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Resumen 
La aminopeptidasa N1 (APN1) y la fosfatasa alcalina (ALP), de M. sexta, han sido descritos 

in vitro como receptores de las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac de Bacillus thuringiensis. 

La funcionalidad in vivo de ALP y APN1 como receptores de estas toxinas, fue demostrada 

en este estudio. Los ensayos de unión in vitro de las toxinas Cry1As a APN1 y ALP, 

mostraron que esta unión es diferencial: las toxinas Cry1Aa y Cry1Ab se unen 

preferencialmente durante los primeros estadíos de desarrollo a ALP, mientras que 

Cry1Ac se une únicamente a APN1.  

La ALP es una molécula cuya función como receptor está siendo estudiada, en este trabajo 

se validó su participación en el mecanismo de acción de las toxinas Cry1As. Para validarla 

como proteína de unión, el gen de ALP fue clonado y expresado en E. coli. La unión de esta 

proteína recombinante con las toxinas Cry1As fue caracterizada mediante estudios de 

SPR, observándose que se une a las tres toxinas Cry1As. La afinidad de ALP por la toxina 

Cry1Aa y Cry1Ab fue similar, mientras que la unión con la toxina Cry1Ac fue 16 veces 

menor. 

La actividad funcional in vivo de APN1 y ALP fue estudiada mediante ensayos de RNA de 

interferencia en las larvas de Manduca sexta. Al igual que con el ensayo in vitro, se 

observó un efecto diferencial en los mecanismos de acción de las toxinas Cry1As. La toxina 

Cry1Aa depende de la participación de APN1 y ALP; la toxina Cry1Ab depende también de 

la participación de ambos receptores, pero ALP tiene un rol predominante; mientras que 

con la toxina Cry1Ac, APN1 ejerce un papel preponderante en comparación con ALP. En la 

toxina Cry1AbMod y la toxina Cry1AcMod, diseñadas para superar la resistencia de 

algunos organismos a la toxina Cry1Ab y Cry1Ac, los cuales están afectados en el receptor 

primario del mecanismo de acción de las toxinas Cry1A, se pudo observar el mismo efecto 

diferencial que se registró con la toxina Cry1Ab y Cry1Ac silvestre. Este resultado nos 

indica que estos receptores también son requeridos para el mecanismo de acción de la 

toxina.  

El receptor tipo caderina es otra molécula descrita como receptor de las toxinas Cry1As. 

En este estudio, se llevó a cabo la interferencia de su expresión y se encóntró que hay una 

dependencia diferencial de estas toxinas Cry1As. Tanto la toxina Cry1Aa y Cry1Ab 

dependen del receptor tipo caderina para ejercer su efecto tóxico; sin embargo, la toxina 

Cry1Ac no requiere de esta proteína en su mecanismo de acción. Es posible que exista 

otra molécula que esté supliendo el rol del receptor tipo caderina en el mecanismo de 

acción de la toxina Cry1Ac. 
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Abstract 
M. sexta Aminopteptidase N1 (APN1) and Alkaline Phosphatase (ALP) proteins have been 

described as receptors for Bacillus thuringiensis Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac toxins in vitro. 

However, there was not enough evidence that proved their role in vivo in the mechanism 

of action of Cry1A toxins. In this study, we demonstrated the functional activity of APN1 

and ALP, as receptors for these toxins. First, we performed in vitro binding assays of 

Cry1As toxins and we showed that binding to the midgut proteins is differential: Cry1Aa 

and Cry1Ab toxin preferentially bind to ALP in the M. sexta early larval instars, while 

Cry1Ac only binds to APN1.  

ALP is a molecule whose function as receptor is recently being explored; in this work, its 

participation as receptor in the mechanism of action of the Cry1A toxins was validated. 

For this purpose, the protein was cloned and expressed in E. coli. The binding of this 

recombinant protein to the Cry1As toxins was characterized through SPR assays. The 

results showed that ALP binds to the three Cry1A toxins: the affinity to Cry1Aa and Cry1Ab 

toxins was similar, but the affinity to the Cry1Ac toxin was 16 times lower. 

We analyzed the role of APN1 and ALP in vivo in M. sexta larvae through the RNA 

interference technique. We observed the same effect as the in vitro assays: there is a 

differential participation of both protein receptors in the mechanism of action of the 

Cry1A toxins. Both Cry1Aa and Cry1Ab toxins rely on the participation of both proteins to 

exert its toxic effect, however, ALP has a major role in the mechanism of action of the 

Cry1Ab toxin. On the other hand, the Cry1Ac toxin depends on the participation of APN1 

in its mechanism of toxicity. In the case of the Cry1AbMod and Cry1AcMod mutant toxins, 

we observed similar effect as the wild type toxins. These results made us conclude that 

both ALP and APN1 proteins are receptors of the Cry1A toxins, and they have different 

roles in their mechanism of action. 

The Cadherin-like protein is another molecule described as receptor for Cry1A toxins. We 

performed the expression interference of this receptor, and we found out that there is 

also a differential dependence of the Cry1A toxins with this protein. Both Cry1Aa and 

Cry1Ab toxins depend on the participation of this molecule to exert their toxic effect; 

however, the Cry1Ac toxin does not require this protein in its mechanism of action. We 

hypothesize that there is another molecule that is taking the role of the cadherin-like 

receptor in this mechanism of action. 
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Introducción 

El control biológico como alternativa para proteger al medio ambiente 

De más de 1 millón de especies conocidas de insectos, unas 10,000 especies se alimentan 

de cultivos agrícolas, y de ellas a nivel mundial, aproximadamente 700 especies causan la 

mayor parte del daño a estos cultivos, tanto en el campo como en el almacenamiento. 

Controlar las poblaciones de estos insectos plaga ha sido siempre objeto de interés del ser 

humano, las formas de llevar a cabo este control han variado a través de los años. 

Al comienzo de la II Guerra Mundial (1940) comenzó la introducción de un nuevo 

concepto en el control de insectos, los insecticidas orgánicos sintéticos, el primero de los 

cuales fue el DDT. Las consecuencias del uso de los insecticidas químicos sobre el ser 

humano van desde daños en el sistema nervioso central y alergias, hasta efectos 

carcinogénicos; por otro lado, también existen repercusiones nocivas sobre el entorno 

ecológico donde son aplicados estos insecticidas. Más del 98% de los insecticidas 

fumigados y del 95% de los herbicidas llegan a un destino diferente del buscado, 

incluyendo especies vegetales y animales, aire, agua, sedimentos de ríos y mares y 

alimentos. Estos problemas plantearon la necesidad de emprender la búsqueda y empleo 

de nuevas alternativas para reducir el efecto negativo que provocaba el uso de 

insecticidas químicos, tanto para el medio ambiente, como para el ser humano 

(www.epa.gov). 

Durante los últimos años, el empleo de alternativas racionales para controlar las 

poblaciones de organismos plaga que afectan la producción de plantas de uso comestible 

se ha convertido en un objetivo importante para la agricultura. El empleo de pesticidas 

biológicos o biopesticidas es una alternativa que puede disminuir de forma considerable el 

uso de pesticidas convencionales y su impacto ambiental, así como ayudar a mantener 

una producción alta del cultivo. Los biopesticidas generalmente afectan sólo a las plagas 

objetivo y a organismos cercanamente relacionados, en contraste con los pesticidas 

convencionales de amplio espectro que pueden afectar a diferentes organismos. Otra 

característica importante de estos pesticidas biológicos es que son efectivos en dosis bajas 

y se descomponen rápidamente, resultando en bajas exposiciones y evitando en gran 

medida los problemas de contaminación causados por los pesticidas convencionales 

(www.sagarpa.gob.mx). 

Los biopesticidas pueden controlar varios tipos de plagas, aunque cada ingrediente activo 

es relativamente específico para sus plagas blanco. Los pesticidas biológicos empleados 

http://www.sagarpa.gob.mx/
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más ampliamente son las cepas y subespecies de Bacillus thuringiensis (Bt). Cada cepa de 

esta bacteria produce una mezcla diferente de proteínas que mata de forma específica a 

una o algunas cuantas especies relacionadas de larvas de insectos.  

 

Bacillus thuringiensis: una bacteria con actividad insecticida 
 

La actividad insecticida de la bacteria Bt fue reconocida mucho tiempo antes de que fuera 

identificada. Algunos reportes han sugerido había sido utilizada previamente en 

civilizaciones antiguas como la egipcia y china (Sanahuja et al., 2011; Ibrahim et al., 2010). 

En la era moderna fue aislada por primera vez hacia el año 1901 por el biólogo japonés 

Shigetane Ishiwatari, cuando investigaba la causa de la enfermedad del colapso súbito en 

los gusanos de la seda (Bombyx mori), la cual estaba mermando las poblaciones de estos 

organismos. Diez años después, Ernst Berliner aisló esta misma bacteria de la palomilla 

mediterránea de la harina (Ephesia kuehniella) en la provincia alemana de Thuringia, por 

esta razón recibió el nombre de Bacillus thuringiensis (Siegel, 2000). 

Bt es una bacteria Gram–positiva, ubicua que pertenece a la familia Bacillaceae, se 

encuentra en el grupo de Bacillus cereus (Bc), que también incluye a B. anthracis (Ba), B. 

mycoides, así como a las más recientemente descritas B. pseudomicoydes y B. 

weihenstephanensis (Sauka y Benitende, 2008). Este grupo se caracteriza por formar 

endoesporas y crecer en presencia de oxígeno.  

Las similitudes genotípicas y fenotípicas de Bt, Ba y Bc dificultaron la diferenciación entre 

los miembros de este grupo, sin embargo, es posible distinguirlos por la actividad que 

tienen dentro de la naturaleza: tanto B. anthracis como B. cereus son patógenos de 

mamíferos. B. anthracis es el agente que causa el ántrax, una enfermedad a menudo letal 

para los seres humanos y animales, mientras que B. cereus es un patógeno humano 

oportunista que puede causar gastroenteritis, infecciones en los ojos y enfermedades 

periodontales, entre otras (Ibrahim et al., 2010). Bt posee una característica que la 

distingue de los otros miembros del grupo, es definida por la habilidad de producir 

durante el proceso de esporulación cristales de naturaleza proteica que son tóxicos para 

distintos invertebrados, especialmente para larvas de insectos. Las diferencias entre los 

fenotipos presentes en el grupo de B. cereus se deben a la presencia de plásmidos que 

codifican para los factores de patogeneicidad característicos de cada uno de los miembros 

de este grupo. 
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Los genes que confieren la capacidad de formación de cristales en Bt se encuentran 

contenidos en los plásmidos mencionados; entre estos genes se encuentran los que 

codifican para las toxinas Cry. Estas toxinas forman parte de los componentes proteicos 

que conforman los cristales producidos por Bt. La expresión de estas toxinas durante la 

fase de esporulación está regulada por una RNA polimerasa que es también sintetizada 

cuando las esporas se están formando (Schnepf et al., 1998). 

 

Toxinas Cry 

 

Las toxinas Cry son específicas para diferentes órdenes de insectos, como coleópteros, 

dípteros, himenópteros y lepidópteros, así como también para otros invertebrados, como 

nemátodos y protozoarios. Se han utilizado ampliamente para controlar plagas en el 

campo, ya sea en la introducción de plantas transgénicas o como formulaciones de espray. 

Estas toxinas se han reconocido como formadoras de poro, cuya acción primaria es lisar el 

tejido digestivo de su insecto blanco. Una característica importante del uso de estas 

toxinas en el campo es su inocuidad para los mamíferos, ya que no provoca alergias ni 

enfermedades (Siegel, 2001), esto es debido a la especificidad de los sitios de unión en los 

insectos blanco (ver más adelante), que no están presentes en mamíferos (Whalon y 

Wingerd, 2003; Mesnage et al., 2011). 

 

Las toxinas Cry: su conformación tridimensional y la función de sus 

dominios 

 

Las estructuras tridimensionales de ocho toxinas Cry con diferentes especificidades 

insecticidas han sido resueltas, entre las cuales se encuentran las toxinas Cry1Aa 

(específica para lepidópteros), Cry2Aa (activa contra dípteros y lepidópteros), Cry3Aa, 

Cry3Bb y Cry8Ea (específicas para coleópteros), Cry4Aa y Cry4Ba (específicas para 

dípteros) y Cry5Ba (específica para nemátodos) (Grochulski et al., 1995; Morse et al., 

2001; Li et al., 1991; Galitsky et al., 2001; Guo et al., 2009; Boonserm et al., 2005, 2006; 

Hui et al., 2012) (Figura No.1). Estas estructuras muestran una organización tridimensional 

similar, a pesar de la baja identidad en la secuencia de aminoácidos entre estas toxinas. En 

las estructuras de estas toxinas Cry, se observa que se encuentran organizadas en tres 

dominios que tienen una división funcional (Figura No.2a). 
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Figura No. 1 Estructura tridimensional de toxinas Cry con diversas especificidades. El dominio I 
está coloreado en rojo, mientras que el dominio II y III en rosa y azul, respectivamente. (Código 
Protein Data Bank: Cry1Aa, 1CIY; Cry2Aa, 1I5P; Cry3Aa, 1DLC; Cry3Bb, 1JI6; Cry4Aa, 2C9K; Cry4Ba, 
1W99; Cry5Ba, 4D8M y Cry8Ea, 3EB7). 
 

Dominio I 

 

El dominio I forma un ramillete de siete α hélices antiparalelas con la hélice α5 en el 

centro, las hélices externas muestran una naturaleza anfipática (Figura No. 2b). La 

composición aminoacídica de estas hélices está dispuesta de la siguiente forma: los 

residuos cargados o polares están expuestos al solvente mientras que los residuos 

hidrofóbicos se orientan hacia la hélice central, la hélice α5. La identidad estructural que 

posee este dominio con el dominio de inserción en la membrana de la hemolisina, la 

colicina Ia y el dominio de translocación membranal de la toxina diftérica permiten inferir 

que este dominio está involucrado en la formación de poro. El análisis mediante 

mutagénesis sitio dirigida ha permitido determinar que la región del dominio I involucrada 

en la formación del poro en la membrana celular es la horquilla hidrofóbica de hélices α4-

α5, la cual experimenta un rearreglo conformacional de la estructura terciaria con el fin de 

formar canales iónicos en la membrana (Zavala et al., 2011). 
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Dominio II 

 

El dominio II contiene tres hojas β antiparalelas y dos hélices α pequeñas (Figura No. 2b). 

