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RESUMEN

Bacillus thuringiensis es una bacteria capaz de sintetizar proteinas con actividad
insecticida denominadas toxinas Cry, con gran potencial biotecnoldgico en el control
de plagas agricolas, ya que son biodegradables, especificas contra distintos érdenes
de insectos e inocuas para el humano. Uno de los aspectos mas abordados de las
toxinas Cry es su mecanismo de accion; se han propuesto algunos modelos en los
cuales participan proteinas que han sido descritas como receptores, entre ellas:
Aminopeptidasas, Fosfatasas alcalinas, Cadherinas y recientemente el transportador
ABCC2. Numerosos estudios indican que las proteinas de tipo Aminopeptidasa y
Cadherina son receptores funcionales de toxinas Cryl en distintas especies de
lepidopteros.

En este trabajo se determiné el papel de las proteinas Aminopeptidasa-1 y Cadherina
del lepidoptero Spodoptera frugiperda en el mecanismo de accion las toxinas CrylCa
y CrylFa. Se lograron purificar las protoxinas CrylCa y CrylFa de Bt y se
determinaron sus concentraciones letales medias en Spodoptera frugiperda.
Mediante el uso de Silenciamiento genético mediado por RNA de interferencia, se
disefiaron y se expresaron en E. coli (cepa HT115) fragmentos de RNA de doble
cadena (dsRNA) especificos para suprimir la expresion de APN-1 y Cad, el dsRNA
se administr6 mediante dieta oral a larvas neonatas y 5 dias después se analiz6 el
nivel de silenciamiento mediante las técnicas qPCR y Western blot para detectar la
expresion del transcrito y de la proteina. Se logro silenciar la expresion de ambas
proteinas en un 90% para APN-1 y un 80% para cadherina. Otro grupo se utilizé para
realizar bioensayos de mortalidad en donde se observé que la ausencia de estas
proteinas tiene un papel diferencial en el mecanismo de accion, puesto que la
mortalidad en las larvas silenciadas en APN-1 y Cad y retadas con la toxina CrylCa
disminuyo un 85% y un 81.25% respectivamente mientras contra la toxina CrylFa la
mortalidad disminuyo en un 65% en la ausencia de APN-1 y 0% en la ausencia de
Cad. Estos datos indican que estas proteinas si participan como receptores para las

toxinas CrylCa y Ganicamente APN-1 para CrylFa.



1. INTRODUCCION

El crecimiento poblacional demanda que la produccion de alimentos sea cada vez
mas efectiva, tan solo en 50 afos, la poblacion mundial crecié de 2.5 mil millones a
6.1 mil millones para el afio 2000 y se estima que para el afio 2050 ascendera a 9.1
mil millones de personas (Carvalho, 2006). En 2014 “The State of Food and
Agriculture” (FAO) reporté que mas de 500 millones de familias granjeras producen el
80% de la comida a nivel mundial. Uno de los principales problemas que enfrenta la
produccion agricola son las plagas; se estima que existen unas 67,000 especies de
plagas diferentes incluyendo patégenos de plantas, hierbas, invertebrados y algunas
especies de vertebrados; todas juntas pueden llegar a causar pérdidas hasta del
40% por afio en la produccion mundial (Chandler et al., 2011), de los cuales los
insectos representan una significativa porcion de estas pérdidas y un factor
importante que contribuye a su importancia dentro de las plagas agricolas es su
diversidad. Dentro del grupo animal, los insectos tienen una amplia riqueza de
especies y dos tercios de las especies conocidas (>600,000) son fitéfagas. La
mayoria de los insectos fitdfagos tienen un rango de plantas muy restringido, pero la
minoria incluyen a las plagas agricolas mas importantes y pueden ocupar diferentes
especies de plantas (Douglas, 2018). Ya que mantener la salud del cultivo es
esencial para el éxito de produccidon tanto en cantidad como en calidad, se han
tomado medidas dentro de las que incluyen el uso de cultivos resistentes a plagas y
enfermedades, la rotacién de cultivos, incluidos los que tienen pastos, para brindar
interrupciones de enfermedades a cultivos susceptibles, la aplicacién de préacticas de
control no quimicas (térmicas, mecanicas) segun corresponda y, como ultimo

recurso, el uso de agroquimicos como los plaguicidas.

Los plaguicidas son venenos que se dispersan intencionalmente en el medio
ambiente para controlar plagas, sin embargo, también actian sobre especies no
especificas, contaminan suelos y aguas, permanecen en los cultivos, en la cadena
alimenticia y finalmente son consumidos por el humano (Carvalho, 2006). Uno de los
mas representativos es el Dicloro Difenil Tricloroetano (DDT), desarrollado en 1940

como el primer insecticida sintético moderno, fue bien recibido debido al bajo costo
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de su produccién y a su efectividad en el control de insectos. Tiempo después la
publicacién en 1962 de “Primavera silenciosa” de Rachel Carson estimuld la
preocupacion generalizada del publico por los peligros del uso inadecuado de
pesticidas y la necesidad de mejores controles de su uso. Fue hasta 1972 que la
“‘Agencia de Proteccion Ambiental” (EPA) prohibié su uso debido a sus efectos

negativos con el medio ambiente.

Actualmente una de las estrategias mas efectivas es el uso de insecticidas
bioldgicos, que se definen como productos derivados de materiales de origen natural
como animales, plantas, bacterias, hongos, virus y ciertos minerales. Al final del afio
2001 se registraron aproximadamente 195 ingredientes activos de bioplaguicidas, sin
embargo, los mas exitosos y mas utilizados son subespecies y cepas de Bacillus
thuringiensis (Wheeler, 2002).

1.1 Bacillus thuringiensis (Bt)

Es una bacteria Gram positiva, aerobia estricta que pertenece a la familia
Bacillaceae. Fue aislada por primera vez en 1901 por el bidlogo japonés Shigetane
Ishiwatari e identificada diez afios después por el cientifico aleman Ernst Berliner en
la localidad de Thuringia, Alemania (Ilbrahim et al., 2010). Presenta dos fases de
crecimiento; en presencia de nutrientes crece por biparticion; sin embargo, cuando
los nutrientes requeridos escasean entra en una fase estacionaria, en la que,
mediante el proceso de esporulacidbn produce una endospora y sintetiza un
caracteristico cristal proteico como se observa en la Figura 1. el particular interés de
este cristal es que estd compuesto por toxinas con actividad insecticida contra
distintos oOrdenes de insectos como lepidopteros (polillas y mariposas) dipteros
(moscas y mosquitos) y coledpteros (escarabajos) entre otros (Xu et al., 2014). Los
genes gque codifican las toxinas Cry se encuentran en plasmidos y generalmente
estan flanqueados por elementos transponibles; debido a esta variabilidad genética
existe una gran diversidad de cepas (Lereclus et al., 1984). Hoy en dia representa
una herramienta importante en la agrobiotecnologia como insecticida biolégico

alternativo para el control de las plagas de insectos.



Figura 1: Bacillus thuringiensis en fase de esporulaciéon. (A) Espora e inclusién proteica
maduray lista para ser liberada, (B) espora e inclusién proteica inmadura en proceso de
sintesis.

1.2 Toxinas Cry (6-endotoxinas)

La definicion de proteina Cry es cualquier proteina paraesporal de Bt que muestre un
efecto tdxico hacia un organismo, verificable por medio de bioensayos o cualquier
proteina que muestre similitud con las proteinas Cry (Soberén & Bravo, 2008; Xu et
al., 2014).

Actualmente se han podido dividir a las toxinas Cry en varios grupos en base a su
homologia en secuencia de aminoacidos, donde cada protoxina adquiere un nombre
que consiste en el monémero y 4 rangos jerarquicos que incluye nimeros y letras
mayusculas y minusculas como se aprecia en la figura 2. Las proteinas que
comparten menos del 45% en identidad de aminoacidos comparten el rango primario
(Cryl) y el 78% y 95% constituyen el rango secundario y terciario respectivamente
(CrylAa) finalmente aquellas con mas del 95% de similitud obtienen el cuarto rango
(CrylAal) (Palma et al., 2014).



