel de agarosa al 1%.
Posteriormente, se hizo la reaccion de ligacion con la enzima T4-DNA ligasa.
Para el caso de Bt-Ry, ya se tenia la clona construida en el mismo vector,
conteniendo un fragmento de 441 pb que abarca del nucledtido 219 al 660 del
gen que esta flanqueado también por los sitios de corte para Xba | y EcoR |.

7.19 Transformacion
La cepa bacteriana que fue empleada para la transformacion por

electroporacion fue Escherichia coli XL1-Blue. Se emplearon 50 pl de células y
7 ul de la reaccién de ligacion; después del electroshock las células se
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incubaron en 1ml de medio de cultivo liquido Luria-Bertanni (LB) a 37°C
durante 1 h con agitacién a 250 rpm.

Después de la incubacion, 100 ul de este cultivo liquido se sembraron en
placas de cultivo LB, con ampicilina (100 pg/ml), 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiranosido (X-gal) a una concentracion final de 20 ug/ml e isopropil-p-D-
tiogalactopiranosido (IPTG) a 20 mM.

Las placas se incubaron a 37°C toda la noche para la seleccion por
complementacion o. Las colonias que contenian plasmidos recombinantes
permanecieron blancas y las colonias con plasmidos religados fueron azules.
Se inocularon 5 colonias blancas individuales en tubos falcon de 15 ml con 5 ml
de medio LB liquido con ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron toda la noche a
37°C con agitacién a 250 rpm.

Posteriormente se hizo la purificaciéon del DNA de las colonias transformantes
siguiendo el protocolo del sistema de purificacion de DNA de QuiagenR
(QlAprep Spin Miniprep Kit Protocol, Quiagen® GmbH, Germany).

Una vez que se obtuvo la clona con el fragmento de DNA de APN1, se hizo una
reaccion de restriccion empleando las enzimas para los dos sitios que
flanquean el inserto para verificar el tamafo del fragmento liberado.

7.20 Sintesis de RNA de doble cadena

Para la reaccién de transcripcion in vitro, inicialmente se utilizé como templado
la clona con el fragmento de APN1, empleando oligonucleotido T7 especifico
para los promotores T7 que posee el vector LITMUS 28i, la enzima Vent-
polimerasa y en una reaccion de amplificacion por PCR.

El producto de PCR se purificd usando el sistema de purificacion de PCR
(QIAquick PCR Purification Kit Protocol, Quiagen® GmbH, Germany), siguiendo
el protocolo del fabricante, verificandose el tamafio en un gel de agarosa al 1%.
EL producto de PCR puro se empleo como templado en la reaccion de
transcripcién in vitro con el sistema de transcripcion HiScribe™ (HiScribe™,
RNAI Transcription Kit, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante (Figura
10).
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Figura 10. Representacion grafica de la sintesis del dsRNA. Réplica modificada de HiScribe™
RNAI Transcription Kit.

7.21 Inyeccion de dsRNA a huevos, larvas, pupas y mariposas de
M.
sexta

Los experimentos de inyeccion se desarrollaron usando un micromanipulador
(Brinkmann, Germany), un microdispensador (VWRR Digital Microdispenser,
VWR Scientific, San Francisco, CA, USA) y pipetas capilares de vidrio (Custom
glass tubing, Brummond Scientific, USA) usando un microscopio de diseccion
(Nikon, SM2800, Japan). Los detalles del equipo se describen en el anexo 3.
Para el procedimiento de inyeccion se llen6 el capilar de vidrio con aceite
mineral con la ayuda de una jeringa de aguja larga (12 cm.). En la punta del
embolo del microdispensador se aplico una gota del aceite mineral (que debe
fusionarse con el aceite del capilar) y entonces se introdujo el capilar,
asegurandose de que no quedara ninguna burbuja de aire dentro. El
microdispensador se monto en el micromanipulador.

El dsRNA a inyectar se coloco sobre papel parafilm (Parafilm “M"R, Laboratory
Film, American National Can™, Chicago, USA), se cubri con aceite mineral
ligero, posteriormente y se cargd dentro del capilar.
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Para la inyeccion de huevos de M. sexta, éstos fueron colectados en las
primeras 4 horas después de la ovopositacion, lavados durante 30 segundos
en una solucién al 6% de cloro y agitaciéon de 70 rpm y enjuagados con agua
destilada por 1 min. Empleando un pincel los huevos se colocaron en un
recipiente de plastico con hendiduras en las que se deposité cada huevo para
ser inyectados con el dsRNA correspondiente, hundiendo el capilar justo
después de traspasar el corion (capa solida de la superficie) del huevo. Los
huevos inyectados se conservaron bajo las condiciones del laboratorio hasta su
eclosion.

Igualmente, se inyectaron larvas de primer estadio de desarrollo (L1) de M.
sexta dentro de las primeras doce horas después de la eclosion del huevo.

Las larvas se incubaron en hielo 5 min antes de la inyeccion. Con el
micromanipulador se coloco la punta del microdispensador en la superficie de
la cuticula de la larva en la region ventral media y se introdujo el capilar hasta
el hemocele donde se inyecté cada dsRNA. Las larvas inyectadas se
mantuvieron en condiciones de laboratorio con dieta artificial durante las 12 h
posteriores a la inyeccion.

Ademas, se inyectaron pupas hembras de M. sexta durante la primeras horas
del proceso de pupacion. Las pupas se fijaron por la parte ventral con cinta
adhesiva en un portaobjetos. EI dsRNA correspondiente se inyectd en el
segundo segmento de la region dorso lateral en posicidn paralela a la de la
pupa introduciendo una jeringa para la aplicacion de insulina de aguja ultrafina
(Becton Dickinson & Co. R, ULTRA-FINE MR I, USA) de 0.5 ml. Después de
completar el proceso de metamorfosis (19 a 23 dias), las hembras se reunieron
con mariposas machos sin ningun tratamiento. Los huevos obtenidos se
cuantificaron y se determin6 el porcentaje de eclosién con respecto a los
obtenidos de padres no tratados. Las larvas se sometieron a diferentes
procesos de seleccion y analisis.

Para la inyeccion de hembras adultas se emplearon las jeringas ya
mencionadas, introduciendo el dsRNA en el tercer segmento de la regién
dorsal. Después de 12 h de la inyeccion, se reunieron con mariposas macho
sin ningun tratamiento. Se cuantificd el numero de huevos ovopositados y las
larvas obtenidas fueron sometidas a proceso de seleccion y analisis.

7.22 Ensayo in vivo con toxina Cry1Ab en larvas con tratamiento de
dsRNA de Bt-R;y APN

Para seleccionar larvas tratadas con dsRNA de Bt-R; y APN con efecto sobre
la toxicidad de Cry1Ab. Inicialmente se hizo un bioensayo, en el que se
probaron diferentes dosis de esporas-cristal de toxina Cry1Ab empleando
larvas neonatas inyectadas unicamente con H,O durante 5 dias y se eligi6 la
dosis que matara el 100 % de las larvas. Con dicha dosis se retaron: a) las
larvas neonatas que eclosionaron de huevos inyectados, b) las larvas
inyectadas con dsRNA en L1 y que sobrevivieron a las 12 h y c) larvas
neonatas obtenidas de pupas y adultos hembras tratadas con dsRNA.

Para los bioensayos se emplearon cajas de plastico con 24 pozos de 2 cm?
(Corning) que se llenan con dieta artificial aproximadamente a la mitad (1 cm).
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Una vez que solidifico la dieta, en cada pozo se depositd la dosis de esporas-
cristal de la toxina Cry1Ab en un volumen de 35 ul y se dejaron secar a TA en
la campana de flujo laminar. Finalmente, en cada pozo de la caja de bioensayo
se colocdé una larva y se sell6 totalmente con plastico. Las cajas se
mantuvieron a TA durante 5 dias.

7.23 Analisis de la expresion de Bt-R; y APN en larvas tratadas con
dsRNA

Todas aquellas larvas que sobrevivieron a la dosis de toxina aplicada, fueron
disectadas para extraer el intestino, el cual fue homogenizado como se
menciond anteriormente. A cada muestra de intestino se le cuantificé la
cantidad de proteina total por el método de Lowry y se analizé la presencia de
la proteina de interés por inmunoblot con los anticuerpos especificos.

-37-



RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Analisis del papel de Bt-R; y APN1 en la toxicidad de
Cry1Ab

Para analizar el papel de las proteinas identificadas como receptores de las
toxinas Cry1 en lepidépteros y su posible participacion secuencial en el
mecanismo de accion insecticida, se planteo silenciar la expresion de las proteinas
Bt-R1 y APN del lepidoptero M. sexta, empleando la interferencia por RNA, gracias
a la inyeccion de dsRNAs especificos para cada una de estas proteinas.

En el caso de Bt-R1, ya se contaba con la clona de un fragmento de 441 pares de
bases (pb) que va del nucledtido 219 al 660 del extremo 5 de la secuencia del
gen.

Para el disefio del dsRNA de la APN, partimos con el conocimiento de que M.
sexta expresa cuatro APNs diferentes. Sin embargo, soélo se habia caracterizado a
la APN1 y 2 y se sabia que ambas unen a la toxina Cry1Ab de Bt, por lo que se
decidié sintetizar dsRNA de APN1 y APN2 para probar el silenciamiento
independiente de cada una y determinar cual de las dos APNs presentes en M.
sexta funciona como receptor de la toxina Cry1Ab de Bt y si s6lo una de ellas es
suficiente para la actividad insecticida de las toxinas.

Inicialmente, se hizo un alineamiento de la secuencia de nucledtidos y
aminoacidos de las proteinas APN1 y APN2 de M. sexta, con el programa
ClustalW, determinandose un porcentaje de identidad del 21 % a nivel de
secuencia de aminoacidos.

Asi mismo, en la secuencia de nucledtidos se identificaron el péptido sefial de
transporte en el N-terminal, el sitio de inicio de la traduccidn, el residuo N-terminal
de la proteina madura, los sitios de glicosilacion, el sitio catalitico y de union de la
actividad enzimatica, el péptido consenso de proteinas ancladas por GPI, asi
como su secuencia de corte y el sitio de union similar al de la toxina Cry1Aa en B.
mori (Figura 11). En general, no se ha descrito en que difieren estas dos APNs de
M. sexta, ya que no se conoce la estructura, y como se mencioné anteriormente
unicamente se ha descrito que la APN1 une a las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y
Cry1Ac y la APN2 a la toxina Cry1Ab.

Hasta el momento existen dos reportes de silenciamiento de APNSs, pero
solamente uno de ellos fue con la finalidad de probar la actividad de toxinas Cry en
el lepidoptero S. litura (Rajagopal et al., 2002)%2. Los dsRNAs inyectados
abarcaban una region del 756 pb del gen de APN, que va del aminoacido 609 al
861 de la proteina®. En ese reporte, los insectos que carecian de la proteina
seguian siendo viables y fértiles, pero desarrollaron cierta resistencia a la toxina
Cry1C. En este estudio se utilizaron larvas de quinto estadio de desarrollo
(previamente inyectadas con el dsRNA) para probar la sensibilidad a la toxina
Cry1C, y de acuerdo a otros analisis de toxicidad en los ultimos estadios de
desarrollo larvario, la susceptibilidad a la toxina es mucho menor que en los
estadios mas tempranos. En el segundo reporte se silencié la APN1 de B. mori,
Unicamente como control de silenciamiento de otras proteinas®.
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Los oligonucledtidos especificos para amplificar una region de la APN1 en M.
sexta, se disefiaron tomando en cuenta la region correspondiente a la reportada
por Yaoi et al. (1999)"*, que une a la toxina Cry1Aa en la APN de B. moriy que es
la misma region localizada por Nakanishi et al. (1999)%°, que une la toxina Cry1Aa
en la APN de P. xylostella (64 aminoacidos desde la Isoleucina 135 a la Prolina
198, localizados cerca del amino terminal y que no conforman el sitio de unién a
Zinc y el dominio catalitico). Los oligonucleétidos disefados permiten amplificar
una region de 937 pb que van del nucledtido 488 al 1406 en la secuencia
nucleotidica de APN1.

