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Resumen 

 

Bacillus thuringiensis produce proteínas con actividad insecticida denominadas toxinas 

Cry, las cuales son usadas ampliamente como una alternativa a los insecticidas 

químicos. Para ejercer su efecto tóxico, las toxinas Cry1A establecen interacciones 

secuenciales con diversas proteínas de membrana; siendo cadherina una de las más 

estudiadas. La interacción con cadherina promueve la oligomerización de la toxina 

mediante un cambio conformacional que favorece el procesamiento de una porción del 

N-terminal que incluye la hélice α-1. El complejo oligomérico interacciona con APN y 

ALP para insertarse en la membrana formando un poro que provoca la lisis de las 

células del intestino de la larva susceptible. Mutaciones en el gen de cadherina 

provocan resistencia a las toxinas Cry en tres diferentes especies de insectos 

lepidópteros.  Recientemente se reportó que mutaciones en el transportador ABCC2 

están ligadas genéticamente a la resistencia a la toxina Cry1Ac en distintas especies 

de lepidópteros y se propuso que la unión a ABCC2 facilta la inserción del oligomero a 

la membrana. No obstante la toxina Cry1Ac Modificada (Cry1AcMod) que carece de la 

hélice α-1 y es capaz de formar oligómeros en ausencia de cadherina, puede superar la 

resistencia a la toxina Cry1Ac en insectos con diferentes mecanismos  de resistencia 

como mutaciones en el gen ABCC2 de Plutella xylostella  o mutaciones en cadherina 

en Pectinophora gossypiella. Para elucidar el papel del transportador ABCC2 en la 

toxicidad de Cry1Ac, analizamos y comparamos la unión y oligomerización de las 

toxinas Cry1Ac silvestre y Cry1AcMod a vesículas de membrana de la microvellosidad 

apical (VMMA) de poblaciones susceptibles y resistentes de P. xylostella y P. 

gossypiella ligadas a mutaciones en ABCC2 o cadherina respectivamente. En ambas 

especies de insectos, la resistencia correlaciona con una disminución en la eficiencia 

de oligomerización de la toxina Cry1Ac. En contraste la toxina Cry1AcMod fue capaz de 

formar oligómeros que se asocian a las VMMA de las poblaciones resistentes de 

ambos insectos. Adicionalmente comparamos la asociación de oligómeros de la toxina 

Cry1Ac preformados en presencia de un fragmento de cadherina de Manduca sexta, a  

VMMMA de las poblaciones susceptible y resistente de P. xylostella. Los oligómeros 
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preformados se asocian con una menor eficiencia a las VMMA de la población 

resistente (mutante en ABCC2) en comparación con la población susceptible, indicando 

que la mutación en el transportador ABCC2 también afecta la inserción del oligómero 

de la toxina Cry1Ac en la membrana. Nuestros resultados demuestran por primera vez 

que el transportador ABCC2 facilita la oligomerización e inserción de la toxina Cry1Ac 

en P. xylostella.  . 
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Abstract 

 

Bacillus thuringiensis produces insecticidal proteins known as Cry toxins which are 

widely used as an alternative to chemical insecticides. To exert their toxic effect, Cry1A 

toxins undergo sequential binding with different membrane proteins,  such as cadherin 

which has been studied extensively, interaction with cadherin promotes oligomerization 

of Cry toxins through a conformational change that favors the proteolytic cleavage of a 

portion of the N-terminal that includes α-1 helix, followed by an interaction with APN and 

ALP which promotes membrane insertion of the oligomeric complex, this results in the 

formation of a pore that culminates with the lysis of the midgut cells of susceptible 

larvae. Mutations in the cadherin gene are linked to resistance in at least three 

lepidopteran species. Recently it was reported that resistance to Cry1Ac toxin is 

genetically linked to mutations in the ABCC2 transporter in different lepidopteran 

species and it was proposed that ABCC2 binding facilitates the insertion of the toxin 

oligomer in the membrane However Cry1Ac Modified (Cry1AcMod) toxin, which is able 

to form oligomers without cadherin binding due to lacking α-1 helix, countered Cry1Ac 

resistance in insects with different resistance mechanisms such as Plutella xylostella 

linked to ABCC2 mutation or in Pectinophora gossypiella linked to cadherin mutations.  

To elucidate the role of the ABCC2 transporter in Cry1Ac toxicity, we analyzed and 

compared binding and oligomerization of Cry1Ac and Cry1AcMod toxins to BBMV 

isolated from susceptible and resistant populations of P. xylostella and P. gossypiella in 

which resistance is linked to mutations in ABCC2 transporter and cadherin respectively. 

In both insect species, resistance correlated with lower oligomerization efficiency of 

Cry1Ac toxin. In contrast Cry1AcMod toxin was able to form oligomers that associate to 

BBMV from both resistant populations. Furthermore, we compared the association of 

Cry1Ac oligomers preformed in presence of a Manduca sexta cadherin fragment 

bewteen the susceptible and resistant strains of P. xylostella.  Preformed Cry1Ac 

oligomers associate with less efficiency to BBMV from the resistant strain when 

compared with the susceptible strain, indicating that ABCC2 mutations also affect 

oligomer insertion. These data indicate, for the first time, that ABCC2 facilitates Cry1Ac 

toxin oligomerization and oligomer membrane insertion in P. xylostella. 
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Introducción 

 

De los 150 millones de km2 que conforman la superficie terrestre, solo el 10% se utiliza 

para producción agrícola, 55% sostiene prados, pasturas y bosques, el porcentaje 

restante no es adecuado para la agricultura (Devine & Furlong, 2007).  

Durante los próximos 35 años, la agricultura hará frente a una confluencia sin 

precedentes de presiones, entre ellas el aumento del 30 por ciento de la población 

mundial, la intensificación de la competencia por unos recursos de tierra, agua y 

energía cada vez más escasos. Para alimentar a una población que se estima que 

alcance los 9 300 millones de personas en 2050 y apoyar los cambios en los hábitos 

alimenticios, se estima que la producción de alimentos deberá pasar de los 8 400 

millones de toneladas actuales a casi 13 500 millones de toneladas por año 

(http://www.fao.org/sustainability/background/es/).  

 

Los cultivos agrícolas de consumo humano son dañados por más de 10,000 especies 

de insectos que provocan pérdidas importantes en la producción de alimentos  en el 

campo así como su almacenamiento (Akoijam et al., 2014). Previo a la introducción de 

los insecticidas químicos los agricultores carecían de herramientas adecuadas para 

combatir las plagas de insectos, lo cual provocaba pérdidas considerables en el 

rendimiento de producción. La introducción del DDT después de la segunda guerra 

mundial en la agricultura representó un método efectivo para el control de plagas 

agrícolas, ya que era un insecticida muy efectivo, con un amplio espectro de acción y 

con una larga actividad residual en el ambiente.  Sin embargo estas ventajas también 

tenían un impacto negativo ya que al acumularse en el ambiente los insecticidas 

químicos afectaban a organismos benéficos en la cadena trófica (Wheeler, 2002). En 

este contexto las consecuencias ecológicas del uso de insecticidas químicos han 

generado un gran preocupación  (Devine & Furlong, 2007) . Esto ha llevado a la 

búsqueda de alternativas que sean amigables con el ambiente además de efectivas y 

específicas. Los biopesticidas representan una opción sustentable ya que se derivan 

organismos naturales y sus productos y se emplean para el control de plagas 
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(Nicholson, 2007). Uno de los biopesticidas que se emplean ampliamente con gran 

éxito es una bacteria que produce distintas proteínas las cuales matan de manera 

específica a diversas especies de insectos.  

   

Bacillus thurigiensis y su actividad insecticida 

  

B. thringiensis  (Bt) fue identificado por primera vez  en 1902 por Ishiwata, quien reportó 

el microorganismo que infectaba al gusano de seda Bombyx mori y que causó gran 

daño en la industria de la seda de Japón. El autor llamó a esta bacteria Bacillus sotto, 

que significa suave y flácido, en referencia al aspecto que adquirían las larvas 

infectadas. Subsecuentemente en la ciudad de Thuringia en Alemania, Berliner aisló 

una bacteria gram positiva  de larvas de la polilla Ephestia kuehniella, ignorando la 

nomenclatura de Ishiwata, la llamó B. thuringiensis que es el nombre que persiste hasta 

hoy en día (Melo et al., 2016).  Esta bacteria es un miembro de la familia Bacillaceae y 

pertenece al grupo de Bacillus cereus. Esporas de Bt se han aislado en diversos 

ambientes como el suelo, la rizósfera, agua, en la superficie de hojas de plantas, 

cadáveres de insectos, etc (Raymond et al., 2010).  A pesar de que Berliner demostró 

los efectos tóxicos de la ingestión continua de la bacteria, llevando a la muerte de los 

insectos, nunca consideró su aplicabilidad para el control de larvas de polillas, ya que 

se sabía poco sobre las características  y el potencial de esta bacteria.  El 

microorganismo fue aislado nuevamente en 1927 y se utilizó en los años subsecuentes 

para el control biológico de Ostrinia nubilalis. La primera formulación de un biopesticida 

basado en Bt surgió en la década posterior y el producto conocido como Sporeine se 

utilizó para el control de diversas plagas de lepidópteros que afectaban diversos 

cultivos en Francia (Melo et al., 2016) .  

Fue hasta 1956 que T. Angus demostró que las inclusiones proteicas formadas durante 

el proceso de esporulación de la bacteria eran las responsables de la actividad 

entomocida de Bt (Angus, 1956). Para principios de la década de 1980 se descubrió 

que los genes que codifican para las proteínas cristalinas se localizaban en plásmidos 

transmisibles entre las cepas de Bt (González et al, 1982), lo cual llevo a su clonación y 
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subsecuente caracterización. Se han identificado más de 700 genes que codifican para 

proteínas Cry que icluyen a las proteínas Vip, Sip, toxinas Binarias (Bin) y toxinas 

similares a las ETX-MTX producidas por Lysinbasillus sphaericus,  sin embargo el 

grupo más grande y mejor caracterizado está conformado por las llamadas toxinas Cry 

de tres dominios (Palma et al., 2014).  

Toxinas Cry de tres dominios 

La clasificación de una proteína como una toxina Cry  deriva del hecho de que forman 

un cristal paraesporal durante la fase de esporulación. Las proteínas Cry de tres 

dominios constituyen el grupo más amplio de proteínas insecticidas producidas por 

especies de Bacillus. Actualmente se han clasificado 73 tipos diferentes de toxinas Cry 

de tres dominios (Cry1 a Cry73) y se ha documentado la actividad tóxica de algunas de 

ellas en contra de lepidópteros, coleópteros, hemípteros, himenópteros, dípteros, 

nematodos, rhabditidos e incluso algunas líneas celulares humanas derivadas de 

cáncer (Figura 1, Palma et al., 2014).     
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                   Figura 1. Espectro y Especificidad de las toxinas Cry. Tomado de (Palma et al., 2014) 

 

 

 

 

Estructura de las toxinas Cry de tres dominios   

 

Mediante el uso de cristalografía de rayos X se ha logrado determinar la estructura de 

ocho diferentes toxinas Cry activadas con tripsina, que poseen actividad insecticida 

contra distintos órdenes de insectos; Cry1Aa (lepidóptera),  Cry2Aa 

(díptera/lepidóptera), Cry3Aa (coleóptera), Cry3Bb (coleóptera), Cry4Aa (díptera), Cry 

4Ba (díptera),  Cry5Ba (nemátodos) y Cry8Ea (coleópteros) (Boonserm et al., 2005; 

Boonserm et al., 2006; Galitsky & Cody, 2005; Grochulski et al., 1995; S. Guo et al., 

2009; Hui et al., 2012; Li, et al., 1991; Morse et al., 2001). El análisis de estas 

estructuras i8muestra que a pesar de la baja identidad en secuencia entre estas 
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proteínas y las diferencias en especificidad, la topología general de los tres dominios 

estructurales que conforman a estas toxinas es muy similar (Figura 2).   

                 
Figura 2. Estructuras cristalinas de las toxinas Cry resueltas a la fecha, los dominios I, II y III se muestran 

en rojo, magenta y azul respectivamente. Cry1Aa (PDB ID: 1CIY), Cry2Aa (PDB ID: 1I5P), Cry3Aa (PDB 

ID: 1DLC), Cry3Bb (PDB ID: 1JI6), Cry4Aa (PDB ID: 2C9K), Cry4Ba (PDB ID: 1W99), Cry5B (PDB ID: 

4D8M) y Cry8Ea (PDB ID: 3EB7)  

 

Dado que existe un alto grado de conservación estructural, se ha propuesto que el  

modo de acción de estas toxinas podría ser similar en diferentes insectos (Bravo, Gill, & 

Soberón, 2007). Estudios de la relación estructura función de las toxinas Cry, han 

permitido determinar la función de cada uno de los durante su mecanismo de acción.  
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Dominio I  

 

Corresponde a la porción N-terminal de la proteína y está formado por un ramillete de 7 

α-hélices, en el cual 6 de ellas rodean a una hélice central de carácter hidrofóbico (α-5).  

Las hélices externas tienen un carácter anfipático y se conforman por aminoácidos 

cargados o polares que miran hacia la cara interna  de frente a la hélice α-5, mientras 

que aminoácidos hidrófobicos se orientan hacia la cara opuesta (Figura 3A). La longitud 

de la mayor parte de las hélices  es mayor a 30 Å y en consecuencia son capaces de 

atravesar una membrana, adicionalmente el dominio I presenta una gran parecido 

estructural con otras toxinas bacterianas formadoras de poro como la de difteria  y la de 

colicina A (Boonserm et al., 2006;Bravo et al., 2007). El análisis mediante mutagénesis 

sitio dirigida ha permitido determinar que este es el dominio involucrado en la 

oligomerización de la toxina (Jiménez-Juárez et al., 2007), así como en la inserción de 

una región discreta en la membrana que comprende las hélices α4 y α5,que finalmente 

resulta en la formación de un poro que provoca la lisis celular (Zavala et al., 2011).  

  

Domino II  

Este dominio está compuesto por tres láminas β antiparelelas que forman una 

estructura denominada prisma β (Figura 3B), cada lámina termina en un asa expuesta 

al solvente, las similitudes entre el ápice de este dominio y la región determinante de 

complementaridad de anticuerpos, así como la gran variabilidad en longitud, 

conformación y secuencia que presente esta región, llevaron a hipotetizar que este 

dominio se involucraba en la unión a moléculas de membrana que funcionan como 

receptores (Boonserm et al., 2006; J. D. Li et al., 1991). Esto fue comprobado mediante 

estudios de mutación sitio dirigida, logrando definir que los aminoácidos que conforman 

las asas de las toxinas Cry1A son esenciales en la actividad entomocida. Con base en 

estos estudios se definió que el dominio II juega un papel estableciendo interacciones 

importantes con moléculas que se encuentran en la membrana de la célula blanco, ya 

que al mutar distintos residuos la interacción con moléculas receptoras se ve afectada y 
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en consecuencia ocurre una pérdida de la toxicidad (Arenas, et al., 2010; Pacheco,et 

al., 2009).    

Dominio III        

El dominio III corresponde a la región C-terminal y está compuesto por dos láminas β 

antiparalelas que se empacan una contra la otra adquiriendo una conformación de 

emparedado β (Figura 3C).   Ambas láminas están formadas por 5 hebras β, una de las 

láminas queda expuesta al medio acuoso, mientras que la otra se empaca contra el 

dominio II, dos asas largas se extienden desde un extremo del dominio e interaccionan 

con el dominio I (Boonserm et al., 2006).  Este dominio es el menos variable en cuanto 

a la estructura y las principales diferencias que se observan se encuentran en la 

longitud y orientación de las asas.  Adicionalmente, dicho dominio muestra similitudes 

estructurales con proteínas de unión a carbohidratos como la 1,4-β glucanasa C, 

galactosa oxidasa, sialidasa, β-glucoronidasa y el dominio de unión a carbohidratos de 

la β-galactosidasa (de Maagd, Bravo, Berry, Crickmore, & Schnepf, 2003).  No obstante, 

solo se ha reportado la unión a receptor dependiente de carbohidratos en la toxina 

Cry1Ac. Se ha demostrado que el dominio III también es un determinante de la 

especificidad de las toxinas Cry por su insecto blanco (Herrero et al., 2004) . Además 

de que se ha determinado que el dominio III juega un papel importante en la interacción 

con receptores ya que al introducir mutaciones en este domino ocurre una pérdida de 

toxicidad que correlaciona con la abolición de la unión a APN y ALP en M. 

sexta.(Arenas et al., 2010) 
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    . 

Figura 3. Topología estructural de los dominios funcionales de las toxinas Cry activadas. A) Dominio I B) 

Dominio II y C) Dominio III. Modificado de Boonserm et al., 2005. 

 

 

Modo de acción de las toxinas Cry  

 

Las proteínas Cry son toxinas formadoras de poro cuya acción primaria es la lisis de las 

células del epitelio del intestino medio de la larva susceptible. Este proceso se ha 

estudiado principalmente en insectos del orden lepidóptera y se ha descrito a detalle 

para las toxinas Cry1A (Bravo et al., 2007). El modo de acción consiste de una serie de 

pasos secuenciales que inician con la solubilización del cristal debido al pH alcalino y 

condiciones reductoras presentes en el intestino del insecto, y el subsecuente 

procesamiento proteolítico de la protoxina por proteasas presentes en el jugo gástrico 

para dar lugar a la toxina activa. Posteriormente ocurren diversos eventos de 

interacción entre receptores presentes en la membrana de la célula blanco  y la toxina, 

los cuales se describen a continuación.    
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Interacción de baja afinidad con receptores anclados por GPI:    

Se ha propuesto que la interacción inicial de la toxina Cry1Ab con los receptores APN y 

ALP de M. sexta ocurre a través de residuos presentes en asa 3 del dominio II y la 

cadena β16 del dominio III . Estas moléculas se encuentran en gran abundancia en 

balsas lipídicas de la membrana de la célula blanco debido a la presencia de un ancla 

de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) y poseen una baja afinidad por la toxina  (Arenas et al., 

2010; Gómez et al., 2006; Pacheco, Gómez, Arenas, et al., 2009)( Bravo et al., 2004). 

La interacción de la toxina con estos receptores permite su  concentración sobre la 

superficie celular (Figura 4:1).  

 

Interacción con cadherina:   

La interacción de baja afinidad con los receptores anclados por GPI es seguida por un 

evento de unión de alta afinidad al receptor cadherina, la cual es una molécula poco 

abundante en la membrana. Esta interacción es compleja ya que involucra a tres 

epitopes presentes en la cadherina que corresponden a las regiones extracelulares que 

comprenden los repetidos CR7, CR11 y CR12, siendo esta última región la más 

proximal a la membrana de la célula. Este evento de interacción resulta en la 

eliminación de la hélice α-1 como se ilustra en la Figura 4:2 (Gómez et al., 2002; 

Gómez et al., 2006).  