Tipo de proteina Rango1 Rango2 Rango3 Rango4
(Cry, Cyt, Vipo Sip <45% <78% <95% >95%

% Identidad de aminoacido

g

2 100

Figura 2: Nomenclatura de las toxinas (tomaday modificada de Palma et al., 2014).

Se conocen 500 secuencias de genes Cry y han sido clasificadas en 67 grupos
(Cry1-Cry67). Estas secuencias de genes se han dividido en 4 familias proteicas no
relacionadas filogenéticamente que pudiesen tener diferentes mecanismos de
accion; la familia de toxinas Cry toxicas contra mosquitos (Mtx), la familia de tipo
binario (Bin), la familia Cyt y la familia de tres dominios (3D-Cry) formada por al
menos 40 grupos diferentes con mas de 200 secuencias diferentes de genes, siendo
esta familia la mas grande, estudiada y caracterizada (Bravo et al., 2011).

En la figura 3 se muestran las estructuras tridimensionales reportadas para algunas
toxinas Cry de 3 dominios. El dominio | (azul) corresponde con la region N-terminal,
consiste de un manojo de 7 hélices alfa de naturaleza anfipatica rodeando a la hélice
alfa 5 de naturaleza hidrof6bica; este domino es responsable de la insercién en la
membrana y formacion del poro, el dominio Il o dominio central (rojo), consiste en 3
hojas B antiparalelas y dos hélices alfa pequefias rodeando un nucleo hidrofébico
donde las primeras dos hojas B estan en forma de un motivo de “llave griega”, este
dominio participa en la interaccion de la toxina con el receptor. Por ultimo, el
dominio Il (Amarillo) consiste en dos hojas B antiparalelas retorcidas formando un
emparedado con una topologia de “jelly rol”, se localiza en la region C-terminal y
participa en la union a receptor y formacion de poro (Palma et al., 2014; Xu et al.,
2014).



A pesar de que presentan notables diferencias en su secuencia de aminoacidos

muestran una estructura conservada.

' § ¢ N e W ~308 A CrydAa

/ [y Lepuilopteroy ‘ {, Coledptero
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o~

Cry8Eal
Coleoptero

Cry3Bbl
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Figura 3: Estructura tridimensional de diferentes toxinas Cry.
(PDB: 1CIY, 1I5P, 1DCL, 1J16, 3EB7)

1.3 Mecanismo de accién de las toxinas Cry

Se han propuesto dos modelos en los que se describen el mecanismo por el cual las
toxinas Cry provocan la muerte de los insectos: el modelo de via de sefializacién y el
modelo de formacién de poro. Estos modelos comparten los primeros pasos, donde
el insecto susceptible ingiere el cristal proteico y luego este es procesado por
proteasas del intestino, activando asi la forma monomérica de la toxina (Soberén et
al., 2005).



1.4 El modelo de la via de sefalizaciéon

Zhang y colaboradores en 2006 reportaron un estudio donde observaron que el
mecanismo de accion de la toxina CrylAb involucra la via de sefalizacion de la
adenilato-ciclasa. Su modelo propone la activacion de la via de sefializacion después
de la union de la toxina con el receptor tipo Cadherina, estimulando la activacién de
la proteina G y la adenilato ciclasa, incrementando los niveles de AMPc y
subsecuentemente la activacion de la proteina cinasa A, proceso que culmina en la

muerte celular (Zhang et al., 2006)

1.5 El modelo de formacion de poro

Este modelo es el mas estudiado y consta de diferentes pasos secuenciales:
solubilizacion y activacion, primera interaccion con proteinas receptoras, unién con
Cadherina y formacion del pre-poro, segunda interaccién con proteinas receptoras e
insercion en la membrana (Xu et al., 2014).

a) Solubilizacion y activacion: Después de que un insecto susceptible ingiere el
cristal proteico, este se solubiliza gracias al ambiente alcalino y reductor del
intestino de la larva, liberando asi la protoxina de 130 kDa, posteriormente es
digerida por proteasas, dejando al monémero en su forma activa de 60 kDa

aproximadamente (Pardo-Lopez et al., 2013).

b) Primera interacciébn con proteinas receptoras: Una vez activada la toxina,
ocurre la primera interaccion de baja afinidad con proteinas de tipo
Aminopeptidasa (APN) o Fosfatasa alcalina (ALP) las cuales son de gran
abundancia y se encuentran ancladas a la membrana mediante un enlace
glicosilfosfatidilinositol (GPI), esta interaccidon provoca una concentracion de
mondmeros en las microvellosidades de membrana del intestino del insecto
para que la toxina interactie con el receptor Cadherina (Pardo-L6pez et al.,
2013).



c) Unién con Cadherina y formacion de pre-poro: La unién con Cadherina
promueve la remocién de la hélice a-1, un paso importante para la

oligomerizacién de la toxina (Gomez et al., 2002; Soberén et al., 2007).

d) Segunda unién con proteinas receptoras e insercibn en membrana: La
estructura oligomérica se une nuevamente con proteinas tipo APN o ALP las
cuales acarrean al oligdbmero a micro dominios de membrana donde ocurre su
insercion (Bravo et al., 2004; Pacheco et al., 2009) la insercién del oligbmero
en la membrana crea un poro que provoca un choque osmético culminando en

la muerte del insecto (Knowles & Ellar, 1987).

. Cristal protoxina
2
1
Proteasa ‘\
Toxina Cry 5
monomérica 3 6
2 /-\ /\ Estructura de
4 Toxina Cry poro
helixat = oligomérica - *
LP  APN Cadherin

Figura 4: Modelo de formacién de poro. Se representa el mecanismo de accidn de las toxinas
Cry en lepidopteros a nivel molecular (Tomaday modificada de Pardo-Lépez et al., 2013)

1.6 Proteinas receptoras de las toxinas Cry

En el mecanismo de acciébn de las toxinas Cry participan proteinas para
desencadenar la actividad insecticida. Se han reportado algunas proteinas de unién
de las toxinas Cry, de las cuales las mejor caracterizadas son las Aminopeptidasas N
(APN) y proteinas tipo Cadherinas en lepiddpteros. En nematodos se cree que los
glicolipidos son una clase importante de receptores de las toxinas Cry. Otros
receptores incluyen la Fosfatasa alcalina (ALP) un glicoconjugado de 270 kDa, una
proteina de 252 kDa (Pigott & Ellar, 2007) y recientemente se a identificado al
transportador ABCC2 (Park et al., 2014).



1.6.1 Cadherina

Es una glicoproteina transmembranal dependiente de calcio, la cual es altamente
diversa y multifuncional llevando a cabo funciones como adhesion celular, migracion
celular, regulacion de la organizacion de tejidos y morfogénesis (Ibrahim et al., 2010).
Estas proteinas son definidas por la presencia de repeticiones de dominios de union
a calcio o repeticiones de Cadherina de 110 aminoacidos aproximadamente. En
lepidopteros se han identificado en la membrana apical de las celulas epiteliales del
intestino y han sido ampliamente estudiadas como receptores de toxinas CrylA con
evidencia que indica que juegan un papel importante en la susceptibilidad de la
toxina (Pigott & Ellar, 2007). La primera Cadherina descrita fue la de M. sexta que
une a la toxina CrylAb con un peso molecular de 210 kDa la cual fue encontrada en
la unibn a toxinas Cry en otros insectos lepidopteros, coledpteros y dipteros
(Vadlamudi et al., 1995).