Para el caso de APN2, los oligonucledétidos disefiados se hicieron considerando la
region con menor identidad entre la APN1 a nivel de nucleotidos, esperando
amplificar una region de 481 pb que va del nucledtido 61 al 523 (la secuencia de
los oligonucleotidos especificos se representa en la Figura 10, las flechas con
lineas punteadas representan los oligonucleotidos de APN2).

APNL GTTTACCATTTTCT TGGEGGGT CGCOCTTCTCCAGGGOGT TCTTACT TTGAGCCCCATACC 60
APN2 el GOGTCOGAATACATATACAATATGTATTCACTAATATTCTTGGC 44
APNL CGT COCAGAAGAAGAAT GOGOCGAAT TCTOCAGAAT GCTGOGBGGACCOGAGCTACCGCCT 120
APN2 - TCTCATCGGAGOGGCGT TTGGT GTCCCACT GAGCACT: - - - - AACGAAGACAGCAC- T 96
* % * % * % * * * * * % * * * % * * * *
APNL GOCTACT ACCACCCGGOCAAGACAT TACGCT GT GACCCT GACTCCATACTT- - - - TGACG 176
APN2 AGAAACCAAAACCTAGCTGOGCTAT- ACGTCTTGCCTCAGACTTCCTACCCGACGTTCTA 155
APNL TGGTACCTGCTGGTGTCAGCGECCTTAC- - - CACCTTCAGCT TTGACGGCGAGGTCACCA 233
APN2 TGACGTCOGTCTCT- TCATCGATCCTGGATACACCGAAGCAT TCCATGGAAA CCh 214
* * % % * % * * * %k k% * % * * % * * % * % %
APNL TCTACATATCGOCCACT CAAGCTAATGT TAATGAGATCGTCCTCCACTGCAATGACT- TG 292
APND TCAGGATAATCCCCA- - - ACATCAACATTGATCAGATCACCATCCA- TGCCATGGCTATG 270
* % * % % * k k * * * % * % * % * Kk k k k * * k k * * % % * % % * % * %
APNL ACGATACAGAGT CTGAGGGT AACATATGTTAGT GGTAATAGT GAGGT GGATATCACGGCA 352
APN2 AGAATCGACT CGATCAGAGT TGTCAGTGATGT TAATCCTAATGAGGACCTCTTCTCTGAC 330
APNL ACTGGACAAACT TTTACGT GTGAGATGCCCTACAGT TTTCTCAGAATAAGGACCT u ACG 412
APN2 TTCACGCTGGCTACTGACGACACCCATCTCTTGACTATCAGGCTGACGA 390
* % * * % * * * * * %k k% * * %
APNL CCTCTAGTGATGAACCAAGAGTATATTATCAGGAGTACCTTTAGAG GCAACTTGCAGAC 471
APND GCTTTA- - - = - -~ CAACCCCATGTTATCCATATTGAT TATGT TGCACAATATGOCGA- 440
* % * % * k% * % * Kk k k k * * * * * * k% * k% * %
APNL T AACAT GAGAGGGTTCTACAGAAGTT GGT ACGT CAT ACRACCGGAAGAGATGGATGGC 531
APN2 TGACATGI TTGGOGTCTACGT TTCTACT TATGAGGAGAATGGT AGGACAGTAAACCTCGT 500
APNL TACCACCCAATTCCAACCAGGACAT GOGCGT CAAGOGT TCCCT TGCTACGATGAGCCTGG 591
APN2 GACATCTCAACTGCAGCCTACT TTCGCCOGOCGT GOGT TCCCCT GCTACGAT GAGCCGGC 560
* % * * % % * * % * % * % * % * * kkkkkkk *khkhkkkkkkkkkkkk *
T
APNL TTTCAAGGCCACCTTCGACATTACT AT GAACAGAGAAGCCGACTTTAGCCCGACCATATC 651
APND TTTAAAAGCCGT TTTCAGAACCACCATCTATGOCCCAGCGGCT TACGOCACAGT CAGAAG 620
* k% * % * k% * % % * * % * % * * k * * * * * * % *
APNL TAATATGOCTATTAGG GCCACTACCACGCT CACGAATGGACGTATTTCCGAAA: - - - CA 706
APN2 CAACACTCCTGAAAGGCGT GATTCCCTCAAAC- CTAATGAGCCTGGCTACGTAAAGCACG 679
APNL TTTTTCACCACTCCCTTGACAT- - CCACCTATCTCCTTGCCTTCATAGTCTCTCACTATC 764
APN2 AGTTCGAAGACACCCTGGTCATGTCCACCT ACCTCATTGCCTACCTGGTCTCCAACTTTA 739
APNL AGGTCATTTCTAACAACAACAAT GCAGCACGOCCT - - - - - - TTTAGAATCTATGCACGTA 818
APN2 ACTACATCGAGAATTCOCAGAACCCCATCTATCCTATTCOCT TCAGAGTCTACTCTAGEC 799
APNL ATAATGTAGGGAGCCAGGGT GACT GGTCTCTTGAAAT GGGT GAGAAACTGCTATTAGCTA 878
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APN1
APN2

CTCEWACTCACAATACIEITC%EWTCIIIITTC%EFTTCEiCACCAAAACATCﬁJTCITC

* kkk K * kkkkk * kK *k kK * *  kkk

TGGAGAATTATACTECAATACCT TAT TACACGAT GGCACAAAACCT TGATATGAAACAAG
TGGAGGAGTACACCGAATTCCC- - - - - GTACGCTTTCCCCAAA- - - - - - - ATCE%&AAGE

CCGCCATTCCCGACTTCTCTGCTGGT GCTAT GGAAAACT GGGGT CTCTTGACATACAGSG
CTGCCGTITCCTGACTTTGCTGCTGGT GCCAT GGAGAACT GGGGACTGGTTATTTACAGAG

* kkk kkkk kkkkk Khkkhkkhkhkhkk*x *hkkk*x *khkkkkkk*x k% * % *kkk*k *

AAGCC- CTCATCTTATACGACCCCCT CAATTCGAACCAT CACTACCGT CAGCGCGTAGCG
AEEWAEiCCTTCTCEWAACEE%AEEFCWCﬁCEACAACEWCEEFCﬁAG-CACAACATTCEf
AACATTGT CTCCCACGAGAT CGCT CACATGT GGT TCGGTAACCTTGT CACATGCGCATGG
AE{ATCATTTG{CACGAAAACACCCACATCWCEWTTCEAAACE%AEFCEEACCTATGTCC

* * % * k kkkkkk Kk Kk kK kkhkkkkkkkkhkk *k Kkkk * kK *

TGGGATAACCTTTGGCTGAACGAAGGT TTTGCGCGGT TCTCCCAATACTACCT TACTGCA
TGGACCTACACT TGGCTCAACGAAGGAT TCGCTAACTTCTTTGAGAACTACGCTACTGAT

* % % * % *kkkkk *khkkkkkkk *k kK * k k% * *kkk Kk *kkk Kk

ACGGT CGACCCAGAGCT CGGT TATGAAATTCGT TTCATCCCAGAGCAGCT T- CAAGTGGC
TTTGTCAGGCCGCAG- TGECGCATGA- - - TGGATCAGT TTGT GATCGCCATGCAGAACGT

* %k K * % *k Kk * * ok Kk k * Kk K *k * * ok k%

GATGT TCTCTGACT CCGT AGACAGCGCCCACGCTCTTACTGACACCAGT GTTAATGATCC
GITCCAGTCAGACGCTGT TCTAAGT GTCAACCCCATGAC- - GCACCCG- GTCTATACTCC

* K *k kkhkk Kk k% *k Kk ok Kk * * k% kkkk Kk Kk * % * kK

TGITGCTGICAGCGCT CACTTCTCAACAAT CACT TACGCCAGGEGEGAGCCGCCATCCTCAG
TT(XIAGATCATGXST ACTTTCAACGCCGT CGCTTACCAGAAGTCT G’ST T(IIST TATT(IS

**k*x **x X * % % * **k *kkkk * % * %

AATGMJKJKIATTTGTHRKKTATGACACCTﬁ&SRJVVKIH(TTAG33KHATCTGCG
GATGTTGCAGCATTTCATGACACCTGAGATCTTCAGGAGAGGT CT- - GGT- - CATCTACA

* %k K Kk kkkkokk * %k k *kk Kk kkokk * kkkkokk * % *kkKk Kk

TGCTCGACAATT- TGACGT CGCCGAACCCTACCACCTGITCTCCGCTTTGGATGCTGC- -
TCAAAGIIAACTCTCEIEIIECTG— CCEfTCCCTCAGATCTCTACEWTGIIIHCI%EfA

* kkk Kk ok *k kkk K * % * % * Kk kkkk * kkk

GGCTGCTGAAGACAATGCTCTCGCTGCCTACAGAGGCATCACTATTGACGCTTACTTCAG
/KIIITCGATGAGTCCAGTCACAGAATCCCCAAACCCATCTCGACTATCA TGACTGAAT

* % **x k% * % * * % * *k*k*x *x *x % * * kk %k *

GACTTGGT CAGAGAAGGCGGGACATCCCCTTCTTTCAGI TACTGI TGATCATGAATCCGG
(XBKXJKHT)KXXBKIITTCCCTGTCCTCACTGTTA(I¥KI¥KIIIIIII¥¥-ATGCTGA

*kkk kK K *kk K * % * * % * * ok

TCGTATGACTCTCGI TCAGGCAAGAT GGGAGCGCAATACCGGT GT GT CTCGAT TCCCGGG

CTCCGTGTTTGTAGCCCAGG AACGTTACCTCACCG- ACCGGTCTCTGAC- ATCCACTGA
CTTATGGCATATCCCTATCACAT GGACAAGGGCT GGAGCCCCAGA ., CGAAAACCT GAA
O(IBCTGGCA(ISTG(IZTGTAAACT(XBGTTATAT(I:TCAAA(IBT ATACCA-
* * k ok ok ok * kkk k * * %k % * * ***** * *

GCCCTCGCAAGTTATGACTG - GACAGTCTTTA:- - - - - GTCATTGAC- - - CGTGGTACCA
(KZCCTCAA&ZCT(IBATCCT&)CGACCTTCCCC(KZCACC(K)CGTTGACGTTCCTGK)CTCT

GAGGACAAGAGT GGGTCATCTTCAACAAGCAAGTATCAGGT TTCTACCGTGTCAACTACG
CCAATGCTGATTGGTACATCTTCAACAAGCAGCAGACTGGCTACTACCGT GTCAACTACG