Las primeras dos hojas β forman el motivo distintivo de la llave griega (Li et al., 1991; 

Boonserm et al., 2005). Estructuralmente este dominio es el más variable de las toxinas 

Cry, con asas de diferente longitud, conformación y secuencia. La longitud de las cadenas 

β también es altamente variable, las toxinas Cry2Aa y Cry4Ba son los ejemplos extremos 

(Boonserm et al., 2006). Esta variabilidad en el dominio II sugiere que es un factor 

determinante de la especificidad de las toxinas. Las similitudes entre el ápice del dominio 

II y la región determinante complementaria de las inmunoglobulinas proponen que esta 

región está involucrada en unión a receptores; posteriormente, mutaciones en estas asas 

demostraron que estas regiones son importantes para determinar la especificidad por las 

moléculas receptoras. La estructura del dominio II ha sido comparada con otras proteínas 

con estructura β-prisma, incluyendo vitelina y la lectina vegetal de la jacalina y la 

aglutinina. La similitud estructural entre el dominio II y los dominios de la lectina ha 

permitido especular que puede unir carbohidratos, pero esto no ha sido demostrado 

(Piggot y Ellar, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura No. 2 Topología estructural de la toxina Cry1Aa (PDB: 1C1Y). a) El dominio I está coloreado 
de rojo; mientras que el dominio II y el dominio III están representados en color rosa y azul, 
respectivamente. b) Rotación en z del dominio I, el dominio III se encuentra rotado 90°. 

 

             a)                                                              b) 
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Dominio III 

 

El dominio III es un emparedado β de dos láminas β antiparalelas (Figura No. 2b). Ambas 

láminas están compuestas de cinco cadenas, con la lámina externa expuesta al solvente y 

la lámina interna empacada hacia el dominio II. El dominio III muestra menos variabilidad 

estructural que el dominio II, las diferencias principales son: la longitud, orientación y 

secuencia de las asas. La importancia de estas diferencias es particularmente evidente con 

las toxinas Cry1Aa y Cry1Ac, donde un asa forma una cavidad de unión para N-

acetilgalactosamina, la cual está implicada en el reconocimiento de este azúcar en el 

receptor APN (Burton et al., 1999; Lee et al., 1999). El dominio III ha mostrado tener una 

importante similitud con módulos proteicos de unión a carbohidratos encontrados en 

hidrolasas de glucósidos, liasas y esterasas; este hecho sugiere que algunas toxinas Cry, 

como la toxina Cry1Ac, pueden unir carbohidratos en esta región (Burton et al., 1999). En 

varios estudios, este dominio ha sido involucrado como determinante de especificidad, así 

como también de unión a receptores. La β16 del dominio III de la toxina Cry1Aa ha sido 

descrita como una región de unión con la APN de B. mori (Atsumi et al., 2005); esta misma 

región en la toxina Cry1Ab ha sido mapeada como sitio de interacción con los receptores 

APN1 y ALP de M. sexta (Arenas et al., 2010). 

 

Mecanismo de acción de las toxinas Cry 

 

Una de las características más importantes de las toxinas Cry es su especificidad hacia los 

insectos blanco. Esta especificidad está determinada en gran medida por la capacidad de 

unión específica de las toxinas Cry con las proteínas de la superficie de la microvellosidad 

de las células intestinales de las larvas de los insectos (Bravo et al., 2011). En el caso de los 

insectos lepidópteros, entre las proteínas de unión de las toxinas Cry que han sido 

identificadas se encuentran: proteínas tipo caderina, proteínas ancladas por 

glicosilfosfatidil inositol (GPI) como APN y ALP, un glicoconjugado de 270 kDa y una 

proteína llamada P252 (Piggot y Ellar, 2007). Este mecanismo puede ser aún más 

complejo, ya que también se ha sugerido que otras moléculas pueden estar involucradas, 

tales como glicolípidos (Griffitts et al., 2005), una α amilasa (Fernández – Luna et al., 2010) 

y el transportador ABC (Gahan et al., 2010). 

 

El mecanismo de acción de las toxinas Cry ha sido extensivamente estudiado en 

lepidópteros, y en cierta medida en dípteros y coleópteros. Hasta el momento se han 

propuesto dos modelos para describir el mecanismo molecular de la actividad de las 

toxinas Cry activas contra insectos lepidópteros: el modelo de activación de la Proteína 

Cinasa A (PKA) (Zhang et al., 2006) y el modelo de ping pong (Pacheco et al., 2009). El 
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primer modelo fue sugerido mediante la expresión heteróloga del receptor tipo caderina 

de M. sexta en la línea celular High Five, de Trichoplusia ni, el modelo de ping pong fue 

propuesto con base en datos obtenidos en el insecto lepidóptero M. sexta, ambos han 

sido propuestos para describir la actividad de la toxina Cry1Ab. El modelo de activación de 

PKA sugiere que la sola interacción de la toxina con el receptor primario induce la muerte 

del insecto susceptible (Figura No. 3), mientras que el modelo de ping pong involucra la 

interacción con al menos tres moléculas después de que el cristal es ingerido por insectos 

susceptibles, finalizando con la formación de poro (Figura No. 4). Ambos modelos 

coinciden en los primeros pasos de solubilización y activación de la toxina dentro del 

intestino del insecto. 

 

Solubilización del cristal proteico 

 

Los cristales de las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis son sintetizados como precursores 

inactivos y requieren de procesamientos posteriores dentro del intestino del insecto 

blanco para ejercer su actividad entomopatógena. Una vez que el cristal proteico es 

ingerido por el insecto susceptible, es solubilizado bajo las condiciones físico-químicas del 

ambiente del intestino del insecto. En el caso de Lepidópteros y Dípteros, la solubilización 

de los cristales es llevada a cabo en un ambiente con pH alcalino y reductor que permite 

desestabilizar los puentes disulfuro presentes en el extremo amino terminal de las toxinas 

Cry. En los Coleópteros, la solubilización de los cristales está dada a pHs ligeramente 

ácidos (Du et al., 1994). 

 

 Activación de la toxina 

 

La protoxina liberada es procesada en una toxina activa mediante la acción de proteasas, 

provenientes de Bt o del intestino del insecto blanco. El procesamiento de las protoxinas 

Cry1, las cuales tienen un tamaño de aproximadamente 130 kDa, comprende tanto el 

extremo amino y carboxilo terminal y resulta en toxinas activadas de un tamaño cercano a 

los 60 kDa. En las toxinas Cry1 y Cry4, el 50% de la protoxina es procesado para dar origen 

a una toxina madura donde se corta un péptido pequeño en el extremo amino terminal y 

un péptido largo en el extremo carboxilo terminal. El procesamiento proteolítico en otros 

grupos de toxinas Cry es variable; en el caso de las toxinas Cry2, un fragmento pequeño 

del extremo carboxilo terminal es removido durante la hidrólisis, y la toxina madura es 

ligeramente más pequeña que la protoxina; en cambio, en las toxinas Cry3, la protoxina es 

procesada en el extremo amino terminal (Rukmini et al., 2000). 
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Modelo de activación de PKA 

 

El modelo fue propuesto con base a las observaciones realizadas en ensayos de expresión 

heteróloga del receptor tipo caderina, de M. sexta, en la línea celular High Five de T. ni. 

Este modelo plantea que la toxina Cry1Ab se une específicamente al receptor tipo 

caderina, estimulando la proteína G y la Adenilato Ciclasa, esto conlleva la acumulación de 

AMPc y activación de la Proteína Cinasa A (PKA). La Proteína Cinasa A es el componente 

principal en esta vía de muerte celular, ya que altera a los efectores localizados río abajo 

de la cascada de la señalización, que finalmente desestabilizan a la célula: en el 

citoesqueleto y canales iónicos en la membrana celular (Zhang et al., 2006) (Figura No. 3). 

El efecto de activación de PKA depende probablemente de la dosis de toxina empleada en 

ese estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura No. 3 Modelo de activación de PKA. Adaptado de Zhang et al., 2006. 

 

 

Modelo de Ping - Pong 

Interacción de baja afinidad con los receptores anclados por GPI 

Después de la solubilización de las inclusiones cristalinas en el intestino medio y la 

activación de la toxina por proteasas, el fragmento activo liberado se une de forma 

secuencial con al menos tres moléculas receptoras localizadas en las células del epitelio 

del intestino medio (Figura No. 4) (Pacheco et al., 2009; Arenas et al., 2010). La primera 

interacción de la toxina Cry1Ab activada ocurre a través de regiones expuestas de 
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aminoácidos del dominio II (especialmente a través del asa 3) y dominio III (mediante la 

cadena β16) de la toxina con APN y ALP de M. sexta que son abundantes y poseen baja 

afinidad por la toxina (Gómez et al., 2006; Pacheco et al., 2009; Arenas et al., 2010). Estos 

receptores se localizan en balsas lipídicas de la membrana celular (Bravo et al., 2004; Xie 

et al., 2005). Esta interacción concentra la toxina activada en la membrana de las células 

de la microvellosidad del intestino del insecto. 

 

Interacción con el receptor tipo caderina 

La interacción de baja afinidad con los receptores anclados por GPI (Arenas et al., 2010) es 

seguida por una unión de alta afinidad con el receptor tipo caderina (Vadlamudi et al., 

1995). La interacción con el receptor tipo caderina es una interacción compleja que 

involucra la participación de tres epítopes de esta proteína, que corresponden a las 

regiones extracelulares denominadas CR7, CR11 y CR12, donde CR12 es la región más 

proximal a la membrana celular. En M. sexta, H. virescens y B. mori, durante esta 

interacción la toxina se une al receptor tipo caderina mediante las asas α-8, 2 y el asa 3 del 

dominio II (Xie et al., 2005; Gómez et al., 2006; Atsumi et al., 2008). Esta interacción 

promueve el corte proteolítico de la hélice α1 del dominio I, lo que resulta en la formación 

de un oligómero (Gómez et al., 2002; Atsumi et al., 2008). El corte proteolítico de la hélice 

α1 expone regiones hidrofóbicas escondidas del dominio I y se ha hipotetizado que este 

corte es necesario para facilitar la formación de la estructura oligomérica (Gómez et al., 

2002). 

Con base a las observaciones de Gómez et al., 2002, las toxinas Cry1Ab y CryAc se 

modificaron genéticamente para eliminar la region N- terminal de la hélice α1. Las toxinas 

Cry1AbMod y Cry1AcMod pueden formar oligómeros en ausencia del receptor tipo 

caderina. Estas observaciones tienen importancia biotecnológica, ya que se ha mostrado 

que estas variantes son capaces de contender con la aparición de mecanismos de 

resistencia asociadas al receptor tipo caderina en poblaciones del lepidóptero 

Pectinophora gosypiella resistentes a la toxina Cry1Ac (Soberón et al., 2007), incluso a 

otras especies de lepidópteros como Diatraea sacharalis (cepa Bt-RR, resistente a la toxina 

Cry1Ab) y Helicoverpa armigera (cepa SCD-r1, resistente a la toxina Cry1Ac), cuya 

resistencia también se ha asociado al receptor tipo caderina (Tabashnik et al., 2011). 

 

Interacción de alta afinidad con los receptores anclados por GPI 

La estructura oligomérica de la toxina Cry1Ab tiene una mayor afinidad por los receptores 

anclados por GPI, como la APN1 o fosfatasa alcalina en el caso de M. sexta (Kd = 0.6 nM 

para APN1 y 0.5 nM para ALP) (Arenas et al., 2010) o H. virescens (Jurat – Fuentes y Adang, 
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2004). En esta unión de alta afinidad, el asa 2 del dominio II de la toxina Cry1Ab está 

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

resulta en la inserción de éste en la membrana y la formación de poros, provocando un 

choque osmótico y la eventual muerte del organismo huésped (Pardo – López et al., 

2013). 

De acuerdo con el modelo de ping pong o formación de poro, en Manduca sexta, la toxina 

Cry1Ab se une con tres moléculas: el receptor tipo caderina, la fosfatasa alcalina y la 

aminopeptidasa N. La unión observada in vitro de ALP con la toxina Cry1Ab (Arenas et al., 

2010), y APN1 con las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac (Masson et al., 1995), puede 

involucrar a ambas proteínas en el mecanismo de acción de las toxinas Cry1As; sin 

embargo, aún no es posible establecer que estas dos proteínas ancladas por GPI son 

participantes in vivo en el mecanismo de acción de las toxinas Cry1As en M. sexta.  

 

Figura No. 4 Mecanismo molecular de acción propuesto para describir la actividad de la toxina 

Cry1Ab en Manduca sexta. 
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Antecedentes  

Interacción de los receptores con las toxinas Cry1A 

 

La búsqueda e identificación de moléculas en los insectos susceptibles que están 

involucradas en la interacción de las toxinas Cry1A ha sido una tarea exhaustiva. La 

identificación de las moléculas de unión de las toxinas Cry1A se ha realizado básicamente 

mediante técnicas in vitro, como inmunoprecipitación, ensayos de ligand blot y 

recientemente, mediante estudios de proteómica, pero se tienen pocos datos que las 

validen como participantes in vivo del mecanismo de acción de las toxinas Cry1A. 

Receptor tipo caderina 

Las caderinas son una familia de moléculas de adhesión que son importantes para la 

asociación mutua de células de vertebrados. Estas moléculas juegan un papel importante 

en los mecanismos de diferenciación celular, confiriendo especificidades de adhesión a las 

células. Las caderinas son consideradas reguladores importantes de la morfogénesis 

porque controlan la polaridad celular y la morfología de los tejidos. Estas proteínas están 

definidas por la presencia de dominios de unión a Calcio o repetidos de caderina; las 

caderinas clásicas tienen 5 repetidos, pero también se han reportado hasta 34. Estas 

proteínas pueden tener un tamaño de aproximadamente 110 aminoácidos, están 

glicosiladas y generalmente están ancladas a la membrana mediante un dominio 

transmembranal (Alberts et al., 2002). 

Las moléculas tipo caderina de los lepidópteros, a diferencia de las descritas en otros 

eucariontes que están localizadas en la membrana basolateral, se han encontrado en la 

membrana apical del intestino medio de las células columnares del epitelio, el sitio blanco 

de las toxinas Cry. La expresión de la proteína tipo caderina varía durante el desarrollo del 

organismo e incrementa progresivamente desde el primero hasta el quinto estadío de 

desarrollo larvario de M. sexta (Midboe et al., 2003). La función fisiológica exacta de las 

caderinas intestinales no es conocida. El control de los niveles de caderina durante el 

desarrollo larvario ha sido propuesto como un mecanismo de mantenimiento de la 

organización del epitelio intestinal. 

Las proteínas tipo caderina de lepidópteros han sido extensamente estudiadas como 

receptores de las toxinas Cry, hay evidencia consistente que propone la participación in 

vivo de estas moléculas en el mecanismo de acción de estas toxinas (Tabla No. 1). 

La primera proteína tipo caderina reportada en la interacción con las toxinas Cry fue la de 

M. sexta, Bt-R1, una glicoproteína de 210 kDa. Esta proteína une a las toxinas Cry1Aa, 
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Cry1Ab y Cry1Ac en ensayos de unión de ligando (Francis y Bulla, 1997). La unión de alta 

afinidad del receptor tipo caderina por las toxinas Cry1As ocurre en una región adyacente 

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

En diversos ensayos in vitro se ha demostrado que el receptor tipo caderina participa en el 

mecanismo de toxicidad de las toxinas Cry1A. La expresión heteróloga del receptor tipo 

caderina de los lepidópteros, M. sexta (Meng et al., 2001; Dorsch et al., 2002; Hua et al., 

2004; Zhang et al., 2005), B. mori (Nagamatsu et al., 1998; Nagamatsu et al., 1999), H. 

virescens (Jurat-Fuentes y Adang, 2006) y O. nubilalis (Flannagan et al., 2005), confiere 

susceptibilidad a las toxinas Cry1A.  