 

Oligomerización de la toxina:  

El procesamiento de la hélice α-1 expone regiones hidrofóbicas del dominio I que al 

quedar expuestas al solvente, facilitan la formación de un complejo pre-poro 

oligomérico  (Figura 4:3) que es competente para insertarse en la membrana (Gómez 

et al., 2002).    La oligomerización es un paso crucial para la toxicidad de las proteínas 

Cry ya que se ha demostrado que mutantes de la toxina Cry1Ab que son incapaces de 

oligomerizar, pierden la actividad tóxica en contra de M. sexta (Jiménez-Juárez et al., 

2007). 
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Interacción de alta afinidad con los receptores anclados por GPI:  

La estructura oligomérica de la toxina Cry1Ab gana una gran afinidad a través de la 

interacción del asa 2 del dominio II con los receptores anclados por GPI, APN y ALP en 

M. sexta (Arenas et al., 2010). La unión del oligómero a los receptores anclados por 

GPI permite su localización en balsas lipídicas (Figura 4:4), resultando en la inserción 

en la membrana y la formación de poros, provocando un choque osmótico que culmina 

con la lisis de la célula y la eventual muerte del insecto (Figura 4:5,  Pardo-López et al., 

2013).   

 

 

Figura 4. Modo de acción de las toxinas Cry1A en lepidópteros. 
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Antecendentes 

 

Moléculas de membrana que funcionan como receptores de toxinas Cry  y su 

papel en el desarrollo de resistencia 

 

Una de las características más interesantes de las toxinas Cry es su especificidad por 

su insecto blanco, que está determinada en gran parte por las proteínas que establecen 

interacción con las toxinas Cry. Estas proteínas de unión se localizan en la superficie 

de la microvellosidad de las células del intestino de las larvas susceptibles.  Después 

de que se demostró la existencia de sitios  de unión de toxinas Cry que eran 

específicos y de alta afinidad, se invirtieron grandes esfuerzos en la identificación y 

clonación de estos receptores de toxinas Cry (Pigott & Ellar, 2007). En el caso de 

lepidópteros se han identificado una variedad de proteínas que son capaces de unir a 

toxinas Cry1, dentro de los receptores putativos de toxinas Cry se encuentran aquellos 

anclados por GPI: APN y ALP, el receptor tipo cadherina y el transportador ABCC2 

(Pardo-López et al., 2013; Pigott & Ellar, 2007; Tanaka et al., 2013; Zhou et al., 2016). 

La identificación de estas moléculas se ha realizado mediante técnicas in vitro como 

purificación por cromatografía de afinidad, inmunoprecipitación, ensayos de unión a 

ligando y en años recientes mediante estudios de proteómica. No obstante su papel en 

el mecanismo de acción ha sido validado mediante el estudio de poblaciones de 

insectos que han desarrollado resistencia a las toxinas Cry. En teoría, la resistencia a 

las toxinas Cry puede ocurrir al bloquear algún paso del mecanismo de acción. La 

selección de poblaciones resistentes de insectos en laboratorio ha demostrado que la 

resistencia puede desarrollarse mediante diferentes mecanismos como son 

alteraciones en la activación de las toxinas Cry por proteasas del tracto digestivo (Keller 

et al., 1996; H. Li et al., 2004; Oppert et al., 1997), el secuestro de la toxina por 

glicolípidos (Ma et al., 2012) o esterasas (Gunning et al., 2005), o por la inducción de 

una respuesta inmune elevada (Hernández-Martínez et al., 2010; Rahman et al., 2004). 

Sin embargo, la disrupción de la unión de las toxinas Cry a receptores del intestino 

medio es el mecanismo de resistencia más común (Ferré & Van Rie, 2002). En 
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diferentes especies de insectos, los mecanismos genéticos de resistencia a toxinas Cry 

incluyen mutaciones por deleción en los genes de cadherina, APN, ALP o las 

recientemente descritas mutaciones en el transportador ABCC2, o mutaciones que 

afectan su expresión (Figura 5). Las cuales se discuten a continuación.  

 

  

  

 

 
Figura 5. Representación esquemática de los diferentes mecanismos de resistencia a las toxinas Cry, 

Modificado de Pardo-López et al., 2013.  

 

 

 

 



26 

 

Aminopeptidasa (APN)  

 

La familia de APN está compuesta por una clase de enzimas que cortan aminoácidos 

neutrales  del N-terminal de polipéptidos. Cumplen una variedad de funciones en un 

amplio espectro de diferentes especies, pero en el intestino medio de las larvas de 

lepidópteros, trabajan en cooperación con endopeptidasas y carboxipeptidasas para 

digerir las proteínas derivadas de la dieta del insecto (Wang, Zhang, & Zhang, 2005). 

Estas proteínas se encuentran en gran abundancia en la membrana apical de las 

células del epitelio intestinal y en lepidópteros se han identificado al menos cuatro 

isoformas de esta enzima (Nakanishi et al., 2002). Una característica importante de 

estas proteínas es que en comparación con vertebrados, donde la proteína se 

encuentra embebida en la membrana a través de un  tallo hidrofóbico localizado en el 

N-terminal,  las APNs de lepidópteros poseen  un ancla de GPI (Pigott & Ellar, 2007).  

Además de ser estudiadas por su papel en la digestión, las APNs han sido estudiadas 

como receptores de toxinas Cry.   

La APN representó la primera molécula que se identificó por su capacidad de 

interacción con las toxinas Cry, siendo descrita como receptor de la toxina Cry1Ac en M. 

sexta (Knight et al., 1994). A partir de entonces, se han descrito diversas APNs de 

lepidópteros como proteínas de unión a las toxinas Cry1A, identificadas a partir de la 

afinidad de la toxina por esta enzima en  Helicoverpa armigera ( Rajagopal, 2003), P. 

xylostella y B. mori (Nakanishi et al., 2002).   

La validación de la APN como un receptor funcional en el mecanismo de acción de las 

toxinas Cry se ha realizado mediante diversos enfoques. Por ejemplo, al alimentar con 

la toxina CryAc a larvas transgénicas de Drosophila melanogaster, que expresan a la 

APN1 de M. sexta, se observó toxicidad, en comparación a larvas control las cuales no 

presentaron susceptibilidad frente al reto con la toxina  (Gill & Ellar, 2002). Se ha 

obtenido evidencia adicional mediante estudios de silenciamiento en distintos 

lepidópteros. Empleando RNA de doble cadena se silenció el gen de la APN4 de 

Spodoptera litura,  que resultó en una disminución del 80% en la expresión de la 

proteína, al exponer larvas silenciadas a la toxina Cry1Ca se observó una reducción del 
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75% en la mortalidad (Rajagopal et al., 2002). En  Diatraea saccharalis, se demostró 

que el silenciamiento de tres isoformas de APN resulta en un fenotipo de tolerancia a la 

toxina Cry1Ab (Yang et al., 2010). Adicionalmente recientemente se reportó que el 

silenciar la APN1 de M. sexta se genera tolerancia frente al reto con las toxinas Cry1Aa, 

Cry1Ab y Cry1Ac (Flores-Escobaret al., 2013).    

La implicación de APN en el mecanismo de acción  también se ha confirmado mediante 

la caracterización de poblaciones de insectos resistentes que presentan mutaciones en 

este receptor. El primer lepidóptero cuya resistencia se asoció a mutaciones en APN 

fue Spodoptera exigua, en este caso se determinó que la falta de expresión de APN1 

correlaciona con altos niveles de resistencia a la toxina Cry1C (Herrero et al., 2005). 

Posteriormente en H armigera se demostró que una mutación por deleción en el gen de 

APN1 confería resistencia a la toxina Cry1Ac ( Zhang et al., 2009). En otro reporte se 

encontraron dos mutaciones en el gen de la aminopeptidasa-P de O. nubilalis quese 

asocian a resistencia frente al reto con la toxina Cry1Ab y el papel de esta proteína en 

el mecanismo de acción se corroboró mediante RNA de interferencia con larvas en las 

que el gen onnap fue silenciado presentando una tolerancia a la intoxicación con 

Cry1Ab (Khajuria et al., 2011). Por otra parte, la población resistente GLEN-Cry1Ac-

BCS de Trichoplusia ni presenta  una disminución en la expresión a nivel de transcrito y 

proteína de APN1 comparado con la población susceptible. Esta regulación negativa 

del gen de APN1 se encuentra ligada genéticamete al fenotipo de resistencia, sin 

embargo no existen mutaciones en el gen apn1, lo cual sugirió que una mutación 

adicional es la responsable de la disminución en la expresión de APN1 por un 

mecanismo de modificación post-traduccional (Tiewsiri & Wang, 2011).  

 

Fosfatasa Alcalina (ALP) 

 

La familia de fosfatasas alcalinas la conforman enzimas con actividad de 

hidrolasa/transferasa, cuya actividad catalítica depende de la presencia de Zn2+  o Mg2+ 

dependiendo de la isoforma y que presentan secuencias de aminoácidos idénticos 

alrededor del sitio activo. Estas proteínas se encargan de remover grupos fosfato de 
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una amplia variedad de sustratos que incluyen nucleótidos, proteínas y alcaloides. Las 

fosfatasas alcalinas se encuentran a lo largo de todo el reino animal y se localizan 

primariamente en células del epitelio intestinal de los insectos, ancladas a la membrana 

mediante GPI.  Al igual que las APNs, se ha propuesto que las ALPs de los insectos 

participan en la absorción de metabolitos derivados de la dieta así como procesos de 

transporte (Eguchi, 1995).  Respecto a la caracterización de ALP como un receptor de 

toxinas Cry la información es menos abundante, sin embargo se tienen evidencias de 

que esta enzima es una proteína que juega un papel en el mecanismo de acción.  En M. 

sexta se identificó mediante electroforesis de 2 dimensiones, seguida de un ensayo de 

unión a ligando una ALP de 65 kDa de peso como una proteína de unión a Cry1Ac 

(McNall & Adang, 2003). También se ha reportado que las fosfatasas alcalinas de 

dípteros poseen propiedades similares a las de lepidópteros. En Aedes aegypti se ha 

demostrado, mediante cromatografía de afinidad, que una ALP es capaz de unir a la 

toxina Cry11Aa y un fago-péptido que une a esta ALP fue capaz de bloquear la unión 

de la toxina Cry11Aa a ALP  disminuyendo la toxicidad de esta δ-endotoxina, lo cual 

sugiere un rol funcional en la susceptibilidad a las toxinas Cry (Fernandez et al., 2006). 

El silenciamiento de ALP mediante RNA de interferencia en M. sexta da lugar a un 

fenotipo de tolerancia a la toxina Cry1Ab (Flores-Escobar et al., 2013). En el 

lepidóptero Heliothis virescens una ALP de 68 kDa anclada por GPI une a la toxina 

Cry1Ac y se demostró que la expresión de esta proteína se encontraba reducida en 

una línea resistente, lo cual sugirió un rol funcional  en el mecanismo de acción  ( Jurat-

Fuentes et al., 2004). Además, se ha documentado que los niveles reducidos de 

expresión de una ALP asociada a membrana , son una característica común en 

poblaciones resistentes a toxinas Cry de H. virescens, H. armígera y Spodoptera 

frugiperda (Jurat-Fuentes et al., 2011).     
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Cadherina 

 La superfamilia de cadherinas es altamente diversa y cumple una variedad de 

funciones que incluyen adhesión celular, migración, organización del citoesqueleto y 

morfogénesis, la expresión de cadherinas se encuentra altamente regulada espacial  y 

temporalmente. Estas proteínas se caracterizan por la presencia de dominios repetidos 

de unión a calcio, también denominados repetidos de cadherina, los cuales están 

conformados por aproximadamente 110 aminoácidos de longitud.  Las cadherinas 

poseen glicosilaciones y usualmente se encuentran ancladas a la membrana mediant 

un dominio transmembranal (Gumbiner, 1996). Generalmente las cadherinas clásicas 

se ubican en uniones adherentes, pero una característica interesante de una isoforma 

de cadherina de lepidópteros es que se encuentra en la membrana apical de las células 

del epitelio del intestino medio que es el sitio de acción de las toxinas Cry (Jiang Chen 

et al., 2005). La cadherina que une a las toxinas Cry se localiza en la membrana apical 

de las células columnares del intestino,  aunque la función fisiológica exacta de esta 

cadherina es desconocida (Pigott & Ellar, 2007), se ha estudiado de manera extensa 

como receptor de proteínas Cry1A y la evidencia acumulada indica que juega un papel 

crucial en mediar la susceptibilidad a toxinas Cry (Pigott & Ellar, 2007).  Una cadherina 

se aisló del epitelio del intestino medio del lepidóptero M. sexta en virtud de su alta 

afinidad de unión por la toxina Cry1Ab (Vadlamudi et al., 1993). Se ha demostrado que 

la unión de alta afinidad de las toxinas Cry1A a este receptor ocurre en una región 

adayacente al dominio extracelular próximo a la membrana (Dorsch et al., 2002). Las 

proteínas tipo cadherina también han sido descritas como receptores de las toxinas 

Cry4Ba y Cry11A en los dípteros Anopheles gambiae (Hua etal., 2008), A. aegypti 

(Jianwu Chen et al., 2009)  y en el coleóptero Tenebrio molitor (Fabrick et al., 2009). A 

la fecha, se ha demostrado que todos los genes de cadherina que han sido clonados y| 

expresados en cultivo celular, son capaces de unir a la toxina y de conferir 

susceptibilidad a ella. Estos ensayos de expresión heteróloga han proporcionado 

evidencia contundente del papel funcional de la cadherina de los lepidópteros M. sexta 

(Dorsch et al., 2002; Hua et al., 2004; Meng et al., 2001; Zhang et al., 2005), B. mori 

(Nagamatsu et al., 1999), H. virescens ( Jurat-Fuentes & Adang, 2006) y O. nubilalis 
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(Flannagan etal., 2005)Por otra parte se ha reportado que un fragmento de cadherina, 

CR12 de M. sexta es capaz de mejorar la toxicidad de la toxina Cry1Ab, y esto 

correlaciona con la formación de oligómeros in vitro ( Chen et al., 2007; Pacheco et al., 

2009).  El papel funcional de la cadherina también ha sido corroborado mediante la 

caracterización de poblaciones de insectos resistentes. En el caso de este receptor, se 

han descrito al menos tres plagas de lepidópteros que poseen mutaciones en el gen de 

cadherina, proteína a la cual se une la toxina Cry1Ac. En H. virescens la disrupción de 

un gen de CADR por la inserción de un retrotransposón, se encuentra asociada a altos 

niveles de resistencia a la toxina Cry1Ac (Gahanet al., 2001). Poblaciones de campo de 

la plaga P. gossypiella, poseen tres alelos mutantes de un gen que codifica para 

cadherina ligado a la resistencia a la toxina Cry1Ac. Cada uno de estos 3 alelos 

presenta deleciones que eliminan aminoácidos presentes en la región de unión con la 

toxina (Morin et al., 2003). En una población resistente a la toxina Cry1Ac de H. 

armigera se identificó un alelo de cadherina que presenta un codón de paro prematuro 

(Xu et al., 2005). Los resultados de estos estudios demostraron una fuerte asociación 

entre las mutaciones en alelos de cadherina y resistencia a la toxina Cry1Ac, sin 

embargo no se determinó el paso del mecanismo de acción que se encuentra afectado 

en las poblaciones resistentes cuando esta proteína está ausente.  

 
Transportador ABCC2  

 

Reportes recientes en cinco especies distintas de insectos lepidópteros, revelaron un 

mecanismo genético de resistencia novedoso en el cual se liga la resistencia a 

mutaciones en el transportador ABCC2 (Atsumi et al., 2012; Baxteret al., 2011; Gahan 

et al., 2010). Los transportadores ABC conforman una superfamilia de proteínas de 

membrana que transportan una variedad de sustratos, exógenos y endógenos, en 

contra de su gradiente de concentración mediante la hidrólisis de ATP. El subconjunto 

de la subfamilia C de transportadores ABC que consiste de un solo polipeptido que 

comprende 12 hélices transmembranales, se conoce como el grupo de proteínas largas 

de resistencia a multidrogas (MRPs). La estructura típica de un transportador ABC 
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(Figura 6) consiste de cuatro dominios: dos dominios que atraviesan la membrana 

(MSD1 y MSD2); cada uno conformado por seis hélices transmembranales (TMs), los 

cuales son seguidos de un dominio de unión a nucleótido (NBD-1 y NBD-2), donde 

ocurre la unión e hidrólisis de ATP que provee la energía para el transporte del sustrato 

(Aller et al., 2009; Chen & Tiwari, 2011). 

En mamíferos el transportador ABCC2 se expresa de manera predominante en 

organos excretorios y barreras fisiológicas como las células epiteliales localizadas en 

hígado, riñón e intestino (Payen et al., 2002). Los transportadores ABCC2 se involucran 

en el transporte de iones y la secreción de toxinas, ya que tienen la capacidad de 

transportar diferentes sustratos entre los que se encuentran xenobióticos y metales 

pesados, además de que confieren resistencia a antibióticos y agente 

quimioterapeúticos (Dean et al., 2001). En el gusano de seda B. mori se han 

identificado 51 genes de transportadores ABC putativos, dentro de ellos 15 pertenecen 

a la subfamilia ABCC (Xie et al., 2012). En insectos los transportadores ABC poseen 

funciones que afectan el metabolismo, desarrollo y la resistencia a insecticidas 

químicos, interesantemente en los lepidópteros B. mori y T. ni, la expresión de los 

genes que codifican para transportadores ABCC se encuentra enriquecida en el 

intestino medio (Labbé et al, 2011).  

 

El analisis de tres poblaciones resistentes a la toxina Cry1Ac de H. virescens reveló 

que una mutación por deleción en el transportador ABCC2 confiere resistencia a la 

toxina Cry1Ac. De manera interesante al compararse esta mutante con una población 

de este lepidóptero resistente debido a mutaciones en cadherina, se determinó que la 

mutación en el transportador ABCC2 produce niveles más altos de resistencia a la 

toxina Cry1Ac que la mutaciones en cadherina (Gahan et al., 2010). En el caso de P. 

xylostella, la población resistente NO-QAGE presenta un deleción de 30 pb en el exón 

20 del gen abcc2, esta mutación resulta en una deleción de 10 aminoácidos que 

elimina la hélice transmembranal 12 (Baxter, Badenes-Pérez, et al., 2011). En el 

gusano de seda B. mori la resistencia a las toxina Cry1Ab se encuentra ligada a una 

mutación en el gen del transportador ABCC2, resultando en la inserción de un residuo 
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de tirosina en el asa expuesta al espacio extracelular que  une a las hélices 

transmembranales 3 y 4.  En  este estudio la resistencia fue revertida al introducir el 

alelo del gen ABCC2 silvestre en la línea resistente a través del sistema GAL4-UAS 

(Atsumi et al., 2012). Por otro lado en S. exigua, se reportó la deleción de 246 

nucleótidos del mensajero del gen ABCC2, lo cual resulta en la pérdida de 82 

aminoácidos en uno de los dominios de unión a nucleótidos (NBD-2), esta mutación 

concede resistencia a la toxina Cry1Ca. Adicionalmente el silenciamiento del gen 

ABCC2 mediante RNA de interferencia en S. exigua conlleva una disminución en la 

susceptibilidad a la toxina Cry1Ca. (Youngjin Park et al., 2014) 

 

Figura 6. Estructura general de un transportador ABC representación A) cristalográfica (Aller et al., 2009) 

y B) esquemática. Se muestran los dominios que atraviesan la membrana (MSD’s), cada uno 

conformado por 6  hélices transmembranales (TM’s) y los dominios de unión a nucleótido (NBD’s) donde 

ocurre la hidrólisis de ATP.  