*k kkKk khkhkkhkkhkhkkkkhkkhk * kk Kk kkkkkhkkhkkhkkkhkkkokk

A AATACCA GGGGTCTCATCACAAGGGCTCTGAGGTCT TATTC
A AAAR GGGTCGCTCTGGCGCGAGTCCT ACGAGA- - - TCATCC

* kkkkk * * K *k x * * % * % * kk *

ACGAATTGAGT CGCTCTCAGATAGTAGACGATGI CTTCCAACT GGCTAGATCCGGCGTGA
ATGTCCTCAACCGT GCTCAGAT TGT CGACGACGCAT TCAACT TGECCAGGAACGGACGTC

*  * * % * % *kkkkk*k **k *kkkk *x **k*x * *k*k*k k% * k%

TGTCATACCAACGAGCACT TAACATTCTGT CCTACT TGAGAT TCGAAGACGCGT ACGCAC
TGUMHVK)VVVVKXIITTCGAAATCTCAAGATACTTGGAGKWJBVVVVK%JTACATCC

* % *kk kK * * kK * ok ok ok kk * kkk Kk K * kK

859

938
907

998
967

1057
1026
1117
1086

1177
1146

1236
1202

1296
1259

1356
1319

1416
1375

1473
1433

1533
1492

1593
1550

1653
1607

1713
1666

1763

1726

1823

1786

1883
1843

1943
1903

2003
1963
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APN1L CGT GGT TGT CCGCCAT CAGCGGGT TCAACT GGGT CATCAGGAGAT TCGCCCATGACGCCG 2063

APN2 CATGGGCTGCTGOCAACCCTGOCTTCAACT - - - - - ACTTGGACAT- CGTCCTTAGTGGOG 2017
* ok k ok * kkkk *x * * Kk k Kk k ok k * *kk*k kk kk Kk Kk * k%
APNL CCAATT. - TACAAACTTTACAGA- ACCAAATCAT CGBACTGAGDGAAGCTGTGGTGECTC 2120
APN2 CCAATTCCTACAAT CTGTACAGGTACTACCTGCTCAACCTTACTECTCCTATGT TOGAGS 2077
APNL GGCTTGGCT TCACCGAAGT ATCOGGT GGTACT TATATGACCGACCT CCAGAGGT TGCATG 2180
APN2 ACCTTGGCTTTGATGT GAAAT CTGGOGAAGAGT TCGT CACTCCTTACCACAGGAACATTA 2137
APNL TAATGCAGTTTCT TGTGGGACAT CAGCA TTGACGCTGGAAGACAGAACT 2240
APN2 TTCTGGACATTAA TTT(XBCAAOCA(XJ%@TCAGCAG GGCCCAGGAAATC 2196

* * %  %x * % * k% % * *x k%x * kkkk kkkkkk

APNL TCTTGAACT- - - - GGAGTAZ GCJ T- TATCCCAGC: - TAACATGCGTCCATGGGTG 2293
APN2 CTGCAAGCTTTCAAGAATAACCCT AACCAGOGCCCCAACCCTGACATCCAGACCTTGGTC 2256
* * % * % * % % * % * * k k% * * * k k% * * * * % %
APN1 TACTGCACTGGTCTTOGT TACGGCT CTGCTGAGGACT TCAATTACTTCTGGAATCGTTAC 2353
APN2 TA CCAGT CTACGOGCOGGT AACGT GGAGAACT TCAACTTCCTCTGGAACA- - TGT 2314
*hkkkkk Xk *khkkk Kk * khkk khkkkkhkkk * *k kkkkkkk *
APNL ATCGTAGAAGATCTG - TCTAATGAAAAGGT TGTGAT GCTCGAAGCGGCOCGGTTGCACGC 2411
APN2 ATCTAGGCACGT COGACT CCAGOGAGCAGAGCATCTTGCT TAGT GOOCT CTA 2374
* k% * * * % * * % * * % * * k ok k * % * k ok k Kk
APN1 GTGACCAGGCCAGCT TGGAGAAGT TCTTGAACGCTATCGTTTCTGGCAATGATGACGTCA 2471
APN2 [ oY TGCTGAACGTCGTAACTTCTATCTG: AACCAAATCA 2413
* * * * k ok ok ok ok * * Kk k k * * * % %
APN1 GACCACAGGATCATTCGAGT GOCCTGAGCT CAGCTATCACATCCAACGACGTCAACACCA 2531
APN2 T- CGACGATAACTCTGCAGTGC- - - GAGAGCAGGACAGACACT CAAT- - CGOCGTCTCOG 2467
*  k* *  %x * * k ok k k * % % * % % * % % * % % **  * * k%
APNL TGAGAGCGT TCGACT GGT TGACCAAGAAT GTAGAT CAAATTACACGAACTCTTGGTAGTA 2591
APN2 TCATCAACTCCAGOC- - CTGA- - AGGCATGAACGTCGCTTTGGAG - - - - - TTTGTCGTT 2517
* k% * * * k% * * * * % * % * % * % * %
APN1 TCACCT CGOCGCT GAACACCAT CACGAGCCGT CTCTTGACCGAGGCACAGATGACTCAGG 2651
APN2 GAAAACTTCCACAGAATACAACCCAGEG: - - - - TOCAGGCTCTTACAGGAACAACTAACA 2572
*k Kk Kkkk kk Kk * * * * *kk ok
APN1 TACAAACT TGGCT TGACGCAAAT CGTAACACCAT CGGOGCT GCCTACAACACTGROG TG 2710
APN2 TTCTGAACACCTTT- - - GCAAGACGACT GACCACAAGCGCTCATAATGAAAAAATCGATG 2629
* % * * % * %k % * % * %k k * k ok ok k * *k  kx
APNL AACGGCATCGCCACAT CGAGAGCT AAT CTCCAGT GGTCGECGAACAGAATGTCTGAGTTC 2770
APN2 AGCTGGT CAGGOGACACGAGAGC: - ATCTTG - - - - TCAGC: - - COGAGAGCGTGOGTCC 2679
* * * *kkkkkk * k k Kk * * % * * * * * * % *
APN1 CTGOGCTTCTTCGAAACTGGGT- TOGTCGACGATGT TCCTAGT GAAGCGACTACTGTTGC 2829
APN2 AT- CGOCGCTATTAGAGAGAATATCGCAGCCTCCATOGCT- - TGGAGCAA- TAGCAATGC 2735
* ok k% * % E * *  k k% E * % *k K*kk Kk Kk*k * % %
APN1 GCCOCCTGCCGAAACT ACGGT GACTCCCT CTACCTTCOCT COGACGGTAGCACCGECGAC 2889
APN2 AGGCATCGT CGAAAATTGGCTGA- - - - - - - - - - - - - - - - - AAGAGAATTACGGGCCAC 2776
* kkkkk Kk * Kk kkx * *  %x *k K*kk Kk
APNL TACTCCAGCCCOGEECT CAGGAAACAT CGCCGCT TTGAGCGT TGTCAGCCTCCTCGTCAC 2949
APN2 C- CAGTGEOGCCAAATCCT TAA: - - - COGCTGGATTACTTGITCTCATCTCICICTTTGL 2831
* % * % * k% * * % * k% * k% * * k% *
APNL ACTTGCCATTAA- CATGGTAGCGTAAATATTATAAGCGTATTTTTGTAATA- AATATTTA 3007
APN2 GGCTATTTTCAATCATTAGAATTTACTTATTGTAATTTTATATTTATTTTATAATAATTT 2891
* kk kkk * * % *khkkk kkk *kk kkk Kk *k Kkkkk kk
APN1 TTTAAGTGTATTTTTATTTAAAACAAAT CCGATTGTGCTCAAAGT CTAAGCAGTTGTTTT 3067
APN2 TACGATAAAATATTT- - TTATACTTAATTTTATATTTTTTATACTTAATCTACTAATTTG 2949
* *k kk*k *k*x ok * % % * % * * *x % % * *  %x * % %
APNL TGTAATAAATATTTTTATATAATTGTAA 3095
APN2 TGTAAATAAAATATTTATAATATT- - - - 2973

* ok ok kK *k kk kkkkkk * %k k

Figura 11. Alineamiento de las secuencias de nucledtidos de APN1 y APN2 de M. sexta. Para
APN1 se sefiala lo siguiente: Negritas: secuencia para péptido senal de transporte del N-terminal,
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rojo negrita: sitio de inicio de traduccion, verde subrayado: region de unién a toxina de Cry1Aa en
B. mori, flecha: APN1 der, cuadrado: sitio consenso para glicosilacion de la proteina, azul negrita:
firma de metaloproteasa de Zinc, flecha: oligonucledtido APN1 rev y rosa subrayado: péptido
consenso para GPl. Para APN2 se sefiala: rojo negrita: sitio de inicio de la traduccion, negritas:
péptido sefial de transporte del N-terminal, flecha punteada: oligonucle6tido APN2 der, cuadrado:
sitio consenso para glicosilacion, flecha punteada: oligonucleétido APN2 rev, azul negrita: firma de
metaloproteasa de Zinc, circulo: cisteinas y rosa subrayado: péptido consenso para GPI.

Después de que Herrero et al. (2005)*° aislaron una linea de S. exigua resistente a
la toxina Cry1Ca e identificaron que la resistencia se correlacionaba con la pérdida
de la APN1; resaltando que unicamente la ausencia de la APN1 de las cuatro que
posee este insecto, provoco la resistencia a la toxina, por lo que en este trabajo se
decidié enfocarse unicamente a la APN1 de M. sexta dejando el silenciamiento de
APNZ2 para estudios posteriores.

Amplificacién del fragmento de DNA de APN1

Los oligonucledtidos se utilizaron para sintetizar el cDNA de APN1 por medio de
una reaccion de RT-PCR en la que se utilizd como templado RNA total extraido de
larvas L3 de M. sexta. Se sintetizé la cadena complementaria de DNA por medio
de una reaccién de PCR y el producto de 937 pb de la reaccién obtenido se
muestra en la Figura 12.

MPM
APN1

Figura 12. Producto de la reaccion de PCR de
APN1 purificado. Carril 1: Marcador de peso
molecular (MPM), carril 2: Producto de la reaccion
de PCR del fragmento de APN1 de 937 pb.

Clonagid ITMUS 28i

El fragmento de DNA de APN1 amplificado y el vector pLITMUS 28i, fueron
digeridos con las enzimas de restriccion Xba | y EcoR |, después fueron
purificados y puestos a ligar empleando la enzima T4-DNA ligasa. El producto de
la reaccidn de ligacién, se uso para transformar la cepa XL1-Blue de Escherichia
coli. Las colonias blancas seleccionaron como candidatas para poseer el inserto
de APN1. Las clonas de pLITMUS 28i-APN1 se cultivaron en medio LB liquido con
ampicilina, el DNA se recuperé empleando el sistema de purificacibon DNA de
Quiagen. La purificacion del DNA de las colonias candidatas se verificd en un gel
de agarosa al 1 %. Para verificar que la colonia candidata tuviera el vector con el
inserto de APN1 se hizo una reaccion de digestion doble con las enzimas EcoR | y
Xba | en el que se libero el fragmento de 937 pb (Figura 13).

APN1

EcoR I/ Xba |

EcoR |
s / restriccion

=
o
=
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Figura 13. Digestion de DNA de de la clona de
APN1 con las enzimas EcoR | / Xba 1. Carril 1:
Marcador de peso molecular, carril 2: fragmento de
937 pb liberado de la digestién doble, carril 3 y 4:
digestiones sencillas, carril 5: MPM vy carril 6: clona
de sin restriccion. Gel de agarosa al 1%.