En otros lepidópteros, las proteínas tipo caderina se han asociado a mecanismos de 

resistencia a las toxinas Cry, involucrando a estas proteínas de forma directa en el 

mecanismo de acción de estas toxinas: en el caso de la cepa YHD2 de H.virescens se 

reportó que el gen que codifica al receptor tipo caderina está truncado por la inserción de 

un retrotransposón y esto resulta en resistencia a la toxina Cry1Ac (Gahan et al., 2001). Un 

caso similar se registró en una población resistente a la toxina Cry1Ac del lepidóptero 

Pectinophora gosypiella, que es plaga del algodón, donde se demostró que en los tres 

alelos de caderina hay deleciones que eliminan al menos ocho aminoácidos río arriba del 

posible sitio de unión con las toxinas Cry; las larvas que no tenían los alelos mutantes aún 

eran susceptibles a la toxina Cry1Ac (Morin et al., 2003).  

Las proteínas tipo caderina también han sido descritas como receptores de las toxinas 

Cry4Ba y Cry11Aa en los mosquitos Anopheles gambiae (Hua et al., 2008) y Aedes aegypti 

(Chen et al., 2009), respectivamente. La unión de la proteína tipo caderina de A. aegypti 

con la toxina Cry11Aa mostró ser una unión de alta afinidad, lo cual sugiere que el 

mecanismo de acción de las toxinas Cry en dípteros puede ser similar al que se ha descrito 

en lepidópteros. 

En el caso de los coleópteros, también se han descrito proteínas tipo caderina con 

capacidad de unión a las toxinas Cry. En Tenebrio molitor, el receptor tipo caderina es una 

molécula que une a la toxina Cry3Aa, facilita la oligomerización de la toxina, y en ensayos 

de RNA de interferencia, se observa que estos organismos son tolerantes a Cry3Aa 

(Fabrick et al., 2009). En Diabrotica virgifera virgifera, el fragmento que contiene del 

repetido 8-10 de la proteína tipo caderina une con alta afinidad de 12 y 1.4 nM, a las 

toxinas Cry3Aa y Cry3Bb, respectivamente (Park et al., 2009).  
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Tabla No. 1 Interacción de Caderina de los lepidópteros con las toxinas Cry1A de Bacillus 

thuringiensis 

 Trabajos realizados in vitro Trabajos realizados in vivo 

Manduca sexta Cry1Aa Francis y Bulla, 1997 
Cry1Ab Francis y Bulla, 1997 
Cry1Ac Francis y Bulla, 1997 

 

Bombix mori Cry1Aa Nagamatsu et al.,1998 
Cry1Ab Tsuda et al., 2003 
Cry1Ac Hara et al., 2003 

 

Heliothis virescens  Cry1Ac Gahan et al., 2001 

Helicoverpa armigera  Cry1Ac Xu et al., 2005 

Ostrinia nubilalis Cry1Ab Flannagan et al., 2005  

Pectinophora gossypiella  Cry1Ac Morin et al., 2003 

 

Aminopeptidasa N 

La familia de las aminopeptidasas es una clase de enzimas que juega un rol importante en 

la degradación proteica durante la digestión. Catalizan el corte de aminoácidos localizados 

en el extremo amino terminal de péptidos y proteínas. Estas enzimas se encuentran 

ampliamente distribuidas tanto en organismos procariontes como eucariontes (Gonzales y 

Robert - Baudouy, 1996); adicionalmente se ha sugerido que participan en el transporte 

de péptidos a través de la membrana de la microvellosidad intestinal (Antonov et al., 

1984). Las aminopeptidasas de insectos pertenecen a la familia de la aminopeptidasa N 

(APN) (Wang y Zhang, 2005) y se encuentran de forma abundante en la membrana apical 

de la membrana del intestino. En lepidópteros, cuatro isoformas de APN han sido 

identificadas (Nakanishi et al., 2002). Estas diferentes isoformas de APN tienen diferentes 

especificidades a los residuos N-terminal de los sustratos proteicos y se encuentran 

ancladas por GPI a la membrana celular (Knight et al., 1994; Hua et al., 1998). 

 

La APN fue la primera molécula descrita como receptor de las toxinas Cry para la toxina 

Cry1Ac por Knight et al., (1994) y Sangadala et al. (1994). Existe una cantidad considerable 

de trabajos que proponen que la aminopeptidasa N es una proteína de unión in vitro de 

las toxinas Cry1A en lepidópteros (Masson et al., 1995, Zhang et al., 2009, Yaoi et al., 

1997, Valaitis et al., 1997, Nakanishi et al., 2002, Denolf et al., 1997, Pacheco et al., 2009). 

 

En M. sexta, se han reportado cuatro isoformas de Aminopeptidasa N: APN1 (Knight et al., 

1994), APN2 (Denolf et al., 1997), APN3 (Daniel et al., datos sin publicar) y APN4 (Daniel y 

Adang, datos sin publicar); sin embargo, sólo se ha estudiado la participación in vivo de 

APN1 en el mecanismo de acción de la toxina Cry1Ac. Esta participación ha sido abordada 
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mediante la expresión heteróloga de APN1 en la línea celular Sf21, pero no fue posible de 

verificar ya que la expresión de ésta no otorgó susceptibilidad a la toxina; esto es contrario 

al efecto que se observó con la expresión heteróloga del receptor tipo caderina (Luo et al., 

1999). En contraparte a los resultados obtenidos en el trabajo de Luo et al., 1999, las 

observaciones obtenidas mediante la expresión transgénica de APN1 de M. sexta en larvas 

de Drosophila melanogaster, indican que esta expresión confiere susceptibilidad a la 

toxina Cry1Ac en estas larvas (Gill y Ellar, 2001), sugiriendo que APN1 puede funcionar 

como un receptor in vivo de la toxina Cry1Ac. 

Los trabajos que implican a APN en el mecanismo de acción in vivo en otros lepidópteros 

son realmente escasos. En la última década se han realizado estudios in vivo, donde 

emplean el RNA de interferencia, para entender el papel de la APN como receptor 

funcional de las toxinas Cry1, en diversas especies de lepidópteros. En Spodoptera litura se 

observó que después de silenciar el gene de APN, los organismos eran menos susceptibles 

al efecto de la toxina Cry1Ca (Rajagopal et al., 2002). En otro lepidóptero, Diatraea 

sacharalis, los ensayos realizados in vivo por Yang et al., (2010) demostraron que al 

silenciar tres isoformas de aminopeptidasa resultaba en una disminución en la 

susceptibilidad a la toxina Cry1Ab.  

La participación in vivo de la aminopeptidasa N en el mecanismo de acción de las toxinas 

Cry ha sido asociada con la aparición de resistencia a las toxinas Cry1, y ésta ha sido 

correlacionada con la disminución de la expresión de los transcritos o mutaciones en el 

gene de APN. En el caso de una cepa resistente a la toxina Cry1C de Spodoptera exigua, la 

disminución de la expresión del transcrito de APN1 ha sido asociada con la resistencia. En 

Helicoverpa armigera (cepa 96SBtR), una mutación en el gene de la aminopeptidasa N ha 

sido relacionada con la aparición de resistencia en esta cepa (Zhang et al., 2009). En una 

cepa resistente a la toxina Cry1Ac de Trichoplusia ni, GLEN-Cry1Ac-BCS, tanto la expresión 

del RNA mensajero de APN1 como de la expresión de proteína de esta isoforma estaba 

disminuida, lo que los llevó a concluir que APN1, puede estar participando en el 

mecanismo de acción de Cry1Ac en ese organismo (Tiewsiri y Wang, 2011). 
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Tabla No. 2 Interacción de APN de diversos lepidópteros con las toxinas Cry1 de Bacillus 

thuringiensis 

 

Existen trabajos donde se sugiere la participación de otros receptores tales como la 

fosfatasa alcalina, ya que en mutantes de la toxina Cry1Ac en el dominio III afectadas en la 

unión con APN se encontró que tenían un efecto marginal en toxicidad hacia M. sexta y 

posiblemente estas mutantes estén recurriendo a otra proteína de unión para ejercer su 

efecto tóxico (Jenkins et al., 1999). Otro dato que sugiere la participación de otro receptor 

de la toxina Cry1Aa en B. mori, es el trabajo de Ibiza-Palacios et al., 2008, en donde se 

observó que células disociadas del intestino de este organismo no fueron protegidas del 

efecto tóxico de Cry1Ab cuando eran incubadas con un anticuerpo anti APN, pero sí eran 

protegidas cuando eran incubadas con un anticuerpo anti Caderina. Tanto APN como el 

receptor tipo caderina han sido descritos como proteínas de unión de las toxinas Cry1A en 

B. mori, lo que permite especular sobre la existencia de otra molécula implicada en el 

mecanismo de acción de otras proteínas. Este otro receptor involucrado en el mecanismo 

de acción de las toxinas Cry1As puede ser la fosfatasa alcalina. 

 

 Trabajos realizados in vitro Trabajos realizados in vivo 

Manduca sexta  Cry1Aa Masson et al., 1995 
Cry1Ab Masson et al., 1995 
Cry1Ac Masson et al., 1995 

Cry1Ac Gill y Ellar, 2002 

Bombix mori Cry1Aa Nakanishi et al., 2002 
Cry1Ab Nakanishi et al., 2002 

 

Diatraea sacharalis  Cry1Ab Yang et al., 2010 

Helicoverpa armigera  Cry1Ac Zhang et al., 2009 

Heliothis virescens Cry1Aa Yaoi et al., 1997 
Cry1Ab Yaoi et al., 1997 
Cry1Ac Luo et al., 1997 

 

Lymantria dispar Cry1Ac Valaitis et al., 1997  

Plutella xylostella Cry1Aa Nakanishi et al., 2002 
Cry1Ab Nakanishi et al., 2002 
Cry1Ac Denolf et al., 1997 

 

Spodoptera exigua  Cry1Ca Herrero et al., 2005 

Spodoptera litura  Cry1Ca Rajagopal et al., 2002 

Trichoplusia ni  Cry1Ac Tiewsiri y Wang, 2011 
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Fosfatasa alcalina 

Las fosfatasas alcalinas son hidrolasas responsables de catalizar la remoción de grupos 

fosfato de muchos tipos de moléculas, incluyendo nucleótidos, proteínas y alcaloides. Las 

fosfatasas alcalinas son encontradas en todos los animales y están localizadas 

primariamente en células del epitelio intestinal de los insectos. Se ha propuesto que las 

fosfatasas alcalinas de insectos participan en la absorción de metabolitos y procesos de 

transporte (Eguchi, 1995). 

El papel de las fosfatasas alcalinas como receptores de las toxinas Cry es un campo que 

recientemente se está explorando. Por lo tanto, los trabajos concernientes al papel de las 

fosfatasas alcalinas como receptores son muy limitados, en comparación con los 

correspondientes a APN y el receptor tipo caderina. Sin embargo, resultados preliminares 

sugieren que ALP puede actuar como receptor en algunos lepidópteros y dípteros. 

Las fosfatasas alcalinas de los lepidópteros Manduca sexta (McNall y Adang, 2003), 

Heliothis virescens (Jurat – Fuentes y Adang, 2004) y Helicoverpa armigera unen a la toxina 

Cry1Ac (Tabla No. 3); también se ha planteado que funcionan como receptores de las 

toxinas: Cry1Ab en M. sexta (Arenas et al., 2010), Cry1B en el coleóptero Anthonomous 

grandis (Martins et al., 2010), y en el díptero Aedes aegypti de las toxinas, Cry4Ba 

(Dechklar et al., 2011), Cry11Aa (Fernández – Luna et al, 2009) y Cry11Ba (Hua et al., 

2009). La fosfatasa alcalina recientemente se ha asociado con mecanismos de resistencia 

a las toxinas Cry1 en organismos seleccionados tanto en el laboratorio como en el campo, 

en lepidópteros como Helicoverpa armigera, Heliothis virescens y Spodoptera frugiperda, 

donde se observó que estos organismos resistentes tenían la expresión de transcrito, 

proteína y actividad enzimática de fosfatasa alcalina disminuida (Jurat-Fuentes et al., 

2011). 

Arenas et al., (2010) reportaron que la mutante L511A, localizada en el dominio III de la 

toxina Cry1Ab, está afectada en la unión a la ALP, y su actividad tóxica es severamente 

disminuida en M. sexta. Con este resultado, se demostró por primera vez que la ALP es 

una proteína que interactúa con la toxina Cry1Ab. Otra aportación importante de Arenas 

et al., 2010 fue la observación que tanto APN como ALP están interactuando con la toxina 

Cry1Ab, sugiriendo que ambos pueden funcionar como moléculas receptoras de esta 

toxina. 
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Tabla No. 3 Interacción de ALP de los lepidópteros con las toxinas Cry1 de Bacillus thuringiensis 

 Trabajos realizados in vitro Trabajos realizados in vivo 

Manduca sexta Cry1Ab Arenas et al., 2010 
Cry1Ac McNall y Adang, 2003 

 

Heliothis virescens   Cry1Ac Jurat-Fuentes et al., 2002 

                    Jurat-Fuentes et al., 2004 
Helicoverpa armigera  Cry1Ac Jurat-Fuentes et al., 2011 
Spodoptera frugiperda  Cry1Fa Jurat-Fuentes et al., 2011 

 

El RNA de interferencia como herramienta para el estudio de la 

participación de los receptores anclados por GPI en el mecanismo de 

acción de las toxinas Cry1As. 

El proceso de regulación post - transcripcional mediado por RNAs pequeños es conocido 

como silenciamiento por RNA o RNA de interferencia (RNAi). Este es un mecanismo 

altamente conservado en organismos eucariontes multicelulares (Fire et al., 1998). Un 

aspecto importante de la tecnología de RNAi, es la relativa facilidad de usar en insectos, y 

en otros invertebrados, cuando se compara con el uso en vertebrados e incluso humanos 

(Perrimon et al., 2010). Esta condición del RNAi en insectos es conferida por la ausencia de 

la respuesta de interferón, inducida por RNAs largos de doble cadena, y permite que se 

pueda introducir RNA de doble cadena con tamaños que pueden variar desde 200 pb 

hasta 2000 pb; este RNA es específico para un gen, puede ser introducido in vitro 

directamente en las líneas celulares de insectos o inyectado o proporcionado mediante 

alimentación a los insectos (Huvenne y Smagghe, 2010). Esta herramienta ha sido 

empleada de forma exitosa en los lepidópteros, S. litura y D. sacharalis, para estudiar la 

función de APN en el mecanismo de acción de las toxinas Cry1Ca y Cry1Ab, 

respectivamente (Rajagopal et al., 2002; Yang et al., 2010). 