 

En H. armigera, una población resistente a la toxina Cry1Ac, posee un codón de paro 

prematuro en el gen ABCC2 (Xiao et al., 2014). También se ha involucrado a un 

transportador de la subfamilia ABCG en la resistencia de una población de P. xylostella 

a la toxina Cry1Ac. Al silenciar el gen ABCG (Pxwhite) en la población susceptible se 
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genera tolerancia a la toxina Cry1Ac (Guo et al., 2015). En otro estudio, se colectaron y 

analizaron tres líneas de P. xylostella  que presentaron resistencia a la toxina Cry1Ac, 

denominadas DBM1Ac-R (Florida), SZ-R (Shenzhen) y SH-R (Shangai),  a partir de 

ellas se generó una cuarta línea casi isogénica denominada NIL-R que presenta alta 

resistencia a la toxina Cry1Ac, se encontró que en las líneas resistentes la expresión de 

fosfatasa alcalina (PxmALP) así como la expresión de dos transportadores ABC: 

ABCC2 y ABCC3 se encuentra disminuida en comparación con la línea sensible. Sin 

embargo esta disminución en la expresión no ocurre como consecuencia de 

mutaciones en los genes que codifican para estas proteínas, sino como consecuencia 

de la sobreexpresión de una MAP cinasa (MAP4K4), que se localiza en cercanía a los 

genes PxABCC. Al silenciar el gen MAP4K4 en la línea resistente NIL-R se observó un 

aumento en los niveles de expresión de PxmALP, PxABCC2 y PxABCC3, lo cual 

conlleva la recuperación de  la sensibilidad a la toxina Cry1Ac (Z. Guo, Kang, Chen, et 

al., 2015).  

Mediante microscopía de fluorescencia e inmunoprecipitación acoplada a cromatografía 

líquida y espectrometría de masas, se ha demostrado que el transportador ABCC2 es 

una proteína de unión a las toxinas Cry (Tanaka et al., 2013; Zhou et al., 2016), y la 

evidencia sugiere que esta molécula de membrana juega un papel importante en el 

proceso de intoxicación. Estudios de expresión heteróloga del transportador ABCC2 de 

B. mori en la línea celular Sf9 confiere sensibilidad a las toxinas Cry1As sugiriendo que 

esta molécula es un receptor funcional (Tanaka et al., 2013). Así mismo en estudios de  

“voltage clamp”,                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

se demostró que la expresión del transportador ABCC2 de Bombyx mori en ovocitos de 

Xenopus induce la formación de poros estables de la toxina Cry1Aa con mayor 

eficiencia que el receptor cadherina o la aminopeptidasa de este lepidóptero (Tanaka et 

al., 2016). En conjunto, estos reportes muestran que el transportador ABCC2 tiene un 

papel preponderante en el proceso de intoxicación en distintas especies de 

lepidópteros, y que diferentes interacciones toxina-receptor pueden ocurrir en distintas 

especies de insectos, sin embargo la función del transportador en el modo de acción de 

las toxinas Cry aún no se ha determinado.   
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Toxinas Cry1A Modificadas (Cry1AMod), una estrategia para contrarrestar el 

desarrollo de resistencia  

 

La aparición de resistencia en insectos plaga, pone en riesgo el empleo biotecnológico 

de las toxinas Cry en el campo. En un intento de contrarrestar la resistencia a las 

toxinas Cry asociada a mutaciones en el receptor cadherina, se diseñaron toxinas 

modificadas (Cry1AMod) a las cuales se les removió la hélice α-1 mediante ingeniería 

genética. Estas toxinas no requieren del paso de interacción con cadherina para 

promover la oligomerización. Las toxinas modificadas son capaces de matar insectos 

que poseen mutaciones en los genes que codifican para cadherina, además presentan 

actividad contra larvas de M. sexta en las cuales el gen de cadherina fue silenciado 

(Soberón et al., 2007).  Inicialmente se había propuesto que las toxinas Cry1AMod sólo 

serían efectivas si la resistencia se encontraba ligada a genes que codifican al receptor 

putativo cadherina. No obstante, se ha demostrado que estas toxinas también son 

capaces de matar insectos cuyas bases genéticas de resistencia no están relacionadas 

a mutaciones en el gen de cadherina, siendo activas contra insectos cuya resistencia 

está ligada a mutaciones en el transportador ABCC2. Al probar la toxina Cry1AcMod en 

contra de la líneas resistente NO-QAGE de P. xylostella cuya resistencia se asocia a 

una mutación en el transportador ABCC2, se observó que la proporción de resistencia 

(calculada diviendo la LC50 de la población resistente entre la LC50 de la población 

susceptible) disminuyó de >110,000 (para la toxina silvestre) a 4.8 (toxina Cry1AcMod). 

En el caso de Trishoplusia ni disminuyó de >1000 (Cry1Ac silvestre) a 8 (Cry1AcMod) 

( Tabashnik et al., 2011). La oligomerización de las toxinas Cry es un paso limitante en 

el mecanismo de acción, en consecuencia una toxina capaz de formar oligómeros en 

ausencia de receptor y que es capaz de superar la resistencia en poblaciones 

afectadas en el transportador ABCC2, sugiere que el transportador ABCC2 podría estar 

funcionando como una molécula de unión que promueve la oligomerización de las 

toxinas Cry. Sin embargo se ha propuesto que el transportador ABCC2 facilita la 

inserción del oligómero de toxinas Cry1A en la membrana (Heckel, 2012).  
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Hipótesis: El transportador ABCC2 y la cadherina cumplen una función similar 

promoviendo la oligomerización de la toxina Cry1Ac en P. xylostella y P. gossypiella 

respectivamente.  

 

 

 

Objetivo general: Determinar si el transportador ABCC2 y el receptor cadherina son 

necesarios para la oligomerización eficiente de la toxina Cry1Ac en los lepidópteros P. 

xylostella y P. gossypiella respectivamente.    

 

Objetivos particulares: 

Analizar la unión de las toxinas Cry1Ac y Cry1Ac Mod a  vesículas de la 

microvellosidad media apical (VMMA) de poblaciones susceptibles y resistentes de P. 

xylostella  (NO-QAGE, mutante en ABCC2) y P. gossypiella (AZPR, mutante en 

caderina).  

 

Evaluar la oligomerización de la toxina activada Cry1Ac en vesículas de la 

microvellosidad media apical de poblaciones susceptibles y resistentes de P. xylostella 

(NOQAGE, mutante en ABCC2) y P. gossypiella (AZPR, mutante en cadherina)  

 

Analizar la asociación de oligomeros pre-formados en vesículas de la microvellosidad 

media apical de poblaciones susceptibles y resistentes de P. xylostella (NOQAGE, 

mutante en ABCC2) 
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Materiales y Métodos    

 

Tabla I. Soluciones  

Soluciones 

Nombre Composición Comentarios 

Cloruro de 

Calcio 
CaCl22H2O 10 mM Esterilizar 

Solución I  

Medio HCT 
KH2PO4 68 g / L Esterilizar 

Solución II 

Medio HCT 

MgSO47H2O 

MnSO4H2O 

ZnSO47H2O 

12.3 g/L 

0.169 g/L 

1.4 g/L 

Esterilizar 

Solución III 

Medio HCT 

FeSO47H2O 

H2SO4 

2 g/L 

100 ml/L 
Esterilizar 

Solución IV 

Medio HCT 
CaCl22H2O 14.7 g/L Esterilizar 

 

Amortiguador 

de Laemli 4x 

Tris HCL 1,5 M 

pH 6.8 

 

Glicerol 

 

SDS 

 

Azul de 

Bomofenol 

5 mL / 10 

mL  

 

4 mL / 10 

mL 

 

0.4g / 

10mL 

Disolver y mantener a 4°C 
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β-

Mercaptoetanol 

 

0.1% 

 

1mL /10 

mL 

Amortiguador 

de Corrida 10X 

Tris 

Glicina 

SDS al 10% 

30 g/L 

 

14.4g/L 

 

10 mL/L 

Filtrar 

Amortiguador 

de 

Transferencia 

Tris  

 

Glicina 

 

Metanol 

30 g/L 

 

14.4g/L 

 

200mL/L 

Filtrar 

Amortiguador 

de Carbonatos 

5X 

Na2CO3 

 

NaHCO3 

5.5 g/100 

mL 

 

4.2g/100 mL 

Las soluciones se preparan 

por separado. Se toman 20 ml 

de la solución de Na2HCO3 y 

se le agregan 

aproximadamente 80 ml de la 

solución de Na2C03 hasta 

llegar a un pH de 10.5 

Amortiguador 

de Disección 

s/inhibidores 

Manitol 

Tris 

DTT 

CaCl2 

300 mM 

17 mM 

2 mM 

1mM 

Ajustar el pH  a 7.4 con KOH 
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Amortiguador 

de 

Unión 

BSA  

Tween 20  

en PBS 1X 

0.1%  

0.1%, 

 

 

Filtrar 

Solución de 

preparación de 

VMMA 

s/inhibidores 

 

Manitol 

Tris 

DTT 

CaCl2 

 

300 mM 

17 mM 

2 mM 

1 mM 

Ajustar el pH a 7.4 con KOH 

Solución de 

Lavado de 

Cristales 

NaCl  

EDTA, 

0.5 M 

0.01 M 
Ajustar el pH a 8.0 

Amortiguador 

TTN 

Tris 

Tritón X-100 

NaCl 

20 mM 

0.01% 

300 mM 

Almacenar  a 4°C. 
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Tabla II. Medios de cultivo  

 

Medios para Bacterias 

Nombre      Composición Comentarios 

LB 

Bacto Triptona 

Extracto de levadura 

NaCl 

10 g/L 

  5 g/L 

10 g/L 

Ajustar el pH a 7 con 

NaOH y esterilizar. 

LB agar 
Medio LB pH 7.0 

Agar 

1L 

15 g 

Esterilizar. Dejar enfriar 

hasta  ~50ºC y añadir, si 

procede, el antibiótico de 

selección. Distribuir en 

cajas petri y dejar 

solidificar. Conservar a 

4ºC 

HCT 
Bacto Triptona 

Casa-amino-acidos 

5 g/L 

2 g/L 

Ajustar el pH a 7.25 con 

KOH y esterilizar. Antes 

de usar complementar 

con 50 ml de la Sol I, 1 

ml de la Sol II, 10 ml de 

la Sol III, 10 ml de la Sol 

IV y 30 ml de Glucosa al 

10% por cada litro. 
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Cepas bacterianas  

 

B. thuringiensis st. HD73: Cepa que expresa de forma natural la protoxina Cry1Ac 

silvestre. No posee resistencia a antibiótico.  

B. thuringiensis st.407 Cy1Ac Mod: Cepa portadora del plásmido pHT315-1AcMod que 

expresa la protoxina Cry1AcMod, ingenieriada para carecer de la hélice α-1 del dominio 

I, posee resistencia a eritromicina (Soberón et al., 2007).  

Escherichia coli BL21  CR7-CR12: Cepa que contiene el fragmento CR7-CR12 del 

receptor cadherina que comprende los aminoácidos 810-1480, clonados en el vector de 

exresión pET22b+ inducible por IPTG.  

 

Poblaciones de insectos   

 

P. gossypiella APHIS-S: es una población susceptible  que se ha mantenido en 

laboratorio por más de 30 años sin exposición a toxinas Cry de Bt (Liu et al., 2001).  

P. gossypiella AZPR: es una población resistente a la toxina Cry1Ac establecida a partir 

individuos sobrevivientes a un bioensayo diagnóstico con la toxina Cry1Ac, estos 

individuos provienen de 10 poblaciones  colectadas en campos de algodón de Arizona 

en el año 1997 (Tabashnik et al., 2000). La resistencia de esta población a la toxina 

Cry1Ac se encuentra asociada a mutaciones en el gen de cadherina (Morin et al., 2003). 

El tejido intestinal de ambas poblaciones de P. gossypiella fue amablemente 

proporcionado por el Dr. Bruce Tabashnik  y el Dr. Gopalan C. Unnithan, del 

Departmento de Entomología de la  Universidad de Arizona.   

P. xylostella Geneva 88: es una población susceptible a la toxina Cry1Ac que se 

comenzó a criar en 1988 a partir de la colección de larvas en un campo de col  cercano 

a Geneva en el estado de Nueva York (Shelton et al., 1993). 

 

P. xylostella NO-QAGE: es una población resistente a la toxina Cry1Ac que se 
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estableció a partir de la cruza de la población resistente seleccionada en campo NO-

QA aislada en Hawaii, con la población susceptible Geneva 88, seguida de selección 

de la progenie F3 en presencia de la toxina Cry1Ac (Tabashnik et al., 2000). La 

resistencia de la población NO-QAGE a la toxina Cry1Ac se encuentra ligada a 

mutaciones en el transportador ABCC2 (Baxteret al., 2011). Ambas poblaciones de P. 

xylostella fueron adquiridas de Benzon Research Inc. (www.benzonresearch.com). 

 

Disección de larvas 

  

Se disectaron larvas del tercer estadío de desarrollo de P. gossypiella y en el caso de P. 

xylostella se usaron larvas del cuarto estadío de desarrollo. El estadío de desarrollo se 

seleccionó con base en el tamaño mínimo que deben tener los insectos para poder ser 

manipuladas en la disección para extraer el intestino medio, además de ser estadíos en 

los cuales la larva aún presenta susceptibilidad a las toxinas Cry. Las larvas se 

mantuvieron en hielo durante una hora previa a la disección. Primeramente se fijaron 

los extremos de la larva a una base de disección, se realizó un corte longitudinal para 

exponer el intestino, la porción media fue extraída cuidadosamente, se eliminó el bolo 

alimenticio y la membrana peritrófica.  El tejido se lavó exhaustivamente en 

amortiguador de disección y se congeló inmediatamente a -70°C para ser almacenado 

hasta su uso.   

Purificación de VMMA   

 

Las vesículas de la microvellosidad media apical (VMMA) de las cuatro poblaciones de 

insectos analizadas se purificaron mediante precipitación diferencial con MgCl2. El 

tejido intestinal se diluyó en una relación 1:10 peso/volumen en la solución de 

preparación de VMMA. El tejido se colocó en un homogenizador de vidrio y se dieron 9 

golpes con un émbolo estéril a 2,250 rpm. Una vez que el tejido fue homogenizado, se 

adicionó de manera suave un volumen de MgCl2 24 mM, la solución se mezcló 

suavemente y se incubó durante 15 minutos en hielo. Una vez finalizada la incubación, 

la muestra se centrifugó a 4,500 rpm durante 15 minutos a una temperatura de 4°C en 
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un rotor Beckman JA-20, el sobrenadante obtenido de esta centrifugación fue 

recuperado y se centrifugó a 16,000 rpm durante 30 minutos a 4°C en el mismo rotor. 

La pastilla obtenida fue resuspendida en medio volumen de solución de preparación de 

VMMA y medio volumen de MgCl2 24 mM.  Los pasos de centrifugación previamente 

descritos fueron repetidos una vez más y la pastilla obtenida se resuspendió en 

solución de preparación de VMMA diluida con CaCl2 10 mM en una proporción 1:1. 

Finalmente, se determinó concentración de proteínas de membrana de las VMMA 

mediante el método de Lowry, se alicuotaron y se almacenaron a -70°C. 

  

 

Producción y purificación de cristales 

 

Las cepas que expresan las toxinas Cry1Ac silvestre y Cry1AcMod,  fueron sembradas 

en medio sólido LB;  adicionado con eritromicina (10 µg/mL) en el caso de la cepa  407 

Cry1AcMod, y se crecieron durante 12 horas a 30°C. A partir de estas cajas se 

sembraron 10 cajas más de medio de esporulación HCT-Agar (ver tabla 2) 

complementado con antibiótico de selección eritromicina (10 µg/mL) en el caso de 

Cry1AcMod. El crecimiento de estos cultivos se realizó en una incubadora a 30°C 

durante 72 horas, tiempo aproximado en el cual se completa la esporulación. Una vez 

que se pudieron observar al microscopio los cristales, la totalidad de la biomasa fue 

recuperada de las cajas y se colocaron en tubos estériles conteniendo  solución de 

lavado. La pastilla fue lavada 3 veces con esta solución, centrifugando 10,000 rpm 

durante 15 minutos entre cada lavado. El sobrenadante fue eliminado y la pastilla se 

lavó 3 veces más con una solución de PMSF 1 mM, centrifugando a 10,000 rpm 

durante 15 minutos para finalmente recuperar la muestra de espora-cristal.  

Los cristales se purificaron utilizando un gradiente discontinuo de soluciones de 

sacarosa de 84%, 79%, 72% y 67% cada una de ellas complementada con 2 mL de 

Tris-HCl 1 M pH 8, 80 µL de NaCl 5 M y 400 µL de Tritón X-100 al 1%. Las soluciones 

de mayor concentración se colocaron en el fondo del tubo y por último la muestra de 

esporas-cristales previamente resuspendida en amortiguador TTN y sonicada con  5 
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pulsos de 50 segundos a 20 watts, con un minuto de descanso entre pulsos. Los 

gradientes fueron centrifugados a 23, 000 rpm a una temperatura de 15°C durante 30 

minutos en una utracentrifuga  L-80 (Beckman).  Las fracciones resultantes fueron 

colectadas, observadas al microscopio y aquellas en las que se detectó la presencia de 

los cristales fueron lavadas tres veces con agua Mili-Q  más PMSF 1 mM, esto con la 

finalidad de eliminar el exceso de sacarosa. Se centrifugó a 10,000 rpm durante 15 

minutos entre cada lavado. Finalmente los cristales purificados fueron resuspendidos 

en 3 mL de PMSF 1 mM y se almacenaron a 4°C.  

 

Solubilización y tripsinación de toxinas  

 

Los cristales purificados fueron solubilizados en un amortiguador de bicarbonatos 100 

mM, con un pH de 10.5; como agente reductor se añadió β-mercaptoetanol a una 

concentración final de 0.02%. Se tomó un volumen de 500 µL de los cristales y se 

transfirieron a un tubo eppendorf de 1.5 mL; las muestras se centrifugaron  a 14,000 

rpm durante 10 minutos y el sobrenadante fue desechado. Las pastillas fueron 

resuspendidas en 1 mL de buffer de solubilización con ayuda de la pipeta y 

posteriormente fueron incubadas a 37°C con 800 rpm de agitación durante 1 h en un 

Thermomixer compact (eppendorf). Transcurrido el tiempo de incubación las muestras 

fueron centrifugadas nuevamente  como se explicó con anterioridad, y se separó la 

fracción soluble que contiene la protoxina la cual fue almacenada a 4°C hasta su uso.  

El procesamiento proteolítico se realiza in vitro; primeramente se ajusta el pH a 8.5 

mediante la adición de ¼ parte del volumen en el cual se encuentran las protoxinas de 

Tris-HCl 1M pH 8,  se añadió tripsina (Sigma-Aldrich) en una relación 1:20 (m/m) a las 

protoxinas; la reacción fue incubada a 37°C durante una hora. Posteriormente la 

reacción se detuvo al adicionar el inhibidor de proteasas PMSF a una concentración 

final de 1 mM.  Posterior a la digestión, las muestras se centrifugaron a 90,000 rpm en 

una ultracentrífuga de mesa Optima Max® (Beckman Coulter)  para eliminar productos 

de precipitación de la digestión, Finalmente los sobrenadantes que contienen a la 
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toxina activa fueron recuperados, y almacenados a 4°C hasta su uso. El procesamiento 

de las proteínas se visualizó en geles de acrilamida al 10%, los cuales fueron teñidos 

con azul de Coomasie.  