La clona de Bt-R4 también se verificd con restricciones sencillas y dobles con las
enzimas EcoR | 'y Xba I. En la Figura 14 se observa el producto de 441 nt de las
digestiones.
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Figura 14. Digestion del DNA de la clona de Bt-R,
con las enzimas EcoR | / Xba |. Gel de agarosa al
1% en el que se muestra el fragmento de 441 pb
liberado de la digestion doble, las digestiones
sencillas, asi como la clona de Bt-R; y el vector sin
500 pb restriccion (28i).

3.5 Kb
1 Kb

1 Kb
500 pb < Inserto

441 pb

Con esto se comprobd que las clonas tuvieran los insertos de DNA de los
fragmentos de Bt-R1y APN1 y se verificé la correspondencia por secuencia.

Sintesis de dsRNA

Para sintetizar el templado para la reaccion de transcripcion in vitro, se hizo una
reaccion de PCR empleando oligonucledtido T7 y Tag-polimerasa.

En la Figura 15 se muestran los fragmentos de DNA amplificados a partir de las
clonas de APN1 y Bt-Rq. El fragmento de DNA de Bt-R; tiene un tamano
aproximado de 570 pb, mientras que el de APN1 es de un mayor tamafio a 1 Kb.
El aumento en el tamafio de los fragmentos es debido a la amplificacion con el
oligonucledtido T7. En la misma Figura se muestra un control positivo (28i Mal),
amplificado de una clona control del sistema de transcripcion comercial, que da un
fragmento de 900 pb.
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Figura 15 Amplificacion por PCR de los fragmentos de
DNA de Bt-R; y APN1 con oligonucledétido T7 en el vector
pLITMUS 28i. Carril 1: fragmento de DNA de Bt-R4, carril
2: Marcador de peso molecular, carril 3: fragmento de
DNA de APN1, carril 4: Control positivo.

Con los fragmentos de DNA de Bt-R; y APN1, se hicieron las reacciones de
transcripcidn in vitro, empleando la RNA polimerasa T7, las condiciones de esta
reaccion se estandarizaron con 150 ng de DNA templado y 3 h de incubacion a
37°C.

En la Figura 16 se muestran los dsRNA de APN1 y Bt-R; producidos por
transcripcion in vitro. Se observa que la banda del transcrito de APN1 (carril 2) es
de mas de 1 Kb con respecto y el dsRNA de Bt-R; es de mas de 500 pb.

Bt-R1
28 i Mal

= >
a £
s %

Figura 16. dsRNA de APN1 y Bt-R;. Gel de agarosa al
1%, donde se observa el dsRNA de APN1 (carril 2) y

Kb el de Bt-R; (carril 3) y el transcrito control (carril 4).

500 pb

Bioensayo con toxina Cry1Ab en larvas L1 inyectadas con H,O

Para la seleccion de los individuos con silenciamiento de alguna de las proteinas
de interés, inicialmente se estandarizo el proceso de seleccion con un bioensayo
de toxicidad para establecer |la dosis de toxina minima para matar al 100% de las
larvas. Para ello, se inyectaron larvas en L1 con H,O que se mantuvieron en
condiciones de laboratorio durante 12 h y posteriormente se sometieron a
diferentes dosis de toxina durante cinco dias. En la Figura 17, se representa la
grafica con los datos de toxicidad obtenidos en el bioensayo con toxina Cry1Ab
sobre larvas L1 inyectadas tnicamente con agua. A partir de la dosis de 50 ng/cm?
se causa mas del 96 % de mortalidad y a los 70 ng ng/cm? ya se obtuvo el 100%
de mortalidad. Por lo tanto se decidié aplicar dosis por arriba de los 50 ng/cm?
para hacer la seleccion de larvas inyectadas con dsRNA de Bt-R; y APN.

De manera que aquellas larvas que sobrevivieran al reto con la dosis de toxina a
la que las inyectadas con agua no resisten, serian con las que se continuaria el
analisis.
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Este procedimiento lo aplicamos apostando totalmente a nuestro mecanismo de
toxicidad propuesto. De manera que la obtencion de un alto numero de larvas con
alguna de las dos proteinas silenciadas, nos permitiria complementar los pasos
del mecanismo al obtener toxicidad empleando las estructuras oligomérica y
monomeérica de la toxina en los bioensayos. Es decir, si Bt-R1 es el primer receptor
de la forma mondmerica de la toxina y esta proteina es quien le permite
oligomerizar, entonces, cuando no se expresa en el insecto, se podria
complementar el mecanismo de toxicidad sobre el insecto, al alimentarlo con
oligbmero. Por otro lado, si APN se requiere para conducir a la toxina oligomérica
a los microdominios de membrana donde se inserta, entonces cuando el insecto
no expresa APN no va a ser susceptible ni al mondémero, ni al oligdmero de la
toxina ya que esta no va a insertarse para formar el poro litico.

100 - - % 2 : 3
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0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100

Concentracion de toxina (ng/cm2) —e—Cry1Ab

Mortalidad (%)

Figura 17. Toxicidad de Cry1Ab sobre larvas L1 de M. sexta inyectadas con agua para
determinar la dosis de seleccion de larvas inyectadas con los dsRNAs.
Nota: Ensayo determinado con muestras por triplicado, se muestran las barras de error.

Con los dsRNAs especificos para la proteina Bt-R4 y APN1 se inyectaron huevos,
larvas en L1, de M. sexta empleando diferentes concentraciones de dsRNA de Bt-
R1y APN1. Con dsRNA de Bt-R; también se inyectaron pupas hembras y adultas.

A) Inyeccion de dsRNA de Bt-R; y APN1 en huevos de M. sexta

El volumen maximo que tolera un huevo de M. sexta sin romperse es 100 nl, por
tanto, en este ensayo se inyectaron huevos con 100 nl de agua como control o 50
ng de cada dsRNA suspendidos en ese volumen. Para analizar si el proceso de
inyeccion afecta la eficiencia de la eclosidon de huevos, se tomo un lote de huevos
sin ningun tratamiento para cuantificar el porcentaje de eclosion.

En la Tabla 1 se muestran los datos de la inyeccion de huevos de M. sexta recién
ovopositados, los cuales eclosionaron a los 4 dias después de la inyeccion. Del
lote de huevos control so6lo eclosioné el 42%, mientras que el porcentaje de
eclosion de los huevos que se inyectaron con cada dsRNA vario entre 40 y el
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44%. De acuerdo a datos del laboratorio, el porcentaje de eclosion de huevos sin
ningun tratamiento puede variar de un lote a otro.

En un analisis realizado por Fabrick et al. (2004)%, se obtuvo el 7% de eclosién de
huevos de P. interpunctella inyectados con 100 pl de H,O, mientras que el
porcentaje de eclosion obtenido de huevos no tratados fue de 38%. Por otro lado,
el porcentaje de eclosion de otra cepa del mismo insecto tuvo un porcentaje de
eclosion de huevos no tratados del 98%.

A pesar de que en el presente analisis también se tuvo variabilidad en el
porcentaje de eclosion en los diferentes lotes de huevos de M. sexta empleados,
la eficiencia de eclosion siempre fue mayor del 40%.

Por lo tanto, se concluye que la inyeccion no afecta la eficiencia del proceso de
eclosion.

Las larvas que eclosionaron se retaron por 5 dias con 50 ng/cm? de esporas-cristal
de toxina Cry1Ab. El porcentaje de sobrevivencia de las larvas expuestas a la
toxina fue muy bajo y no se observo ninguna diferencia con respecto a las larvas
de huevos sin inyeccidn. Debido a este resultado y a la eficiencia en la eclosion se
decidi6 intentar la inyeccion en larvas de M. sexta.

Tabla 1. Inyeccion de dsRNAs de Bt-Rs y APN1 en huevos de M. sexta

. No. de larvas No. de
. Concentracién No. de huevos No. de larvas Lo o retadas a 50 sobrevivientes
Tratamiento de /dfo?)N? analizados I que Eclosion (%) nglcm2 de alos 5 dias de
(ng n) eclosionaron Cry1Ab reto con toxina
Sin inyectar 0 200 83 42 72 2
H.O 0 200 80 44 72 1
dsRNA Bt-R, 50 200 80 41 72 1
dsRNA APN1 50 200 88 40 72 3

B) Analisis de la inyeccidn de dsRNA de APN1 en larvas L1 de M.
sexta

El volumen maximo que tolera una larva L1 de M. sexta es de 150 nl, por tanto, la
concentracion de dsRNA inyectado traté de ajustarse a ese volumen.

En la Tabla 2 se muestran los resultados de la inyeccion de larvas en primer
estadio de desarrollo con diferentes concentraciones de dsRNA de APN1 elegidas
al azar de acuerdo a la concentracion de dsRNA obtenida en la sintesis. Ademas,
en este experimento se decidié utilizar 50, 100 y 400 ng/cm? de toxina para el
bioensayo de seleccion de las larvas, para determinar efecto de tolerancia a esas
dosis de toxina. El porcentaje de larvas que sobrevividé a las 12 h después de la
inyeccion en promedi6 fue del 93%, concluyéndose que la inyeccion no las dafio
severamente. Posteriormente, las larvas sobrevivientes al reto con las diferentes
dosis de toxina se analizaron por inmunoblot para la deteccion de las proteinas.
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Tabla 2. Inyeccion de dsRNAs de APN1 a larvas L1 de M. sexta
Tratamiento Co::zr;tl;:l(;i‘én ::';rg: Sobrevivien:es :it:;,:se [::oéif Ac:)e 2‘72:3&‘3, I;;:: tges Mort;'alidad

(ng/150 nl) inyectadas alas 12 h (%) c;it?g;ia (nglcm?) t;itiz:(()"r/:) (%)
H.0 0 90 91 58 50 2 97

15 80 5 100 0

5 400 0

2 0 2

dsRNA APN1 50 25 100 10 100 0

10 400 0

5 0 5

72 90 92 59 50 2

183 22 100 10 100 1

10 400 0

2 0 2

Como se observa en la Tabla 2, las larvas inyectadas con 50 ng de dsRNA de
APN1 que se retaron con toxina Cry1Ab, no sobrevivieron. La correlacion de este
resultado con el mecanismo de toxicidad propuesto, este experimento podria
indicar que el dsRNA no disminuy6 la cantidad de APN en esas larvas, de manera
que fueron sensibles a la toxina.

De este ensayo se analizé la expresion de APN en tres larvas que se inyectaron
con 50 ng de dsRNA de APN1 pero que no se retaron con toxina. El resultado de
la inmunodetecciéon de APN del intestino de esas larvas se muestra en la Figura
18, en la que se observa que en una de las larvas analizadas se disminuyo la
expresion de APN vy este resultado coincide con el dato de la actividad especifica
de APN presentado en la grafica de la misma (columna 2). Por lo tanto, en esta
larva se llevo a cabo el silenciamiento especifico de la APN. En las otras dos
larvas inyectadas (columna 3 y 4), se observa claramente la presencia la APN
indicando que en ellas no hubo silenciamiento de la proteina dirigido por el
dsRNA. Asi mismo, los resultados de la expresion coinciden con los obtenidos por
actividad especifica de APN representada en la grafica (columna 3 y 4).

El numero de larvas analizadas fue muy bajo porque la mayoria de las larvas
inyectadas con dsRNA de APN1 fueron retadas con toxina y no sobrevivieron. Los
datos de las larvas que no se retaron con toxina nos dice que la disminucion de la
expresion de APN fue muy baja y sélo ocurrié en algunas de las larvas; al menos,
cuando se inyect6 50 ng de dsRNA de APN1.