Los descubrimientos recientes han revelado los procesos de regulación genética, en los 

cuales se han identificado muchas familias de RNAs pequeños (que comprenden de 20-30 

nucleótidos) que median el silenciamiento de los genes. Estos RNAs pequeños se pueden 

clasificar en tres grandes grupos de moléculas: RNAs pequeños interferentes, microRNAs y 

RNAs asociados a Piwi. Estas moléculas pequeñas de RNA llevan a cabo una serie de 

mecanismos regulatorios, incluyendo los que silencian genes endógenos y los que 

restringen la expresión de invasores parásitos y patógenos como los transposones y los 

virus. En el caso de los RNAs pequeños interferentes, el mecanismo básico de acción 

puede ser dividido en tres pasos (Siomi y Siomi, 2009). 

Primero, la respuesta de RNA de interferencia comienza con la presencia de una molécula 

de RNA de doble cadena (RNAdc) en la célula. Esta molécula es expresada en, o 
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introducida a, la célula, (por ejemplo, como resultado del apareamiento de transcritos 

sentido y antisentido o la formación de de estructuras tallo - asa); la fuente más común 

del RNA de doble cadena en la célula es la infección por virus que producen RNAdc. Este 

RNAdc es procesado en dúplex de RNAs pequeños por una ribonucleasa III conocida como 

Dicer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura No. 5 Representación esquemática del mecanismo general del RNA de interferencia 
(modificado de Fire, 2007). 

 

Segundo, estos dúplex son separados, y una cadena es llevada preferencialmente a un 

complejo proteico conocido como el Complejo de Silenciamiento Inducido por RNA (por 

sus siglas en inglés: RISC). Tercero, este complejo hibrida en el transcriptoma a los RNAs 

blancos potenciales. La cadena sencilla de RNA hibridada, llamada la cadena guía, dirige 

una endonucleasa, que es una proteína de la familia Argonauta, presente en el RISC (Höck 

y Meister, 2008), a degradar el RNA mensajero que contiene al RNA guía apareado. De 

esta forma, la cadena guía determina la especificidad de la respuesta al RNAi (Siomi y 

Siomi, 2009). El resultado final de esta hibridación es la reducción (knock down) de la 

proteína producida por el gen blanco (Figura No. 5). 

Una característica importante de la respuesta al RNA de interferencia es la difusión de 

éste. La absorción del RNAi sucede en muchos organismos (Jose y Hunter 2007), pero ha 

sido mejor descrita en plantas y en Caenorhabditis elegans. Este mecanismo sirve de 

forma primaria como un mecanismo antiviral (Baulcombe, 2004). En C. elegans, el 

silenciamiento disparado por RNAdc inyectado, ingerido o expresado localmente puede 

http://rnajournal.cshlp.org/content/17/6/1057.long#ref-15
http://rnajournal.cshlp.org/content/17/6/1057.long#ref-3
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moverse en todo el organismo para reducir la expresión genética endógena y todas las 

células no neuronales, incluyendo la línea germinal, por lo tanto transmitiendo el 

silenciamiento a la siguiente generación (Fire et al., 1998; Timmons y Fire, 1998). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://rnajournal.cshlp.org/content/17/6/1057.long#ref-10
http://rnajournal.cshlp.org/content/17/6/1057.long#ref-31
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Hipótesis 
 

La aminopeptidasa N1 y la fosfatasa alcalina desempeñan papeles diferenciales in vivo en 

el mecanismo de acción de las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac. 

Objetivo General 
 

Estudiar el papel in vivo como receptores de la aminopeptidasa N1 y la fosfatasa alcalina 

mediante el silenciamiento de los genes que codifican a estas proteínas. 

 

 

 

 

Objetivos Particulares 

1) Analizar la participación in vivo de la aminopeptidasa N1 de M. sexta en el 

mecanismo de acción de las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac. 

 

2) Analizar la participación in vivo de la fosfatasa alcalina de M. sexta en el 

mecanismo de acción de las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac. 
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Materiales y Métodos 
Las cepas, plásmidos, medios de cultivo y soluciones utilizados se encuentran descritos 

brevemente en la Tabla No. 4 y Tabla No. 5. 

Tabla No. 4 Cepas y plásmidos utilizados en este estudio 

  Descripción 
C 
E 
P 
A 
S 
 

E. coli Top 10 Empleada para la clonación de las construcciones para el RNAi 

E. coli BL21 (DE3) Expresión del plásmido pET22b -ALP 
B. thuringiensis st. 407- Cepa de Bacillus thuringiensis no productora de cristal. 

B. thuringiensis st. 407 
Cry1Aa 

Cepa portadora del plásmido pHT409-1Aa que expresa la 
protoxina Cry1Aa (resistente a eritromicina). 

B. thuringiensis st. 407 
Cry1Ab 

Cepa portadora del plásmido pHT315-1Ab que expresa la 
protoxina Cry1Ab (resistente a eritromicina).  

B. thuringiensis 
st. HD73 

Cepa que expresa de forma natural la toxina Cry1Ac. Sin 
resistencia a antibiótico. 

P 
L 
Á 
S 
M 
I 
D 
O 
S 

pET 22b Promotor lacZ inducible, para expresar la ALP de M. sexta 

pLitmus 28i Con el sitio múltiple de clonación flanqueado por los sitios del 
promotor de la T7 RNA Polimerasa. 

pIZT  Para expresar proteínas en líneas celulares de insectos. Fusión 
de la proteína de interés con la proteína verde fluorescente. 

pHSP70 Para expresar proteínas en líneas celulares de insectos. 
Promotor inducible por temperatura. 

 

Tabla No. 5 Medios y soluciones empleados en este estudio 

Nombre Componentes Especificaciones 

Medio HCT Bacto-triptona        2.5g 
Casaminoácidos                       1.0g 
Bacto-agar        7.5g 

Aforar a 446 mililitros con agua destilada. 
Después ajustar el pH a 7.5 con KOH. Si se 
requiere sólido, agregar el agar al final. 
Esterilizar en autoclave. Una vez frío agregar las 
soluciones previamente esterilizadas: 1, 2, 3, 4 y 
glucosa al 10%. 

Medio 2X-TY 
 

Triptona                         16g 
Extracto de levadura         10g 
NaCl            5g 

Aforar a un litro con agua destilada. Esterilizar 
en autoclave. 

Medio LB (Luria-
Bertani) 
 

Bacto peptona                         10g 
Bacto-extracto de levadura       5g 
NaCl          10g 
Bacto-agar                        15g 

Aforar a 1 litro con agua destilada y ajustar el pH 
a 7 con NaOH. En caso de requerirse sólido, 
agregar el agar al final. Esterilizar. Una vez 
esterilizado, agregar el antibiótico (ampicilina 
100μg/ml o eritromicina 10μg/ml). 

 Soluciones 

Solución 1 HCT 
Agregar 25mL 

KH2PO4                                                           6.8g Disolver en 100ml de agua destilada.  

Solución 2 HCT MgSO47H2O                             1.23g 
MnS04H2O                         0.01619g 

Disolver en 100ml de agua destilada.  
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Agregar 0.5ml ZnSO47H2O                              0.14g 

Solución 3 HCT 
Agregar 5 ml 

FeSO47H2O                                 0.2g 
H2SO4 1N                                   10ml 

Disolver en 100ml de agua destilada.  
 

Solución 4 HCT 
Agrega 5ml 

CaCl2 2H2O                               1.47g Disolver en 100ml de agua destilada.  

Glucosa al 10% 
HCT 
Agregar 15ml 

C6H12O6                                        10g Disolver en 100ml de agua destilada.  
 

 

Purificación de VMMA de M. sexta 

Las vesículas de la microvellosidad media apical (VMMA) se obtuvieron por precipitación 

diferencial con MgCl2. Se disectó el intestino medio de larvas de los cinco estadíos de 

desarrollo de M. sexta y se diluyeron en una relación 1:10 peso/volumen, en la solución I 

pH 7.4 a 4°C (Manitol 300 mM, Tris-HCl 17 mM, EGTA 5 mM, DTT 2 mM, HEPES 10 mM, 

EDTA 1mM, PMSF 0.5mM). El tejido se disgregó con un homogenizador de vidrio 

manteniéndolo en hielo. Una vez homogenizado, se adicionó suavemente 1 volumen de 

MgCl2 24 mM, quedando en una concentración final de 12 mM, se agitó suavemente y se 

mantuvo en hielo por 15 minutos. Después se centrifrugó a 4,500 rpm durante 15 min a 

4°C en un rotor Beckman JA-20, el sobrenadante se recuperó y se centrifugó a 16’000 rpm 

durante 30 minutos a 4°C en el mismo rotor. La pastilla obtenida se resuspendió en medio 

volumen de la solución I y medio volumen de MgCl2 24 mM. Se repitieron los dos pasos de 

centrifugación descritos y la pastilla finalmente se resuspendió en la solución I diluida con 

H2O en una proporción 1:1 (Wolfsberger, 1993). 

 

Purificación de los cristales de las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac 

Las cepas de Bacillus thuringiensis que expresan a las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac, se 

crecieron en cajas Petri con medio LB sólido durante 12 horas a 30°C suplementado con el 

antibiótico eritromicina (10 µg/mL). Posteriormente, se inoculó el medio de esporulación 

HCT líquido, con eritromicina (10 µg/mL). El crecimiento se realizó a 30°C con agitación de 

250 rpm durante 72 horas aproximadamente, hasta observar en el microscopio los 

cristales correspondientes. 

 

La pastilla celular, que contiene la mezcla de esporas – cristales, fue recuperada mediante 

centrifugación a 10’000 rpm durante 15 minutos. Esta pastilla es lavada tres veces con 

solución de lavado NE (NaCl 5M, EDTA 0.5 M pH 8) centrifugando a 10’000 rpm durante 15 

minutos entre cada lavado. Posteriormente la pastilla es lavada tres veces más con una 

solución de PMSF 1 mM, y se centrifugó a 10’000 rpm durante 15 minutos. La pastilla fue 

resuspendida en solución TTN (NaCl 10mM, Tris-HCl 50 mM y Tritón X-100 0.01% pH 7.2). 
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Posteriormente la mezcla de espora – cristal fue sonicada para separar los cristales de los 

esporangios mediante gradientes de sacarosa. 

 

Los cristales se purificaron mediante un gradiente de sacarosa de: 84%, 79%, 72% y 67%, 

cada concentración fue complementada con amortiguador TTN. Las soluciones de mayor 

concentración fueron colocadas en el fondo del tubo y al último se agregaron las muestras 

de espora cristal. Los gradientes son centrifugados a 23’000 rpm durante 30 minutos a 

15°C en la ultracentrífuga L-80 (Beckman). Las fracciones que contienen los cristales se 

identificaron mediante observación al microscopio, se colectaron por separado y se 

lavaron tres veces con agua mili-Q más PMSF 1mM, para eliminar el exceso de sacarosa. 

Se centrifugó a 10’000 rpm durante 15 minutos (Thomas y Ellar, 1983). Finalmente, los 

cristales se resuspendieron en 1 mL de PMSF 1 mM, se transfieren a tubos eppendorf y se 

almacenaron a 4°C. 

 

Solubilización y tripsinización de la toxina 

Los cristales fueron solubilizados en amortiguador de carbonatos, 50mM Na2CO3 – 

NaHCO3 pH 10.5, complementado con 0.02% de β – mercaptoetanol, durante dos horas a 

37°C, con agitación constante de 800 rpm. Las protoxinas solubilizadas fueron 

centrifugadas por 10 minutos a 14’000 rpm para remover el material insoluble, y  fueron 

almacenadas a 4°C hasta su uso. La concentración proteica de las protoxinas y toxinas fue 

determinada por el método de Bradford usando BSA como estándar. 

 

El procesamiento proteolítico fue realizado in vitro, el pH es ajustado a 8.5 mediante la 

adición de Tris-HCl 1M pH 8.0, en una relación 1:4 (Tris-Protoxina, vol/vol). Se agregó 

tripsina (Sigma) en una relación masa de 1:30 (tripsina:protoxina). Esta reacción fue 

incubada a 37°C durante una hora, transcurrido este tiempo, ésta se detuvo con la adición 

del inhibidor PMSF, cuya concentración final es de 1mM. Posterior a la digestión, las 

muestras fueron ultracentrifugadas a 90’000 rpm para eliminar los productos de 

precipitación de la digestión. Los sobrenadantes obtenidos fueron analizados en geles SDS 

– PAGE al 10% y fueron almacenados hasta su uso. 

Para realizar los ensayos de unión al ligando, las toxinas fueron marcadas con biotina 

utilizando Biotinil-N-hidroxisuccinamida de acuerdo a las especificaciones del fabricante 

(Amersham Bioscience); el exceso de biotina fue retirado mediante una columna de 

Sephadex G25 (Sigma). 
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Experimento de unión a ligando o ligand blot 

Se separaron 5 µg de proteína total de VMMAs purificadas en un gel de acrilamida al 9%. 

Las proteínas se electrotransfirieron a una membrana de PVDF (Millipore). La membrana 

se lavó con PBST (PBS1x, Tween-20 0.1%), y se bloqueó durante 1 hora con BSA 0.2% en 

PBST. Posteriormente la membrana se lavó con PBST, y se incubó por 2 horas con la toxina 

Cry1A biotinilada. Una vez transcurrido el tiempo de incubación, la membrana se lavó 

nuevamente y se incubó con estreptavidina acoplada a peroxidasa por 1 hora. Finalmente, 

la unión de la toxina fue verificada mediante quimiolumniscencia (Pierce). 

 

 

Western blot de las proteínas del intestino de larvas de M. sexta 

El tejido fue lavado, para retirar los restos de comida, en una solución fría de PBS1X 2mM 

PMSF y resuspendido en 20 µL de esta misma solución; el tejido fue disociado mediante 

una sonicación suave del 30% con el Ultrasonic Processor VCX 130PB. Posteriormente, 

esta solución fue centrifugada a 10’000 rpm durante 5 minutos a 4°C con el rotor F45-30-

11 (Eppendorf). La concentración proteica fue cuantificada por el método de Lowry. Estos 

extractos de proteína total fueron separados en SDS – PAGE 10% y transferidos en 

membranas PVDF (Millipore). Las proteínas fueron detectadas con anticuerpos 

policlonales (1:10000) con un anticuerpo secundario anti conejo acoplado con la HRP 

(Zymed) (1/10000), seguido por el sustrato quimioluminiscente (Pierce) como se indica 

por el fabricante. 

 

Cuantificación de proteínas 

La concentración de proteína de las VMMAs fue determinada mediante el método de 

Lowry (BioRad), mientras que la concentración de las protoxinas y toxinas fue 

determinada por el método de Bradford (BioRad). Con ambos métodos se tomó como 

referencia una curva estándar de BSA (Bradford, 1976). 