 

Purificación de toxinas activadas por intercambio iónico   

 

Las toxinas activadas Cry1Ac silvestre y Cry1Ac Mod fueron purificadas por 

cromatografía de intercambio iónico empleando una columna Mono Q Sepharose fast 

flow (GE Healthcare) acoplada a un sistema de FPLC AKTA  

(Amersham Biosciencies) utilizando un amortiguador  50 mM Tris-HCl, 50mM NaCl y un 

gradiente lineal de NaCl de 50 mM a 500 mM. Las concentraciones de proteína se 

determinaron mediante el método de Bradford usando albumina de suero bovino como 

estándar.   

 

Cuantificación de proteínas  

 

Método de Lowry: Se preparó una mezcla de 1 mL de solución A a la cual se le 

añadieron 20 μL de la solución S del sistema DC Protein-dye (BioRad). Se tomaron 5 

μL de muestra y se agregaron 125 μL de la mezcla preparada previamente, se incubó 

durante 15 minutos a temperatura ambiente, una vez transcurrido este período, se 

adicionó 1 mL de la solución B y se incubó durante 15 minutos adicionales. La 

absorbancia de las muestras fue medida a 750 nm y los valores obtenidos se 

interpolaron en una curva estándar de BSA. 

 

Método de Bradford: Se tomaron 10 μL de muestra problema y se aforó con agua a un 

volumen final de 800 μL, posteriormente se agregaron 200 μL de reactivo de Bradford 

5X (BioRad) y la mezcla se incubó durante 5 minutos a temperatura ambiente. La 
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cuantificación de proteína se realizó midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 

595 nm, la absorbancia registrada se interpoló en una curva estándar de BSA.   

 

Marcaje de toxinas con biotina 

 

Se tomó una concentración conocida de toxina soluble y fue mezclada con éster de 

biotina (Amersham) en una relación 0.5 mg de proteína/20 µL de reactivo. La mezcla se 

incuba durante 1 h a temperatura ambiente. El éster de biotina reacciona con los 

residuos de lisina y con el N-terminal de la proteína. Para separar la toxina marcada de 

la biotina libre se utilizaron columnas con 1 ml de Sephadex G25 (Sigma) en PBS 1X, 

las cuales se lavaron con aproximadamente 20 ml de PBS 1X y fueron centrifugadas 

por 2 minutos a 2,000 rpm para eliminar el exceso de PBS. Se colocaron 400 µL de la 

toxina incubada en la columna, y se centrifugó durante 2 minutos a 2,000 rpm para 

separar la toxina marcada de la biotina libre.   

Detección de toxinas biotiniladas  

 

Las toxinas marcadas se corrieron en un gel de acrilamida desnaturalizante al 10%. 

Posteriormente las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (ECL-

Amersham Pharmacia Biotech) por una hora a 350 mA.  

Se verificó la correcta transferencia mediante la tinción de la membrana con rojo de 

Ponceau 0.5% en ácido acético 2%. El exceso de colorante fue eliminado con agua 

destilada  y la membrana se incubó en PBS 1X durante 10 minutos, seguida de una 

incubación en  PBS 1X Tween 20  al 2% durante 20 minutos, posteriormente se 

realizaron 2 lavados con PBS 1X Tween 20 al 0.1% de 15 minutos cada uno, después, 

la membrana se incubó con  estreptavidina acoplada a peroxidasa (Amersham Life 

sciences) 1:30,000 v/v en PBS 1X  Tween-20 0.1%  durante una hora, transcurrido el 

periodo de incubación,  la membrana fue lavada dos veces con PBS 1X Tween 20 al 

0.1% durante 10 minutos y dos  veces más con PBS 1X durante 5 minutos. Una vez 

que se eliminó el exceso de estreptavidina con los lavados, la membrana fue incubada 

con el reactivo Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) 
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durante un minuto y la colección de imágenes se realizó en el visualizador de 

quimioluminiscencia Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life Sciences).  

 

Ensayo de unión de toxinas a VMMA 

 

Se incubaron 10 µg de VMMA’s de P. gossypiella o P. xylostella; según sea el caso,  

con 5 nM de la toxina Cry1Ac silvestre o la toxina Cry1Ac Mod marcadas con biotina en 

un volumen final de 100 µL de amortiguador de unión. La mezcla se incubó durante 1 

hora a temperatura ambiente al término de la cual se centrifugaron las muestras a 

14,000 rpm durante 10 minutos. Se realizaron dos lavados con 100 µL de amortiguador 

de unión,  la pastilla fue resuspendida en 15 µL de PBS más mezcla lítica 1X y se 

separaron las proteínas en un gel desnaturalizante al 10% para ser transferidas a  la 

membrana de nitrocelulosa. Después de la transferencia se procedió de la misma 

forma descrita previamente.  

 

Ensayos de competencia homóloga   

 

Se realizaron ensayos de unión de las toxinas Cry1Ac silvestre o Cry1AcMod a VMMA 

de P. gossypiella o P. xylostella; según sea el caso, en presencia un exceso molar de 

1000 veces de la misma toxina sin marca, las muestras se procesaron como se 

describió en la sección anterior.   

 

Western Blot Anti-Cadherina    

 

Para la detección del receptor cadherina se utilizaó un anticuerpo que fue generado 

contra un fragmento de cadherina de P. gossypiella, el anticuerpo 229 reconoce el 

fragmento que comprende los repetidos 8-9 (CR8-CR9) (Morin et al., 2003). En el caso 

de P. xylostella se utilizó un anticuerpo policlonal que fue generado contra la cadherina 

de M. sexta, pero que presente reactividad cruzada en contra de la cadherina de P. 

xylostella. Se procesaron muestras de 10 μg de VMMA de cada insecto, las muestras 
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se hirvieron durante 3 minutos en buffer de Laemli 4X, posteriormente se resolvieron en 

un SDS-PAGE al 10% y se electrotransfirieron a una membrana PVDF. La membrana 

se bloqueó con leche descremada al 5%, después del bloqueo la membrana se lavó 3 

veces con PBS 1X Tween 20 al 0.1% durante 7 minutos, la cadherina se detectó 

incubando la membrana con los anticuerpos previamente descritos usando una dilución 

1:30,000 v/v durante 1h. La membrana se lavó 3 veces más y se incubó con un 

anticuerpo anti-conejo generado en cabra acoplado a peroxidasa de rábano picante 

(Santa Cruz Biotechnology, Inc.) usando una dilución 1:10,000. Finalmente  la 

visualización se realizó con el reactivo Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.) y las imágenes fueron colectadas en el visualizador de 

quimioluminiscencia Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life Sciences).   

 

Expresión del fragmento de cadherina CR7-CR12   

 

Se preparó un pre-cultivo de la cepa de E. coli BL21 CR7-CR12 en medio LB 

complementado con ampicilina a una concentración de 100 μg / mL, el cual fue 

incubado a 37°C con agitación a 250 rpm durante 12 horas. Se tomó un volumen 500 

μL de pre-cultivo con el cual se inocularon 500 mL de medio 2XTY líquido con 

ampicilina (100 μg / mL), este cultivo se  incubó bajo las mismas condiciones 

previamente descritas hasta alcanzar una D.O.600 de 0.7. Una vez alcanzada esta D.O., 

se añadió IPTG a una concentración final de 1 mM, posteriormente el cultivo se incubó 

durante 5 horas adicionales a 30°C con agitación a 250 rpm. La biomasa se recuperó 

centrifugando a 5,000 rpm durante 15 minutos. Para la purificación, la pastilla fue 

resuspendida en solución B (urea 8M, NaH2PO4 100 mM y Tris base 10 mM), y se 

dieron 3 pulsos  de 1 minuto a máxima amplitud con el sonicador Ultrasonic Processor 

VCX 130PB, con 30 segundos de descanso entre pulsos. Después, la muestra fue 

centrifugada a 60,000 rpm durante 25 minutos, el sobrenadante que contiene el 

fragmento CR7-CR12 soluble fue recuperado y se almacenó a 4°C. Para la purificación, 

se empaquetó una columna con 2 mL de resina niquel-agarosa (QIAGEN) y fue 

equilibrada con PBS 1X, se adicionaron 5 mL del lisado previamente obtenido y se 
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pasaron a través de la resina mediante una bomba peristáltica (GE Healthcare). La 

columna se lavó con 15 mL de imidazol 10 mM, posteriormente con 5 mL de imidazol 

30 mM. La proteína se eluyó en fracciones de 1 mL con 5 mL de imidazol 250 mM y 5 

mL de imidazol 500 mM. Finalmente las fracciones que contienen el fragmento CR7-

CR12  fueron analizadas en SDS-PAGE, las fracciones de mayor pureza se 

concentraron mediante centrifugación en filtros amicon (Millipore) de corte 30 kDa, y 

fueron cuantificadas mediante el método de Bradford. 

 

 

Ensayos de Oligomerización    

 

Los ensayos de oligomerización se realizaron usando dos cantidades distintas de las 

toxinas Cry1Ac silvestre y Cry1AcMod (0.5 μg y 1.5 μg), las cuales fueron incubadas en 

presencia de 15 μg de VMMA de cada una de las poblaciones susceptibles y 

resistentes de P. gossypiella y P. xylostella. 

 

Formación de oligómeros 

 

Se incubó la toxina Cry1Ac silvestre en presencia de las VMMA de las poblaciones 

susceptibles y resistentes de P. gossypiella y Plutella xylsotella, en un volumen total de 

50 μL de amortiguador de carbonatos 50 mM  a pH10.5, durante una hora a 37°C. 

Transcurrido este tiempo se agregó amortiguador  de Laemli 4X a las muestras y se 

calentaron a 50°c durante 3 minutos. El volumen total de las muestras se resolvió 

mediante SDS-PAGE al 8%, posteriormente fueron electrotransferidas a una 

membrana PVDF y reveladas mediante western blot. Se utilizó un anticuerpo anti-

Cry1Ac en una dilución 1:30,000 V/V como anticuerpo primario, para la visualización se 

empleó un anticuerpo anti-conejo generado en cabra acoplado a peroxidasa (Santa 

Cruz Biotechnology, Inc.) usando una dilución 1:20,000 v/v. Finalmente el revelado se 

realizó con el reactivo Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz Biotechnology, 
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Inc.) y las imágenes fueron colectadas en el visualizador de quimioluminiscencia 

Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life Sciences).    

 

Inserción de oligómeros 

 

El ensayo se realizó de manera similar incubando a las toxinas Cry1Ac  y Cry1AcMod 

en presencia de las VMMA de las dos insectos, como se explicó en la sección anterior, 

con la diferencia de que las muestras fueron centrifugadas para separar la fracción 

membranal del sobrenadante, de esta manera solo se recupera la toxina que ha 

logrado asociarse a la membrana, las pastillas recuperadas fueron resuspendidas en 

25 μL de buffer carbonatos y se procedió con el análisis mediante western blot como se 

describió previamente.    

 

Asociación de oligómeros preformados en solución a VMMA 

 

Para la formación de oligómeros en solución, se tomó 1 μg de la toxina Cry1Ac silvestre  

y se mezcló mediante pipeteo con el fragmento de cadherina CR7-CR12, en una 

proporción 1:4 (toxina:fragmento) aforando a un volumen de 40 μl con amortiguador de 

carbonatos 50 mM a pH 10.5 (Gómez et al., 2014). La mezcla se incubó durante 2 

horas a 37°C, transcurrido este tiempo, se agregaron VMMA de la población 

susceptible o resistente de P. xylostella para obtener un volumen final de 50 μL , así 

mismo se prepararon muestras de esta mezcla que fueron diluidas  dos (volumen final 

100 μl) y cinco veces (volumen final 250 μl) con buffer de carbonatos.  Se incubó 

durante 1 hora más para permitir la asociación de oligómeros preformados con las 

membranas. Las pastillas se recuperaron mediante centrifugación y se analizaron 

mediante western blot como se describió previamente. 
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Aislamiento de RNA total de larvas de P. xylostella  

 

Se disectó el tejido intestinal de 20 individuos de la población susceptible Geneva 88 y 

de 20 individuos de la población resistente NO-QAGE. El tejido obtenido se colocó en 

la solución estabilizadora de RNA: RNAlater (QIAGEN), este tejido se utilizó 

inmediatamente o se congeló a -70°C hasta su uso. El tejido se disgregó con el 

homogenizador de tejidos suaves CORDLESS PELLET PESTLE (Kimble Chase Life 

Science and Research). Posteriormente se procedió al aislamiento de RNA total con el 

paquete comercial RNeasy (QIAGEN) de acuerdo al protocolo proporcionado por el 

fabricante. El RNA total obtenido fue cuantificado en un Nanodrop 2000 

(ThermoScientific). 

 

 

 

Síntesis de DNAc y PCR para comprobar la mutación en el transportador 

ABBCC2 de P. xylostella 

  

Para la síntesis de DNAc se utilizó un oligo dT que permite la síntesis de la cadena 

complementaria de todos los RNAm presentes en la muestra de RNA total, esta 

síntesis se realizó con el sistema Super Script III Reverse Transcriptase (ThermoFIsher 

Scientific), de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Para verificar la presencia de la 

mutación deletoria de 30 bp en el DNAc NO-QAGE, se diseñaron oligonucleótidos 

específicos que amplifican un fragmento de 157 pb de cubre la región del exón 20 

donde ocurre la deleción, el diseño se realizó con base en las secuencias de los 

mensajeros del gen ABCC2silvestre y mutante con números de acceso: JN030490 y 

JN030491 respectivamente (Figura7).  Los productos obtenidos de la PCR se 

analizaron mediante electroforesis en  un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de 

etidio. 
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Figura 7. Región amplificada por los oligonucléotidos Px Del Fwd y Px Del Rev, se amplifica un 

fragmento de 157 pb que cubre parte del exón 20 donde se localiza la deleción en la población resistente  

NO- QAGE (resaltada en gris), las secuencias donde alinean los  oligonucleótidos se resaltan en negro. 

 

 

 
  Tabla III. Oligonucleótidos 

Oligonucleótido Longitud Secuencia 

Px Del Fwd 21 nt 5’-gat atg cct cgt cta cct cgc-3’ 

Px Del Rev 19 nt 5’-cag gaa gtc gct ggt gaa c-3’ 
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Tabla IV. Condiciones de la PCR  

 

No. De Ciclos 

 

Temperatura (C*) 

 

Tiempo 

1 95 5 min 

 

 

30 

95 30 s 

60 30 s 

72 30 s 

1 72 10 min 

 

 

Secuenciación de DNA  

Las secuencias fueron determinadas en la Unidad de Síntesis y Secuenciación de DNA 

del Instituto de Biotecnología-UNAM, en un secuenciador automático de DNA de 16 

capilares (Applied Biosystems, modelo 3130 XL, Estados Unidos), capaz de dar 

lecturas de  aproximadamente 900 bases.  
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Resultados  

 

De las moléculas de membrana descritas como receptores de toxinas Cry, la cadherina 

y el transportador ABCC2 resultan de particular interés, ya que se ha reportado que en 

los lepidópteros P. gossypiella y P. xylostella  la aparición de altos niveles de 

resistencia a toxinas Cry en el campo se encuentra asociada a mutaciones en ambos  

genes de estas proteínas (Baxter et al., 2011; Morin et al., 2003). A pesar de que el 

papel de la cadherina en el proceso de intoxicación con toxina Cry1Ab se ha 

establecido en M.sexta (Gómez et al., 2002; Gómez et al., 2014), no se ha corroborado 

que la oligomerización sea el paso del mecanismo de acción que se encuentra 

afectado en la población de campo resistente a la toxina Cry1Ac de P. gossypiella que 

posee mutaciones en cadherina. Por otra parte en el caso del transportador ABCC2, los 

reportes de resistencia sugieren que juega un papel importante en la intoxicación 

mediada por toxinas Cry en diferentes especies de lepidópteros y particularmente con 

la toxina Cry1Ac en P. xylostella. Se ha propuesto que esta proteína transmembranal 

une al oligómero para facilitar su inserción en la membrana plasmática (Heckel, 2012), 

sin embargo el papel de esta molecula enel mecanismo de acción permanece sin 

determinar. Interesantemente las toxinas CryMod que superan la resistencia asociada a 

mutaciones en cadherina debido a que no requieren de la interacción con este receptor 

para oligomerizar, también son capaces de superar la resistencia asociada a 

mutaciones en el transportador ABCC2 en P. xylostella (Tabashnik et al., 2011), esto 

sugiere que posiblemente el transportador ABCC2 cumple con una función parecida a 

la cadherina. 

Con el fin de determinar el papel del transportador ABCC2 es similar al de la cadherina 

en el mecanismo de acción, realizamos un análisis comparativo de unión, 

oligomerización y capacidad de inserción de la toxina Cry1Ac en los lepidópteros: P. 

gossypiella y P. xylostella que poseen mutaciones en cadherina y mutaciones en el 

transportador ABCC2, respectivamente. En la tabla V se resumen las poblaciones de 

insectos empleadas en este estudio.    
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Tabla V. Poblaciones de insectos 

P. gossypiella 

Línea .Resistencia a la toxina Cry1Ac Mutaciones en cadherina 

APHIS-S NO NO 

AZP-R >3,100 vecesa Codón de paro prematuroa 

P. xylostella 

Línea Resistencia a la toxina Cry1Ac Mutaciones en abcc2 

Geneva 88 NO NO 

NO-QAGE >20,000 vecesb Deleción de 30 pb en el 

exón 20c 

aMorin et al., 2003; bTabashnik et al., 2000 ; cBaxter, et al., 2011  

 

 

Detección del receptor cadherina en poblaciones resistentes de P. gossypiella y 

P. xylostella 

  

Para confirmar la presencia de la mutación deletoria  en  el receptor cadherina de P. 

gossypiella reportada por Morin y colaboradores (2003), evaluamos la expresión de 

esta proteína en las líneas APHIS-S y AZPR mediante esnsayos tipo western blot. 

Utilizamos un anticuerpo que reconoce una región del receptor cadherina  que 

comprende los repetidosCR8-CR9.  En la línea APHIS-S detectamos una banda de 210 

kDa (Figura 8A, carril 1) que corresponde a cadherina mientras que en la línea 

resistente AZPR no se observa esta banda (Figura 8A, carrile 2), únicamente se 

observan bandas de un peso menor o igual a 70 kDa, las cuales podrían corresponder 

a la forma truncas de la proteína y/o productos de degradación de las mismas.  Por otra 

parte, también verificamos la expresión de cadherina en las líneas Geneva 88 y NO-

QAGE de P. xylostella, para descartar alteraciones en este receptor de toxinas Cry que 
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pudieran tener efecto sobre la unión u oligomerización . Como se observa en la Figura 

8B en los carriles 1 y 2, se logró detectar una banda de 210 kDa en ambas líneas de 

este insecto, la cual coincide con el peso esperado para receptor cadherina. Esta 

observación concuerda con la literatura, ya que no existen reportes de mutaciones en 

el receptor cadherina de la línea NO-QAGE de P. xylostella (Baxter, Badenes-Pérez, et 

al., 2011), contrario a lo que sucede en P. gossypiella (Morin et al., 2003).  