Actividad especifica de APN Figura 18. Inmunodeteccion de APN en larvas
., &0 L1 inyectadas con dsRNA de APN1 que no
2 ol fueron sometidas a dosis de toxina Cry1Ab. Se
g 404 muestra la grafica de actividad especifica de
2 om. APN de cada una de las larvas analizadas
g 0 H = H Columna 1: larva inyectada con H,O, columna
; ‘ ) ‘ 3 ‘ 4 ‘ 2-4: larvas inyectadas con 50 ng de dsRNA de
APN1.
120 kDa J— <4— APN 47

H,0 50 ng dsSRNA APN1



En este experimento también se inyectaron larvas con mayor concentracion de
dsRNA de APN1. En la Tabla 2 se muestra que al incrementar a 72 y 183 ng el
dsRNA inyectado, se logré obtener algunas larvas resistentes a 50 y 100 ng/cm2
de toxina. En la Figura 19 se muestra la inmunodeteccién de APN en el intestino
de las tres larvas que sobrevivieron al reto con toxina Cry1Ab, en las columnas 1y
2 se observa la banda de la APN de dos larvas inyectadas con agua. Las
columnas 3 y 4 corresponden a las larvas inyectadas con 72 ng de dsRNA de
APN1 y que sobrevivieron al reto con 50 ng toxina Cry1Ab y la columna 5
corresponde a una larva inyectada con 183 ng de dsRNA de APN1 que sobrevivio
al reto con 100 ng de toxina. En ninguna de las tres larvas tratadas con dsRNA se
observa la banda de la proteina APN lo que indica que se llevdo a cabo el
silenciamiento debido al dsRNA.

Sin embargo, el porcentaje de resistentes fue extremadamente bajo, entre el 3% y
el 10%, estableciéndose que el silenciamiento en larva no esta siendo efectivo o
no esta dando un efecto que podamos determinar por bioensayo con toxina. Estos
resultados probablemente se debieron a las bajas concentraciones de dsRNA
inyectadas hasta el momento. Por lo que se decidié inyectar una mayor cantidad
de dsRNA en los siguientes experimentos.

Lo que se debe destacar, es que este dato sugiere que la ausencia de APN1
debido al silenciamiento especifico del dsRNA para esta proteina, correlaciona con
la tolerancia a altas dosis de toxina Cry1Ab. Sin embrago, se requiere incrementar
la eficiencia del silenciamiento para obtener un mayor numero de larvas
resistentes con las que se pueda realizar otros experimentos cuyos resultados
sean concluyentes.

Toxina (ng/cm?2)
- HO ﬁ,ﬂn;o .Figur.a 19. Inmunodeteccién de APN en
g 72 183 intestinos de larvas L1 retadas con toxina
———— Cry1Ab. Columna 1 y 2: larvas inyectadas
150> con H20, columna 3 y 4: larvas
10p—p| - S “«APN inyectadas con 72 ng de dstNA de APN y
sobreviviente a 50 ng/cm® de toxina,
Eng columna 5: larva inyectada con 183 ng de
dsRNA de APN vy sobreviviente a 100
50> ng/cm? de toxina
1 2 3 4 5

C) Analisis de la inyeccion de dsRNA de Bt-R; en larvas L1 de M.
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sexta

La concentraciéon de dsRNA de Bt-R; inyectado por larva en este experimento,
también se ajustd a 150 nl de volumen total.

En la Tabla 3 se muestran los datos de la inyeccidén de larvas L1 con dsRNA de
Bt-R4. En esta ocasion, las cantidades de dsRNA inyectado fueron: 20, 40 y 60 ng.
En general, el porcentaje de sobrevivencia a las 12 h post-inyeccion siempre fue
mayor del 90%. De acuerdo a los resultados del reto con toxina durante cinco
dias, el porcentaje de mortalidad para las larvas inyectadas con H,O fue del 92%,
del 88% para las inyectadas con 20 ng de dsRNA Bt-Ri, de 75% para las
inyectadas con 40 ng de dsRNA Bt-R4, y de 50 % para las inyectadas con 60 ng
de dsRNA Bt-R;.

Estos resultados indican que parece existir una correlacion directa entre la
cantidad de dsRNA de Bt-R1 inyectado y la sobrevivencia de las larvas al reto con
toxina.

Tabla 3. Inyeccion de diferentes concentraciones de dsRNA Bt-R; a larvas L1
de M. sexta

. Concentracién No. de Sobrevivientes r:tc;'d:z I::r,\asso sobrr‘;ei.v?:ntes Mortalidad

Tratamiento (‘:]e f'SRNA _ larvas alas12h (%) nglcm®de CrylAb  alos 5 dias de (%)
g/150 nl) inyectadas reto con toxina

Sin inyectar 0 24 1 96
H20 0 79 95 24 2 92
0 78 95 24 3 88
0 80 94 24 2 92
dsRNA Bt-R; 20 100 99 24 3 85
40 100 96 24 6 75
60 100 97 24 12 50

Por este ultimo resultado se decidid inyectar larvas L1 con mayor cantidad de
dsRNA de Bt-R¢ (1ug) para analizar, si con esa cantidad podiamos obtener un
mayor numero de larvas tolerantes a altas dosis de toxina.

Es importante destacar que también se modificé el sitio de inyeccién, ademas de
la cantidad de dsRNA, haciéndose directamente a la hemolinfa por la regién
dorsal, en lugar de inyectarlo en el intestino por la regiéon ventral como se hizo
previamente.

En la Tabla 4 se muestran los resultados de este ensayo, en el que la
sobrevivencia de las larvas a las 12 h después de la inyeccion fue de 77 %.

Se observé que a los tres dias de bioensayo, el 100% de las larvas tolero el reto a
100 ng/cm? de toxina Cry1Ab y se desarrollaron sanamente (coloracion azul-
verde) respecto a las larvas inyectadas con HO, las cuales se murieron desde el
primer dia y siempre presentaron coloracion amarilla. Sin embargo, a los cinco
dias de reto con toxina todas las larvas se murieron y no fue posible analizar por
inmunoblot a la proteina Bt-R4. Debido a este resultado, se decidio reducir los dias
de tratamiento con toxina Cry1Ab a tres dias para recuperar larvas tolerantes a la
toxina y hacer el analisis de inmunodeteccion de la proteina.
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Tabla 4. Inyeccion de dsRNA de Bt-Rq a larvas L1 de M. sexta

. Concentracion de No. de larvas Sobrevivientes No. de larvas retadas con Mortalidad a
Tratamiento

dsRNA (ng/150 nl) inyectadas alas 12 h (%) 100 nglcm2 de Cry1Ab tres dias (%)
Sin inyectar 0 24 100
H,O 0 33 91 24 100
dsRNA Bt-R, 1000 31 77 24 0

En el siguiente experimento, se inyecté también 1 ug de dsRNA de Bt-R; a larvas
L1. En los datos de la Tabla 5, se muestra que el porcentaje de sobrevivencia de
las larvas a la inyeccion fue ligeramente menor que en el experimento anterior
(74%) pero en este caso, igual para las inyectadas con agua como para las
inyectadas con dsRNA.

Tabla 5. Inyeccidn de dsRNA de Bt-R a larvas L1 de M. sexta

. Concentracion de No. de larvas  Sobrevivientes  No. de larvas retadas con Mortalidad a
Tratamiento

dsRNA (ng/150 nl) inyectadas alas 12 h (%) 100 nglcm2 de Cry1Ab 3 dias (%)
H,O 0 35 74 24 100
dsRNA Bt-R, 1000 34 74 24 0

Doce horas después de la inyeccion, las larvas se retaron con 100 ng/cm? de
Cry1Ab durante tres dias. El 100% de las larvas inyectadas con agua murieron, a
diferencia de las inyectadas con dsRNA de Bt-R; que toleraron dicha dosis de
toxina y que se pasaron a dieta normal para que crecieran hasta el tercer estadio
de desarrollo (L3). Sin embargo, solo se pudo recuperar 7 larvas (29% de las
larvas resistentes a Cry1Ab), las cuales se disectaron para detectar por
inmunoblot a la proteina Bt-R4. En la Figura 20, se observa que las larvas
inyectadas con H,O y que no fueron retadas con toxina tienen la proteina Bt-R;
(210 kDa), mientras que en las larvas tolerantes a la toxina no esta presente, lo
cual sugiere que Bt-R4 se silencio totalmente.

En la larva que corresponde al carril 6 de la misma figura, se observa una cantidad
muy baja de proteina, lo cual indica que aun con una disminucién parcial de la
proteina la larva toler6 el reto con 20 ng/cm2 de toxina por tres dias. Como control
de la cantidad de proteina cargada en el gel, se presenta la deteccion de una
proteina de aproximadamente 80 kDa de VMMA's (identificada con un anticuerpo
anti-VMMA'’s).

Por lo tanto este experimento permiti6 comprobar, que cuando Bt-R; no esta
presente o se encuentra en muy baja proporcion debido al tratamiento con dsRNA,
las larvas de L1 de M. sexta, pueden tolerar altas dosis de toxina Cry1Ab. Este
hecho va de acuerdo con el mecanismo de toxicidad propuesto, en el que esta
proteina es la que de primera instancia une a la toxina a las membranas vy
favorece el proceso de oligomerizacion.
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Figura. 20. Inmunodeteccién de Bt-R; en intestinos de larvas L3 inyectadas en L1 con dsRNA de
Bt-R, y retadas con 20 ng/cm2 de Cry1Ab durante 3 dias. Columna 1 y 2: larvas inyectadas con
H,O sin reto a toxina, columnas 3 a 9: larvas inyectadas con dsRNA de Bt-R;.

Los datos indican que las larvas que sobrevivieron a una exposicion de tres dias a
la toxina Cry1Ab no expresan la proteina Bt-R4. Sin embargo, el 71% de las larvas
que fueron expuestas a la toxina murieron durante el periodo de crecimiento a L3.
Este resultado se puede explicar de dos maneras: a) el dsRNA de Bt-R4 dio un
efecto de silenciamiento temporal en las larvas L1 (como el observado en muchos
otros organismos silenciados con algun otro dsRNA), en el que después de un
tiempo variable la proteina silenciada se recupera y b) que la alta cantidad de
dsRNA pudiera estar afectando de alguna manera el desarrollo de las larvas
impidiéndoles pasar al siguiente estadio de desarrollo (proceso llamado muda).

Hasta la fecha no se sabe con claridad la funcién que desempena este tipo de
caderina para las células del intestino del insecto, de nuestros resultados lo que es
claro es que aun sin ella las larvas pueden seguir viviendo, al menos hasta
alcanzar el siguiente estadio de desarrollo.

En un reporte reciente, Barik (2006)°, habla de la letalidad que puede causar el
dsRNA cuando se administra en exceso. En ese trabajo se analiza que la
utilizacion de altas cantidades de dsRNA, provocaron dafio en las células del
higado con 36 de 49 dsRNAs empleados y 23 de ellos finalmente condujeron a la
muerte al raton sometido al tratamiento.

En al menos dos reportes mas en ratdén, se menciona un efecto de saturacién de
RISC, aunque no lo relacionan precisamente con la toxicidad del dsRNA.

En el primer reporte se dice que in vitro, el ensamble del siRNA a RISC puede ser
saturable’" y en el segundo, al incrementar la cantidad de un siRNA se redujo el
efecto antiviral de otro, aunque ciertamente no se menciona que haya causado un
efecto toxico.