 

Método de Lowry 

Se preparó una mezcla de la solución A y la solución S del sistema DC protein- dye 

(BioRad) (1 mL de solución A y 20 µL de solución S). Se tomaron 5 µL de muestra y se 

agregaron 125 µL de la mezcla preparada anteriormente, se incubaron por 15 minutos a 

temperatura ambiente, se adicionó 1 mL de la solución B y se incubó durante 15 minutos. 

La absorbancia de las muestras se midió a 750 nm y los datos obtenidos fueron 

referenciados empleando una curva estándar de BSA. 
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Método de Bradford 

La cuantificación de la proteína se realizó midiendo la absorbancia a una longitud de onda 

de 595 nm. Se tomaron 10 µL de la muestra, y se aforó con agua a un volumen de 800 µL. 

Esta solución fue mezclada por pipeteo, y se agregaron 200 µL de solución de Bradford 

(BioRad). Esta mezcla fue incubada durante 5 minutos y se procedió a realizar la lectura de 

la absorbancia. Al mismo tiempo, se preparó una curva estándar de referencia de BSA.  

 

Obtención de la secuencia codificante de la fosfatasa alcalina de M. sexta 

RNA total del intestino medio de larvas de segundo estadío de desarrollo de M. sexta, fue 

extraído mediante el kit RNaeasy (Qiagen). Las regiones 5’ y 3’ del gene fueron obtenidas 

mediante el método de Amplificación Rápida de Extremos de DNAc (RACE) 5’ y 3’ con el kit 

GeneRacer (Invitrogen), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los primers fueron 

diseñados con base a una secuencia EST (Expressed sequence tag) de la fosfatasa alcalina 

extraída del intestino medio de la larva: esta secuencia EST fue generada mediante 

pirosecuenciación (No de acceso GenBank GR922057.1). La secuencia obtenida de este 

PCR tuvo un tamaño aproximado de 1600 pb. Posteriormente fue clonada en un vector 

TOPO (Invitrogen) y transformada en las células de E. coli TOP10 (Invitrogen). Los 

plásmidos de las transformantes fueron purificados y secuenciados en la Unidad de 

Secuenciación del IBT – UNAM. 

Expresión heteróloga de la fosfatasa alcalina de M. sexta 

La expresión heteróloga de la fosfatasa alcalina de M. sexta fue realizada en el vector 

pET22b dentro de la cepa de E. coli BL21 (DE3). Las transformantes fueron crecidas en un 

cultivo de 5 ml durante 12 horas, en agitación constante a 37°C, en medio LB 

suplementado con 50µg/ml de ampicilina. Al día siguiente 100 µL de este cultivo fueron 

utilizados para inocular a 100 ml de medio 2xYT suplementado con 100µg/ml de 

ampicilina. Este cultivo fue incubado en agitación constante a 37°C, hasta alcanzar 

densidad óptica de 0.7 medida a 600nm, donde fue inducida la expresión de la fosfatasa 

alcalina recombinante con 1mM de isopropil-D-tiogalactopiranósido (IPTG; Sigma) por 5 

horas en agitación constante a 30°C. Después de este tiempo, 200 µL del cultivo fueron 

removidos y mezclados con buffer de cargado de Laemmli (Laemmli, 1970). En un gel de 

SDS – PAGE al 12% se analizaron 15 µl de esta mezcla, para confirmar la expresión de la 

proteína recombinante; este gel se tiñó mediante Azul de Coomassie. 

Para obtener la fosfatasa alcalina recombinante, las células fueron empastilladas 

mediante centrifugación a 5000 rpm por 15 minutos a 4°C, y la pastilla fue resuspendida 

en amortiguador STE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 8 M urea [pH8]). Después de la 

sonicación de 5 minutos en hielo, el desecho celular fue eliminado mediante 
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centrifugación a 70’000 rpm por 30 minutos a 15°C, y el sobrenadante fue utilizado para 

purificar por cromatografía de afinidad mediante columnas de Ni – agarosa (Qiagen). 

Después de un lavado con 35 mM de imidazol en el amortiguador PBS (pH 7.5), la proteína 

recombinante fue eluida con 250mM de imidazol, y gradualmente dializada con el buffer 

PBS. Las proteínas purificadas fueron analizadas en geles SDS – PAGE al 12%, y la 

concentración proteica fue determinada mediante el método de Bradford. 

 

Análisis de las afinidades de las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac 

mediante Resonancia Superficial de Plasmones 

La fosfatasa alcalina de M. sexta purificada de E. coli fue inmovilizada en un sensor COOH 

(ICX Nomadix) mediante el método convencional de aminas. El amortiguador de corrida 

para todos los experimentos fue el amortiguador HBS (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, y 

0.005% (vol/vol) Tween 20, pH 7.4), el cual fue filtrado (con un filtro de 0.22 µm) y 

desgasificado. Se utilizaron diluciones seriadas que comprenden a 0, 20, 40, 60, 80 y 100 

nM de cada una de las toxinas, Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac; estas diluciones fueron 

inyectadas en orden aleatorio, y la superficie del chip fue regenerada después con una 

inyección de 20 mM de NaOH. 

 

El análisis de afinidad de las toxinas Cry1As por la fosfatasa alcalina recombinante fue 

llevada a cabo en un instrumento SensiQ (ICX Nomadics), el cual fue programado para 

realizar experimentos de resonancia superficial de plasmones (SPR) y análisis cinético. El 

sensograma fue registrado como una gráfica de respuesta de unión (unidad de 

resonancia) contra tiempo. Todos los sensogramas fueron procesados tomando en cuenta 

el método de doble referencia, para eliminar unión no específica de la contribución de 

fondo y artefactos del amortiguador, mediante la substracción de señales de inyección de 

la celda de flujo de referencia y del buffer blanco. Los datos obtenidos para todas las 

uniones de las proteínas fueron analizados y adaptados 1:1 a la unión de Langmuir, y las 

constantes de unión fueron calculadas utilizando el software SensiQ, versión B. 02, de ICX 

Nomadix. 

 

Alineamiento de las Aminopeptidasas N de M. sexta y las Fosfatasas 

alcalinas de los lepidópteros  

Las isoformas de APNs de M. sexta: APN1 (No. de acceso GenBank AF123313.1), APN2 

(No. de acceso GenBank X978777.2), APN3 (No. de acceso GenBank AF498996.1) y APN4 

(No. de acceso GenBank AY095259) se alinearon con el programa Clustal W2, para 

identificar las regiones con menor identidad entre ellas. 
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La secuencia de ALP de M. sexta obtenida en este estudio, fue analizada y alineada con las 

fosfatasas alcalinas conocidas de otros insectos lepidópteros, como B. mori (No. de acceso 

GenBank AB013386.1), H. armigera (No. de acceso GenBank. ACF40807.1), H. virescens 

(No. de acceso GenBank FJ416470.1), y T. ni (No. de acceso GenBank EG79734.1) con el 

programa Clustal W2. 

 

Clonación en LITMUS28i 

Se diseñaron primers para las regiones de APN1 identificadas después del alineamiento de 

las isoformas de APNs de M. sexta y la región 5’ del EST de ALP (Tabla No. 6). Los 

productos de PCR fueron digeridos y clonados en el vector pLitmus 28i (New England 

Biolabs). 

 

Los primers y las secuencias correspondientes a las clonaciones fueron realizados en la 

Unidad de Síntesis y Secuenciación de Instituto de Biotecnología – UNAM. 

 

Tabla No.6 Primers diseñados para amplificar las regiones para silenciar la expresión de APN1 y 
ALP, los sitios subrayados denotan los sitios de restricción para clonar en el vector pLitmus28i. 

 Primer Fw (5’ – 3’) Primer Rv (5’ – 3’) 

1a. Región 
APN1 

cgc cct tct cga ggg cgt 

tct t 

gta ggg cat tct aga cgt aaa 

agt ttg tcc 

2a Región 
APN1 

cga caa ctc gag gtc gcc 

gaa ccc tac cac 

gtc aat gac tct aga ctg tcc 

agt cat aac 

3a. Región 
APN1 

cag gcc agc ctc gag aag 

ttc ttg aac gct 

gtt cac gcc agt tct aga ggc 

agc gcc gat 

ALP gtt gtt caa gct tct ggc 

ctg cgc gat cgc gac ggc 

aga gga tgt 

ccg tcc atc tag atg act ccg 

tac tta gtc ttc act cca gtc 

aag 

 

Preparación de células de E. coli Quimio competentes  

Se inocularon 5 ml de medio LB líquido, con una colonia de la cepa de E. coli TOP10, y se 

dejó crecer durante 12 horas a 37°C. Posteriormente se inocularon 100 ml de LB líquido 

con 2 ml del pre-cultivo. Este cultivo se incubó a 37°C con agitación hasta alcanzar una D. 

O. 600nm de 0.4. El matraz se colocó en hielo durante 5 minutos. Las células fueron 

recuperadas mediante centrifugación a 3’000 rpm durante 10 minutos a una temperatura 

de 4°C. El sobrenadante es desechado y la pastilla se resuspendió en un volumen de 10 ml 

de una solución fría de CaCl2 60 mM, Glicerol 15%. Esta suspensión fue incubada durante 

30 minutos en hielo. Posteriormente las células fueron centrifugadas a 3’000 rpm durante 
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10 minutos. El sobrenadante es descartado y la pastilla celular es resuspendida en 2 ml de 

CaCl2 60 mM, Glicerol 15%. Las células fueron separadas en alícuotas con un volumen de 

200 µl. Estas células fueron empleadas inmediatamente o fueron almacenadas a -70°C. 

 

Transformación por choque térmico 

Las células competentes se descongelaron en hielo y se les añadió la ligación del vector 

pLitmus con los insertos. Esta mezcla se incubó durante 30 minutos en hielo; después de 

este tiempo, se aplicó un choque térmico de 42°C durante 2 minutos. Posteriormente, se 

incubaron en hielo durante 5 minutos y se les agregó 800 µl de LB líquido sin antibiótico. 

Las células se dejaron recuperar a 37°C en agitación durante una hora. El volumen de las 

células que fue esparcido en las placas de LB-Ampicilina (200 µg/ml) sólido fue de 100 a 

200 µL, y fueron incubadas a 37°C durante 12 horas. Colonias diferentes fueron inoculadas 

en 1 ml de LB-Ampicilina y se incubaron por 4 horas para hacer PCRs de colonia e 

identificar aquellas que contengan el inserto deseado. 

 

Transcripción in vitro  

El RNAdc fue sintetizado in vitro con el sistema TranscriptAid T7 High Yield Transcription 

Kit (Fermentas). El templado para llevar a cabo la transcripción in vitro fue un producto de 

PCR proveniente del vector pLitmus28i con las diferentes construcciones de ALP, APN1 o 

Bt-R1, amplificado con los primers T7, cuya concentración fue de 1 µg y se siguieron las 

indicaciones sugeridas por el fabricante. El RNAdc fue extraído con fenol:cloroformo. 

Posteriormente, el RNAdc fue cuantificado en un Nanodrop 2000 (ThermoScientific). 

 

Interferencia de APN1, ALP y Bt-R1 

Larvas neonatas de M. sexta fueron sometidas a un ayuno de 2 a 3 horas, transcurrido ese 

lapso fueron alimentadas con un 1 µL de RNAdc a una concentración de 4 µg. Después, se 

incorporaron a su dieta regular por 12 horas, para luego ser retadas con toxina ó ser 

analizadas. En el caso del análisis de la eficiencia del silenciamiento, las larvas fueron 

alimentadas con RNAdc y crecieron hasta llegar hasta el tercer estadío de desarrollo 

(aproximadamente 7 días). 
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RT-PCR cuantitativo y cualitativo 

El RNA total de intestinos de larvas de M. sexta fue purificado mediante el paquete 

comercial RNAeasy minikit (Qiagen). La concentración de RNA de las muestras 

individuales, intestinos de M. sexta, se cuantificó para después realizar la síntesis 

individual de DNAc. Cada reacción de síntesis se llevó a cabo con una concentración de 

500 ng de RNA total como templado. El DNAc se obtuvo con el sistema Super Script III First 

Strand Synthesis System (Invitrogen). 

Se diseñaron primers específicos para esta reacción (Tabla No. 7). Tanto para APN1 como 

para ALP y para el control (la proteína ribosomal S3 No. de acceso U12708.1), se usaron 

las siguientes condiciones: 30s at 95°C, seguido por 40 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a 60°C y 

30 s a 72°C, y finalmente 95°C durante 5 s, seguido de 1 min a 65°C. Para validar los 

resultados de estos experimentos, se realizaron 3 réplicas de cinco muestras 

independientes provenientes de los diferentes tratamientos. El PCR en tiempo real fue 

llevado a cabo en el LightCycler 480 (Roche) usando el sistema de detección de Sybr Green 

(Fermentas). 

Se diseñaron primers específicos para amplificar las isoformas 2, 3 y 4 de aminopeptidasa 

N de M. sexta para realizar reacciones de RT – PCR cualitativo. Las reacciones se realizaron 

con la polimerasa Taq, con las siguientes condiciones: un ciclo de 95° durante 5 minutos, 

30 ciclos de 95°C 30s, 62°C 30s, 72°C 30s, y un ciclo de extensión a 72°C por 10 minutos. 

Estos productos fueron analizados en geles de agarosa al 1%. 

Tabla No. 7 Primers diseñados para las reacciones de RT-PCR cuantitativo y cualitativo. 

  Primer Fw (5’ – 3’) Primer Rv (5’ – 3’) 

RT – PCR 
cuantitativo 

APN1 cga caa ctc gag gtc gcc 

gaa ccc tac cac 

cat ctt gcc tga acg 

aga gtc ata cgg ccg 

ALP gtt gtt caa gct tct ggc 

ctg cgc gat cgc gac ggc 

aga gga tgt 

ttt ctc ctg gag ctt 

ggc gtt cag cgc tgc 

RPS3 gtg tca ccc cta ccc gat 

cgg aga tca tca 

atc tca aag act cgg 

cct gag cga tgg cgc 

RT – PCR 
cualitativo 

APN2 ggt ctc gag ctg agc acc 

aac gaa gac agc act aga 

aac c 

act tct aga cca ttc 

tcc tca taa gta gaa 

acg tag acg cc 

APN3 atc ctc gag atg ttg ctc 

ccc act ata cta tgt gtc 

ctc 

gta tct aga gcc tct 

ata gaa tcc tct gtc 

aag agg g 

APN4 cag ctc gag gac gac aaa 

tct tcg ctt tgg cat gcg 

ttc t 

ctc tct aga tcg taa 

ata cca tac atg tca 

gtg cgc ata 
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Bioensayos con las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac 

Los bioensayos se llevaron a cabo, con larvas de M. sexta alimentadas con RNAdc, 

mediante el método de contaminación de superficie. Las concentraciones de las toxinas 

Cry1As fueron determinadas por el método de Bradford. Una dilución de 25ng/cm2 de 

espora cristal de la toxina Cry1Aa, Cry1Ab o de Cry1Ac, en un volumen de 35 µL, fue 

agregada a la superficie de la dieta, que está dispuesta en cajas de 24 pozos, y se permitió 

secar. Cuando la dieta estuvo seca, se colocó una larva en cada pozo. La mortalidad se 

monitoreó después de 5 días. Cada bioensayo se realizó por triplicado y para dar validez al 

resultado cada experimento se realizó al menos tres veces. Los resultados obtenidos se 

compararon con el control negativo, donde en lugar de toxina se adicionó agua sobre la 

superficie de la dieta. 