            
Figura 8. Western blot anti-cadherina en VMMA de A) Línea susceptible APHIS-S y resistente AZPR de P. 

gossypiella, se observa la banda de 210 kDa correspondiente a cadherina en la línea susceptible, en la 

línea resistente se observan bandas iguales o menores a 70 kDa. B) Línea susceptible Geneva 88 y 

resistente NO-QAGE de P.xylostella, en este caso se observa la banda de 210 kDa correspondiente al 

receptor cadherina en ambas líneas.  La banda correspodiente a cadherina se indica con la cabeza de 

flecha roja. 
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Confirmación del alelo  mutante ABCC2 en la línea resistente NO-QAGE de 

P.xylostella 

Confirmamos la presencia de la deleción de 30 pares de bases (pb) en el gen ABCC2 

de la línea resistente NO-QAGE de P. xylostella amplificando una región de 157 pb que 

contiene el sitio donde ocurre la mutación. La amplificación se realizó a partir de cDNA 

obtenido de muestras de RNA total de la línea susceptible Geneva 88 y la línea 

resistente NO-QAGE, como se detalló en materiales y métodos. El producto de PCR 

obtenido a partir del cDNA de la línea Geneva 88 presenta el tamaño esperado de 157 

pb. En el caso de cDNA de la línea NO-QAGE observamos un producto de menor 

tamaño que concuerda con la deleción de 30 pb (Figura 9B). Este resultado fue 

confirmado a través de la secuenciación de ambos productos de PCR (Figura 9C). Las 

secuencias obtenidas fueron alineadas con las secuencias previamente reportadas por 

Baxter y colaboradores (2011), con números de acceso JN030490 y JN030491 

correspondientes a los RNAs mensajeros del gen ABCC2 de la línea Geneva 88 y la 

línea NO-QAGE respectivamente.  El alineamiento de estas secuencias reveló la 

deleción de 30 pb en el exón 20 del gen ABCC2 presente únicamente en la  población 

NO-QAGE de P. xylostella. El hecho de que no observaramos el  producto 

correspondiente al alelo silvestre en la línea resistente NO-QAGE indica que todos los 

individuos analizados de la población son homocigotos para dicha mutación.        
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Figura 9. A) Representación esquemática del gen ABCC2 y la región donde ocurre  la deleción en la 

población resistente NO-QAGE de P. xylostella. B) PCR del exón 20 del gen ABCC2 de P. xlostella, se 

observa el producto esperado de 157 pb en la línea Geneva 88, en contraste la línea resistente NO-

QAGE presenta un menor tamaño correspondiente al alelo mutante. Control: reacción de síntesis DNAc 

en ausencia de RNA. C) Alineamiento de las secuencias obtenidas de los productos de PCR con las 

secuencias de alelos silvestre y mutante del gen ABCC2 reportados por Baxter y colaboradores (2011),  

la deleción está indicada por la línea punteada. 
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Análisis de unión de las toxinas Cry1Ac y Cry1Ac Mod a VMMA de líneas 

susceptibles y resistentes de P. gossypiella y P. xylostella 

  

Para determinar si ocurren alteraciones en la unión de las toxinas Cry1Ac y Cry1AcMod 

debido a la mutación en cadherina de la línea resistente AZP-R de P. gossypiella y a la 

deleción en ABCC2 de la línea NO-QAGE de P. xylostella, se realizaron ensayos de 

unión de las toxinas activadas a vesículas de la microvellosidad media apical (VMMA) 

preparadas a partir del tejido intestinal de las líneas susceptibles y las líneas 

resistentes de ambas especies de  insectos. Las toxinas Cry1Ac y Cry1AcMod se 

solubilizaron y  activaron con tripsina, las toxinas activadas se purificaron por 

cromatografía de intercambio iónico como se describió en la sección de Materiales y 

Métodos. La Figura 10 muestra los picos de elución obtenidos en los cromatogramas 

durante la purificación del monómero de la toxina Cry1Ac silvestre (A) y de su variante 

modificada (B) estás fracciones fueron recuperadas y se analizaron en SDS-PAGE al 

10% (C) para verificar la pureza de las muestras. Como se observa en la Figura 10C, la 

toxina Cry1Ac silvestre mostró una banda de ~60 kDa, mientras que la toxina Cry1Ac 

Mod mostró el patrón de bandeo característico de esta proteína que comprende bandas 

entre los ~72 kDa y ~52 kDa.    

Las toxinas purificadas se marcaron con biotina para su detección. Analizamos la unión 

total de las de las proteínas Cry biotiniladas a VMMA de las cuatro líneas de insectos 

en ausencia y en presencia de 1000 excesos molares de la misma toxina sin marca 

(competencia homóloga). En el caso de P. gossypiella la toxina Cry1Ac silvestre y la 

toxina Cry1AcMod unen a las vesículas derivadas de la línea susceptible APHI-S 

(Figura 11A, carriles 1 y 3) y de la línea resistente AZP-R (Figura 11A, carriles 5 y 7). 

Cuando realizamos el ensayo de unión en presencia de un exceso de la misma toxina 

sin marca, la señal de las toxinas Cry1Ac y Cry1AcMod biotiniladas disminuye, lo cual 

indica que la unión de estas toxinas fue competida en las VMMA de ambas líneas de 

insectos, por lo tanto concluimos que la unión de ambas toxinas es específica en la 

línea susceptible APHIS-S y en la línea resistente AZP-R  (Figura 11A, carriles 2, 4, 6 y 

8).  
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Figura 10. Cromatogramas obtenidos durante la purificación de los monómeros de las toxinas (A) Cry1Ac 

y  (B)Cry1Ac Mod, la fracción que corresponde al pico de elución de las toxinas se analizó en  (C) SDS-

PAGE al 10%.  

 

De manera similar, en P. xylostella  observamos que la toxina Cry1Ac une a las VMMA 

de la línea susceptible Geneva 88 y de la línea resistente NO-QAGE (Figura 11B, 

carrilles 1 y 3). Cuando realizamos en ensayo de competencia homóloga, observamos 

que disminuye  la señal de la toxina Cry1Ac biotinilada en las VMMA de la línea 

Geneva 88 (Figura 11B, carril 2). En contraste, en el caso de la línea resistente NO-

QAGE observamos que se mantiene la señal de la toxina Cry1Ac biotinilada al incubar 

con el exceso de toxina sin marca (Figura 11B, carril 4). La observación de que la unión 

no se compite en la línea resistente NO-QAGE, indica que se pierde la unión específica. 

También analizamos la unión de la toxina Cry1AcMod a VMMA de ambas poblaciones 

de P. xylostella, observamos que esta toxina es capaz de unir a la línea susceptible 
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Geneva 88 y a la línea resistente NO-QAGE (Figura 11B, carriles 5 y 7). Al hacer el 

ensayo de competencia homóloga, observamos que la unión de la toxina Cry1AcMod a 

las VMMA se compite por el exceso de toxina sin marca en la línea susceptible Geneva 

88 y en la línea resistente NO-QAGE (Figura 11B, carril 4). En conclusión la toxina 

Cry1AcMod recupera la unión específica a las VMMA de la línea resistente NO-QAGE y 

esto conlleva una recuperación de la toxicidad.  

     
Figura 11. Unión de la toxinas Cry1Ac silvestre y Cry1AcMod  a VMMA dela línea susceptible APHIS-S y 

a la línea resistente AZP-R de P. gossypiella (A);  Y a la línea susceptible Geneva 88 y la línea resistente 

NO-QAGE de P.xylostella (B); en ausencia de competidor (-) o en presencia de 1000 excesos molares 

de la misma toxina sin marca (+).  
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Análisis de oligomerización de la toxina Cry1Ac en VMMA de las líneas 

susceptibles y resistentes de P. gossypiella y P. xylostella 

 

La oligomerización  e inserción  de las toxinas Cry en la membrana  son pasos críticos 

para que estas proteínas puedan ejercer su efecto tóxico. Se ha demostrado que un 

fragmento de cadherina  de M. sexta es capaz de inducir la oligomerización de la toxina 

Cry1Ab in vitro (Gómez et al., 2014), y que la disrupción de cadherina conlleva 

resistencia a las toxinas Cry1A (Pardo-López et al., 2013).  En el caso de resistencia 

asociada a mutaciones en el transportador ABCC2 se ha propuesto que el posible 

papel de esta molécula de membrana es unir al oligómero de la toxina Cry1Ac para 

promover su inserción en la membrana  

(Heckel, 2012).  Sin embargo el hecho de que las toxinas Cry1AMod sean capaces de 

superar la resistencia asociada a mutaciones en el gen ABCC2 sugiere que su posible 

función es promover la oligomerización de estas proteínas de manera semejante a la 

cadherina ( Tabashnik et al., 2011). Por esta razón decidimos analizar la formación e 

inserción de oligómeros de la toxina Cry1Ac al ser incubada en presencia de VMMA de 

las cuatro líneas de insectos caracterizadas en este trabajo.  

La Figura 12 muestra una representación esquemática de los experimentos realizados. 

Para comparar la formación de oligómero entre líneas resistentes y susceptibles, 

analizamos el volumen total de la incubación mediante ensayos tipo western blot. En 

caso de que la formación del oligómero no esté afectada en las líneas resistentes, 

observaríamos una proporción similar de este complejo molecular al comparar con las 

líneas susceptibles.  
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Figura 12. Esquema experimental del análisis de formación e inserción de oligómeros de la toxina 

Cry1Ac en VMMA de las cuatro líneas de insectos analizadas.  

 

Primeramente analizamos la oligomerización de la toxina Cry1Ac al incubarla con 

VMMA de las líneas susceptibles y resistentes de P. gossypiella y P. xylostella.  Como 

se observa en la Figura 13 las VMMA de las líneas susceptibles Geneva 88 de P. 

xylostella y APHIS-S de P. gossypiella promueven la formación de oligómeros de ~200 

kDa (carriles 4 y 8) esto contrasta con las respectivas poblaciones resistentes NO-

QAGE y AZP-R, en las cuales la formación de oligómero es menos eficiente| (Figura 13 

carriles 5 y 9), al incubar las VMMA de las cuatro líneas de insectos en ausencia de 

toxina Cry1Ac no detectamos señal de este proteína (Figura 13, carriles 2, 3, 6 y 7), la 

toxina Cry1Ac incubada en ausencia de VMMA no forma oligómeros. Los resultados 

sugieren que la formación de oligómero se encuentra afectada en las líneas resistentes. 

En el caso de P. xylostella la formación eficiente de oligómeros depende del 

transportador ABCC2, mientras que en el caso de P. gossypiella la formación eficiente 

de oligómeros depende de cadherina.                    
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 Figura 13. Oligomerización de la toxina Cry1Ac silvestre en presencia de VMMA derivadas de las líneas 

susceptiibles Geneva 88 de P. xylostella y APHIS-S de P. gpssypiella, y las líneas resistentes NO-QAGE 

de P. xylostella y AZP-R de P.gossypiella La oligomerización de la toxina Cry1Ac silvestre es menos 

eficiente en ambas líneas resistentes (carriles 5 y 9) ya que muestran menor cantidad de oligómero 

(cabeza de flecha roja). Como control se incluyó a la toxina en ausencia de VMMA (carril 1) y a las 

VMMA de las cuatro líneas de insectos en ausencia de toxina (carriles 2, 3, 6, y 7). El monómero es 

indicado por la flecha negra, además se observan bandas de un tamaño < 55 kDa que pueden 

corresponder a posibles productos de degradación de la toxina. 

 

Para analizar la inserción de oligómeros en la membrana realizamos el experimento 

incubando la toxina Cry1Ac en presencia de VMMA de las cuatro líneas de insectos, 

con la diferencia de que las membranas se recuperan mediante centrifugación 

descartando el sobrenadante (Figura 12). Analizamos las pastillas obtenidas  mediante 

western blot para verificar la presencia de oligómeros de la toxina Cry1Ac. En el caso 
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de P. xylostella los resultados que obtuvimos mostraron la presencia de un oligómero 

de la toxina Cry1Ac silvestre (~200 kDa) en vesículas aisladas a partir de la línea 

susceptible Geneva 88 (Figura 14A, carril 3), en contraste en el caso de la línea 

resistente NO-QAGE observamos una menor cantidad de oligómero asociado a la 

membrana (Figura 14A, carril 4), cuando las VMMA se incuban en ausencia de toxina 

Cry1Ac no detectamos señal de la proteína (Figura 14A, carriles 1 y 2), la toxina 

Cry1Ac no forma oligómeros en ausencia de VMMA (Figura 14A, carril 5) y solo 

observamos la forma monomérica. Obtuvimos resultados similares al realizar el 

experimento con las VMMA derivadas de la línea susceptible APHIS-S y la línea 

resistente AZP-R de P. gossypiella, en este caso observamos la presencia de un 

oligómero de ~200 kDa de la toxina Cry1Ac en la línea susceptible APHIS-S (Figura 

14B, carril 3), sin embargo la cantidad de este complejo de alto peso molecular es 

menor en la línea resistente AZP-R (Figura 14B, carril 4), cuando incubamos las VMMA 

en ausencia de toxina Cry1Ac no se detecta señal de la proteína (Figura 14B, carriles 1 

y 2), al incubar la toxina Cry1Ac en ausencia de VMMA no se detectan oligómeros, 

únicamente se observa el monómero (Figura 14B, carril 5). Cuando analizamos la 

membrana recuperada mediante centrifugación, la menor cantidad de oligómeros de la 

toxina Cry1Ac que se asocian a las VMMA de las líneas resistentes NO-QAGE de P. 

xylostella y AZP-R de P. gossypiella, concuerda con la observación del experimento 

anterior, en el cual determinamos que ambas líneas resistentes NO-QAGE y AZP-R se 

encuentran afectadas en la formación de oligómero a partir de la toxina Cry1Ac (Figura 

13). Es importante resaltar que al analizar la fracción membranal observamos nula o 

baja cantidad de la forma monomérica de la toxina Cry1Ac, esto indica que la forma 

oligómerica es la que preferencialmente se asocia a la membrana. En conjunto con los 

resultados previos, los ensayos indican que el receptor tipo cadherina  y el 

transportador ABCC2  se encuentran involucrados en la oligomerización de la toxina 

Cry1Ac.No obstante, en el caso del transportador ABCC2 se ha propuesto que está 

involucrado en la inserción del oligómero en la membrana y la observación de una 

menor cantidad de oligómeros de la toxina Cry1Ac en las VMMA de la población 

resistente NO-QAGE, podría ser consecuencia de un defecto en la inserción del 

complejo pre-poro oligomérico. Para averiguar si el transportador ABCC2 también 
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participa en la inserción del oligómero en la membrana en P. xylostella, analizamos la 

asociación de oligómeros preformados a VMMA de las líneas Geneva 88 y NO-QAGE 

de P. xylostella. . 

      

 

Figura 14. Inserción de oligómeros (cabeza de flecha roja) de las toxinas Cry1Ac en A) VMMA’s de las 

líneas Geneva 88 (susceptible) y NO-QAGE (resistente) de P. xylostella. B) VMMA’s de las líneas 

APHIS-S (sensible) y AZP-R (resistente) de P. gossypiella. Se observa una baja o nula presencia de 

monómero asociado a las membranas (flechas negras). 
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Asociación de Oligómeros de la toxina Cry1Ac preformados en solución a VMMA 

de la línea susceptible y resistente de P. xylostella 

Es posible inducir la oligomerización de la toxina Cry1Ab al incubarla en presencia de 

un fragmento de cadherina de M. sexta que comprende los repetidos del 7 al 12 (CR7-

CR12) (Gómez et al., 2014), este fragmento contiene los sitios de interacción con la 

toxina Cry1Ab que promueven el cambio conformacional que detona la oligomerización 

(Gómez et al., 2014). Para obtener evidencia adicional que nos permitiera determinar si 

el transportador ABCC2 participa en la inserción del oligómero en la membrana de las 

células intestinales de P. xylostella, realizamos una curva de asociación de oligómeros 

de la toxina Cry1Ac preformados en solución, a las VMMA de la líneas susceptible 

Geneva 88 y la línea resistente NO-QAGE mutante en ABCC2 de P. xylostella.  Si el 

transportador ABCC2 es necesario para la inserción de los oligómeros, en la línea 

resistente (NO-QAGE) observaríamos una menor intensidad de la banda 

correspondiente al complejo de alto peso molecular de ~200kDa  al recuperar la 

fracción membranal mediante centrifugación, al comparar con la línea susceptible 

(Geneva 88). Primeramente purificamos el fragmento de cadherina CR7-CR12 

expresado en la cepa de E. coli BL21, la expresión del fragmento se induce 

adicionando IPTG al medio de cultivo  (Figura 15A). La purificación se realizó como se 

describe en la sección de Materiales y Métodos, las fracciones colectadas de la elución 

con 250 mM imidazol se analizaron en SDS-PAGE al 10% (Figura 15B), el fragmento 

CR7-CR12 corresponde a la banda de 76 kDa.  
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Figura 15.  A) Expresión del fragmento de cadherina CR7-CR12 en la cepa de E. coli BL21. B) SDS-

PAGE de las fracciones del fragmento de cadherina CR7-CR12 obtenidas de la purificación.  