De manera que después de obtener repetidamente altos indices de mortalidad al
inyectar 1 ug del dsRNA de Bt-R; a larvas L1, consideramos posible el tener un
efecto similar al reportado por Barik (2006)3 y proponemos que en futuros
experimentos los dsRNAs deben administrarse a concentraciones menores.

Por otro lado, en algunos reportes de silenciamiento de diferentes proteinas en

larvas de M. sexta'y B. mori, el dsSRNA se ha inyectado en larvas de L4 y L5 y las
concentraciones van desde 100 ng hasta 30 ug por larva®’ "8, Los resultados de
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silenciamiento son muy variables, en algunos casos se detecta incluso seis horas
después de la inyeccion y en otros hasta después de tres dias. Igualmente, se han
obtenido grados variables de silenciamiento y procesos temporales en los que
después de cierto tiempo se recupera la acumulacion de proteina“®.

En nuestro caso hemos obtenido efecto inyectando incluso 60 ng de dsRNA por
larva en L1 (50% de las larvas no expresan la proteina) y hemos observado que
aplicando el reto con toxina 12 h después de la inyeccién ya se obtienen larvas
tolerantes a las altas dosis de toxina. Lo que sugiere un silenciamiento eficiente a
ese tiempo en las larvas de M. sexta.

D) Analisis de la inyeccion de dsRNA de Bt-R, en pupas de M. sexta

Bettencourt et al. (2002)* reportaron el silenciamiento de la proteina Hemolina en
el lepidéptero Hyalophora cecropia inyectando 1 ug del dsRNA en un volumen de
100 pl a pupas hembras, observando efecto en los embriones de la siguiente
generacion. En ese reporte, las adultas se aparearon normalmente con los
machos sin ningun tratamiento y los huevos ovopositados parecen tener
porcentajes de eclosion iguales a los de los huevos no tratados (50%).
Fenotipicamente los embriones presentaron diferentes grados de malformacién y
por inmunoblot se demostro silenciamiento parcial de la proteina.

De manera que decidimos probar la estrategia de inyeccidn en pupas para
analizar la progenie y su tolerancia a altas dosis de toxina. En la Tabla 6 se
presentan los datos de la inyeccion de 25 ug dsRNA de Bt-R; en un volumen de
25 ul a pupas de M. sexta antes de la metamorfosis a la etapa adulta. El criterio
para elegir la concentracién a inyectar fue el volumen que tolerd la pupa de M.
sexta antes de desplazar cualquier contenido de hemolinfa. Los datos de
ovopositacion y eclosion de larvas L1 se compararon con los del mismo numero
de pupas no tratadas. Las adultas emergieron a los 17 dias de la inyeccion de las
pupas y ese dia se juntaron con los machos sin ningun tratamiento.

En nuestro experimento, el porcentaje de eclosion de los huevos de pupas de M.
sexta sin tratamiento fue del 83%, similar al 80% de eclosidon de huevos
provenientes de las pupas inyectadas con dsRNA de Bt-Rs. De manera que la
inyeccion de dsRNA en pupas no afecto ni el porcentaje de ovoposicion de las
adultas, ni el de eclosién de los huevos.

Las pupas inyectadas con agua tuvieron bajo porcentaje de ovoposicion,
probablemente debido a problemas de apareamiento mas que a dafos fisioldgicos
debidos a la inyeccion.

Tabla 6. Inyeccion de dsRNA de Bt-R4 a Pupas hembra de M. sexta

Concentracion No. de No. adultas No. de Larvas que No. de larvas Mortalidad
Tratamiento de dsRNA pupas que huevos eclosionaron retadas con 20 a 5 dias
(ng/25pl) inyectadas emergieron ovopositados (%) nglcm2 de Cry1Ab (%)

Sin inyectar 3 372 83 72 100

H.O 0 3 3 23 74 17 100
dsRNA Bt-

R 25 3 3 360 80 72 93
1
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En la Figura 21 se muestra la inmunodeteccion de Bt-R; en el homogenizado de
intestino de larvas que no fueron retadas con toxina y que se crecieron hasta L3 y
que corresponden a la primera generacion de pupas inyectadas con dsRNA de
BT-R;. La sefnal de Bt-R1 del intestino de larvas de los carriles 3 y 5 indica que en
esas larvas la proteina no se silencio, pero sobrevivieron porque no se les aplico la
seleccion con toxina. En el carril 6 se observa una senal muy tenue de la proteina,
que podria indicar que s6lo hubo silenciamiento parcial. En el resto de los carriles
no se observa a Bt-R; indicando un silenciamiento total de la proteina y
demostrando que las larvas pueden sobrevivir sin Bt-R4, al menos hasta el tercer
estadio de desarrollo aunque la proteina no este presente.

Sin toxina
HzO dsRNA Bt—Rl
kDa | 2 3 4 5 6 7 8 9

Anti-Bt-R; 210

wieowva so DI RN

Figura. 21. Inmunodeteccion de Bt-R; en intestinos de larvas L3 que son la primera generacion de
pupas inyectadas y que no fueron retadas con toxina Cry1Ab. Columna 1 y 2: larvas de la primera
generacion de pupas inyectadas con H,O, columnas 3 a 9: larvas de la primera generacion de
pupas inyectadas con dsRNA de Bt-R;.

De la misma manera, en un reporte con respecto al silenciamiento del gen de la
Hemolina, la F1 de pupas de H. cecropia presentaron variaciones del nivel de
silenciamiento, resultando en embriones con diferentes grados de malformacion®.
Este resultado es semejante al que obtuvimos al inyectar dsRNA de Bt-R1 en pupa
de M. sexta, en el que se obtiene silenciamiento parcial de Bt-R;.

E) Analisis de la inyeccion de dsRNA de de Bt-R4 en hembras adultas
de M. sexta

En la Tabla 7 se presentan los datos de la inyeccién de 25 ug dsRNA de Bt-Rq a
diez hembras adultas de M. sexta. A las 12 h sobrevivieron todas las hembras
adultas inyectadas que se mezclaron con machos no inyectados para el
apareamiento. El porcentaje de ovoposicion fue muy similar al de las hembras sin
tratamiento. En cuanto al porcentaje de eclosion de huevos, los de las hembras no
tratadas tuvieron un 98%, mientras que los huevos de adultas inyectadas con
dsRNA de Bt-R4 tuvieron un 95% de eclosion. El porcentaje de eclosion de huevos
de adultas inyectadas con agua fue del 96%. Por lo que se concluye que la
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inyeccion no afecto el apareamiento, la eficiencia en la ovopositacion ni la eclosion
de huevos.

Tabla 7. Inyeccion de dsRNA de Bt-Rs a hembras adultas de M. sexta

No. de

No. de Porcentaje

Concentracion dult Sobrevivient machos sin No. de No. de larvas d
Tratamiento de dsRNA ha utas obrevivientes tratamiento huevos que b

embras alas12h i H eclosioén

(ng/25pul) invectadas con los que ovopositados  eclosionaron (%)

Y se aparearon °

Sin

inyectar 0 0 0 2932 2873 98

H,0 0 4 4 2 161 155 96

Bt-R, 25 10 10 5 2889 2732 95

Nota: Se tomaron 10 adultas hembras como control sin tratamiento

Algunas de las larvas que eclosionaron de los huevos ovopositados de madres
inyectadas con dsRNA de Bt-R1, se retaron durante 5 dias con 20, 50 y 100 ng de
toxina Cry1Ab. En la Tabla 8 se muestra el numero de individuos retados por cada
dosis y el numero de larvas sobrevivientes.

Tabla 8. Larvas L1 de madres inyectada retadas con toxina Cry1Ab
Tratamiento reg:;i;::ser é}rﬁszxﬁ:\a D%sri;ii‘(?l xg|;1 a Sol::iriea\;i\:’i:l:zz ?O/ISS 5 Mortalidad (%)
H,O 24 0 100 0
24 20 0 100
24 50 0 100
24 100 0 100
dsRNA Bt-R; 120 0 100 0
120 20 41 59
120 50 1 99
120 100 3 97

Las larvas L1 progenie de adultas inyectadas con H,O tuvieron una mortalidad del
100% en todas las dosis de toxina empleadas. Por otro lado, el 41% de las larvas
L1 progenie de adultas inyectadas con dsRNA de Bt-R;, fueron tolerantes al reto
con 20 ng de toxina durante de 5 dias. Estas larvas se cambiaron a dieta normal y
se crecieron hasta L3 en el que se recuperd el intestino; en la Figura 22, se
presenta la inmunodeteccién de Bt-R; en esas larvas. Se observa que la proteina
esta ausente en todas las larvas analizadas, excepto en las larvas de los carriles 5
y 6 que presentan menor cantidad de Bt-R4, por lo que se concluye que también
en este caso el silenciamiento fue parcial en algunas larvas y que a pesar de eso
toleran las altas dosis de toxina Cry1Ab.
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Sin toxina 20 ng/cm’ de toxina
H,O dsRNA Bt-R;
4 5 6 7 8 9 10

kDa 1 2 3
Anti-Bt-R; 210 ’.

Anti-VMMA 80

Figura. 22. Inmunodeteccién de Bt-R; en intestino de larvas L1 que son la primera generacién de
adultas inyectadas, retadas con 20 ng/cm2 de toxina Cry1Ab. Columna 1 y 2: larvas inyectadas con
H-O sin reto a toxina, columnas 3 a 9: larvas en L3, F1 de adultas inyectadas con dsRNA de Bt-R.

Liu y Kaufman (2004)*°, publicaron un trabajo desarrollado en el Himendptero
Oncopeltus fasciatus, en el que realizaron un metodologia a la que ellos llamaron
RNAI parental (pRNAI) intentando obtener una progenie que mostrara un fenotipo
afectado por el RNAI. Inyectaron dsRNA de un gen homedético en hembras adultas
virgenes y analizaron los defectos de la progenie. Tal como sucedié con la
progenie de las adultas inyectadas con dsRNA de Bt-R;, las hembras de O.
fasciatus tratadas, produjeron grupos de embriones con diferentes grados de
severidad en malformaciones, indicando diferentes niveles de silenciamiento del
gen dentro de la progenie de las adultas inyectadas. En ese caso, incluso se
observo un efecto temporal del insecto del silenciamiento en el que después de 10
dias post-inyeccién de las hembras, los embriones con malformaciones severas
obtenidos fueron disminuyendo.

Aunque Bt-R; muy probablemente no tiene ninguna funcion homedtica en las
larvas de M. sexta (como el caso del gen empleado en el reporte anterior), se
observd que la inyeccion del dsRNA especifico en adultas, permite obtener una
progenie que a pesar de tener diferentes grados de silenciamiento de la proteina,
tolera altas dosis de toxina.

De los experimentos de inyeccién de dsRNA de BT-R; a pupas y adultas, se
propone que aplicando la dosis de selecciéon adecuada a la progenie, es posible
analizar el efecto del silenciamiento de proteinas sobre el mecanismo de toxicidad
de las toxinas Cry desde el primer estadio de desarrollo de M. sexta evitando los
efectos que pudiera provocar la inyeccion en las larvas neonatas.

8.2 Liberacion de APN de VMMA’'s mediante tratamiento con
PI-PLC y analisis de union de la toxina Cry1Ab

Para realizar estos estudios se purificaron VMMA'’s a partir de larvas L3 de M.
sexta. Se obtuvo 1 ml de VMMA's a una concentraciéon de 5.3 ug/ ml con una
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actividad especifica de APN de 5968.3 nmol/min*ug. Dado que la actividad
especifica de fosfatasa alcalina en esa muestra fue de 14.33 nmol/min*ug y
después del rompimiento de las VMMA's con Triton X-100 fue de 14.6
nmol/min*ug, se concluye que las VMMA's tienen la orientacion adecuada, es
decir, con las moléculas receptoras hacia el exterior.