La dosis letal media (LC50) de las toxinas Cry1A fue determinada después de retar a larvas 

de M. sexta neonatas con estas toxinas. Se emplearon 5 dosis de toxina: 5, 10, 25, 50 y 

250 ng/cm2. La mortalidad fue registrada, y la LC50 fue calculada mediante un análisis 

Probit con el software POLO Plus (Leora). 

 

Clonación del receptor tipo caderina, aminopeptidasa N1 y fosfatasa 

alcalina para expresión en líneas celulares 

Se diseñaron primers específicos para realizar la clonación de Bt-R1, aminopeptidasa N1 y 

fosfatasa alcalina de M. sexta en los vectores pIZT (Invitrogen) y pHsp70 (Tabla No. 6). 

El RNA total de M. sexta fue aislado como se ha descrito. La síntesis de DNAc se realizó 

con 5 µg de RNA. Las condiciones para realizar los PCRs y obtener las secuencias de estos 

receptores fueron las siguientes: en el caso del receptor tipo caderina se utilizó la 

polimerasa Pfx platinum (Invitrogen) con las condiciones que sugiere el fabricante, 98°C 

durante 3 minutos, posteriormente 25 ciclos de 98°C 30 s y 68°C 2:30 minutos. Las 

reacciones de APN1 y ALP se realizaron con la polimerasa Pfu (Fermentas), cuyas 

condiciones fueron, 95° durante 5 minutos (1 ciclo), 25 ó 30 ciclos (APN1 o ALP, 

respectivamente) 95°C 30s, 62°C 30s, 72°C 3 minutos ó 1:30 minutos (APN1 o ALP, 

respectivamente) y un ciclo de extensión a 72°C por 10 minutos. Estos productos fueron 

analizados en geles de agarosa al 1%, y fueron digeridos de forma secuencial con las 

enzimas KpnI y NotI, en el caso de Bt-R1 y APN1, y ALP con las enzimas EcoRI y XbaI. Los 

plásmidos fueron digeridos con esas enzimas, para llevar a cabo la clonación. Las clonas 

positivas fueron secuenciadas en la Unidad de Secuenciación del IBT – UNAM. 
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Tabla No. 8 Primers diseñados para clonar a los receptores en los vectores de expresión de líneas 
celulares de insecto. Los sitios subrayados denotan los sitios de restricción para clonar en el vector 
pIZT y pHSP70. Las enzimas empleadas para clonar BtR1 y APN1 fueron KpnI y NotI, mientras que 
para ALP fueron EcoRI y XbaI. 

  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 Primer Fw 5’ KpnI o  
EcoRI 

Primer Rv 3’NotI o  
XbaI 

BtR1 
 

agc ccc ggt acc tgt gag atg gca 

gtt gac gtc cga atc gct gcc 

aac tag tgt tgc ggc cgc cta gat 

ctt tct gaa ctg tcc gtt aac gaa 

ctc 

 

APN1 
 

gaa ttc ggt acc aga atg gtg aat 

ctc ggg ttt acc att ttc ttg 

aaa ata cgc tgc ggc cgc tta cgc 

tac cat gtt aat ggc aag tgt gac 

gag 

 

ALP 
 

atg aat tcc atg ttt atc ggc gat 

ggc atg tcg 

att cta gag ggg tgt tgg tca tca 

gtc agg c 



32 
 

Resultados 

Actividad biológica de las toxinas Cry1As en el lepidóptero M. sexta 

Las toxinas Cry1 presentan actividad insecticida contra diferentes lepidópteros; en el caso 

de Manduca sexta, se ha reportado su susceptibilidad a diferentes toxinas Cry1 (Muñoz-

Garay et al.,  2006). Un análisis de las secuencias de las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac 

indica que las toxinas Cry1Ab y Cry1Ac comparten un 99% de identidad en el dominio II 

(rectángulos blancos, Figura No. 6a), mientras ambas comparten una identidad de 69% 

con este dominio de la toxina Cry1Aa (recuadro cyan, Figura No. 6a), donde las regiones 

más variables son las asas. En contraste, las toxinas Cry1Aa y Cry1Ab comparten un 

dominio III muy similar con 98% de identidad (rectángulos verdes, Figura No. 6a), mientras 

que el dominio III de la toxina Cry1Ac comparte sólo el 38% de identidad con estas toxinas 

(rectángulo blanco, Figura No. 6a). Después de este análisis se comparó la actividad tóxica 

en las larvas de M. sexta y se pudo observar que a pesar de las diferencias entre las 

secuencias de sus dominios II y III, su toxicidad es muy similar (Figura No. 6b), por lo que 

se continuó el análisis comparando las uniones a los receptores que se han descrito. 

 

 

Figura No. 6 Diferencias estructurales y de actividad de las toxinas Cry1As. a) Representación 
esquemática de la localización de la variabilidad entre estas toxinas. b) Actividad tóxica de estas 
proteínas en nuestro organismo de estudio M. sexta. 

 

Expresión de Aminopeptidasa N1, Fosfatasa Alcalina y receptor tipo 

Caderina en el desarrollo larvario del lepidóptero M. sexta 

Previamente un estudio del laboratorio con la toxina Cry1Ab indicó que ésta se une 

diferencialmente a los receptores aminopeptidasa y fosfatasa alcalina, por lo que 

decidimos ampliar este análisis con las toxinas Cry1Aa y Cry1Ac. 

El primer experimento fue un Western blot para determinar si durante los 5 estadíos de 

desarrollo larvario de M. sexta están presentes y en qué niveles los receptores fosfatasa 

alcalina, aminopeptidasa y caderina (Figura No. 7).  

a)                                                                                        b) 
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Los resultados obtenidos mostraron que la expresión de estos receptores es diferencial: la 

fosfatasa alcalina (65kDa) se expresa durante el desarrollo de nuestro organismo de 

estudio (Figura No. 7a); mientras que APN1 (120 kDa) se expresa en forma creciente en el 

desarrollo de este organismo (Figura No. 7b). El receptor tipo caderina (210 kDa) fue 

empleado como control en este experimento. La expresión de esta proteína es creciente 

durante el desarrollo larvario de M. sexta (Figura No. 7c), este resultado correlaciona con 

lo observado por Midboe et al., 2003. Estas tres proteínas, ALP, APN1 y receptor tipo 

Caderina, se expresan a lo largo del desarrollo de M. sexta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura No. 7 Análisis, por Western blot, de la expresión de ALP, APN1 y el receptor tipo Caderina en 
las vesículas de membrana de la microvellosidad apical durante los cinco estadíos larvarios de M. 
sexta. a) ALP, b) APN1, c) Receptor tipo Caderina. 

 

La correlación entre la expresión proteica de estos receptores y la presencia de sus 

transcritos se analizó mediante un experimento de RT- PCR (Figura No. 8). Los transcritos 

de APN1 (Figura No. 8a) y ALP (Figura No. 8b) se encuentran expresados continuamente 

del primero al quinto estadío de desarrollo de M. sexta. El control de referencia de este 

experimento fue el transcrito de la proteína ribosomal S3 (RPS3) cuya expresión se 

mantuvo sin cambios durante el desarrollo de M. sexta (Figura No. 8c). 

 

 

 

a)                                         b)                                 c) 
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Figura No. 8 Expresión de los transcritos de ALP y APN1 durante el desarrollo larvario de M. sexta. 

 

Unión de las toxinas Cry1A con las proteínas de las vesículas de la 

membranas de la microvellosidad apical del intestino de M. sexta durante 

el desarrollo larvario  

La unión de la toxina Cry1Ab a las proteínas de las VMMAs a lo largo del desarrollo 

larvario de M. sexta fue analizada por Arenas et al., 2010, pero la información 

correspondiente a esta unión de las toxinas Cry1Aa y Cry1Ac no había sido analizada.  

Para determinar la unión de las toxinas Cry1A a las proteínas de las VMMAs se realizaron 

ensayos de unión de ligando con las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac marcadas con 

biotina. En la Figura No. 9a se observa que la toxina Cry1Aa une preferencialmente en el 

primer y tercer estadío de desarrollo a ALP (65kDa), y une a APN (120 kDa) a partir del 

tercer estadío de desarrollo; este mismo efecto se observó para la toxina Cry1Ab, se une 

preferencialmente a ALP en el primer y tercer estadío de desarrollo; en cambio, la unión 

APN se detecta a partir del tercer estadío de desarrollo (Figura No. 9b), correlacionando 

con lo reportado por Arenas et al., 2010. Finalmente, la unión de la toxina Cry1Ac es 

diferente, pues une solamente a APN (Figura No. 9c). Al respecto, es importante recordar 

que ambos receptores anclados por GPI están expresados diferencialmente a lo largo del 

desarrollo larvario de M. sexta, pero están presentes durante todo el ciclo larvario de este 

organismo. 

 

 

 

 

 

a)                                b)                                  c) 

a)                               b)                                  c) 
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Figura No. 9 Unión de las toxinas Cry1As marcadas con biotina a las proteínas de las vesículas de 
membrana de la microvellosidad de 1º, 3º y 5º estadío del desarrollo larvario de M. sexta. a) 
Toxina Cry1Aa, b) Toxina Cry1Ab, c) Toxina Cry1Ac. 

 

La fosfatasa alcalina de M. sexta como proteína de unión de las toxinas 

Cry1A 

a) Obtención de la secuencia nucleotídica de la fosfatasa alcalina de M. sexta 

La función de la fosfatasa alcalina de M. sexta como proteína de unión de las toxinas Cry 

ha comenzado a estudiarse y caracterizarse recientemente; se han reportado algunas 

secuencias fosfatasas alcalinas de otros lepidópteros, como B. mori (Itoh et al., 2003), H. 

armigera (Ning et al., 2010), H. virescens (Perera et al., 2009) y T. ni (Baxter et al., 2011). 

Sin embargo, la fosfatasa alcalina de M. sexta no se había reportado, y a la fecha sólo se 

cuenta con un banco de secuencias de expresión (EST) realizado por Pauchet et al., 2010. 

Por lo tanto, en este estudio se realizaron esfuerzos para obtener la secuencia 

nucleotídica codificante completa de la fosfatasa alcalina de M. sexta. La secuencia de 

expresión disponible de la fosfatasa alcalina se localiza en el extremo 5’, y con base en 

esta secuencia se diseñaron primers para obtener la secuencia codificante faltante de esta 

proteína. 
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La secuencia codificante de fosfatasa alcalina de M. sexta fue resuelta por 5’ RACE 

(Amplificación Rápida de Extremos de DNAc) a partir de una muestra de DNAc de M. sexta 

de segundo estadío de desarrollo. La clona obtenida muestra un marco abierto de lectura 

de 1473 nucleótidos, y tiene un peso molecular aproximado de 53.4 kDa, mientras que la 

secuencia con modificaciones postraduccionales tiene un peso aproximado de 63 kDa.  

Los alineamientos de la secuencia obtenida de ALP con las fosfatasas alcalinas conocidas 

de otros insectos lepidópteros, como B. mori, H. armigera, H. virescens, y T. ni, indican que 

la identidad compartida con la fosfatasa alcalina de B. mori es del 56%, mientras que con 

la de H. virescens, es del 54%, y con las fosfatasas alcalinas de H. armigera y T. ni es del 

53%. En este análisis también se observó que la fosfatasa alcalina de M. sexta comparte 

con este grupo de proteínas de estos lepidópteros una serie de firmas aminoacídicas. 

Dentro de estas firmas aminoacídicas, se observó que el sitio activo de la fosfatasa alcalina 

de M. sexta se encuentra conservado en el grupo de fosfatasas alcalinas analizadas, al 

igual que el residuo catalítico S103 (Figura No. 10). Los sitios probables de N-glicosilación y 

O-glicosilación que fueron predichos con los programas NetNGlyc 1.0 Server - CBS y 

NetOGlyc 3.1, respectivamente. 

 

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
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Figura No. 10 Alineamiento múltiple de la secuencia aminoacídica de la Fosfatasa Alcalina de M. 
sexta y las fosfatasas alcalinas descritas en otros lepidópteros. El péptido señal para la expresión 
en la superficie celular está marcado con líneas punteadas. Los sitios posibles de O–glicosilación 
están denotados con círculos, y los de N-glicosilación están señalados con líneas continuas. El sitio 
activo de la fosfatasa alcalina está enmarcado en un cuadrado, y el posible residuo catalítico está 
señalado con una estrella. El sitio que se ha predicho para el ancla de GPI está marcado con un 
triángulo invertido 
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b) La fosfatasa alcalina recombinante de M. sexta como proteína de unión de las 

toxinas Cry1A 

La secuencia de fosfatasa alcalina de M. sexta obtenida en este estudio fue clonada en el 

vector pET22, expresada en E. coli y purificada por afinidad, para analizar su capacidad de 

unión con las tres toxinas Cry1A mediante ensayos de resonancia superficial de plasmones 

(SPR). En este análisis se pudo observar que la fosfatasa alcalina recombinante puede 

unirse a las toxinas Cry1Aa, CryAb, y a la toxina Cry1Ac. Las constantes de afinidad de la 

fosfatasa alcalina recombinante de M. sexta con las tres toxinas CryAs fueron estimadas 

de los valores obtenidos de la constante de asociación (Kon) y la constante de disociación 

(Koff). 

 

Las constantes de afinidad (KD) de la fosfatasa alcalina recombinante de M. sexta con la 

toxina Cry1Aa y Cry1Ab son similares, de 289nM y 268nM, respectivamente (Figura No. 11 

a y b), mientras que la constante de afinidad correspondiente con la toxina Cry1Ac es de 4 

µM, que es 16 veces menor a la observada en las otras dos toxinas Cry1A (Figura No. 11c). 

Esta unión disminuida de la fosfatasa alcalina con la toxina Cry1Ac puede ser resultado de 

la falta de glicosilación de esta proteína recombinante, varios reportes han sugerido que 

esta toxina depende de la presencia de N–acetil galactosamina en el receptor para 

interactuar (Garczinsky et al., 1991; Masson et al., 1995; Burton et al., 1999; Pardo – 

López et al., 2006). Sin embargo, es necesario realizar ensayos de unión de la toxina 

Cry1Ac con la fosfatasa alcalina purificada de M. sexta para poder confirmar esta 

hipótesis.  

Los resultados de SPR y de unión de ligando sugieren que existen interacciones 

diferenciales de las toxinas Cry1As con los receptores anclados por GPI. Estas 

observaciones dieron la pauta para comenzar los estudios de función in vivo de ALP y 

APN1 como receptores de las toxinas Cry1As, mediante RNA de interferencia.  
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Figura No.11 Análisis de SPR de la unión de Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac a la fosfatasa alcalina 

inmovilizada.  