 

Una vez que obtuvimos el fragmento de cadherina CR7-CR12 puro, analizamos la  

asociación de oligómeros de la toxina Cry1Ac preformados en solución, a las VMMA de 

las líneas susceptible Geneva 88 y resistente NO-QAGE de P. xylostella 

La toxina Cry1Ac se incubó en presencia del fragmento de cadherina CR7-CR12 de M. 

sexta para inducir la oligomerización en solución. (Figura 16, carril 3). Posteriormente a 

esta mezcla añadimos las VMMA de la población susceptible Geneva 88  de P. 

xylostella o de la línea resistente NO-QAGE obteniendo un volumen final de 50 μl, así 

mismo se incluyeron muestras de esta mezcla que fueron diluidas dos y cinco veces 

con buffer de carbonatos, para obtener un volumen final de 100 y 250 μl 

respectivamente.  Incubamos las muestras durante 1 hora adicional para permitir la 

asociación de los oligómeros preformados a la membrana.  Recuperamos las 

membranas centrifugando y  detectamos la presencia de oligómeros en las pastillas 

mediante ensayos tipo western blot para evaluar la inserción. Cuando los oligómeros 

preformados de la toxina Cry1Ac se incuban con las VMMA sin diluir, observamos una 

cantidad similar de oligómeros de la toxina Cry1Ac asociados a las VMMA de la línea 
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susceptible Geneva 88 y la línea resistente NO-QAGE (Figura 16, carriles 6 y 7). Con la 

finalidad analizar la inserción en condiciones no saturantes realizamos en ensayo de 

asociación de oligómeros preformados empleando diluciones seriales de 2 y 5 veces el 

volumen total de la muestra, bajo estas condiciones observamos una menor cantidad 

de oligómeros preformados asociados a las VMMA de la línea resistente NO-QAGE en 

comparación con la línea susceptible Geneva 88 (Figura 16, carriles 8 y 9; 10 y 11). La 

observación de que los oligómeros preformados de la toxina Cry1Ac se incorporan con 

menor eficiencia en las VMMA de la población resistente NO-QAGE, indica que el 

transportador ABCC2 también facilita la inserción del oligómero en la membrana. Es 

importante destacar que a pesar de que la cantidad de oligómeros preformados es 

significativamente menor en la población NO-QAGE, se logra detectar la presencia de 

este complejo de alto peso molecular, sugiriendo que la inserción en membrana no se 

abate por completo (Figura 16, carriles 9 y 11). En conjunto con los resultados 

anteriores, determinamos que en la línea NO-QAGE de P. xylostella la resistencia a la 

toxina Cry1Ac se debe una deficiencia en la formación e inserción de oligómeros en la 

membrana. 
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Figura 16. Asociación de oligómeros preformados en solución a VMMA de las líneas susceptible 

(Geneva 88) y resistente (NO-QAGE) de P. xylostella, los oligómeros preformados se inserten con una 

eficiencia similar en ambas líneas (carrilles 6 y 7) cuando el ensayo se realiza en condiciones de 

saturación (sin diluir). En contraste cuando realizamos el experimento en condiciones no saturantes  

(diluciones de 2 y 5 veces el volumen total), observamos que los oligomeros preformados de las toxina 

Cry1Ac se asocian con menor eficiencia en la línea resistente NO-QAGE (carriles 9 y 11) al comparar 

con la línea susceptible (carriles 8 y 10) Controles: VMMA en ausencia de oligómeros preformados 

(carriles 1 y 2) CR7-CR12 en ausencia de toxina (carril 3), toxina en ausencia de CR7-CR12 (carril 4), y  

toxina en presencia del fragmento de cadherina CR7-CR12 (carril 5).  
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Análisis de oligomerización de la toxina Cry1AcMod en VMMA de la líneas 

susceptibles y resistentes de P. gossypiella y P. xylostella 

 

Las toxinas Cry1AMod son efectivas contra poblaciones que presentan distintos 

mecanismos genéticos de resistencia a las toxinas Cry. La toxina Cry1AcMod es capaz 

de superar la resistencia de la población NO-QAGE de P. xylostella asociada a 

mutaciones en el transportador ABCC2, así como la resistencia de la población AZP-R 

de P. gossypiella asociada a mutaciones en cadherina (Tabashnik et al., 2011). Para 

comprender cómo es que la toxina Cry1AcMod supera la resistencia asociada a las 

mutaciones en cadherina y en el transportador ABCC2 en los lepidópteros P. 

gossypiella y P.xylostella respectivamente, realizamos un análisis de la oligomerización 

de esta toxina en VMMA de las líneas susceptibles y resistentes de ambos insectos. 

Previamente se reportó que la formación de oligómeros a partir de toxina activada 

Cry1AbMod es menos eficiente si se compara con la formación de oligómero a partir de 

protoxina (Gómez et al., 2014), por esta razón realizamos el experimento incubando 1.5 

μg de toxina Cry1AcMod activada con las VMMA de las poblaciones susceptibles y 

resistentes de ambos insectos. Recuperamos las membranas centrifugando las 

muestras y detectamos la presencia de oligómeros de la toxina Cry1AcMod en las 

pastillas que obtuvimos mediante western blot con un anticuerpo anti-Cry1Ac.  Los 

resultados se muestran en la Figura 17A, la toxina Cry1AcMod forma oligómeros de 

~200 kDa  que se asocian a las VMMA de las líneas susceptibles Geneva 88 y APHIS-

S, y a las líneas resistentes NO-QAGE y AZP-R (Figura 17A, carriles 3, 4, 7 y 8). Si 

incubamos las vesículas en ausencia de toxina Cry1AcMod no detectamos oligómeros 

(Figura 17A, carriles 1, 2, 5 y 6), asimismo se muestra que la toxina Cry1AcMod 

oligomeriza en ausencia de VMMA (Figura 17A, carril 9). Estos resultados contrastan 

con lo que observamos en el caso de la toxina Cry1Ac utilizando la misma cantidad de 

1.5 μg de toxina activada para el ensayo de oligomerización, en concordancia con 

nuestros resultados anteriores observamos una menor cantidad de oligómeros en las 

VMMA de las poblaciones resistentes NO-QAGE de P. xylostella (Figura 17B, carril 4) y 

AZP-R de P. gossypiella (Figura 17B, carril 8), al comparar  con sus respectivas 

poblaciones susceptibles Geneva 88 y APHIS-S (Figura 17B carriles 3 y 7).  Los 



71 

 

resultados que obtuvimos demuestran que  la toxina Cry1AcMod logra superar la 

resistencia asociada a mutaciones en el transportador ABCC2 al ser capaz de formar 

oligómeros en ausencia de receptor, que se asocian a la membrana de las líneas 

resistentes NO-QAGE y AZP-R. 

. 

   

 
Figura 17. A) Oligomerización de la toxina Cry1AcMod en las línenas susceptibles y resistentes de P. 

xylostella y P. gossypiella, la toxina Cry1AcMod es capaz de formar oligómeros  de ~200 kDa a partir de 

1.5 μg de toxina activada en las VMMA de las cuatros poblaciones de insectos analizadas. B) 

Oligomerización de 1.5 μg de toxina Cry1Ac en las VMMA de las poblaciones susceptibles y resistentes 

de P. xylostella y P. gossypiella, la toxina Cry1Ac silvestre forma oligómeros con mayor eficiencia en las 

poblaciones susceptibles. Los oligómeros se indican con la cabeza de flecha roja, el monómero se indica 

con la flecha negra.  
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Discusión 

 

La aparición de resistencia en insectos plaga pone en riesgo el uso biotecnológico de 

las toxinas Cry (Pardo-López et al., 2013). Entender las alteraciones en el mecanismo 

de acción de estas toxinas en insectos resistentes nos permitirá diseñar estrategias 

para contender con eventos de aparición de resistencia en el campo.  En este trabajo 

comparamos la unión, oligomerización y capacidad de inserción de la toxina Cry1Ac en 

dos especies de lepidópteros que presentan distintos mecanismos genéticos de 

resistencia a la toxina Cry1Ac.  

En el caso de P. gossypiella la mutación por deleción en el gen de cadherina confiere 

altos niveles de resistencia a la toxina Cry1Ac (Morin et al., 2003). Hasta donde 

tenemos conocimiento este es el primer estudio que demuestra un vínculo entre 

resistencia y deficiencias en la oligomerización de la toxina Cry1Ac, dado que la 

mayoría de los estudios de oligomerización se han realizado en insectos susceptibles 

(Pacheco et al., 2009; Peng et al., 2010).  Con la excepción de un estudio en H. 

armígera en el cual se analizó la oligomerización y se determinó que no existían 

diferencias entre VMMA de una línea susceptible (96S) y una línea resistente  (LF120) 

(Li et al., 2012). El mecanismo de resistencia en la cepa LF120 se desconoce. Nuestros 

resultados revelaron la falta de expresión de cadherina en la línea AZP-R en 

comparación a la línea susceptible APHIS-S (Figura 8A), esto es consistente con 

reportes previos de mutaciones por deleción que provocan la disrupción de cadherina 

en P. gossypiella (Morin et al., 2003). Además encontramos que  la unión específica 

era similar entre las VMMA derivadas de la línea susceptible APHIS-S así como de la 

línea resistente AZP-R (Figura 11A), esto concuerda con resultados previos en los que 

se observó que no existían diferencias en la unión de la toxina Cry1Ac a las VMMA de 

las líneas APHIS-S y AZPR de P. gossypiella (González-Cabrera et al., 2003). Una 

posible explicación a este fenómeno es de que además de la cadherina, en la 

membrana de la célula blanco existen otras proteínas con la capacidad de establecer 

interacción con la toxina Cry1Ac, sin embargo esta unión no es suficiente para conferir 

susceptibilidad a la toxina en la línea AZP-R. Otro dato interesante es que a pesar de 
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que la oligomerización de la toxina Cry1Ac es menos eficiente en la línea AZP-R, ésta 

no es abolida por completo (Figura 13 carriles 4 y 5), probablemente existen otras 

moléculas de membrana que pueden facilitar la oligomerización de la toxina Cry1Ac en 

P. gossypiella. No obstante, la cadherina juega un papel preponderante en promover el 

paso de oligomerización del mecanismo de acción en este lepidóptero.  

En la literatura se proponen dos modelos de oligomerización, uno de ellos plantea que 

el monómero es la entidad molecular que se inserta en la membrana para después 

oligomerizar , en contraste el segundo modelo que propone la  formación de un 

complejo pre-poro oligomérico que  posteriormente se inserta en membrana (Vachon et 

al., 2012). En nuestros experimentos observamos una nula o baja presencia de 

monómero cuando las VMMA se recuperan por centrifugación y sólo se analiza la 

fracción membranal (Figura 14), esto contrasta con lo que observamos cuando 

analizamos el volumen total de incubación sin centrifugar, condición en la que 

detectamos una mayor proporción de monómero (Figura 13, cariles 4 y 5). Este 

resultado apoya la hipótesis de que el complejo oligómerico es el que se inserta de 

manera preferencial en la membrana.  La pequeña proporción de monómeros que 

observamos en algunas muestras de fracción membranal analizadas, pueden deberse 

al desensamble de algunas de las estructuras oligómericas debido al tratamiento con 

calor previo a  cargar en SDS-PAGE, se ha demostrado que los oligómeros formados a 

partir de toxina Cry1Ab activada se desensamblan al ser tratados con temperaturas 

superiores a los 50°C, llevando el complejo de alto peso molecular a su forma 

monomérica (Gómez et al., 2014)..    

La toxina Cry1AcMod tiene mayor potencia que la toxina Cry1Ac en la línea AZP-R de 

P. gossypiella (Soberón et al., 2007; Tabashnik et al., 2011). En este estudio 

demostramos que  la toxina Cry1AcMod supera la resistencia asociada a la mutación 

en cadherina de la línea AZP-R, debido a su capacidad de formar oligómeros en 

ausencia de este receptor y que estos son capaces de insertarse en la membrana de la 

población resistente AZP-R así como en la membrana de la población susceptible 

APHIS-S (Figura 17 A carriles 7 y 8). Estos experimentos los realizamos con 1.5 μg de 

toxina Cry1AcMod debido a que se demostró que esta toxina es menos eficiente que la 
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toxina Cry1Ac para formar oligómeros a partir de toxina activada en VMMA de M. sexta 

(Gómez et al., 2014). Para descartar un posible artefacto, a manera de control 

realizamos el experimento con la toxina Cry1Ac empleando la misma cantidad de 1.5 

μg de toxina, en contraste a la toxina Cry1AcMod, la toxina Cry1Ac oligomeriza con 

menor eficiencia en la línea resistente AZP-R al comparar con la línea susceptible 

APHIS-S (Figura 17B). El hecho de que se necesita una mayor cantidad de toxina 

Cry1AcMod activada para formar oligómeros, podría explicar porque las toxinas 

modificadas pierden potencia en contra de la mayoría de las poblaciones susceptibles 

de insectos (Tabashnik et al., 2011), también se puede especular que la deleción en el 

N-terminal de las toxinas CryMod no representa el corte proteolítico óptimo, ya que 

estas proteínas se diseñaron con base en el procesamiento  in vitro con tripsina 

(Soberón et al., 2007), no obstante en el jugo gástrico está presentes otras serina 

proteasas que podrían procesar adicionalmente a las toxinas Cry. Así mismo la 

deleción de la hélice α-1 podría generar un cambio conformacional en la toxinas 

CryMod que afecte la interacción con los receptores, en el caso de la toxina 

Cry1AbMod se ha observado que la toxina activada es incapaz de unirse al fragmento 

de cadherina CR7-12 de M. sexta a diferencia de su contraparte nativa (Gómez et al., 

2014). Sin embargo a pesar de ello las toxinas CryMod al poder oligomerizar en 

ausencia de receptor, son efectivas en contra de los insectos resistentes teniendo una 

mayor potencia que sus contrapartes nativas (Tabashnik et al., 2011)   

 Los resultados que obtuvimos con la toxina Cry1Ac y la toxina Cry1AcMod apoyan la 

hipótesis de que la oligomerización es un paso importante en el modo de acción de 

esta toxina y que el ensamble eficiente del oligómero depende del receptor cadherina 

en P. gossypiella. En contraste en el caso reportado de H. armígera donde no se 

observaron diferencias significativas en la oligomerización, se encontró que la 

expresión de cadherina era similar entre la línea resistente LF120 y la línea susceptible 

96S, y  solo existen diferencias en un aminoácido al comparar las secuencias de 

ambas proteínas, adicionalmente se reportó que la línea LF120 posee una actividad 

reducida de ALP y esto correlaciona con una disminución en la expresión de esta 

proteína (Chen et al., 2015; LI et al., 2012). Se puede especular que el paso del 
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mecanismo de acción que se  interrumpe en la línea LF120 de H. armigera es la 

inserción de la toxina en la membrana, en Manduca sexta se tiene evidencia de que  

ALP es importante para que ocurra este paso del mecanismo de acción (Arenas et al., 

2010), adicionalmente se ha observado que el silenciamiento de ALP genera tolerancia 

a la toxina Cry1Ab (Flores-Escobar et al., 2013). Al comparar los resultados que 

obtuvimos la línea AZP-R de P. gossypiellla con las observaciones reportadas en línea 

LF120 de H. armígera, podemos suponer que la asociación entre resistencia y 

deficiencias en la oligomerización depende del mecanismo génetico de resistencia, de 

la toxina que se analiza y de la especie de insecto estudiada.  

A pesar de que diversos reportes asocian mutaciones en el transportador ABCC2 con 

resistencia a las toxinas Cry,  el papel del transportador ABCC2 en el modo de acción 

de  estas proteínas permanecía sin determinar. La caracterización de la unión de las 

toxinas Cry1Ab y Cry1Ac en distintas líneas resistentes de diferentes especies de 

lepidópteros, sugirieron que el transportador ABCC2 funciona como un receptor de 

toxinas Cry, ya que en la mayoría de los casos se observan afectaciones en la unión de 

al menos una toxina Cry1A a VMMA de líneas cuya resistencia se encuentra ligada a 

mutaciones en el transportador ABCC2 (Gahan et al., 2010; Wang et al., 2007). En 

concordancia con estos estudios se demostró que el transportador ABCC2 es una 

proteína de unión a las toxinas Cry (Bretschneider et al., 2016; Tanaka et al., 2013; 

Zhou et al., 2016).  Para determinar el posible papel del transportador ABCC2 en el 

modo de acción de la toxina Cry1Ac comparamos la unión y oligomerización y 

capacidad de inserción de la toxina Cry1Ac y su variante Cry1AcMod entre VMMA de 

una población susceptible y de una población de P. xylostella resistente a la toxina 

Cry1Ac que posee una deleción en el transportador ABCC2. Primeramente 

confirmamos la presencia del alelo mutante ABCC3 en la línea NO-QAGE empleada en 

este estudio. Este análisis reveló la ausencia del fragmento correspondiente al alelo 

silvestre en el cDNA NO-QAGE, lo que nos permite concluir que la población es 

homocigota para el alelo mutante que posee la deleción de 30 bp en el gen ABCC2 

(Figura 9). Adicionalmente determinamos mediante western blot que el receptor 

cadherina se expresa en las líneas Geneva 88 y NO-QAGE de P. xylostella (Figura 8B). 
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Por lo cual las afectaciones que observamos en este estudio son atribuibles 

únicamente a la deleción en el exón 20 del transportador ABCC2. 

 El análisis de la unión de la toxina Cry1Ac a VMMA de la línea susceptible Geneva 88 

y la línea resistente NO-QAGE, reveló que en el caso de la línea resistente NO-QAGE 

la unión específica de la toxina se pierde ya que no se compite por el exceso de toxina 

sin marca . Esto contrasta con la unión de la toxina Cry1AcMod, esta toxina recupera la 

unión específica a las VMMA de la población resistente NO-QAGE (Figura 11B). La 

población NO-QAGE fue establecida a partir de la cruza de la línea NO-QA con la 

población Geneva 88, seguido de un selección de la progenie F3 con la toxina Cry1Ac 

(Tabashnik et al., 2000). Análisis de unión previos utilizando a las toxinas Cry1Ab y 

Cry1Ac marcadas con yodo radioactivo mostraron una reducción en la unión de ambas 

toxinas a las VMMA de la línea NO-QA (Ferré et al.,1991). Nuestros resultados 

muestran que la resistencia a la toxina Cry1Ac en la línea NO-QAGE correlaciona con 

la pérdida de unión específica, y que la toxina Cry1AcMod recupera la unión específica 

a las VMMA, recuperando la toxicidad. La discrepancia en ensayos de unión previos a 

VMMA de la población NO-QA y los que realizamos en este estudio podrían deberse a 

que la población NO-QAGE haya cambiado a lo largo de los años respecto a la línea 

parental a partir de la cual fue establecida. El análisis de la unión de la toxina Cry1C a 

VMMA de la población resistente XenR de S. exigua; que posee una mutación por 

deleción en el transportador ABCC2, reveló que la unión total de la toxina Cry1C no se 

encuentra significativamente reducida en esta línea, no obstante la unión no es 

específica ya que solo se compite parcialmente por un exceso de la misma toxina sin 

marca (Youngjin Park et al., 2014). Este dato concuerda con la pérdida de unión 

específica de la toxina Cry1Ac que observamos en las VMMMA de línea resistente NO-

QAGE de P. xylostella debido a la mutación en el transportador ABCC2. Resulta 

interesante que la unión toxina Cry1Ac no se compita por el exceso de toxina sin marca, 

y se puede especular que existe(n) otra(s) molécula(s) con las cuales la toxina Cry1Ac 

puede interaccionar en las VMMA de la línea resistente NO-QAGE de P. xylostella, sin 

embargo la interacción no tiene relevancia en el mecanismo de acción, de manera 

general la unión de las toxinas Cry a las VMMA de su especie blanco correlaciona con 
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su actividad insecticida. Sin embargo esta correlación  no se observa en todos los 

casos, por ejemplo en Lymantria dispar se reportó que la toxina Cry1Ac es menos 

tóxica que la toxina Cry1Ab a pesar de tener una mayor afinidad de unión a las VMMA 

de este insecto (Pigott & Ellar, 2007). Es posible que en diversos casos existan 

proteínas que son capaces de establecer interacción con las toxinas Cry sin que estas 

se involucren en el mecanismo de acción. 