1.6.2 Aminopeptidasa (APN)

Son proteinas que han sido reportadas tanto en organismos procariontes como en
eucariontes, se encargan de catalizar la hidrélisis de aminoacidos desde el extremo
N-terminal de proteinas y péptidos, se encuentran tanto solubles, como ancladas a
membrana mediante GPI. En el intestino de las larvas de lepidépteros trabajan en
cooperacion con endopeptidasas y carboxipeptidasas para digerir proteinas
derivadas de la dieta de insectos (Pigott & Ellar, 2007). Analisis filogenéticos
sugieren que en insectos lepidopteros hay al menos 5 familias diferentes de APN
(Herrero et al., 2005; Pigott & Ellar, 2007) de las cuales 3 de ellas han sido
observadas que unen a las toxinas Cryl en diferentes especies. Andlisis de este
complejo de receptor mediante ligand blotting sugiere que las APN de clase 1 son el

mayor grupo de proteinas de union a las toxinas Cry ( Pigott & Ellar, 2007).

1.6.3 Fosfatasa Alcalina (ALP)

Son enzimas comunes y abundantes que remueven grupos fosfatos de moléculas

organicas y se localizan principalmente en células epiteliales del intestino de



insectos. Pueden ser divididas en dos grupos; solubles y ancladas a membrana. En
insectos las ALPs solubles son encontradas exclusivamente en las cavidades de
células goblet y en la regién epitelial de células intestinales y las ALPs ancladas a
membranas son localizadas en las microvellosidad media apical de células
columnares y particularmente restringidas en region media y posterior del intestino.
Algunas ALPs han sido propuestas y en otras se a demostrado su funcibn como
receptor de toxinas Cry en insectos lepidopteros, dipteros y coledpteros.

En lepidopteros ALP se a asociado a la resistencia a toxinas Cry en H. armigera a
CylAc y en S. frugiperda a CrylFa. En M. sexta se a identificado una ALP como
proteina de unién a CrylAc mientras que en S. exigua se han identificado 3 ALPs

como receptores de la toxina CrylCa (Ren et al., 2017).

1.6.4 Transportador ABCC2

Los transportadores ABC pertenecen a una larga superfamilia responsable del
transporte de moléculas especificas a través de lipidos de membranas. El
multidominio de proteinas integrales de membrana de los transportadores ABC utiliza
la energia producida por la hidrolisis de ATP para translocar solutos a través de la
membrana celular. Andlisis de secuencias de transportadores ABC en eucariotas
revelaron que pueden ser divididos en 8 subfamilias involucradas en diferentes
funciones. La familia C de los transportadores ABC se piensa que esta involucrado
en la resistencia a drogas, se ha reportado una mutacién inactivada del transportador
ABCC2 que a sido asociado a la resistencia a CrylAc, resultando en la inhibicion de
la unién de CrylAc a vesiculas de membrana (Yu et al., 2017). El transportador
ABCC2 se ha encontrado relacionado con el modo de accion de las toxinas CrylA,
utilizando enfoques genéticos para identificar los principales genes implicados en la
resistencia en H. virescens, también se han encontrado mutaciones en el gen
ABCC2 en colonias resistentes a CrylA de Plutella xylostella, Trichoplusia ni y

Bombix mori.



2. ANTECEDENTES PARTICULARES

2.1 Plagas agricolas

Los lepidopteros constituyen el tercer orden de insectos con mas especies descritas,
después de los ordenes Coledptera y Diptera. A pesar de que se han descrito mas
de 150,000 se estima que puede alcanzar las 255,000 especies. Se distribuyen por
todas las tierras emergidas del globo con excepcion de las regiones
permanentemente heladas. Ciertos lepidopteros constituyen importantes modelos
biolégicos, tanto para la investigacion basica como aplicada. Son también el orden de
insectos con mas especies consideradas de importancia econdmica (Garcia et al.,
2015).

Se sabe que las toxinas Cryl son el grupo de delta endotoxinas con més blancos en
insectos lepiddpteros; la mayoria de las proteinas de union a las Cryl han sido
identificadas como APN, por ejemplo; para CrylAc en M. sexta, H. virescens,
Lymantria dispar, y P. xylostella, CrylAa en B. mori y CrylC en M. sexta; otras
proteinas de union identificadas han sido proteinas tipo Cadherinas que unen a
CrylAay CrylBb en B. Mori y a M. sexta respectivamente (Gilliland et al., 2002).

Figura 5: Especies de lepidopteros plagas comunes de arroz, algodén y maiz.
(Tomada y modificada de Sanahuja et al., 2011)
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Hoy en dia hay cultivos de Bt que controlan a las plagas de lepidépteros mas
comunes de arroz, algodén y maiz. En la Figura 5 de izquierda a derecha, plagas de
arroz: barrenador de tallo amarillo (Scirpophaga incertulas), el defoliador del arroz
(Lerodea eufala), el perforador de tallo rayado (Chilo suppressalis). Plagas de
algodon: gusano rosado (Pectinophora gossypiella), gusano del tabaco (Heliothis
virescens), gusano cogollero (Helicoverpa armigera). Plagas de maiz: taladro del
maiz (Ostrinia nubilalis), Oruga militar tardia (Spodoptera frugiperda) (Sanahuja et
al., 2011).

2.2 Spodoptera frugiperda

S. frugiperda (J. E. Smith) conocido comunmente como “cogollero del maiz” u “Oruga
militar tardia” es un insecto lepidéptero que pertenece a la familia Noctuidae,
presenta una amplia distribucién geografica y es considerada una especie migratoria
de larga distancia, abarcando desde Argentina hasta Canada (Huang et al., 2014) Y

recientemente una invasion en diferentes ciudades de Africa (Goergen et al., 2016).

Figura 6: S. frugiperda en estadio larval (Tomada de Grain Sa Fall armyworm update)

S. frugiperda es una de las plagas de insectos mas destructivos en el continente de
América, las larvas son polifagas y dafiinas de al menos 30 cultivos incluidos maiz de
campo y maiz dulce, algodoén, cafia de azucar, soya y hierbas. Es una larva dificil de
controlar con insecticidas ya que a desarrollado resistencia a los insecticidas
guimicos mas comunes (Blanco et al., 2010). En 1979 Young y McMillian reportaron
el primer caso de resistencia a carbaril en Tifton, Georgia, mas tarde un estudio
reveld que poblaciones de S. frugiperda colectadas en Florida adquirieron resistencia
a varias clases de insecticidas incluyendo piretroides, organofosfatos y carbamatos,
los niveles mas altos de resistencia observados fueron Fluvalinato (216x), Metil-
paration (271x) y Carbaril (>192x) (Yu, 1991).
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Las toxinas de Bt fueron una opcion para controlar esta plaga, se desarrollaron
numerosos estudios para identificar las toxinas mas competentes para su aplicacion.

Varios documentos han determinado la especificidad de las toxinas individuales de Bt
contra Spodoptera spp. para identificar aquellas toxinas con el mayor potencial para
ser utilizadas como bioinsecticidas y para el desarrollo de cultivos transgénicos para

el control de Spodoptera spp. (Herrero et al., 2016).

Bajo esta premisa, Herrero y colaboradores en el 2016 recopilaron datos de las

diferentes toxinas Cry que se han reportado activas contra distintas especies de

Spodoptera.

Toxinas Cry

S. exigua @ ® ® ® 00 0 0
S. frugiperda ® O ® 000 OO0 O @ @
S. littoralis ® @ ® © ® O 0 o @ Q
S. itura @ O O Q Q @ ® O Q

Actividad de la toxina: . Fuerte Moderada O No activa

Figura 7: Toxinas Cry reportadas contra especies del género Spodoptera.
(Tomada y modificada de Herrero et al., 2016)

S. frugiperda es una de las especies con menor susceptibilidad a las toxinas de Bt
(Blanco et al., 2010). Como se aprecia en la Figura 7 existen muy pocas toxinas
activas contra especies del género Spodoptera, siendo las toxinas CrylCa y CrylFa

las de mayor rango.