 

Silenciamiento de APN1 y ALP en larvas de M. sexta: alimentación con 

RNAdc 

En nuestro organismo modelo, M. sexta, existen reportadas 4 isoformas de 

aminopeptidasa N. Este proyecto se enfocó sólo en la isoforma 1 (No. de acceso 

AF123313.1) de esta proteína porque es la que se ha reportado que une a las toxinas 

Cry1A. Para realizar el silenciamiento específico de la APN1 mediante RNAdc se requirió 

una secuencia específica de este gene, para lo cual se realizó un alineamiento de las 

secuencias nucleotídicas de las cuatro isoformas de aminopeptidasa N presentes en M. 

sexta.  

 

El alineamiento reveló que la isoforma 1 comparte una identidad con la APN2 del 50%, 

con la APN3 del 48%, y con la isoforma 4 del 53%. En cuanto a los alineamientos realizados 
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con las secuencias aminoacídicas, los resultados revelaron que esta isoforma comparte 

una identidad con la isoforma APN2 del 32%, mientras que con APN3 y APN4, del 36% y 

42%, respectivamente. Con base en los datos obtenidos del alineamiento de las 

secuencias nucleotídicas, se eligieron tres regiones donde hubiera la menor identidad 

(10%) entre las cuatro isoformas. La localización de las tres regiones de APN1 elegidas 

para silenciar fueron: una región que comprende del nucleótido 22 al 385 (363pb), la 

segunda región que va del nucleótido 1433 al 1741 (308bp) y una tercera que abarca del 

nucleótido 2417 al 2710 (293bp). Estas regiones se localizaron en sitios no conservados 

entre las secuencias de aminoácidos de estas cuatro isoformas (Figura No. 12a). 

 

a)                                                                     b) 

 

Figura No. 12 Representación esquemática de la localización de las regiones seleccionadas para 
silenciar APN1 y ALP. 

 

Para la fosfatasa alcalina, su función como receptor de las toxinas Cry1A se ha descrito 

recientemente, sin embargo, Pauchet et al., (2010) obtuvo una biblioteca de ESTs, en la 

que se pudo identificar una secuencia que corresponde con fosfatasa alcalina. Con base en 

esta secuencia, se diseñaron primers para amplificar un fragmento de aproximadamente 

450 bp (Figura No. 12b). 

 

Las regiones seleccionadas de aminopeptidasa N1 y fosfatasa alcalina fueron clonadas 

individualmente en el vector pLitmus 28i. El sitio múltiple de clonación de este vector está 

flanqueado por dos secuencias del promotor de la T7 RNA polimerasa, los cuales son 

requeridos en la síntesis del RNA de doble cadena, para llevar a cabo el silenciamiento 

post transcripcional de APN1 y ALP. 

En ensayos preliminares de silenciamiento de APN1 se observó que la región 2, que 

comprende del nucleótido 1433 al 1741, tenía un porcentaje del 80 al 90% de individuos 

silenciados. Este porcentaje de silenciamiento fue menor con las otras dos regiones, por lo 

cual se eligió la región 2 para silenciar. Los resultados obtenidos mediante PCR 

cuantitativo en tiempo real mostraron que los transcritos de ALP y APN1 fueron reducidos 

80 y 84% respectivamente (Figura 13a y 13b), mientras que en los ensayos de Western 
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blot indicaron que hay una disminución de la expresión de estas proteínas (Figura 13a y 

13b). 

 

Figura No.13 Expresión relativa del transcrito y de la proteína de los  receptores anclados por GPI. 
a) Expresión relativa del transcrito de ALP y la expresión de la proteína detectada en Western blot. 
b) Expresión relativa del transcrito de APN1 y la expresión de la proteína detectada en Western 
blot. El carril 1 de a) y b) corresponde al control alimentado con agua, mientras que los carriles 2 al 
8 y el 2 al 6 muestran a larvas alimentadas con RNAdc de APN1 y ALP, respectivamente. Cada carril 
muestra el análisis de una larva alimentada con RNAdc.  

 

La especificidad del efecto de RNA de doble cadena de APN1 y ALP en las larvas de M. 

sexta se corroboró mediante PCR cuantitativo en tiempo real. Los resultados indicaron 

que la expresión del transcrito de APN1 o ALP en el tratamiento de alimentación con 

RNAdc de ALP o APN1, respectivamente, se encontraban sin afectar, lo que indica que 

estos RNAs interferentes son específicos para estas proteínas (Figura No. 13).  

Posteriormente, dada la existencia de otras isoformas de Aminopeptidasa N en M. sexta 

con un alto porcentaje de identidad entre ellas, fue necesario observar si el efecto de que 

el RNAdc diseñado era específico para la Aminopeptidasa N1 y no afectaba la expresión 

del transcrito de las otras tres isoformas. Para llevar a cabo este objetivo, se realizaron 

ensayos de PCR en las larvas alimentadas con RNAdc de APN1, en los cuales se pudo 
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observar que en la larva silenciada de APN1 (larva 2), la expresión de los transcritos de 

APN2, APN3 y APN4 no se afecta (Figura No. 14), esto permitió analizar sólo el efecto de la 

ausencia de esta isoforma en el mecanismo de toxicidad.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura No. 14 Análisis de especificidad del silenciamiento de APN1. La expresión de los transcritos 

de APN2, APN3 y APN4, después de alimentar con RNAdc de APN1, fue monitoreada por PCR.  

 

Participación de la Aminopeptidasa N1 y Fosfatasa Alcalina de M. sexta, en 

el mecanismo de acción de las toxinas Cry1As 

Para determinar cómo participan los receptores aminopeptidasa y fosfatasa alcalina en la 

actividad tóxica de las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac se realizaron bioensayos con larvas 

silenciadas de estos receptores.  

Los resultados obtenidos indicaron que ambas proteínas, ALP (barra con líneas diagonales) 

y APN1 (barra con líneas horizontales), participan en el mecanismo de acción de las 

toxinas Cry1As pero cada una con un efecto particular en la disminución de la 

susceptibilidad a estas toxinas, lo que nos permite inferir sobre su participación en el 

mecanismo de acción de estas toxinas (Figura No. 15). Los controles empleados en este 

ensayo fueron 3: el primer control son larvas alimentadas con agua (barra gris), donde se 

registró 100% de mortalidad, ya que se empleó una dosis letal que supera de 10 a 20 

veces la dosis letal media de las toxinas Cry1As y se contaba con la presencia de ambos 

receptores anclados por GPI; el segundo y tercer control en este experimento consistieron 

en RNAdc no específicos, β – galactosidasa (LacZ) y la proteína de unión a maltosa (MalE), 

donde se esperaba un efecto similar al tratamiento con agua (Figura No. 15d). 

En el caso de la toxina Cry1Aa (Figura No. 15a), las larvas alimentadas con RNAdc de ALP y 

de APN1 mostraron un porcentaje de mortalidad similar cuando son retadas con esta 

toxina, del 41% y 59%, respectivamente, lo que indica que la toxina Cry1Aa depende de las 
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dos proteínas para ejercer su efecto tóxico. Este mismo efecto fue observado en los 

resultados obtenidos con las larvas alimentadas con RNAdc, y retadas con la toxina 

Cry1Ab, donde se observa que las larvas alimentadas con el tratamiento de ALP fueron 

menos susceptibles a la toxina Cry1Ab, con una mortalidad del 23%, en comparación de 

las alimentadas con RNAdc de APN1, cuya mortalidad registrada es del 61% (Figura No. 

15b). Estos resultados sugieren que al igual que la toxina Cry1Aa, la toxina Cry1Ab 

requiere de la participación de ambos receptores en su mecanismo de acción, pero la 

fosfatasa alcalina tiene un rol predominante. Este resultado correlaciona con lo 

encontrado por Arenas et al., 2010, donde se involucra a la fosfatasa alcalina en el 

mecanismo de acción de la toxina Cry1Ab, si bien este resultado también involucra a APN1 

como participante in vivo en su mecanismo de acción. 

En el caso de la toxina Cry1Ac, las larvas alimentadas con RNAdc de APN1 tuvieron una 

mortalidad del 35%, mientras que las larvas alimentadas con el RNAdc de ALP del 76% 

(Figura No. 15c). En este caso, el resultado indica que Cry1Ac depende en mayor medida 

de la participación de APN1 en su mecanismo de acción. Este resultado confirma la 

participación in vivo de APN1 en el mecanismo de acción de la toxina Cry1Ac, y establece 

que esta toxina depende en mayor medida en esta molécula para ejercer su efecto tóxico. 
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Figura No 15 Efecto diferencial del RNA de doble cadena en larvas, de M. sexta, retadas con las 

toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac (25ng/cm2). Este experimento fue realizado por triplicado en 
tres repeticiones independientes. Las barras de error denotan la desviación estándar. 

 

La correlación entre la disminución de susceptibilidad a las toxinas Cry1As y la disminución 

de la expresión de ALP y APN1 fue analizada mediante RT-PCR y Western blot. Este análisis 

se realizó individualmente con las larvas supervivientes al bioensayo.  

La expresión del transcrito de ALP y APN1 se analizó mediante RT-PCR y se observó una 

disminución de la expresión de los transcritos de ALP o APN1 en las larvas que 

sobrevivieron al reto de las toxinas Cry1As (Figura No. 16a). En el caso de la expresión de 

las proteínas, también se observó el mismo efecto de disminución individual de la 

expresión de ALP (65kDa) o APN1 (120kDa) (Figura No. 16b). Esto permite concluir que 
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ambos receptores están participando in vivo en el mecanismo de acción de las toxinas 

Cry1As. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura No. 16 Disminución de la expresión de los transcritos y las proteínas de ALP y APN1 en 
larvas tratadas con RNA de doble cadena que sobrevivieron al reto con las toxinas Cry1As. a) 
Verificación por RT-PCR de la expresión del transcrito en las larvas tratadas con RNAdc de ALP o 
APN1 y retadas con cada una de las toxinas Cry1As. b) Verificación por Western blot de la 
expresión de las proteínas, en las larvas tratadas con RNAdc de ALP (65kDa) o APN1 (120 kDa) y 
retadas con cada una de las toxinas Cry1As. El carril C corresponde al control alimentado con agua, 
los carriles restantes representan una muestra de intestino de larva sobreviviente.  

a) 

b) 

ARN dc ALP 
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La aminopeptidasa N1 y la fosfatasa alcalina también participan en el 

mecanismo de acción de la toxina Cry1AbMod y Cry1AcMod 

Algunos mecanismos de resistencia a las toxinas Cry en insectos lepidópteros han sido 

asociados a la alteración en la interacción toxina-receptor. La resistencia de algunos 

lepidópteros a las toxinas Cry ha sido ligada a mutaciones con el gene de caderina. Una 

estrategia efectiva para combatir la resistencia a las toxinas Cry1Ab y Cry1Ac fue la 

producción de toxinas modificadas (Cry1AbMod y Cry1Ac Mod) que carecen de la hélice 

α1. Estas toxinas modificadas tienen la capacidad de oligomerizar sin interactuar con el 

receptor tipo caderina, BtR1. La toxina Cry1AbMod fue tóxica para larvas de M. sexta 

silenciadas en el receptor tipo caderina y tanto Cry1Ab y Cry1AcMod fueron activas para 

una cepa de Pectinophora gossypiella, cuyo mecanismo de resistencia está asociado a 

mutaciones en un gene de caderina (Soberón et al., 2007). 

El bioensayo realizado con las toxinas Cry1AbMod y Cry1AcMod tuvo como objetivo 

validar la participación de APN1 y ALP en el mecanismo de acción de estas toxinas. ¿Estos 

son necesarios para la toxicidad de las Cry1AsMod? En este ensayo, las larvas de M. sexta 

se alimentaron con RNAdc de ALP (barra gris claro), APN (barra negra) y el receptor tipo 

caderina BtR1 (barra con líneas horizontales) y se retaron con una sola dosis de toxina 

Cry1AbMod (25 ng/cm2) (Figura No. 17a) y Cry1AcMod (50 ng/cm2) (Figura No. 17b). Los 

resultados obtenidos indican que hay una interacción diferencial de los receptores APN1 y 

ALP con las toxinas Cry1AbMod y Cry1AcMod, similar a las toxinas sin modificar. 

La fosfatasa alcalina tiene una mayor participación en la disminución de susceptibilidad a 

la toxina Cry1AbMod, similar a la observada a la toxina sin modificar (Figura No. 17a). En 

cuanto a lo obtenido con las larvas alimentadas con RNAdc de BtR1, fueron susceptibles a 

la toxina Cry1AbMod, lo que corresponde a lo reportado por Soberón et al., 2007, ya que 

estas toxinas “saltan” la interacción con este receptor y oligomerizan para interactuar con 

los receptores anclados por GPI, por lo que siguen siendo tóxicas para estas larvas 

silenciadas en BtR1. Con respecto a los resultados obtenidos con la toxina Cry1AcMod, se 

observó el mismo efecto que en la toxina silvestre: la aminopeptidasa N1 tiene un papel 

predominante en el mecanismo de acción en esta toxina y el efecto de la toxina 

Cry1AcMod en las larvas alimentadas con RNAdc de BtR1 fue de susceptibilidad a esta 

toxina (Figura No. 17b). Estos resultados indican que el mecanismo de acción está 

conservado en ambas versiones de las toxinas Cry1Ab y Cry1Ac, tanto silvestres como 

modificadas en cuanto al requerimiento de los receptores APN1 y ALP. La función de estos 

receptores con las toxinas Cry1AbMod y Cry1AcMod, permite inferir que tanto la fosfatasa 

alcalina como la aminopeptidasa N1 tienen un papel importante durante la interacción 

con la estructura oligomérica de las toxinas Cry1As, esto es en el mecanismo de acción de 

las toxinas Cry1As, ya que las toxinas modificadas tienen la capacidad de oligomerizar sin 
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interactuar con el receptor tipo caderina, y tienen un comportamiento similar al 

observado con las toxinas silvestres. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura No. 17 Efecto del RNAdc en larvas de M. sexta expuestas con la toxina Cry1AbMod (a) y 

Cry1AcMod (b). 

 

El receptor tipo caderina tiene una participación diferencial en el 

mecanismo de acción de las toxinas Cry1As 

La participación del receptor BtR1 en el mecanismo de acción de las toxinas Cry1A ha sido 

estudiada extensivamente en diversos insectos plaga. Sin embargo, actualmente no existe 

un estudio en M. sexta donde se valide la participación in vivo de esta molécula en el 

mecanismo de acción de las tres toxinas Cry1A; por este motivo se analizó, mediante RNA 

de interferencia, la participación de BtR1 en el mecanismo de acción de las toxinas Cry1A 

en M. sexta.  

Primero, se alimentaron larvas de M. sexta con RNAdc del receptor BtR1 y posteriormente 

se retaron con una dosis (25 ng/cm2) de las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac (Figura No. 