También analizamos la oligomerización e inserción de oligómeros de la toxina Cry1Ac 

al incubarla en presencia de VMMA derivadas de la línea susceptible Geneva 88 y de la 

línea resistente NO-QAGE de P. xylostella. En el presente estudio reportamos que la 

oligomerización de la toxina Cry1Ac es menos eficiente en las VMMA de la línea NO-

QAGE lo cual correlaciona con el fenotipo de resistencia a esta toxina. Al analizar la 

cantidad de oligómeros que se forman en muestras donde las VMMMA no se 

recuperan mediante centrifugación, observamos que hay una reducción en la 

oligomerización en la línea resistente NO-QAGE al compararla con la línea susceptible 

Geneva 88  (Figura 13), indicando que el transportador ABCC2 facilita la 

oligomerización de la toxina Cry1Ac. Cuando el experimento se realizó centrifugando 

las muestras y analizando la fracción membrana recuperada, también observamos una 

menor cantidad de oligómeros en la línea resistente NO-QAGE al comparar con la línea 

susceptible (Figura 14).  Previamente se ha demostrado que la unión irreversible de la 

toxina Cry1Ab a VMMA de M. sexta se debe a la inserción del oligómero en la 

membrana (Gómez et al., 2014). En concordancia con esto, observamos que la menor 

eficiencia de oligomerización de la toxina Cry1Ac en VMMMA de la línea resistente NO-

QAGE resulta en una disminución de la unión irreversible de esta toxina (datos no 

mostrados). La reducción en la unión irreversible puede deberse a la baja eficiencia de 

oligomerización; ya que el oligómero es la entidad molecular que se inserta en la 

membrana, o  a defectos en la inserción de los oligómeros formados. Se ha propuesto 

que el transportador ABCC2 funciona como una molécula receptora que une a la 

estructura oligomérica y facilita su inserción en la membrana (Heckel, 2012). Para 

determinar si el transportador ABCC2 también participa en este paso del mecanismo de 

acción, analizamos la asociación de oligómeros preformados en solución de la toxina 
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Cry1Ac, a las VMMA de la línea resistente NO-QAGE y la línea susceptible Geneva 88. 

Cuando las muestras de oligómeros preformados en solución no fueron diluidas y se 

incubaron con las VMMA de la línea resistente NO-QAGE y la línea susceptible Geneva 

88, observamos una cantidad similar de oligómeros de la toxina Cry1Ac asociados a las 

VMMA de ambas poblaciones de P. xylostella. En contraste, cuando analizamos la 

asociación de los oligómeros preformados de la toxina Cry1Ac realizando diluciones 

seriadas (condiciones no-saturadas), la cantidad de oligómeros preformados asociados 

a las VMMA fue menor en la línea resistente NO-QAGE en comparación con la línea 

susceptible Geneva 88, no obstante la inserción en membrana no se abate por 

completo (Figura 16). Este resultado indica que el transportador ABCC2 se involucra 

parcialmente en facilitar la inserción del oligómero en la membrana. Es posible que 

otras proteínas asociadas a membrana como APN o ALP puedan  favorecer la 

inserción del oligómero en la membrana, explicando el efecto parcial de la mutación en 

el transportador ABCC2 en la asociación del oligómero de la toxina Cry1Ac a las VMMA 

de la línea NO-QAGE. Estudios previos sugieren que la unión de las toxinas Cry1A a 

APN o ALP facilita la inserción en membrana en M. sexta (Arenas et al., 2010; Pardo-

López et al., 2006) .   

 Los resultados que obtuvimos con la población resistente NO-QAGE de P.xylostella 

(mutante en ABCC2) mostraron un fenotipo muy similar a los que obtuvimos con la 

población resistente AZP-R de P. gossypiella (mutante en cadherina), en ambas 

poblaciones la oligomerización es menos eficiente respecto a sus respectivas líneas 

susceptibles. Esto sugiere que tanto el transportador ABCC2 como la cadherina tienen 

un papel similar en el mecanismo de acción de la toxina Cry1Ac promoviendo su 

oligomerización en distintas especies de insectos. Adicionalmente nuestro datos 

apoyan que el transportador ABCC2 no sólo se involucra en facilitar la oligomerización 

de la toxina Cry1Ac, también se involucra en  la inserción del oligómero en la 

membrana.  Los resultados están en acuerdo con el hecho de que la toxina Cry1AcMod  

es capaz de superar la resistencia a la toxina Cry1Ac en la línea NO-QAGE mutante en 

ABCC2 ya que esta toxina modificada es capaz de formar oligómeros en solución sin 

establecer interacción con su receptor (Soberón et al., 2007; Tabashnik et al., 2011). Es 
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interesante notar que a pesar de que en la línea resistente NO-QAGE de P. xylostella la 

eficiencia de oligomerización es menor que en la línea susceptible, la oligomerización 

no es abolida por completo, sugiriendo que existen otras moléculas pueden promover 

este paso del mecanismo de acción, En la literatura se ha descrito una población de P. 

xylostella en la cual una cadherina es responsable de conferir susceptibilidad a la 

toxina Cry1Ac, al silenciar el gen de esta proteína de membrana se obtiene un fenotipo 

de tolerancia frente al reto con la toxina Cry1Ac, no obstante esta población fue aislada 

en el campo en Corea y no se encuentra relacionada a la población susceptible 

Geneva 88 caracterizada en este estudio ( Park et al.,  2015).  Es posible que dentro de 

la misma subespecie de lepidópteros las variaciones genéticas puedan favorecer la 

selección de distintas moléculas de membrana como receptores de toxinas Cry. En S. 

frugiperda se reportaron tres poblaciones aisladas en Brasil, Colombia y México  que 

presentan un perfil de susceptibilidad diferente frente al reto con las toxinas Cry1B, 

Cry1C y Cry1D y esto correlaciona con diferencias a nivel genético entre las 

poblaciones a pesar de pertenecer a la misma subespecie (Monnerat et al., 2006).  En 

consecuencia, el transportador ABCC2 así como la cadherina podrían ser capaces de 

promover la oligomerización en P .xylostella, sin embargo dependiendo de la población 

analizada uno de los receptores puede tener un papel preponderante al ser comparado 

con el otro.  Interesantemente en  B. mori se ha demostrado que la toxina Cry1Aa une 

a la cadherina y al transportador ABCC2 a través de la misma región: las asas del 

dominio II, apoyando la hipótesis de que ambas moléculas pueden cumplir con el 

mismo papel en el modo de acción en las toxinas Cry1A (Tanaka et al., 2016). Aún 

queda por determinar si la cadherina y el transportador ABCC2 funcionan en conjunto 

para promover la oligomerización eficiente de estas toxinas o si lo hacen de manera 

independiente. Por otra parte aún no es claro si se requiere de un transportador ABCC2 

funcional para que este pueda promover la oligomerización y la inserción en membrana 

de manera eficiente, ya que de las mutaciones reportadas en la literatura, algunas 

ocurren en los dominios de unión a nucléotido (Park et al., 2014; Xiao et al., 2014)  

afectando directamente la función de transporte de esta molécula de membrana, 

mientras que otras mutaciones ocurren en segmentos transmembranales (Baxter et al., 

2011), o en las  asas que unen a los segmentos transmembranales y que se 
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encuentran expuestas al medio extracelular (Atsumi et al., 2012), además de 

mutaciones que dan lugar a proteína truncas (Gahan et al., 2010). Para resolver esta 

interrogante, se pueden generar mutantes del transportador ABCC2 en las cuales la 

función de hidrólisis de los dominios de unión a nucleótido se interrumpa al 

mutagenizar el sitio activo. Previamente se reportó una doble mutante en H. virescens 

que posee mutaciones en cadherina y en el transportador ABCC2 que muestra niveles 

de resistencia aditivos en comparación con poblaciones que contienen únicamente la 

mutación en cadherina o en el transportador ABCC2. Sin embargo en este insecto el 

transportador ABCC2 parecer jugar un papel preponderante en la toxicidad ya que se 

observan mayores niveles de resistencia en esta población en comparación con la que 

posee únicamente la mutación en cadherina ( Gahan et al., 2010). En el caso de B. 

mori se tiene evidencia adicional que apoya esta hipótesis, ya que la expresión 

heteróloga en células Sf9 del transportador ABCC2 confiere una mayor susceptibilidad 

a las toxinas Cry1A que la expresión del receptor cadherina (Tanaka et al., 2013). Esto 

podría explicarse con base en las observaciones realizadas en este estudio, ya que 

determinamos que el transportador ABCC2 se involucra en la oligomerización e 

inserción del oligómero en la membrana, en contraste la cadherina solo facilita la 

oligomerización de la toxina Cry1Ac, al involucrarse en dos pasos del mecanismo de 

acción la mutación en el transportador ABCC2 genera mayores niveles de resistencia. 

Otro dato interesante es que al co-expresar el transportador ABCC2  y la cadherina de 

B mori en la línea celular Sf9 se observó un efecto de sinergismo ya que estas células 

presentaron mayores niveles de susceptibilidad a las toxinas Cry1A en comparación a 

las células que solo expresaban un receptor (Tanaka et al., 2013). El mismo fenómeno  

se reportó al co-expresar el transportador ABCC2  y la cadherina (HevCALP) de H. 

virescens en células Sf9, la presencia de ambos receptores sinergiza la toxicidad de 

Cry1Ac (Bretschneider et al., 2016). Recientemente se demostró que la expresión del 

transportador ABCC2 de B. mori en oocitos de Xenopus es suficiente para inducir la 

formación de poro, sugiriendo que el transportador ABCC2 se involucra en la 

oligomerización de la toxina y la inserción en membrana, también se concluyó que la 

co-expresión con cadherina  incrementó significativamente la formación de poro de la 

toxina Cry1Aa. Aunado a esto, se observó una cantidad similar de oligómeros de la 
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toxina Cry1Aa en los oocitos que expresan cadherina o el transportador ABCC2, 

indicando que ambas proteínas detonan la oligomerización de la toxina, no obstante 

sólo el transportador ABCC2 facilita la inserción en membrana  y la formación de poro 

(Tanaka et al., 2016). Por otra parte se ha reportado que abatir la unión de la toxina 

Cry1Aa a la cadherina de B. mori sólo resulta en una ligera disminución de la toxicidad 

(You et al., 2008). En conjunto, los resultados que obtuvimos en este estudio  y 

estudios previos apoyan la hipótesis de que en ciertas especies de insectos el 

transportador ABCC2 y la cadherina tengan una importancia diferencial para la 

oligomerización de las toxinas Cry1A (Figura 18). En el caso de ALP y APN  se ha 

demostrado que juegan un papel diferencial en la toxicidad de las proteínas Cry1Aa, 

Cry1Ab y Cry1Ac en M. sexta (Flores-Escobar et al., 2013). En este trabajo 

demostramos que el papel funcional del transportador ABCC2 del lepidóptero P. 

xylostella, es promover la oligomerización e inserción en membrana de la toxina 

Cry1Ac. Así mismo demostramos la correlación entre deficiencias en la oligomerización 

y la resistencia a la toxina Cry1Ac debido a mutaciones en cadherina y en el 

transportador ABCC2 en P. gossypiella y P. xylostella respectivamente.   
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 Figura 18. Papel diferencial de receptores que promueven oligomerización en el mecanismo de acción 

de la toxina Cry1Ac en P. xylostella (arriba) y P. gossypiella (abajo). El mecanismo de acción es 

conservado ya que se comparten pasos en común, sin embargo la oligomerización depende de distintos 

receptores. 1) Localización sobre la membrana de la célula blanco. 2) Interacción con receptor que 

promueve la oligomerización eficiente de la toxina Cry1Ac (transportador ABCC2 en P. xylostella y 

cadherina en P. gossypiella). 3) Formación del complejo pre-poro oligomérico. 4) Interacción con 

receptor(es) que favorece la inserción en membrana.  5) Formación de poro  y lisis celular. 
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Conclusiones:  

La toxina Cry1Ac se encuentra se encuentra afectada en la unión específica a las 

VMMMA de la población resistente NO-QAGE de P. xylostella.  

El transportador ABCC2 es necesario para promover la oligomerización  eficiente de la 

toxina Cry1Ac en el lepidóptero P. xylostella.  

El receptor cadherina es necesario para promover la oligomerización eficiente de la 

toxina Cry1Ac en P. gossypiella.   

El transportador ABCC2 facilita la inserción del complejo pre-poro oligomérico en la 

membrana de las células de la microvellosidad en P. xylostella.  

La toxina Cry1Ac modificada es capaz de superar la resistencia asociada a mutaciones 

en el transportador ABCC2 y a mutaciones en cadherina, debido a su capacidad de 

formar oligómeros en ausencia de receptor que se insertan en las membranas de las 

poblaciones resistentes AZPR de P. gossypiella y  NO-QAGE de P. xylostella. 

 

Perspectivas: 

Expresar el gen  abcc2 silvestre y mutante de  P.xylostella en la línea celular Sf21 y 

evaluar mediante ensayos de citotoxicidad la susceptibilidad a las toxinas Cry1A y si 

esta correlaciona con la formación de oligómeros. 

Analizar la oligomerización en otras líneas de insectos cuya resistencia se encuentra 

asociada al transportador ABCC2. 

 Determinar la región del transportador ABCC2 que establece interacción con la toxina 

Cry1Ac,  y  analizar si esta región es suficiente para promover la oligomerización de la 

toxina. 

Analizar la oligomerización de la toxina Cry1Ac en las poblaciones resistentes de H. 

virescens que presentan mutaciones en el transportador ABCC2, en cadherina y la 

doble mutación ABCC2/cadherina. 
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ANEXO I: Publicaciones derivadas de este trabajo 

 

ABCC2 is associated with Bacillus thuringiensis Cry1Ac toxin oligomerization and 

membrane insertion in diamondback moth   

Josue Ocelotl1, Jorge Sánchez1, Isabel Gómez1, Bruce E. Tabashnik2, Alejandra Bravo1 and Mario 

Soberón1* 
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Cry1A insecticidal toxins bind sequentially to different larval gut proteins facilitating 

oligomerization, membrane insertion and pore formation. Cry1Ac interaction with 

cadherin triggers oligomerization. However, a mutation in an ABC transporter gene 

(ABCC2) was linked to Cry1Ac resistance in Plutella xylostella. Cry1AcMod, engineered 

-1, was able to form oligomers without cadherin-binding and effectively 

countered Cry1Ac resistance linked to ABCC2. We analyzed Cry1Ac and Cry1AcMod 

binding and oligomerization by western blots using brush border membrane vesicles 

(BBMV) from P. xylostella susceptible (Geneva 88) and resistant (NO-QAGE) strain 

linked to an ABCC2 mutation. Resistance correlated with lack of specific binding and 

reduced oligomerization of Cry1Ac in BBMV from NO-QAGE. In contrast, Cry1AcMod 

bound specifically and still formed oligomers in BBMV from both strains. We compared 

association of pre-formed Cry1Ac oligomer, obtained by incubating Cry1Ac toxin with a 

Manduca sexta cadherin fragment, with BBMV from both strains. Our results show that 

pre-formed oligomers associate more efficiently with BBMV from the Geneva 88 than 

with BBMV from the NO-QAGE, indicating that ABCC2 mutation also affects the 

association of Cry1Ac-oligomer with the membrane. These data indicate, for the first 

time, that ABCC2 facilitates Cry1Ac oligomerization and oligomer membrane insertion in 

P. xylostella.  
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Abstract
Insecticidal proteins from Bacillus thuringiensis (Bt) are used extensively in sprays and

transgenic crops for pest control, but their efficacy is reduced when pests evolve resistance.

Better understanding of the mode of action of Bt toxins and the mechanisms of insect resis-

tance is needed to enhance the durability of these important alternatives to conventional

insecticides. Mode of action models agree that binding of Bt toxins to midgut proteins such

as cadherin is essential for toxicity, but some details remain unresolved, such as the role of

toxin oligomers. In this study, we evaluated how Bt toxin Cry1Ac and its genetically engi-

neered counterpart Cry1AcMod interact with brush border membrane vesicles (BBMV) from

resistant and susceptible larvae of Pectinophora gossypiella (pink bollworm), a global pest

of cotton. Compared with Cry1Ac, Cry1AcMod lacks 56 amino acids at the amino-terminus

including helix α-1; previous work showed that Cry1AcMod formed oligomers in vitro without

cadherin and killed P. gossypiella larvae harboring cadherin mutations linked with >1000-

fold resistance to Cry1Ac. Here we found that resistance to Cry1Ac was associated with

reduced oligomer formation and insertion. In contrast, Cry1AcMod formed oligomers in

BBMV from resistant larvae. These results confirm the role of cadherin in oligomerization of

Cry1Ac in susceptible larvae and imply that forming oligomers without cadherin promotes

toxicity of Cry1AcMod against resistant P. gossypiella larvae that have cadherin mutations.

Introduction
The widespread bacterium Bacillus thuringiensis (Bt) produces insecticidal crystalline (Cry)
proteins that have been used in sprays for pest control for more than 50 years [1]. In addition,
transgenic crops that produce Bt proteins to kill pests were first commercialized 20 years ago
and were planted on 78 million hectares worldwide in 2014 [2, 3]. Cry toxins are effective
against their target insect pests, but are not toxic to plants, vertebrates, or most non-target
invertebrates [2, 4, 5, 6]. The evolution of resistance in insect pests is the primary threat to the
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long-term efficacy of Bt toxins. Resistance has evolved in the laboratory, and in the field where
Bt toxins were used in sprays or transgenic crops [7, 8, 9, 10, 11, 12]. Reduced binding of Bt
toxins to larval midgut membranes is the most common and most potent mechanism of resis-
tance [13, 14].

Although models of the mode of action of Bt toxins differ in some ways, all agree that toxic-
ity of Cry1A proteins requires ingestion, solubilization in the midgut, and binding to larval
midgut proteins, such as alkaline phosphatase (ALP), aminopeptidase N (APN), and cadherin
[15, 16, 17, 18]. In the pore formation model, binding of toxin leads to formation of non-selec-
tive pores in midgut cell membranes and cell lysis [15]. Alternatively, the signaling model pro-
poses that binding of toxin to cadherin initiates a magnesium-dependent signaling pathway
that kills cells [19]. Recent reviews conclude that experimental support is stronger for the pore
formation model than the signaling model, yet some details of the pore formation model
remain unresolved [20, 21].

According to a variant of the pore formation model called the sequential binding model,
binding to cadherin facilitates proteolytic removal of helix α-1 from the amino-terminus of
Cry1A toxins, eventually triggering toxin oligomerization and irreversible binding caused by
insertion of oligomers into cell membranes [16–18, 22, 23]. However, the importance of oligo-
merization has been questioned [20, 21]. All previous evidence showing an association between
oligomerization and toxicity comes from testing susceptible insect strains [24, 25].

In this study, to better understand Bt mode of action and mechanisms of resistance, we eval-
uated how Bt toxin Cry1Ac and its genetically engineered counterpart Cry1AcMod interact
with brush border membrane vesicles (BBMV) from resistant and susceptible larvae of Pectino-
phora gossypiella (pink bollworm), a global pest of cotton. Resistance to Cry1Ac is linked with
mutations that disrupt a Cry1Ac-binding cadherin protein in three major lepidopteran pests,
including P. gossypiella [26, 27, 28]. The AZP-R strain of P. gossypiella harbors three recessive
cadherin mutations that confer>1000-fold resistance to Cry1Ac [27, 29–31]. However, AZP-R
and some resistant strains of several other species remain relatively susceptible to the geneti-
cally modified toxins Cry1AbMod and Cry1AcMod [31, 32]. The Cry1AMod protoxins have a
deletion of 56 amino acids at their amino-terminus including helix α-1, and do not require cad-
herin to form toxin oligomers in vitro [31]. The role of cadherin in toxin oligomerization has
been documented in vitro with toxin-binding cadherin fragments from susceptible larvae [23].
However, previous work has not determined if cadherin mutations in resistant insects interfere
with oligomerization. Here we compared the resistant strain AZP-R with a susceptible strain in
terms of cadherin expression, as well as binding and oligomerization of Cry1Ac and Cry1Ac-
Mod. The results imply that the absence of wild type cadherin in AZP-R blocks oligomerization
of Cry1Ac, but not Cry1AcMod, confirming that oligomerization is a key step in the toxic
pathway.