2.3 Resistencia a las toxinas Cry

A pesar de que se han llevado a cabo estrategias para el control de esta plaga, como
el uso de plantas transgénicas que expresan la toxina CrylFa, han surgido reportes
de que diferentes poblaciones han generado resistencia. Jakka y colaboradores en el
2014 reportaron poblaciones de S. frugiperda que adquirieron resistencia a maiz
transgénico que expresa la toxina CrylFa en Puerto Rico, mientras que Huang y
colaboradores en el 2014 observaron evidencia de una poblacion de S. frugiperda

resistente a maiz transgénico que produce la toxina CrylF en una region del sureste
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los Estados Unidos de Norte América. En Brasil se muestrearon regiones de alta
produccion en cultivos de maiz en donde se observo resistencia contra la toxina
Cry1F, por lo cual estan implementando estrategias de manejo de control de cultivos
(Farias et al., 2014). La evidencia encontrada sugiere que es necesario que se
busquen otras toxinas como alternativa a la CrylFa para la utilizacion en el campo y

disminuir la resistencia.

2.4 Estrategias para disminuir resistencia

Desde que se comercializaron los cultivos transgénicos de Bt en 1996, disminuyo la
dependencia de insecticidas sintéticos. Sin embargo, el nimero de especies
resistentes a toxinas Cry también ha incrementado (Mohammed et al., 2016). Los
insectos muestran resistencia a las toxinas Cry por diferentes mecanismos; uno de
los méas estudiados es la alteracion en alguno de los intermediarios del mecanismo

de accién (Carriere et al., 2016). En la Figura 8 se muestran algunos ejemplos.

Entre las estrategias propuestas para disminuir la resistencia se manejan: las zonas
de refugio: es la mas comunmente utilizada, consiste en cultivos no transgénicos
rodeando a los cultivos Bt, esto permite a los insectos susceptibles aparearse con
insectos resistentes lo que reduce el alelo resistente en las poblaciones, y la
estrategia piramidal en cultivos de Bt; consiste en un cultivo que expresa dos 0 mas
toxinas con actividad contra la misma plaga (Mohammed et al., 2016; Carriere et al.,
2016).

La modificaciéon en el sitio de union a las toxinas de Bt es el mecanismo de
resistencia mas comun y se ha demostrado que es la base de la resistencia cruzada
en las toxinas CrylA (Hernandez & Ferre, 2005). La resistencia cruzada ocurre
debido a dos 0 mas compuestos que actian sobre el mismo sitio de accién o son
afectados por el mismo mecanismo de resistencia. Se desarrolla mas cominmente
con compuestos que tienen el mismo modo de accion. La necesidad de comprender

el mecanismo de accion de las toxinas CrylCa y la CrylFa radica en saber si
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comparten los mismos receptores 0 no, de esta manera poder implementar esta

estrategia para utilizar ambas proteinas y asi evitar la resistencia cruzada.

n 2
Alidiacion aila Secuestro de la toxina por glicolipidos o esterasas

activacion de la —"\A / Helicoverpa armigera
)
&

toxina Cry Elevada respuesta Inmune

Plodia interpunctella Helicoverpa armigera )

Spodoptera littoralis Ephestia kuehniella

Ostrinia nubilalis Spodoptera exigua /-\

‘x Jd P & Y

ALE, APN Cadherin iq l
ABCC2 transporter

Alteracion de los receptores de las toxinas Cry
ALP Heliothis virescens
Helicoverpa armigera
Spodoptera frugiperda
APN Spodoptera exigua
Spodoptera littoralis
Helicoverpa armigera

Alteracion en el transportador ABCC2

Heliothis virescens
Plutella xylostella
Trichoplusia ni

Trichoplusia ni

CAD Heliothis virescens
Helicoverpa armigera
Diatraca saccharalis
Pectinophora gossypiella

Figura 8: Mecanismos de resistencia en toxinas Cry de 3 dominios descritos en insectos
lepidépteros (Tomada y modificada de Pardo-Lépez et al., 2013)

2.5 Silenciamiento por RNA de interferencia (RNAI)

El RNAI es el proceso central de regulacion de la expresion de genes y la principal
defensa antiviral en eucariotas (Nandety et al., 2015). Es un proceso de regulacién
post-transcripcional que consta en la union especifica de un RNAI con una secuencia
complementaria al RNA mensajero (RNAm) blanco para la supresion de la expresion
del gen y su posterior degradacion. Fue descubierto por primera vez en
Caenorhabditis elegans; sin embargo, también se ha descrito en otras especies
como Drosophila melanogaster e incluso en humanos (Ramaswamy & Slack, 2002;
Wynant et al., 2014). Los primeros pasos inician cuando del dsRNA inmaduro es
procesado en fragmentos de 21-23 pb, esto es mediado por una enzima miembro de
la familia de las RNAsa tipo Il dependiente de ATP, denominado Dicer, generando

fragmentos denominados RNAs pequefios interferentes (siRNA) (Ramaswamy &
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Slack, 2002). Estos fragmentos son cargados a un complejo inductor de
silenciamiento mediante RNA (RISC) que relaja al siRNA y usa la cadena anti sentido
como guia del mMRNA complementario. Finalmente, el mMRNA es escindido por una
proteina Argonauta la cual es el componente catalitico de RISC (Wynant et al.,
2014).

| il ] il i i o dsRNA
,L Dicer
5" 3OH 5P 3OH .
,.(,:,P_ op l,'-o:,' i siRNA
O P
on—Fr  RISC*
mRNA ""T@ P l
*
g OIIT@ P
Cleaved mRNA RISC*

Figura 9: Proceso de regulaciéon de la expresion de genes mediante RNA.
(Tomada y modificada de Ramaswamy & Slack, 2002)
En biotecnologia el silenciamiento mediante RNAi es una herramienta que se utiliza
para conocer la funcidon de algunos genes. Se ha demostrado experimentalmente
que la actividad del RNAIi puede ser inducida especificamente utilizando dsRNAs,
siRNAs y miRNAs artificiales. EI dsRNA es el inductor de RNAI mas comunmente
utilizado y puede ser sintetizado en bacterias o in vitro. La eficiencia de usar RNAI
especificamente en insectos depende de varios parametros incluyendo: la
dependencia de la dosis del inductor de RNAI, las diferentes eficiencias de inductores
de RNAI contra diferentes objetivos, la forma de administracion y la viabilidad del

objetivo blanco (Nandety et al., 2015).

La via de administracion es un parametro importante pues te asegura la cantidad de
dsRNA que esta recibiendo el organismo, la microinyeccion en el cuerpo de los

insectos a sido bien utilizado en estudios de RNAIi. Sin embargo la administraciéon
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oral del inductor del RNAI mediante dieta artificial, cebos y algunos casos de insectos
alimentados directamente de plantas que expresan este inductor, ha sido

exitosamente aplicado ya que resulta ser menos invasiva (Nandety et al., 2015).

2.6 Antecedentes de RNA de interferencia en insectos

El RNAI a sido ampliamente utilizado en insectos para el estudio de la regulacion,
expresion y funcidon de algunos genes (Nandety et al., 2015). En el campo de las
proteinas receptoras de las toxinas Cry a tenido gran impacto como herramienta de
estudio.