El receptor APN se aisl6 de las VMMA's con la enzima PI-PLC. La presencia de la
APN se analizé por inmunoblot, se midié la actividad especifica de APN en cada
muestra de sobrenadante y pastilla obtenidos del tratamiento. Después de tratar
las VMMA'’s con PI-PLC durante 90 min, se detecta una alta proporcion de la
proteina APN en el sobrenadante, como se muestra en la Figura 23 (columna 5,
panel A). El peso molecular de la proteina disminuye con el corte del GPI por la PI-
PLC. En la columna 6 del panel B de la misma figura se muestra que la actividad
de APN aumenta al 40 % en el sobrenadante de las VMMA's rasuradas con PI-
PLC, comparada con el 2 % de la actividad de APN en el sobrenadante de las
VMMA'’s control en tiempo cero (columna 2, panel B).

. Figura 23 Inmunodeteccion de
Sin PLPLC _PI-PLC APN en VMMA's tratadas con
o ElY PLC. Columna 1: Muestra de
kDa S P s P s P sobrenadante (S) antes de la
A 112((:: - D oup == [« APN reaccion con PI-PLC (tiempo
cero), columna 2: muestra de
1 2 3 4 5 6 7 pastila (P) a tiempo cero,
Actividad de APN columna 3: muestra de
R sobrenadante sin PI-PLC a los
2000 — N & w 8 2 g 90 min, columna 4: muestra de
]2383 pastilla sin PI-PLC a los 90 min.,
B | 5000 carril 5: muestra de
£ 10000 | sobrenadante a los 90 min de
2 8000 reaccion con PI-PLC, columna
e H 6: muestra de pastilla a los 90
2000 | min de reaccion con PI-PLC. En
OVWAVS‘:‘P":‘P‘S‘P‘ el panel B se muestra la
Ensayo con PLC actividad de APN de todas las
muestras y el porcentaje con
respecto a las VMMA's.

La unién de la toxina a estas VMMA's rasuradas se probd en un ensayo de union
tipo ligand-blot, por medio de un anticuerpo anti-toxina. En la Figura 24, se
observa que la toxina se une a la APN presente en el sobrenadante de las
VMMA'’s tratadas con PI-PLC (columna 6), esa union esta totalmente ausente en
los sobrenadantes de las muestras en tiempo cero y en las muestras incubadas
sin PI-PLC (columna 2 y 4), donde no existe APN.

De esta observacién se concluye que el tratamiento de corte de APN de la
membrana no afecta la union de la toxina Cry1Ab a dicha proteina.
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Figura 24. Ensayo de union (ligand-blot) de Cry1Ab a VMMA's tratadas con PI-PLC. Columna 1:
VMMA's sin tratamiento, columna 2: muestra de sobrenadante antes de la reaccion con PI-PLC
(tiempo cero), columna 3: muestra de pastilla a tiempo cero, columna 4: muestra de sobrenadante
sin PI-PLC a los 90 min, columna 5: muestra de pastilla sin PI-PLC a los 90 min, columna 6:
muestra de sobrenadante a los 90 min de reaccion con PI-PLC, columna 7: muestra de pastilla a
los 90 min de reaccion con PI-PLC.

Tanto la pastilla de VMMA's rasuradas con PI-PLC que contiene menor cantidad
de APN como el sobrenadante con la APN en forma soluble, se almacenaron a
4°C para su uso en otros analisis.

8.3 Analisis de la participacion secuencial de Bt-R; y APN en
el mecanismo de toxicidad de Cry1Ab.

A. Unidn de la toxina Cry1Ab a VMMA's sin tratamiento y
rasuradas con PI-PLC y su localizacion en membrana
insoluble o soluble.

En un estudio previo, nuestro grupo demostré que cuando se incuba protoxina de
Cry1Ab con VMMA's de M. sexta, tanto la toxina, como Bt-R; y la APN se
localizan en los microdominios de membrana®. Al rasurar la APN con PI-PLC, Bt-
R+ ya no se vio movilizada a los microdominios y la toxina ya no se insertd en la
membrana. En este trabajo se propuso utilizar este tipo de estudios para
demostrar la participacion secuencial de los receptores en el mecanismo de accion
de la toxina Cry1Ab. La estrategia consistio en inhibir la union de la toxina a Bt-R4
y/o APN para posteriormente determinar la localizacién de la toxina y de los
receptores en la region insoluble o soluble de membrana.

Lo primero que se intentd contestar fue en ddonde se localiza la toxina cuando
interacciona con VMMA’s que contienen menor cantidad de APN debido al
tratamiento con PI-PLC.

Para ello, se incubaron 500 ug de VMMA's con 500 pg de protoxina (proporcion
1:1) durante 1h a TA, y después de una compactacién por centrifugacion (30 min a
14, 000 rpm), la pastilla fue solubilizada con Triton 1% (30 min a 4°C). Las
membranas se cargaron en un gradiente de flotacion de Opti-Prep para separar la
fraccidon de membrana insoluble de la soluble. Dichas fracciones se resolvieron en
un gel de SDS-PAGE para la posterior deteccién de la toxina y a la APN por
inmunoblot (representacion grafica de la estrategia experimental en Anexo 4-A)
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En la Figura 25, se compara la sefial obtenida en el inmunoblot anti-Cry1Ab y anti-
APN de las VMMA's rasuradas con PI-PLC con respecto a las no rasuradas. En el
panel A se observa que la sefal de la toxina se localiza principalmente en la
region insoluble (I) de membrana las VMMA’s control incubadas con protoxina
(columna 1). Mientras que en las VMMA’s que fueron tratadas con PI-PLC,
disminuyo la cantidad de toxina unida a las vesiculas (columna 3), localizandose
principalmente en la regién soluble (S) de membrana (columna 4). La localizacién
de la toxina coincide con la ubicacion de la APN, la cual se presenta en el panel B
que corresponde al inmunoblot anti-APN de las mismas muestras; como se
observa en el carril 3 la APN esta ausente en la region insoluble de las VMMA's
rasuradas con PI-PLC.

Estos datos permiten concluir que cuando la APN no esta presente en las VMMA's
debido al tratamiento con PI-PLC, la toxina es incapaz de movilizarse hacia la
region insoluble de esas membranas e insertarse en los microdominios,
quedandose en el sobrenadante de la reaccién de activacion.

Este resultado resalta el papel de la APN en conducir la toxina a la regién
insoluble y facilitar su insercion a la membrana del intestino del insecto blanco.

A kDa Control  +PI-PLC
( I S[1 S
250 . r. ws | Oligomero
Anti-CrylAb < b

60 ' vt (i [ Monomero

120 |- - - - |4 APN

Anti-APN

Figura 25. Inmunoblot: anti-Cry1Ab (Panel A’, anti-APl\? (Panel B) de VMMA's rasuradas con PI-
PLC. Columna 1: membrana insoluble de VMMA'’s control (1), columna 2: membrana soluble de
VMMA's control (S), columna 3: membrana insoluble de VMMA's rasuradas con PI-PLC, columna
4: membrana soluble de VMMA's rasuradas con PI-PLC.

B. Union de toxina y su localizacion en membrana insoluble o
soluble al inhibir su unién con APN por competencia con
proteinas-GPI.

58



Inicialmente, se incubaron 500 ug de VMMA’'s con un exceso de proteinas
ancladas por GPI en forma soluble (liberadas previamente con PI-PLC) y 500 ng
de protoxina durante 1h a TA y finalmente se separd la membrana insoluble de la
soluble por medio de gradientes de flotacion de Opti-Prep (representacion grafica
de la estrategia experimental en Anexo 4-B).

El resultado de este experimento se muestra en la Figura 26, en el panel A se
muestra la sefal de la toxina detectada con el anticuerpo anti-Cry1Ab. Se observa
que la sefial de la toxina en membrana insoluble disminuyé notablemente con
respecto al control. Por otro lado, el inmunoblot anti-APN (panel B), muestra que la
sefal de APN en membrana insoluble (columna 3) no se modificé por la
incubacion con APN soluble ya que la sefial es igual al control (columna 1).

El ensayo de actividad especifica de APN de cada una de esas muestras, indica
que la actividad se mantiene igual en las VMMA’s control, es decir, la APN
anclada a membrana no sufre ninguna modificacion, sin embargo, no hay
oligbmero en membrana insoluble.

Estos datos indican que la toxina esta siendo secuestrada por la APN en solucién,
disminuyendo de esta manera su insercién en membrana.

De acuerdo al modelo del mecanismo de toxicidad de las proteinas Cry, los
resultados de este experimento sugirieren que la union de toxina a la APN anclada
a la membrana facilita su insercion en microdominios.

+ extracto

proteinas
kDa  Control GPI

(| 1 s|] 1 S

250 <«¢ Oligémero

Anti-CrylAb <

60 ¢ Monomero

120 |GS == @D e g \PN
Anti-APN

Figura 26. Inmunoblot: anti-Cry1Ab (Panel A) y anti-APN (Panel B) de VMMA’'s mas proteinas
ancladas por GPI solubles. Columna 1: membrana insoluble de VMMA’s control, columna 2:
membrana soluble de VMMA'’s control, columna 3: membrana insoluble de VMMA’s + proteinas
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ancladas por GPI solubles, columna 4: membrana soluble de VMMA's + proteinas ancladas por
GPI solubles.

C. Unidén de toxina y su localizacion en membrana insoluble o
soluble al inhibir su union con APN empleando anticuerpo
anti-APN.

500 ug de VMMA's se incubaron con anticuerpo anti-APN, como control se
incubaron VMMA'’s unicamente con buffer TNE (1th a 70 rpm a TA),
posteriormente, se incubaron con 500 pg protoxina (1h a TA). Finalmente, las
membranas insoluble y soluble fueron separadas por medio de gradientes de
flotacion de Opti-Prep (representacion grafica de la estrategia experimental en
Anexo 4-C).

En el panel A de la Figura 27 se muestra el inmunoblot anti-toxina de las muestras
de VMMA’'s incubadas previamente con anticuerpo anti-APN. En este
experimento, claramente se cambid la distribucion de la toxina a la region soluble
de membrana (columna 4).

No se sabe si el anticuerpo anti-APN se une al mismo sitio al que se une la toxina.
Sin embrago, tal vez debido a su tamafio o naturaleza proteica de alguna manera,
evitd que la toxina se localizara en la regidén insoluble tal como sucede en las
VMVA's control (columna1).

En el panel B se presenta la inmunodeteccion de la APN. En el experimento
control se observa que esta proteina se localiza sobre todo en la regién insoluble
de la membrana (columna 1). Sin embargo, en las VMMA's incubadas con anti-
APN, la localizacion de esta proteina cambidé hacia la region soluble de la
membrana (columna 4) y no se observa la senal de esta proteina en la region
insoluble tal como ocurre en el control. Otra de las explicaciones a esta
observacion, puede ser que el anticuerpo anti-APN probablemente, esté
desplazando la APN a la regién de membrana soluble, aunque sin intervenir en
sus propiedades de union y debido a esto, se observa una acumulacion de toxina
en membrana soluble donde se localiza la APN.(columna 4). Por tanto, el efecto
del anticuerpo no fue necesariamente el inhibir la interaccion de la toxina con la
APN sino el de cambiar la localizacién del receptor y consecuentemente la
localizacion de la toxina.