Results

Cadherin Expression
In western blots, both anti-cadherin antibodies detected cadherin (ca. 210 kDa) in BBMV from
the susceptible APHIS strain, but not in BBMV from the resistant AZP-R strain (Fig 1). Both
strains had bands of less than 70 kDa that may be cadherin degradation products (Fig 1).

Specific Binding of Cry1Ac and Cry1AcMod to BBMV
Specific binding of biotinylated trypsin-activated Cry1Ac and Cry1AcMod to BBMV was simi-
lar for APHIS-S and AZP-R (Fig 2). Homologous competition binding assays performed in the
presence of 1000-fold excess of unlabeled toxin (unlabeled Cry1Ac added with labeled Cry1Ac
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or unlabeled Cry1AcMod added with labeled Cry1AcMod) greatly diminished binding of
labeled toxin, which indicates it was mostly specific binding (Fig 2).

Fig 1. Cadherin detection in resistant and susceptible strains of Pectinophora gossypiella. BBMV from
susceptible APHIS-S larvae (lanes 1 and 4) and resistant AZP-R larvae (lanes 2 and 5) were separated by
SDS-PAGE. We detected cadherin using anti-cadherin antibodies anti-CAD229 (lanes 1 and 2) or anti-
CAD230 (lanes 4 and 5). Lane 3 shows the biotinylated molecular weight markers.

doi:10.1371/journal.pone.0144086.g001

Fig 2. Specific binding of Cry1Ac and Cry1AcMod toxins to BBMV from resistant (AZP-R) and
susceptible (APHIS-S) larvae of P. gossypiella. The left lane of each pair shows total binding with no
competitor (-). The right lane shows non-specific binding performed in the presence of 1000-fold excess of
unlabeled competitor (Cry1Ac or Cry1AcMod, respectively) (+). The numbers under the bands with
competitor (+) represent the optical density of the bands relative to the corresponding bands on the left
without competitor (-) (set to 100). Total binding minus non-specific binding equals specific binding.

doi:10.1371/journal.pone.0144086.g002
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Oligomer Formation and Insertion
Oligomers were revealed by western blot using anti-Cry1Ac antibody by loading the samples in
SDS-PAGE after heating the samples at 50°C for three min. We focused here on oligomer for-
mation from Cry1Ac incubated with BBMV from resistant and susceptible larvae. We first ana-
lyzed oligomerization of Cry1Ac after incubation with BBMV without separation of BBMV by
centrifugation. With the optical density of bands from Cry1Ac oligomers (ca. 200 kDa) in
BBMV from APHIS-S standardized as 100%, the relative mean optical density of bands from
AZP-R was 32% (range = 29 to 40%, paired t-test, t = 3.25, df = 2, P = 0.042, Fig 3 and S1
Table).

To analyze insertion of oligomers into the BBMV, we incubated 0.5 μg of activated Cry1Ac
or activated Cry1AcMod with 15 μg of BBMV protein, then separated BBMV by centrifuga-
tion. With Cry1Ac, relative to BBMV from APHIS-S (standardized as 100%), mean oligomer
formation in AZP-R was 22% (range = 9.0 to 30%, paired t-test, t = 15.5, df = 4, P = 0.0001, Fig
4A and S1 Table). With Cry1AcMod, we did not detect oligomers in either strain (Fig 4B).

Under the same conditions except a three-fold higher concentration (1.5 μg) of activated
Cry1Ac, mean oligomer formation for AZP-R relative to APHIS-S was 30% (range = 19 to
46%, paired t-test, t = 7.5, df = 2, P = 0.018, Fig 5A and S1 Table). Under the same conditions
but with a three-fold higher concentration (1.5 μg) of activated Cry1AcMod, oligomer forma-
tion did not differ significantly between AZP-R and APHIS-S (paired t-test, t = 1.56, df = 2,
P = 0.26, Fig 5B and S1 Table). In some replicates we detected small amounts of monomers
associated with BBMV (data not shown), which were probably dissembled oligomers because
oligomers generated from activated toxin are highly temperature sensitive [23].

Fig 3. Oligomerization of Cry1Ac in the presence of BBMV from resistant and susceptible larvae of P.
gossypiella. Cry1Ac activated toxin (0.5 μg) was incubated with BBMV (15 μg) from P. gossypiella
susceptible APHIS-S (lane 5), resistant AZP-R (lane 6) separated by SDS-PAGE after three min heating at
50°C and revealed in western blot using anti-Cry1Ac antibody. Lane 1, shows MWmarkers; lane 2, Cry1Ac
activated toxin; lane 3, BBMV from APHIS-S; lane 4, BBMV from AZP-R. Numbers under the 200 kDa bands
represent the percentage of pixels relative to the 200 kDa band of APHIS-S BBMV with Cry1Ac toxin that
corresponds to 100, calculated after scanning densitometry of the bands.

doi:10.1371/journal.pone.0144086.g003
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Discussion
Table 1 summarizes the results of this study, including reduced oligomerization of Cry1Ac
associated with resistance to Cry1Ac in the AZP-R strain of P. gossypiella. As far as we know,
this is the first study showing an association between resistance and decreased toxin oligomeri-
zation. With one notable exception, previous studies of toxin oligomerization have focused on
susceptible insects [24, 25]. In the exceptional case, oligomerization of Cry1Ac after incubation
with BBMV did not differ between a resistant strain (LF120) and a susceptible strain (96S) of
Helicoverpa armigera [33].

Consistent with previous results showing that resistance to Cry1Ac in AZP-R is tightly
linked with deletion mutations disrupting a Cry1Ac-binding cadherin protein [27], the results
here reveal reduced expression of full-length cadherin in AZP-R relative to a susceptible strain
(Fig 1). By contrast, cadherin expression was similar in the LF120 and 96S strains ofH. armi-
gera, and the cadherin gene sequence differed between these strains by only single amino acid
differences [33]. Moreover, the LF120 strain had reduced ALP activity and was derived from
the LF60 strain, which harbors a mutation in ABC transporter protein ABCC2 linked with
resistance to Cry1Ac [34, 35]. The comparison between the AZP-R strain of P. gossypiella and
the LF120 strain of H. armigera suggests that the association between resistance and reduced
oligomerization depends on the mechanism of resistance.

Fig 4. Insertion of oligomers into BBMV from resistant and susceptible larvae of P. gossypiellawith
0.5 μg of Cry1Ac or Cry1AcMod.Cry1Ac or Cry1AcMod activated toxins (0.5 μg) were incubated with
BBMV (15 μg) from the different populations and the membrane pellets were recovered by centrifugation,
separated by SDS-PAGE after three min heating at 50°C and revealed in western blot assays with anti-
Cry1Ac antibody as described in Materials and Methods. Lanes 1 and 2 controls of BBMV without toxin from
APHIS-S and AZP-R, respectively; lanes 5 and 8 are controls of soluble Cry1Ac and Cry1AcMod,
respectively; lane 3, BBMV from APHIS-S precipitated after incubation with Cry1Ac; lane 4, BBMV from
AZP-R precipitated after incubation with Cry1Ac; lane 6, BBMV from APHIS-S precipitated after incubation
with Cry1AcMod; lane 7, BBMV from AZP-R precipitated after incubation with Cry1AcMod. Numbers under
the 200 kDa bands represent the percentage of pixels relative to the 200 kDa band of APHIS-S BBMV with
Cry1Ac toxin that corresponds to 100, calculated after scanning densitometry of the bands.

doi:10.1371/journal.pone.0144086.g004
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Consistent with previous results [36], we found that specific binding of Cry1Ac was similar
between BBMV from AZP-R and BBMV from the susceptible strain APHIS-S (Fig 2). We
hypothesize that these results reflect binding of Cry1Ac to midgut proteins in AZP-R other
than cadherin, such as ALP and APN. Given the resistance of AZP-R to Cry1Ac [29, 31], we
infer that this binding is not sufficient to confer susceptibility to Cry1Ac.

The fact that oligomerization was reduced in the AZP-R strain but not abolished probably
suggests that other insect molecules could also facilitate Cry toxin oligomerization. Also, we
did not exclude that the difference in oligomer amounts is due to slower oligomer formation
rather than lower amounts being formed. This remains to be determined.

Two different models of oligomerization have been proposed. One of them proposed that
oligomerization of Cry toxins follows after monomer insertion into the membrane in contrast
to the second model that proposed the formation of a pre-pore oligomeric structure that is
responsible for membrane insertion [20]. It is difficult to distinguish between both models.
However, the fact that the amount of Cry1Ac monomer is absent or diminish substantially

Fig 5. Insertion of oligomers into BBMV from resistant and susceptible larvae of P. gossypiellawith 1.5 μg of Cry1Ac or Cry1AcMod. BBMV (15 μg)
from P. gossypiella were incubated with 1.5 μg of Cry1Ac (Panel A) or Cry1AcMod (Panel B), BBMV were recovered by centrifugation and the membrane
pellet was separated by SDS-PAGE after three min heating at 50°C and revealed in western blots using anti-Cry1Ac antibody as described in Materials and
Methods. Panel A. lanes 1 and 2 are controls of BBMV without toxin from APHIS-S and AZP-R; lane 3, BBMV from APHIS-S precipitated after incubation with
Cry1Ac; lane 4, BBMV from AZP-R precipitated after incubation with Cry1Ac. Panel B. lanes 1 and 2 are controls of BBMV without toxin from APHIS-S and
AZP-R; lane 3, APHIS-S precipitated after incubation with Cry1AcMod; lane 4, AZP-R precipitated after incubation with Cry1AcMod. Numbers under the 200
kDa bands represent the percentage of pixels relative to the 200 kDa band of APHIS-S BBMV with Cry1Ac toxin (A) or Cry1AcMod (B) that corresponds to
100, calculated after scanning densitometry of the bands.

doi:10.1371/journal.pone.0144086.g005

Table 1. Summary of binding and oligomerization of Cry1Ac and Cry1AcMod incubated with BBMV from susceptible and resistant P. gossypiella.

Insect strain Toxin Toxicity [28]

APHIS-S Cry1Ac + ++ ++ ++ +++

AZP-R Cry1Ac + + + + -

APHIS-S Cry1AcMod + NAa - ++ ++

AZP-R Cry1AcMod + NAa - ++ ++

a NA, data not available; previous results show Cry1AcMod protoxin formed oligomers without BBMV or cadherin [31].

doi:10.1371/journal.pone.0144086.t001
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when BBMV were centrifuged and analyzed (Figs 4 and 5), compared with samples where
BBMV were not separated by centrifugation (Fig 3) supports that pre-pore oligomers are
responsible for membrane insertion. The small amounts of 60 kDa monomer band observed in
some samples where BBMV were separated are likely due to disassembled oligomers after tem-
perature treatment since we previously shown that oligomers from activated Cry1Ab mono-
mers are highly sensitive to temperature [23].

The results here indicate that incubation with BBMV from AZP-R yielded oligomer inser-
tion in tests with a high concentration (1.5 μg toxin) of Cry1AcMod, but not Cry1Ac (Fig 5).
These new data are consistent with previous findings that Cry1AcMod was much more potent
than Cry1Ac against AZP-R [31, 37]. We conclude that the higher efficacy of Cry1AcMod
against AZP-R is associated with the increased oligomer formation seen with Cry1AcMod rela-
tive to Cry1Ac. However, incubation of Cry1AcMod with BBMV from AZP-R or APHIS-S did
not produce oligomer insertion in tests with a lower concentration of Cry1AcMod (0.5 μg
toxin) (Figs 2 and 4). In the case of Cry1AbMod, reduced toxicity was associated with reduced
efficiency in activated toxin oligomerization [23]. These results could also be related to lower
efficiency in oligomerization of Cry1AcMod from activated toxin.

Overall, the results here with Cry1Ac and Cry1AcMod support the conclusion that oligo-
merization is an important step in the mode of action of these toxins against P. gossypiella. In
addition, the results confirm the role of cadherin in oligomerization of Cry1Ac, but not
Cry1AcMod. The previous results from related work with H. armigera summarized above indi-
cate that reduced oligomerization is not always associated with resistance [33]. More studies
comparing oligomerization between resistant and susceptible strains would enable rigorous
testing of the hypothesis that decreased oligomerization is associated with disruption of cad-
herin, but not other mechanisms of resistance.

Materials and Methods

Insect Strains
We analyzed the APHIS-S and AZP-R strains of P. gossypiella. APHIS-S is a susceptible strain
that had been reared in the laboratory for more than 30 years without exposure to Bt toxins
[38]. AZP-R is a Cry1Ac-resistant strain that was started by pooling survivors of exposure to
Cry1Ac in diet from 10 populations derived in 1997 from Arizona cotton fields [29].

Cry1Ac and Cry1AcMod Toxin Purification
Bt HD73 expressing Cry1Ac or Bt 407 expressing Cry1AcMod [31] were grown at 30°C until
complete sporulation (3 to 4 days) in nutrient broth sporulation medium. In the case of the Bt
strain producing Cry1AcMod the medium was supplemented with erythromycin at 10 μg ml-1.
Spores/crystals were washed twice in 300 mMNaCl, 10 mM EDTA. Crystal inclusions were
solubilized in an alkaline buffer (50 mMNa2CO3, 0.2% β-mercaptoethanol, pH 10.5) for 2 h at
37°C. Trypsin activated toxins were obtained by treatment of soluble protoxin with trypsin
(TPCK treated trypsin from bovine pancreas, SIGMA Aldrich, St. Louis, MO) in a mass ratio
of 1:50 (trypsin: toxin) for 2 h at 37°C after lowering the pH to 8.5 by adding 1:4 (w/w) of 1 M
Tris buffer pH 8.5. Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) (1 mM final concentration) was
added to stop proteolysis. Activated proteins were purified by anion exchange chromatography
Mono Q-Sepharose fast flow (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) in an AKTA FPLC System
(GE Healthcare, Little Chalfont, UK), using a 50 mM Tris-HCl, 50 mMNaCl, pH 8.5 buffer,
and a linear NaCl concentration gradient from 50 to 300 mM. Protein concentrations were
determined by the method of Bradford, using bovine serum albumin as a standard.

Cadherin Is Involved in Cry1Ac Toxin Oligomerization
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Midgut Brush Border Membrane Vesicles (BBMV) Purification
P. gossypiellamidgut tissues from third instar larvae were dissected and stored immediately at
-70°C. BBMV were prepared by the magnesium precipitation method as described by Wolfers-
berger et al 1987 [39] and stored at -70°C until used. The BBMV protein concentrations were
determined with the Lowry DC protein assay (BioRad, Hercules, CA) using bovine serum albu-
min as a standard.

Binding of Cry1Ac and Cry1AcMod to BBMV
To determine the effect of cadherin mutations in P. gossypiella AZP-R on Cry1Ac and Cry1Ac-
Mod binding, we performed binding analysis of the activated toxins to BBMV. The crystal
inclusions of Cry1Ac, and Cry1AcMod were solubilized, activated with trypsin and labeled
with biotin. The total binding of biotinylated proteins after incubation with BBMV isolated
from each susceptible and resistant insect was analyzed in absence of competitor. The non-spe-
cific binding was analyzed in homologous competition experiments after incubation of these
toxins with the BBMV in the presence of 1000-fold excess of the corresponding unlabeled
toxin. Trypsin activated monomeric toxins were labeled with biotinyl-N-hydroxy-succinimide
ester according to the manufacturer’s instructions (Amersham Biosciences). Non-specific
binding was determined by measuring binding of 5 nM labeled toxin in the presence of
1000-fold molar excess of unlabeled toxin after 100 min. Proteins were incubated at 25°C with
10 μg BBMV protein in 100 μl binding buffer (PBS, 0.1% BSA, 0.1%Tween 20, pH 7.6). After
incubation the unbound toxin was removed by centrifugation for 10 min at 14,000 xg. The pel-
let containing BBMV and bound toxin was washed twice with 100 μl binding buffer, suspended
in 10 μl of PBS pH 7.6, and 10 μl sample loading buffer 2X (0.125 mM Tris-HCl, pH 6.8, 4%
SDS, 20% glycerol, 10% 2-mercaptoethanol, and 0.01% bromophenol blue). Samples were
boiled 3 min, loaded in 10% SDS-PAGE gels and electrotransferred to nitrocellulose mem-
branes. Bound labeled toxin was identified by incubating with streptavidin-peroxidase conju-
gate (Millipore) (1:20000 dilution) for 1h, developing with luminol (Santa Cruz Biotechnology
Inc.). The optical density of the 60 kDa bands was measured by using ImageJ program (http://
imagej.nih.gov/ij/). All binding assays were performed in triplicate.

Specific binding. Binding assays of Cry1Ac or Cry1AcMod biotinylated toxins were per-
formed as previously described [23]. Total binding was measured in binding assays after 100
min of incubating 10 μg BBMV protein with 5 nM labeled toxin in 100 μl binding buffer. For
competition analysis 1000-fold excess of unlabeled toxin was added at the same time as labeled
toxin. All assays were performed in triplicate. Numbers under the bands in Fig 2 represent the
percentage of each band on the blot calculated after scanning optical density of the bands and
using the 60 kDa band of the same size in the gel with the highest optical density as 100%
reference.

Identification of Cadherin Protein
Western blots were performed to identify cadherin protein. Cadherin in P. gossypiella was iden-
tified with two different antibodies raised against two fragments of cadherin from P. gossypiella
the CR8-CR9 fragment (antibody 229) and CR8-CR11 fragment (antibody 230) [27]. BBMV
protein (10 μg) from each insect were boiled 3 min in sample loading buffer, loaded into 10%
SDS-PAGE and electrotransferred to a nitrocellulose membrane, blocked with skimmed milk
(5%), detected with anti-cadherin polyclonal antibodies (1/30,000; 1 h) and visualized with a
goat anti-rabbit antibody coupled with horseradish peroxidase (Sigma, St. Louis, MO) (1/5000;
1 h), followed by SuperSignal chemiluminescent substrate (Pierce, Rockford, Il) as described by
the manufacturers.
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Toxin Oligomerization in BBMV
Oligomerization of Cry1Ac or Cry1AcMod toxins in BBMV was analyzed as previously
described [21]. Activated toxins were used at two different concentrations (0.5 or 1.5 μg), these
proteins were incubated with 15 μg of BBMV protein for 1 h at 37°C in a total volume of 50 μl
of alkaline buffer, pH 10.5. Control samples contained only BBMV. The reactions were stopped
with 1 mM PMSF and the BBMV were recovered by 30 min centrifugation at 50,000 rpm at
4°C or directly analyzed without centrifugation. The pellet was washed once with 100 μl of
alkaline buffer, and finally suspended in 50 μl of the same buffer. Laemmli sample buffer 4X
was added and incubated three min at 50°C. After heating, samples were separated in 8%
SDS-PAGE, electro transferred to PVDF membrane and revealed in western blot assays as
described above using anti-Cry1Ac antibody (1/30,000; 1 h) as the primary antibody. All assay
were performed in triplicate

Supporting Information
S1 Table. Scanning densitometry data for comparing oligomer formation in resistant
(AZP-R) and susceptible (APHIS-S) strains of P. gossypiella.
(DOCX)
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