Por ejemplo, Rajagopal y colaboradores en 2002 demostraron el papel de una APN
de clase 4 de Spodoptera litura como receptor de la toxina CrylC mediante el
silenciamiento por RNAI. Al disminuir la expresion del transcrito de esta APN en un
95% vy la expresion de la proteina en un 80%, cuando se retaron las larvas con la
toxina Cry1lC observaron la disminucion de la mortalidad en un 75%. Mientras que
estudios del silenciamiento de 6 APNs de S. exigua demostraron que la APN1, APN3
y APNG6 disminuyen considerablemente la mortalidad al retarla con la toxina CrylCa
(Ren et al., 2014). Park y Kim en 2013, demostraron que el silenciamiento de
Cadherina en S. exigua no tiene efectos negativos en el desarrollo pero si en la
sensibilidad a la toxina CrylC. Estudios de silenciamiento mediante RNAIi en S.
exigua demuestran que la supresion de la proteina Cadherina reduce la mortalidad
en un 20% (Ren et al.,, 2013). En 2017 Zhang y colaboradores silenciaron la
expresion de dos Cadherinas en el lepidoptero C. suppressalis, en donde pasados 5
dias de retarlas con arroz transgénico que expresa la toxina CrylC observaron una
mortalidad del 10% y 20% con respecto al 70% del grupo control.

Estos resultados demuestran que el silenciamiento de genes mediante RNAI es una

via efectiva para estudiar las interacciones toxina-receptor.
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3. JUSTIFICACION

La presente investigacion se centra en estudiar si la actividad insecticida de las
toxinas CrylCa y CrylFa comparten como blanco de accién a las proteinas
Aminopeptidasa-1 o Cadherina de Spodoptera frugiperda como su mecanismo de
accion insecticida. La comprension del mecanismo de accion de toxinas producidas

por las bacterias permitird proponer estrategias de control mas eficaces.

4. HIPOTESIS

Las proteinas Aminopeptidasa-1 y Cadherina son receptores funcionales de las

toxinas CrylCay CrylFa.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el papel de la Aminopeptidasa-1 y Cadherina de S. frugiperda en la toxicidad

de las proteinas CrylCay CrylFa de Bacillus thuringiensis.

5.2 Objetivos particulares

1.- Determinar la LCs, de las toxinas CrylCay CrylFa.

2.- Silenciar la expresion del gen APN1 Y Cadherina a través de RNA de doble
cadena sintetizada en E. coli HT115 y analizar el silenciamiento con gPCR y Western
Blot.

3.- Evaluar la mortalidad de las toxinas CrylCa y CrylFa en larvas de S. frugiperda

silenciadas en Aminopeptidasa-1 y Cadherina.

17



6. MATERIALES Y METODOS

Tabla 1: Listado de soluciones y medios empleados

Nombre Componentes Cantidad Especificaciones
Tris 30 g/L
Amortiguador de g
. Glicina 14.4 g/L Filtrar
corrida 10X
SDS10% 10 ml/L
. Tris 30 g/L
Amortiguador de 9
: Glicina 14.4 g/L Filtrar
transferencia
Metanol 200 ml/L
Bactotriptona 10 g/L Ajustar el pH a 7 con
Medio LB P g : P
Extracto de levadura 5¢g/L NaOH vy esterilizar.
NacCl 10 g/L
Triptona 16 g/L | Aforar a un litro con agua
Medio 2xTY Extracto de levadura 10 g/L destilada y esterilizar.
NacCl 5g/L
. Bactotriptona 5g/L Ajustar el pH a 7.25 con
Medio HCT
Casa aminoacidos 2 g/L KOH vy esterilizar.

6.1 Purificacion de cristales de la toxina CrylCay CrylFa

Para realizar la purificacion de los cristales fue necesario activar las cepas de Bt que
expresan la toxina CrylCa y CrylFa, para ello se crecieron en cajas Petri con medio
LB-agar suplementado con eritromicina (10ug/ml) durante 12 horas a 30 °C.
Posteriormente se inocularon en medio de esporulacion HCT liquido (200ml)
suplementado con eritromicina (10ug/ml), se incub6 a 30 °C con agitacion por 3 dias.
Para recuperar los cristales se centrifugé el cultivo a 10,000 rpm por 15 minutos, se

elimind el sobrenadante y se resuspendio la pastilla en 0.3 M NaCl, 0.1 M de EDTA
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pH 8 y se volvid a centrifugar en las mismas condiciones, este paso se realizo 3
veces. La pastilla se resuspendié en agua con PMSF 1mM, se centrifugd en las

mismas condiciones 3 veces y se almacend a 4 °C.

6.2 Bioensayos con larvas de S. frugiperda

Los bioensayos se realizaron con larvas de primer estadio de desarrollo en placas de
24 pozos con dieta artificial mediante el método de contaminacién por superficie.
Primero se colocé dieta artificial en cada pozo y se dejo secar, posteriormente se
agregaron las diferentes dosis de la toxina en un volumen final de 35 pl de agua, las
cajas se dejaron secar y se coloco una larva en cada pozo, después de 7 dias se
observé la mortalidad y se calculd la LCso mediante un analisis de probit con el

software Polo-PC Leotra.

6.3 Expresion de dsRNA en E. coli

Los plasmidos (Anexol) que contenian los fragmentos de los genes de APN1 y
Cadherina de S. frugiperda, se transformaron en la cepa de E. coli HT115 (cepa para
expresar dsRNA por la presencia de promotores-T7 polimerasa, inducible con IPTG y
deficiente en RNAsa tipo IIl) y se tomé una colonia fresca para crecerla en medio LB
a 37°C durante 12 horas. Con este cultivo se inocularon 100 ml de medio 2xTY
complementado con ampicilina (100 pg/ml) y 0.1% de glucosa. El cultivo se dejo a
37°C hasta que la densidad 6ptica fue de 0.6 a 600 nm. En este punto se inicio la
expresion del dsRNA afadiendo IPTG a una concentraciéon de 1mM final. El cultivo
se mantuvo a 37°C durante 4 h. Al final se analizé la expresién del dsRNA
purificando el RNA total a partir de 2 ml del cultivo con el paguete comercial: Quick-
RNA Miniprep de ZymoResearch.

Los cultivos se centrifugaron 15 min a 5000 rpm y se elimin6 el sobrenadante. La

pastilla celular se conservé a -20 °C hasta su uso.
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6.4 Alimentacién de larvas de S. frugiperda con dsRNA

Se agregaron 2 ml de amortiguador de fosfatos (PBS) a las pastillas de células que
se recuperaron previamente y se sonicaron con 3 pulsos de potencia 100% en un
sonicador “Ultrasonic Processor” Modelo GEX 130PB con descansos de 1 min en
hielo. De esta preparacion sonicada, se colocaron alicuotas de 35 pl en placas de 24
pozos que contenian dieta artificial y se dejaron secar. Se colocd una larva de S.
frugiperda en cada pozo y se dejaron durante 72 horas. Después de este periodo de
tiempo se formaron 2 grupos: uno para disectar y analizar el silenciamiento de cada
gene y el segundo para retarlo con las toxinas CrylFa y CrylCa y analizar el

fenotipo.

6.5 Extraccién de intestino de S. frugiperda

Las larvas de S. frugiperda se crecieron en el insectario del laboratorio con dieta
artificial. Se utilizaron larvas de tercer estadio, las cuales se colocaron en hielo 5
minutos y se recuperd la porcibn media del intestino, se removiéo el exceso de
comida. Cada intestino se lavo exhaustivamente en amortiguador de fosfatos (PBS
1X, PMSF 1mM) para el analisis por Western blot y para el andlisis por qPCR, los
intestinos se lavaron en el amortiguador “RNA Later de Sigma”, finalmente se

almacenaron a -20 °C.

6.6 Purificacion de RNA total

El RNA total se purifico a partir de los intestinos de S. frugiperda utilizando el paquete

comercial “RNAeasy mini kit “(Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.7 Cuantificacion del RNA total

La cuantificacibn de RNA se realiz6 en un equipo Nanodrop 2000, se utilizé 1 ul de
agua MQ como blanco y 1 ul del RNA total purificado de cada muestra. También se
verifico la integridad del RNA mediante un gel de agarosa al 1% con tiocianato de

guanidina.
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6.8 Sintesis de cDNA

La sintesis del cDNA se realizé con el kit “Gene Racer Super Script [l RT Module”
con el siguiente protocolo: En un volumen final de 20 ul por reaccion, se utilizé una
concentracion de 1.5 pg de RNA total , 1 pl de Oligo dt y 4 pl de dNTPs Mix, se
calenté 5 minutos a 65 °C, se incubd 1 minuto en hielo, se centrifugé 1 minuto y se
agregaron 4 pl de First Strand Buffer 5X, 1 ul de DTT 0.1 M, 1 pl de RNAse Outy 1 pl
de Super Script Ill, se incubo a 50 °C por una hora y se inactivo la enzima a 70 °C

por 15 minutos. El producto de la sintesis se almaceno a -20 °C.