Este resultado correlaciona perfectamente con el mecanismo de accion de las
toxinas Cry propuesto, en el que la toxina se dirige a los microdominios de
membrana por su afinidad hacia la APN y que dicha interaccién es importante para
la movilizacion de la toxina hacia la region insoluble de membrana. De estos
resultados se concluye que si cambia la localizacion de APN, también la de la
toxina.
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Figura 27. Inmunoblot: anti-Cry1Ab (Panel A) y anti-APN (Panel B) de VMMA'’s incubadas con
anticuerpo anti-APN. Columna 1: membrana insoluble de VMMA’s control, columna 2: membrana
soluble de VMMA'’s control, columna 3: membrana insoluble de VMMA’s incubadas con anti-APN,
columna 4: membrana soluble de VMMA'’s incubadas con anti-APN.

D. Unién de toxina y su localizacion en membrana insoluble o
soluble, al inhibir su uniéon con Bt-R; empleando péptidos
sintéticos del Dominio Il de Cry1Ab o anticuerpo anti-Bt-Rj.

Para inhibir la interaccién de la toxina con el receptor Bt-R4, se incubaron 500 ug
de VMMA’s con una mezcla (1:1) de péptidos sintéticos correspondientes a las
asas 2 y 3 del Dominio Il de la toxina durante 1 h a TA (representacion grafica de
la estrategia experimental en Anexo 4-D). Por analisis previos se sabe que esas
regiones de la toxina interaccionan con el receptor Bt-R1 y compiten la union de la
toxina con este receptor>.

Ademas, en un experimento independiente se inhibié la interaccion de la toxina
con Bt-Rs empleando anticuerpo anti- Bt-R4. Para ello, se incub6é 500 ug de
VMMA'’s con anticuerpo anti-Bt-R1, como se incubo la misma cantidad de VMMA's
unicamente con buffer TNE durante 1 h a 70 rpm a TA (representacion grafica de
la estrategia experimental en Anexo 4-C).

Posteriormente, cada reaccion de VMMA’s se incub6é con 500 pg protoxina
durante 1 h a TA y se separd la membrana insoluble de soluble por medio de
gradientes de flotacion de Opti-Prep

En el panel A de la Figura 28 se muestra el resultado de la inmunodeteccion de

toxina Cry1Ab. En las VMMA's incubadas con los péptidos sintéticos de las asas 2
y 3 del Dominio Il, se observa una disminucién de la cantidad de oligobmero y
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monomero en ambas regiones de membrana (columna 3 y 4) con respecto al
control (columna 1y 2). Cuando se incuba las VMMA’s con anticuerpo anti-Bt-R4
la proporcién de toxina disminuye en ambas regiones de membrana (columna 5y
6). Es importante destacar que la cantidad de oligdmero formado fue severamente
disminuida y a pesar de que la proporcion de la APN no fue modificada hay muy
poco oligdmero en la regidn insoluble de membrana de ambos tratamientos (panel
B, inmunodeteccion de APN).

Por lo tanto, con este experimento se bloquearon los sitios de interaccion de la
toxina con el receptor Bt-R4 presente en las VMMA’s empleando la mezcla de
péptidos sintéticos de Dominio Il. La competencia con los péptidos, bloqueo la
interaccion de la toxina con Bt-R; y disminuyo drasticamente la presencia de
monomero y de oligdmero en ambas regiones de membrana. En cambio, la
utilizacion del anticuerpo anti- Bt-R; bloqued sobre todo la produccion de
oligbmero y disminuyd la presencia de mondémero en los microdominios. Esto
permiti6 comprobar que la interaccion de la toxina con Bt-R4 es importante para la
interaccion del mondmero con Bt-R; y para la formacion de oligdmero,
corroborando el papel de Bt-R1 en el mecanismo de toxicidad de las proteina
Cry1Ab de Bt.
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Figura 28. Inmunoblot: anti-Cry1Ab (panel A) y anti-APN (panel B) ) de VMMA's incubadas con
una mezcla de péptidos sintéticos de las asas 2 y 3 del Dominio Il y con anticuerpo anti-Bt-R;.
Columna 1: membrana insoluble de VMMA’s control, columna 2: membrana soluble de VMMA's
control, columna 3: membrana insoluble de VMMA's incubadas con mezcla de péptidos sintéticos,
columna 4: membrana soluble de VMMA's incubadas con mezcla de péptidos sintéticos, columna
5: membrana insoluble de VMMA’s incubadas con anti-Bt-R;, columna 6: membrana soluble de
VMMA'’s incubadas con anti-Bt-R;.
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9.0 CONCLUSIONES

1.- El silenciamiento independiente de los receptores Bt-R4 y APN resulté en
menor sensibilidad a la toxina Cry1Ab. Comprobando que ambos receptores
juegan un papel importante en el mecanismo de toxicidad de la toxina Cry1Ab
en M. sexta.

A este respecto se destaca que:

a)

g9)

La inyeccion de dsRNA de Bt-R1y APN1 a larvas L1 de M. sexta resultd
mas eficiente que la inyeccion en huevos para obtener individuos que
toleraran altas dosis de toxina.

Se obtuvo silenciamiento especifico de la proteina APN1 en larvas L1.
La tolerancia de éstas larvas a altas dosis de toxina Cry1Ab,
correlaciona con una disminucion en la actividad especifica de APN y la
ausencia de la proteina.

La inyeccion de dsRNA de Bt-Rs en hemolinfa de la regién dorsal de
larvas L1 permitié el desarrollo normal de las larvas y confirié tolerancia
a 100ng/cm? de toxina Cry1Ab.

La inyeccion de mayores cantidades de dsRNA de Bt-R; a larvas L1,
resulté en una mayor tolerancia a altas dosis de toxina Cry1Ab a corto
plazo, pero también en una posible afeccion del desarrollo de las larvas
causando ciertos niveles de letalidad.

El silenciamiento en larvas de M. sexta, se da al menos a las 12 h horas
post-inyeccidon porque a ese tiempo ya toleran las altas dosis de toxina
Cry1Ab a la que fueron expuestas.

La inyeccion de pupas con dsRNA de Bt-R4 no interfirié en el proceso de
metamorfosis y eclosion de las adultas. La progenie presento
silenciamiento parcial de la proteina Bt-R1 en algunas larvas y total en
otras.

La inyeccién de hembras adultas no interfirié en el apareamiento con los
machos, ni en los porcentajes de ovoposicion y de eclosion de huevos
viables. Se obtuvo silenciamiento parcial de la proteina y el 41% de la
progenie tolerd 20 ng/cm? de toxina Cry1Ab durante 5 dias; condiciones
en las que larvas silvestres no sobrevivieron.
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2.- El receptor APN es importante para conducir a la toxina a la region insoluble
de membrana.

a)

El tratamiento de las VMMA's con PI-PLC disminuye la cantidad de APN
asociada a la membrana, disminuyendo ademas la actividad especifica
de esta proteina en la region insoluble.

La APN rasurada con PI-PLC de las VMMA’s mantiene la capacidad de
unir a la toxina Cry1Ab.

La presencia del oligdbmero de la toxina Cry1Ab en los microdominios de
membrana se disminuye drasticamente cuando la APN no esta presente.

El oligdmero de la toxina, se localiza en microdominios de membrana de
VMMA'’s cuando se compite su union con APN soluble. Sin embargo, la
cantidad de monémero asociado a la membrana soluble no fue afectado
por este tratamiento, indicando que su union a las membranas no se
afectd, ni depende de APN.

Cuando las VMMA’'s son incubadas con anticuerpo anti-APN, la
localizacion de APN cambia de la region insoluble a la soluble de
membrana. La localizacién de la toxina oligomérica coincide con la
ubicacion de la APN en estas membranas.

3.- El receptor Bt-R4 es importante para la correcta activacion de la toxina y la
formacion de oligdmero.

-La unién de la toxina Cry1Ab a su receptor Bt-R1 se inhibe por la incubacién
previa de las VMMA's con los péptidos sintéticos de las asas 2 y 3 del dominio
Il de la toxina que interaccionan especificamente con este receptor.

- La inhibicion de la interaccion de toxina Cry1Ab con Bt-R; empleando los
loops del dominio Il de Cry1Ab, disminuye tanto la unién del monémero a Bt-Rj,
como la cantidad de oligdmero en la regién insoluble de membrana.

-La inhibicidén de la interaccion de la toxina con Bt-R4s empleando anticuerpo
anti-Bt-R,, disminuye la formacion del oligbmero y su localizacién en la regién
insoluble de membrana.
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ANEXO 1

Medio SP 1L
Caldo nutritivo 8¢
MgSO;4 - 7H,0 0.25¢
KCI 1g
Solucién I: (MnClz 10mM) 1ml

A la mezcla se le ajusto el pH a 7 y se esterilizé en autoclave. Antes de inocular
la cepa el medio se complemento con:

Solucion IlI: (FeSO4 - 7H,0 en H,SO4) 1N
Solucién llI: (CaCl; - H20) 0.5M
Medio HCT 1L
Bacto-triptona 59
Casa-aminoacidos 249
Solucién I: KH,PO4 (6.8 %) 50 mi
Solucioén 1l: MgSOy4 - 7H0 123 g
MnSQO, - 7H,0 0.169 g
ZnS0Oy4 - 7TH20 1.4 g, mezclar todo en 100 mi 1 ml
Solucion lll: (FexS040.2 g en 100 ml de H2SO4 1N) 10 ml
Solucion 1V: (CaCl; - 2H,0 1.47 %) 10 ml
Glucosa 10 % 30 ml

Se disolvié la bacto-triptona y los casamino-acidos, se ajusté el pH a 7.25 y se
esterilizd. Antes de inocular la cepa se complementé con las soluciones |-V y
la glucosa previamente esterilizados.

ANEXO 2

El vector pLITMUS 28i, posee un sitio multiple de clonacion flanqueado por
promotores opuestos para la polimerasa T7, el origen de replicacién del vector
pUC para una alta produccién de DNA plasmidico, un origen M13 para la
produccion de un templado de cadena simple para secuenciacion o
mutagénesis, produce un alto numero de copias y confiere resistencia a
ampicilina. Ademas, el sitio multiple de clonacion esta insertado en el marco del
fragmento a de lacZ, que permite una seleccién de color (blanco/azul) por a-
complementacién (Figura A).
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Figura A. Vector pLITMUS. Tomado de HiScribe™ RNAi Transcription Kit.

ANEXO 3

MICRODISPENSADOR

El microdispensador es un aparato con el que se controla el volumen de la
solucion que sera inyectada. Tiene una capacidad maxima de 10 ul y graduada
cada 10 nl.

MICROMANIPULADOR
En este dispositivo se monta el microdispensador y permite controlar el
movimiento fino del mismo durante la inyeccion.

CAPILARES PARA MICROINYECCION

Los capilares de vidrio tienen que ser previamente ajustados con la longitud (11
cm) y el diametro requeridos (entre 46-56 um) utilizando un “puller” (Sutter
Instrument Co., USA, Model P-87. Flaming/brown micropippette puller) de tal
manera que su penetracion haga el menor dafo al zigoto o la larva durante la
inyeccion.

ACEITE MINERAL

El aceite mineral libre de RNAsa se deposita dentro del capilar para evitar la
entrada de aire y la contaminacion con RNAs, empleandose como fase entre el
émbolo del microdispensador y la solucién que se va a inyectar.
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ANEXO 4
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