Tabla 2: Secuencias de Oligonucleoétidos

Descripcién del primer Secuencia del primer de 5’'a 3’
dsRNA APN-1
Forward 5°-TCA GGA ATT CAG TGA GAA TCA ACC ATT CAACGA A-3
Reverse 5"-AAC GAA GCT TGG CGT AGT GTA GTATAT GTC CTC T-3°
gPCR APN-1
Forward 5°-TAT GCT CGA GGT AAC GTT GG-3
Reverse 5-TGT GGG AGG CCATGT GTA GT-3
dsRNA CAD
Forward 5-AAC GAA GCT TGA TAACTC ATAACACTT GTACTG AT-3
Reverse 5°-TCA GGA ATT CCG AAA ATT AAC TAC CAA GGA ATC A-3
gPCR CAD
Forward 5-CGT CTC CTC TCT CGC TGT CT-3’
Reverse 5°-GCT GGA TAT CGT GAA CAT CG-3
qPCR RPS3
Forward 5°-ACA GAG TGT GCT CGG AGA GA-3’
Reverse 5"-GGC AAG ACC TCC AAT GAG TT-3
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6.9 qPCR (PCR en tiempo real)

La reaccion se preparo en un volumen final de 20 pl por reaccion, se utilizaron 8.4 pl
de agua MQ, 10 pl de Maxima SYBR Green/Fluorescein gPCR Master Mix 2X, 0.6 pl

de oligos 10 pmol de APN-1 y Cad respectivamente, se afiadio al final 1 pl del

templado y se centrifugd 2 min a 2000 rpm. La reaccion corrié en un termociclador

‘Eco Real-Time PCR System” de lllumina y se utilizé6 el software ECO con los

siguientes parametros:

Tabla 3: Parametros utilizados para la gPCR

Paso Temperatura °C Tiempos No. Ciclos

Activacion de la polimerasa 95°C 10 min 1
Apertura de la doble cadena 95°C 30s 40
Tm 60°C 1 min 40

95°C 15s 1

Curva de fusion
55°C 15s 1
95°C 15s 1

Los datos se analizaron con el software ECO study de lllumina.

6.10 Determinaciéon de la concentracion de proteina por el método de Bradford

Se tomaron 5 pl de la muestra y se ajusté a 800 pl con agua MQ, después se

afadieron 200 pl del reactivo de Bradford. Se midio la absorbancia a 595 nm de

longitud de onda y se referencioé con una curva patrén de BSA.
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6.11 Western-Blot

A cada intestino que se extrajo de S. frugiperda se agregaron 50 ul amortiguador
PBS 1X, se homogeniz6 y centrifugd por 2 minutos, se tomaron 20 pl del
sobrenadante y se transfirid a un tubo nuevo, se agregaron 5 ul de mezcla litica 4X y
se calentd6 por 2 minutos a 100 °C. Se realizd6 electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 10% en amortiguador de corrida.

Las proteinas se electrotransfirieron a una membrana PVDF en amortiguador de
transferencia a 350 mAh a temperatura ambiente por una hora, posteriormente se
lavé la membrana en PBS 1X (30 ml) por 10 min, se lavo en PBS/Tween 0.1%
(PBST) (30 ml) por 15 min, se bloqued con PBST (30 ml) y leche al 5% por una hora,
se lavd 2 veces con PBST (30 ml) por 10 min, se incubd con anti-Cad y anti-APN-1
S. frugiperda (expresados en conejo crecidos en el Bioterio del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM) respectivamente 1:5000 en PBST (25 ml) por 1 hora, se
lavé dos veces con PBST (30 ml) por 10 min, finalmente se incub6 con el anticuerpo
secundario 1gG Anti-conejo acoplado a peroxidasa 1:25,000 en PBST (30 ml) por 1
hora, se lavd 2 veces en PBST (25 ml) por 10 min, se lavd con PBS 1X (30 ml) por
10 min, se afiadié la solucién de luminol “Santa Cruz” en proporcion 1:1, las
membranas se revelaron por medio de quimioluminiscencia para la deteccién de

proteinas de interés.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Expresioén y purificacion de las toxinas CrylCay CrylFa

Para determinar las concentraciones letales medias de las toxinas CrylCa y CrylFa
fue necesario purificar los cristales de Bt, para esto se tomaron colonias frescas las
cuales se crecieron y se indujeron a fase de esporulaciéon con el procedimiento
descrito en el apartado de materiales y métodos. Una vez obtenido los cristales de

Bt, se analizaron mediante electroforesis.

Para determinar que la expresién y purificacion de la toxina fue eficiente, los cristales
se verificaron mediante un SDS-PAGE al 10% y se tii6 con Azul Brillante de

Coomassie G250 por una hora, se lavo y se observo en el fotodocumentador.
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Figura 10: Purificacién de las toxinas CrylCay CrylFa, visualizadas en un gel de acrilamida al

10% tefiido en Coomassie. Se coloco en el carril 1 el marcador de peso molecular, en el carril 2

y 3 el producto de activacion de las protoxinas CrylCay CrylFarespectivamente. Los tamafios
son expresados en kDa.

Se detectaron las bandas correspondientes para ambas protoxinas con un peso

molecular de 130 kDa (caracteristico de las toxinas Cry de 3 dominios) reportados en
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la base de datos Uniprot. Tampoco se apreciaron bandas adicionales, esto indica
qgue la expresion y la purificacion de los cristales es eficiente. Posteriormente se
determind la concentracion de proteina de cada muestra por el método de Bradford y

se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

7.2 Determinacion de la LCgo de las toxinas CrylCay CrylFaen S. frugiperda

La concentracion letal media (LCso) es una medida que determina la concentracion
de una sustancia que puede matar a la mitad de una poblacién. En este caso es
necesario determinar la LCso de ambas toxinas para saber las concentraciones que

se utilizaran en los experimentos de mortalidad.

Para determinar las LCso de las toxinas CrylCa y CrylFa, se prepararon 14 placas
de 24 pozos con dieta artificial, se realiz6 una dilucion seriada de los cristales
expresados y purificados previamente partiendo de una concentracion que mata al
100% de las larvas las concentraciones finales fueron las siguientes;

25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56 y 0.78 pg/cm? de CrylCa y 0.25, 0.125, 0.0625, 0.0312,
0.015 y 0.0078 pg/cm? de CrylFa, las concentraciones se agregaron a las cajas
observando que se cubriera toda la superficie de la dieta y se dejaron secar por una
hora, por ultimo, se colocaron larvas neonatas de Spodoptera frugiperda, como
control negativo de referencia se colocaron ensayos sin toxina. Finalmente, los

resultados se analizaron mediante un analisis probit con el software Polo Plus.

Tabla 4: Concentracion letal media de las toxinas CrylCay CrylFaen

Spodoptera frugiperda.

Toxina LCso (ng/cm?)
CrylCa 1400 (73+1800)
CrylFa 8.5 (5.7+13.7)
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Los resultados nos indican que ambas proteinas tienen actividad contra nuestra
colonia de Spodoptera frugiperda. Siendo la toxina CrylFa al menos 160 veces mas
potente que la toxina Cry1Ca.

Conocer la LCso no solo es importante en el disefio de experimentos para

investigacion, sino también para futuras aplicaciones en campo de manera eficiente.

7.3 Expresiéon del dsRNA

El RNAI se disefié tomando como molde una secuencia especifica del mRNA blanco
en una regibn que no comparte similitud con otro gene para asegurar la
especificidad sobre el gene blanco, tomando para APN-1 la regién que va del

nucleotido 304 al 774 y para Cad la regién que va del nucleétido 284 al 652.

Para comprobar la expresion del dsRNA, se purificd el RNA total con el kit comercial

“Quick-RNA Miniprep” de ZymoResearch y se visualizé en un gel de agarosa al 1%.

dsRNA 37°C

Mpm TQ Ilhr 2hr  3pr 4hr  Mpm TQ lhr 2hr 3hr_4hr
bp ey s
750 =——| = ® ’
500 = | W AN e e e ® - -

: .
250 = [N
Cadherina APN-I|

Figura 11: Analisis de la expresion del RNA de doble cadena de a) Cadherinay b)
Aminopeptidasa-N en E. coli HT115 observado en gel de agarosa 1%. Muestra sin incubar (T0)
Muestras que se incubaron y purificaron después de 1,2,3 y 4 horas respectivamente. En el
primer carril se colocé el marcador de peso molecular expresado en pares de bases.
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Se observa en la Figura 11 una banda de 500 pb correspondiente al fragmento del
dsRNA de APN-1 y Cad, este tamafio diferente al del disefio del dsRNA se debe a
los fragmentos del vector que lleva consigo el dsRNA ya sintetizado. La expresion
del dsRNA aumenta a medida que aumenta el tiempo de incubacién, viendo que a
partir de las 3 horas ya no hay una variacion significativa en la expresion. También
sé observa que el dsRNA de APN-1 se expresa mas eficientemente que el de

Cadherina, pero ambos se expresan aceptablemente.

Partiendo de la eficiente expresion de los dsRNA, estos se prepararon para
administrarse en las larvas por via oral, ya que se ha demostrado la eficiencia del
silenciamiento genético mediante la alimentacion con células de E. coli que
sintetizan dsRNA especifico. Algunos trabajos con E. coli recombinante modificada
para producir dsRNA, se han llevado exitosamente al silenciar con tratamiento oral al
nematodo C. elegans, el escarabajo de la papa Leptinotarsa decemlineata (Nandety
et al., 2015) y a S. exigua (Kim et al., 2015). Debido a que el uso de bacterias que
expresan el dsRNA para inducir el silenciamiento es menos invasivo que la
microinyeccion de los insectos y a que se a demostrado que puede permanecer
estable en la dieta de los insectos hasta por 7 dias a temperatura ambiente (Nandety
et al., 2015), este resulta ser un sistema eficaz para inducir el silenciamiento
mediante RNAI.

7.4 Andlisis del silenciamiento de APN-1y Cadherina mediante qPCR

Una vez observado que el dsRNA de Cad y APN-1 se expreso6 correctamente, estos
se utilizaron para alimentar larvas de S. frugiperda, para ello se colocaron placas de
bioensayo de 24 pozos con dieta artificial por triplicado para cada gen, se agregaron
35ul de dsRNA en cada pozo, se dejé secar y se colocd una larva por pozo, cabe

mencionar que control negativo se alimentaron larvas con dsRNA del gen LacZ.

Las larvas que se sometieron al silenciamiento se dividieron en dos grupos: uno para
hacer el analisis del silenciamiento mediante gPCR y Western blot mientras que el

otro grupo se utilizé para realizar los ensayos de mortalidad.
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Para el analisis de silenciamiento las larvas se analizaron individualmente después
de 5 dias de iniciar el ensayo, se disectaron y se recuperé el intestino medio para
purificar el RNA total y sintetizar el cDNA molde para el analisis de la expresion
relativa del transcrito mediante qPCR. Se utilizé el gen constitutivo RPS3 (Ribosomal
Protein S3) como control para normalizar los resultados y una larva no silenciada
como control de referencia. Los parametros para realizar la qPCR se describen en el
apartado de materiales y métodos.

qPC1R del silenciamiento en APN-1
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Figura 12: Analisis de la expresion de APN-1 en larvas sometidas al silenciamiento. Larva
control (carril 1), larvas sometidas al tratamiento de silenciamiento (carril 2,3,4,5y 6). La gPCR
se realiz6 por triplicado normalizando los datos con el gen constitutivo RPS3.

El andlisis por g°PCR de APN-1 se representa en la grafica de la Figura 12 donde se
representa Unicamente una porcion de las larvas analizadas, en donde se observa
que las larvas que se alimentaron con el dsRNA de APN-1 muestran una
disminucién en la expresién de APN-1 con respecto a la larva control, este resultado
nos indica una disminucion de la expresion del transcrito de APN-1 al menos en un

90% aproximadamente.

A pesar de que otros autores como Rajagopal y colaboradores en el 2002
silenciaron eficientemente en un 95% la expresién de una APN de clase 4 en el

lepidoptero S. litura mediante el tratamiento por microinyeccion y por otro lado Ren 'y
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colaboradores en el 2014 silenciaron en S. exigua las proteinas APN1, APN3 Y
APNG en un 55.6%, 43.2% y 46% respectivamente con el método de microinyeccion,

el tratamiento oral resulto ser igual de eficiente para el silenciamiento.

Del mismo modo, se realizé una reaccibn de gPCR con larvas silenciadas en
Cadherina para detectar el nivel de silenciamiento. Sin embargo, a diferencia de los
resultados obtenidos con el silenciamiento de APN-1, la expresion del transcrito de

Cadherina fue mayor como se puede apreciar en la siguiente figura.

gPCR del silenciamiento en

Cadherina
1
g
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Eo.e
0.4
b 0.2 0.22 0.21 0.16
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% ctrl 1 2 3 4 5
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Figura 13: Analisis de la expresion de cadherina en las larvas sometidas al silenciamiento.
Larva del grupo control (carril 1), larvas sometidas al tratamiento (carril 2,3,4y 5). La gPCR se

realiz6 por triplicado normalizando los datos con el gen constitutivo RPS3.

De la misma manera, en la primera columna se aprecia la expresion total de la larva
control, mientras que las larvas que fueron sometidas al silenciamiento de Cadherina

disminuyeron su expresion en un 80% aproximadamente.

A excepcion de la larva 2 en que se vio mas reducida la expresién del transcrito con
respecto a las otras 4 larvas, esto puede resultar por la cantidad de dsRNA
consumido individualmente ademas de que las larvas son individuos independientes,
puede variar a nivel fisioldgico, es decir que se exprese mas cantidad de transcrito

entre individuos, asi como la cantidad de dsRNA consumido por individuo.
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Comparado con los antecedentes en donde Ren y colaboradores en el 2013
silenciaron una Cadherina de S. exigua en un 80% mediante alimentacién oral y
Zhang y colaboradores en 2017 que silenciaron dos Cadherinas en un 60% en el
lepidoptero C. suppressalis mediante siRNA con tratamiento oral, nuestros
resultados demuestran que el silenciamiento mediante el tratamiento oral con
bacterias que expresan el dsRNA es un método eficaz y que puede ser utilizado
para silenciar en S. frugiperda. La importancia de probar la efectividad del
silenciamiento por RNAI inducido con dsRNA expresado en E. coli y administrado
con tratamiento oral permite disefiar nuevos experimentos de silenciamiento con

este método en otros insectos lepidépteros.

7.5 Analisis del silenciamiento de APN-1y Cadherina mediante Westernblot

Al mismo tiempo se tomd el otro grupo de larvas silenciadas para realizar la
deteccién de proteina por Western blot utilizando anticuerpo policlonal especifico
para APN-1 y Cadherina respectivamente. Las larvas se disectaron y se recupero el
intestino medio para obtener las proteinas las cuales se separaron en un SDS-PAGE
al 10% y se electrotransfirieron a una membrana PVDF. La membrana se trat6 como

se indica en la seccion de materiales y métodos.
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Figura 14: Identificacion de la proteina APN-1 de S. frugiperda mediante Western blot. Del lado
izquierdo siete muestras de larvas control, del lado derecho siete larvas sometidas al
silenciamiento. Se utilizo anticuerpo especifico anti-APN-1 para la detecciéon. Marcador de

peso molecular se expresa en kDa.

Del lado izquierdo se analiz6 el grupo de las larvas no silenciadas en donde se
puede observar una banda de 170 kDa aproximadamente correspondientes a la
proteina APN-1 de S. frugiperda, mientras que del lado derecho se observa como la
intensidad de las bandas correspondientes a la APN-1 disminuye considerablemente

en comparacion con las larvas control.

Sin embargo, también se pueden apreciar bandas inespecificas del lado de las
larvas que fueron sometidas al silenciamiento, que indican que existen detecciones
inespecificas por parte del anticuerpo, una explicacion es que las proteinas
silenciadas si lograron expresarse, pero no de manera funcional, dejando pequefios

péptidos que dan sefial.

No se muestra el western blot de Cad ya que no se logroé realizar, debido a que no

se logro6 que el Anti-cad detectara a la proteina cadherina incluso en el grupo control.
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7.6 Efecto del silenciamiento de APN-1y Cadherina en la susceptibilidad de las

toxinas CrylCay CrylFaen larvas de S. frugiperda

Para determinar el efecto de las toxinas CrylCa y CrylFa, las larvas silenciadas en
APN-1 y Cadherina se retaron con 25 ug/cm? de cada toxina de manera
independiente. Se prepararon placas de 24 pozos con dieta artificial por triplicado
para cada tratamiento, se afiadieron las cantidades de toxina correspondientes
verificando que se cubriera el total de la superficie, se dejé secar y se colocaron las
larvas una en cada pozo finalmente analizé el fenotipo de las larvas después de 7
dias de exposicion con las toxinas.

En la siguiente grafica (Figura 15) se presenta el porcentaje de mortalidad de las

larvas silenciadas al ser retadas con 25 pg/cm? de la toxina Cryl1Ca.

CrylCa (25pg/cm?)
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Figura 15: Andlisis de la mortalidad de larvas de S. frugiperda silenciadas y retadas con la
toxina CrylCa. De izquierda a derecha: larva silenciada en Cadherina, larva silenciada en APN-
1, larva silenciada en LacZ.

Los resultados del bioensayo muestran una disminucién en la mortalidad, el
silenciamiento de la proteina APN-1 y Cadherina redujo considerablemente la
mortalidad hasta en un 80% con respecto al grupo control.

Este resultado tiene relacibn con nuestros antecedentes, ya que al menos en S.
litura se sabe que APN es receptor de la toxina CrylC (Rajagopal et al., 2002),
Herrero y colaboradores en el 2005 demostraron mediante hibridacion sustractiva
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por supresion que la pérdida en la expresion de APN-1 en S. exigua conferia
resistencia a la toxina CrylCa. Finalmente, Ren y colaboradores en el 2014
reportaron 3 APNs (APN-1, APN-3 y APN-6) de S. exigua como receptores de la
toxina CrylCa.

Otras APN’s de clase 1 han sido reportadas como proteinas de union a toxinas Cry1,
en H. virescens se encontré una APN-1 de 170 kDa que se report6 como una
proteina de union a la toxina CrylA (Pigott & Ellar, 2007) y en S. exigua se
identificaron 6 APNs de las cuales unicamente una APN de clase 1 se identifico

como proteina de union a la toxina CrylAc y a la toxina Cry1Ca (Qiu et al., 2017).

Mientras que para la proteina Cadherina los antecedentes indican que es un
receptor funcional para la toxina CrylCa, con los trabajos de Park y Kim en el 2013
donde silenciaron la expresion de una proteina Cadherina en S. exigua y observaron
que reduce significativamente la susceptibilidad a la toxina CrylCa y Ren y
colaboradores en el 2013 al silenciar una proteina Cadherina en S. exigua y
observaron que disminuye la toxicidad de la toxina CrylCa en un 20%. Al menos
para la toxina CrylCa diversos estudios indican que tanto APN como Cadherina son
proteinas que participan en el mecanismo de accion de la toxina en otras especies
de Spodoptera. Nuestros resultados soportan que tanto APN-1 y Cadherina de S.

frugiperda participan en el mecanismo de accion de la toxina Cry1Ca.

Sin embargo, el tratamiento con la toxina CrylFa tiene resultados diferentes, pues al
silenciar APN-1, disminuye la mortalidad en un 70%, pero, al retar las larvas que
fueron silenciadas en Cadherina no se observa ningin cambio, teniendo un
comportamiento igual al tratamiento control con una mortalidad del 100% como se
puede observaren la Figura 16. Este resultado es interesante ya que sugiere que la
toxina CryCa y CrylFa no comparten a la proteina Cadherina en su mecanismo de

accion.
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Figura 16: Andlisis de la mortalidad de larvas de S. frugiperda silenciadas y retadas con la
toxina CrylFa. De izquierda a derecha: larva silenciada en Cadherina, larva silenciada en APN-
1, larva silenciada en LacZ.

A diferencia de la toxina CrylCa, existe poca informacion de receptores reportados
para la toxina CrylFa en Spodoptera spp. Algunos estudios indican que las
poblaciones de S. frugiperda resistentes a la toxina CryFa estan asociadas a la
reduccion de la expresion en fosfatasa alcalina (Jakka et al., 2016) y a mutaciones
en el transportador ABCC2 (Flagel et al., 2018). Aungue en otros lepidopteros como
H. virescens se demostré mediante experimentos por cromatografia de afinidad que
la toxina CrylFa reconoce proteinas Aminopeptidasas de 110, 120 y 170 kDa y una
proteina de 210 kDa similar a la proteina Cadherina de M. sexta (Banks, 2002) no
hay reportes para especies del género Spodoptera que indiquen si estas proteinas

participan como los receptores para la toxina CrylFa.

Finalmente, la correlacién del andlisis del silenciamiento con los bioensayos de
mortalidad demuestra que la ausencia de estas proteinas tiene un efecto diferencial
en el mecanismo de accion de las toxinas CrylCay CrylFa.

Aun asi, es necesario abrir la brecha de estudio en otras proteinas que pudiesen
estar involucradas en el mecanismo de accidén de estas toxinas en esta especie para
realizar un esquema general en donde se propongan estrategias eficientes para el

mejor uso y reducir la resistencia en las poblaciones.
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8. CONCLUSIONES

* El silenciamiento por RNAI inducido mediante dsRNA expresado en E. coli HT115y
administrado mediante alimentacion oral es un método eficaz para suprimir la

expresion de genes en Spodoptera frugiperda.

» La proteina APN-1 participa en el mecanismo de accion de la toxina CrylCa y
CrylFa mientras que Cadherina participa Unicamente en el mecanismo de accion de

la toxina CrylFa.

* Se demostré6 que las toxinas CrylCa y CrylFa no comparten a la proteina

Cadherina en su mecanismo de accion.
a) El hecho de saber que no compartan este receptor es de gran interés debido a

que se pueden proponer estrategias de uso para disminuir la resistencia

cruzada.
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9. PERSPECTIVAS
* Identificar mediante silenciamiento genético en S. frugiperda si otras proteinas tales
como Fosfatasa alcalina o el transportador ABCC2 participan en el mecanismo de

accion de las toxinas CrylCay CrylFa.

* Identificar de manera in vitro si las toxinas CrylCa y CrylFa compiten por la

proteina APN-1 y Cadherina a nivel de sitio de unién.
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Figura 17: Mapa del vector Litmus28i
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Figura 18: Representacion gréafica de la sintesis del dsRNA (Tomado y modificado de: HiScribe
T7 in vitro transcription kit)
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