18). Los resultados obtenidos indican que hay una dependencia diferencial con las toxinas 

Cry1As. 
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Figura No 18 Efecto diferencial del RNA de doble cadena de BtR1 en larvas, de M. sexta, retadas 
con 25 ng/cm2 de las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac. 

En este experimento se observó que BtR1 participa en el mecanismo de acción de las 

toxinas Cry1Aa y Cry1Ab, ya que se observa una disminución en la mortalidad de este 

tratamiento con RNAdc del 65% y 62%, respectivamente. Mientras que en el caso de la 

toxina Cry1Ac, la mortalidad es similar al control (alimentado con agua y retado con 

toxina), lo que indica BtR1 no está participando en el mecanismo de acción de esta toxina 

y sugiere la existencia de otro receptor que esté llevando a cabo las funciones del receptor 

tipo caderina. 

 

Expresión de los receptores de las toxinas Cry1As, en M. sexta, en la línea 

celular de Spodoptera frugiperda Sf21 

El objetivo de este apartado en el proyecto fue demostrar la participación de los 

receptores de las toxinas Cry1As en sus mecanismos de acción, mediante un sistema in 

vitro que permita explorar posteriormente, mutaciones de los receptores y toxinas que 

pueden afectar la interacción in vivo de estas moléculas, para así así comprender los 

mecanismos de acción de estas toxinas. 

En reportes previos se ha demostrado que es posible expresar los receptores de las 

toxinas Cry1As de M. sexta: la aminopeptidasa N1 se expresó en células Sf21, las cuales 

provienen del ovario del lepidóptero Spodoptera frugiperda, y no son susceptibles a las 

toxinas Cry1A (Luo et al., 1999); el receptor tipo caderina se ha expresado tanto en células 
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del lepidóptero T. ni (High five) como en células Sf21 (Zhang et al., 2006; Jurat-Fuentes y 

Adang, 2006). La fosfatasa alcalina de M. sexta no ha sido expresada en líneas celulares, 

pero se ha reportado que la fosfatasa alcalina del díptero A. aegypti ha sido expresada con 

éxito en células Sf9 (Dechklar et al., 2011), las cuales son derivadas de las células Sf21. 

Los receptores Bt-R1, APN1 y ALP de M. sexta fueron clonados en dos vectores de 

expresión: pIZT/V5His (Invitrogen), en el cual se ha expresado exitosamente al receptor 

tipo caderina (Zhang et al., 2006; Jurat-Fuentes y Adang, 2006) y el vector pHSP70 (Huyhn 

y Zieler, 1999) (Figura No. 19), el cual tiene características similares al vector utilizado por 

Luo et al., 1999 para expresar a la aminopeptidasa N1 de M. sexta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura No. 19 Clonación de las tres moléculas descritas como receptores de las toxinas Cry1As. 

La expresión heteróloga independiente de estas tres proteínas, clonadas tanto en el 

vector inducible pHsp70, como en el vector con la fusión GFP, pIZT (Invitrogen), fue 

realizada en la línea celular Sf21. La expresión de estas proteínas en esta línea celular no 

se pudo lograr, ya que los productos detectados por Western blots, que se realizaron para 

verificar su  expresión en la línea celular, eran truncos.  

La búsqueda de otra línea celular que en la que se pueda expresar correctamente a ALP, 

APN1 y al receptor tipo caderina, es una alternativa que permitiría establecer un sistema 

que ayude a estudiar y explorar la participación e importancia de los sitios de interacción 

de los receptores con las toxinas Cry1As, así como también explorar más regiones de las 

toxinas involucradas en la interacción con estos receptores. 

a)                      b)                    c) 
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Discusión 
Las estrategias que emplean las toxinas formadoras de poro (PFT) para ejercer toxicidad 

en sus organismos blanco, requieren de interacciones complejas con una o varias 

moléculas localizadas en la superficie de la membrana celular. Estas interacciones se 

caracterizan por ser altamente especializadas y selectivas. Al igual que otras PFTs, las 

toxinas Cry requieren de la participación de varias proteínas, localizadas en las 

microvellosidades intestinales, para ejercer su efecto tóxico en los organismos 

susceptibles.  

La identificación de posibles receptores de las toxinas Cry ha sido una tarea realizada 

básicamente mediante ensayos de unión in vitro, que no necesariamente correlacionan 

con la función de estas moléculas como receptores in vivo. Con la información obtenida en 

diversos trabajos realizados in vitro, nuestro grupo de investigación ha propuesto un 

mecanismo molecular donde la toxina Cry1Ab interactúa secuencialmente con al menos 

tres moléculas en el lepidóptero M. sexta (Francis y Bulla, 1997; Pacheco et al., 2009; 

Arenas et al., 2010). Entre las moléculas descritas in vitro con las que esta toxina interactúa 

se encuentran dos proteínas ancladas por GPI, la Aminopeptidasa N1 y Fosfatasa Alcalina.  

Entre las diferentes estrategias in vitro que se han utilizado para la identificación y 

descripción del mecanismo de acción de las toxinas Cry se encuentran tanto el 

reconocimiento de moléculas de unión mediante ensayos unión de ligando, como la 

estimación de la unión in vitro. La unión in vitro tanto de la Aminopeptidasa N1 (Masson 

et al., 1995), así como la del receptor tipo caderina (Francis y Bulla, 1997) con las tres 

toxinas Cry1As, Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac ha sido caracterizada. En contraparte, la 

información de la fosfatasa alcalina de M. sexta como proteína de unión de las toxinas 

Cry1A es escasa, a pesar de que ésta fue descrita como proteína que facilitaba la 

formación del poro por Sangadala et al., en 1994 y unía a la toxina Cry1Ac (McNall y 

Adang, 2003), si bien no se contaba con la información necesaria para involucrar a esta 

molécula en el mecanismo de acción de las toxinas Cry1A en M. sexta; fue hasta el trabajo 

Arenas et al., 2010 donde se caracterizó la unión in vitro de ALP sólo con la toxina Cry1Ab. 

En este estudio, en ensayos de unión de ligando, se demostró que las toxinas Cry1A se 

unen de forma diferencial a los receptores anclados por GPI localizados en el tejido 

intestinal de M. sexta. Las toxinas Cry1Aa y Cry1Ab se unen a la fosfatasa alcalina en el 

primer y tercer estadío de desarrollo larvario, pero la toxina Cry1Ac se une solamente a la 

APN1 a lo largo de todo su desarrollo larvario (Figura No. 7). Estos resultados sugieren la 

importancia de cada una de estas moléculas en el mecanismo de acción de las toxinas 

Cry1A. Esta observación es importante porque se ha propuesto que existe un aumento 

entre la unión de las toxinas Cry con sus posibles receptores a lo largo del desarrollo y la 

disminución de la actividad biológica de estas toxinas en relación con el crecimiento de los 
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insectos susceptibles. Rodríguez – Chamorro (2013) observó que la susceptibilidad de M. 

sexta a la toxina Cry1Ca disminuye hasta siete veces cuando son retadas en el tercer 

estadío de desarrollo con respecto a la actividad de esta toxina en el primer estadío de 

desarrollo: simultáneamente registró cambios en la unión de esta toxina con una isoforma 

de ALP, que sólo fue posible de observar en los primeros estadíos de desarrollo larvario. 

Esta observación es importante ya que en el laboratorio, la actividad biológica de las 

toxinas Cry1 se registra regularmente en el primer estadío de desarrollo larvario, donde la 

actividad de estas toxinas Cry es más alta. En este estudio se propone, al igual que 

Gilliland et al., 2002; Arenas et al., 2010 y Rodríguez – Chamorro, 2013, que el análisis y la 

búsqueda de los receptores de las toxinas Cry1 son recomendables durante los primeros 

estadíos larvarios, donde la actividad de las toxinas Cry es mayor, lo que puede facilitar la 

identificación de los posibles receptores de estas toxinas.  

La caracterización de la interacción de la ALP de M. sexta con las toxinas Cry1A reveló que 

estas tres toxinas pueden unirse a ALP: Cry1Aa y Cry1Ab tienen una afinidad similar por 

este receptor, de 289 y 268 nM, respectivamente, mientras que la toxina Cry1Ac tiene una 

afinidad 16 veces menor por esta proteína (4 µM) (Figura No. 11). Esta unión disminuida 

puede ser debida a que la proteína recombinante no está glicosilada. El hecho de que las 

tres toxinas se unan a ALP no es sorprendente, Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac han mostrado 

unir a APN1 en el trabajo de Masson et al., 1995 y al receptor tipo caderina como lo 

indican Francis y Bulla et al., 1997. Además hay que recordar que estas tres toxinas son 

estructuralmente similares, por lo que tal vez estén compartiendo sitios de unión por este 

receptor (ver más adelante), pero también es importante mencionar nuevamente que los 

dominios II y III de estas tres toxinas son las regiones más variables entre ellas, éstas 

contienen los sitios de interacción con los receptores y pueden ser las regiones que estén 

determinando la disminución de la unión de la toxina Cry1Ac con la fosfatasa alcalina. La 

unión in vitro de la fosfatasa alcalina con las toxinas Cry1As es un punto de referencia 

importante para este estudio; sin embargo, uno de los objetivos de este proyecto también 

fue demostrar la participación in vivo de ALP y APN1 en el mecanismo de acción de las 

toxinas Cry1As. 

Algunos trabajos han demostrado la funcionalidad in vivo de los receptores de las toxinas 

Cry1A. La expresión en líneas celulares del receptor tipo caderina resulta en 

susceptibilidad a las toxinas Cry1A (Meng et al., 2001; Dorsch et al., 2002; Hua et al., 2004; 

Zhang et al., 2006). En el caso de APN1, la tarea no ha sido fácil de interpretar, ya que hay 

dos casos que contradicen su participación. En el estudio realizado por Luo et al., 1999, 

con la APN1 expresada en la línea celular SF21 de M. sexta, se observó la falta de 

susceptibilidad a la toxina Cry1Ac, por lo que no fue posible concluir sobre su participación 

en el mecanismo de acción in vivo de esta toxina. En cambio, en el trabajo de Gill y Ellar 
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(2002), se observó que la expresión heteróloga de APN1 en Drosophila melanogaster, una 

especie naturalmente no susceptible, otorga sensibilidad a la toxina Cry1Ac.  

En este estudio mediante el uso de la técnica de RNA de interferencia analizamos in vivo el 

papel de la APN1 y la ALP en el mecanismo de acción de las toxinas Cry1As. Una 

característica importante de esta herramienta es el efecto específico sobre las proteínas 

blanco, de manera que el silenciamiento específico de ALP y APN1 permitió estudiar como 

estas proteínas están participando in vivo en el mecanismo de acción de las toxinas Cry1A. 

En primera instancia, se confirmó si el silenciamiento de ALP y APN1, mediado por 

alimentación con RNAdc en M. sexta es posible, previo a emplear esta herramienta se 

verificó la disminución de la expresión tanto del transcrito como de la proteína de estos 

receptores anclados por GPI, demostrando que el método es funcional en nuestro modelo 

de estudio. Las larvas de M. sexta tratadas con RNA de interferencia mostraron una 

disminución en la expresión en el transcrito y la proteína de nuestros blancos (Figura No. 

12), así como también estos RNAs interferentes mostraron ser específicos para las 

proteínas de estudio (Figuras No. 12 y No. 13). Estos resultados permitieron explorar la 

función in vivo de ALP y APN1 como proteínas de unión de las toxinas Cry1A y discernir 

sobre su participación in vivo en el mecanismo de acción de las toxinas Cry1A en M. sexta.  

Para entender como estas proteínas participan en el mecanismo de acción de las toxinas 

Cry1As, después disminuir la expresión de ALP y APN1, las larvas silenciadas fueron 

retadas con una dosis de 25 ng/cm2 (10 a 20 veces la dosis letal media de las toxinas 

Cry1As) (Figura No. 14), observándose que tanto ALP como APN1 están participando in 

vivo en el mecanismo de acción de las toxinas Cry1A, ya que su silenciamiento resultó en 

la disminución en la susceptibilidad de M. sexta a estas toxinas. El tratamiento con RNA de 

interferencia fue el responsable de conferir esta disminución, ya que la mortalidad de los 

controles tratados con agua retados con las tres toxinas Cry1As fue del 100%, al igual que 

la de las tratadas con RNAdc inespecíficos, como el de LacZ y MalE. La toxina Cry1Aa 

depende de ambos receptores para ejercer su efecto tóxico, ya que ambos tratamientos 

de RNAdc de ALP y APN1, mostraron una mortalidad similar (41% y 59%, respectivamente) 

cuando son retadas con esta toxina. En cuanto a los resultados correspondientes a la 

toxina Cry1Ab, las larvas alimentadas con RNAdc de ALP y retadas con esta toxina, fueron 

menos, en comparación de las alimentadas con RNAdc de APN1. En el caso particular de la 

toxina Cry1Ac, ésta depende en mayor medida de la participación de APN1 en su 

mecanismo de acción, en los organismos tratados con RNAdc de APN1 y retados con 

Cry1Ac se registró una mortalidad de aproximadamente del 30%, en comparación del 76% 

en el caso del tratamiento de ALP. Estas observaciones aportan información importante 

para el conocimiento del mecanismo de acción de las toxinas Cry1As en el lepidóptero M. 



53 
 

sexta: ALP y APN1 están actuando de forma diferencial, y ambas están participando en el 

mecanismo de acción de las toxinas Cry1Aa y Cry1Ab, mientras que para el mecanismo de 

acción de Cry1Ac, APN1 desempeña un papel predominante. La participación in vivo de 

fosfatasa de alcalina de M. sexta en el mecanismo de acción de las toxinas Cry1As 

constituye otra aportación relevante de este proyecto. Esta molécula ya había sido 

propuesta como un posible receptor de las toxinas Cry1As, sin embargo, no se había 

concretado la evidencia que la involucrara directamente en su mecanismo de acción. 

La participación diferencial de APN1 y ALP con las toxinas Cry1Ab y Cry1Ac, es similar a la 

observada con las toxinas Cry1AbMod y Cry1AcMod y correlacionó con la unión 

diferencial in vitro de APN1 y ALP con las toxinas Cry1As. Las toxinas modificadas fueron 

diseñadas para contender con la resistencia a la toxina Cry1Ac asociada al receptor tipo 

caderina ya que poseen la capacidad de oligomerizar sin interactuar con este receptor. 

Esta característica permite inferir cual puede ser el papel de ambos receptores en el 

mecanismo de acción de las toxinas Cry1As, estos resultados indican que ALP y APN1 

están participando durante la interacción con el oligómero de la toxina, previo a su 

inserción en la membrana, dado que estas mutantes forman el oligómero y recurren a los 

receptores anclados por GPI para ejercer su efecto tóxico. La aparición de resistencia a las 

toxinas Cry1 en otros organismos lepidópteros ha sido asociada con la disminución de 

estos dos receptores anclados por GPI, correlacionando en cierta medida con la 

disminución de susceptibilidad a las toxinas Cry1As silvestres y Cry1AMod, en los 

tratamientos de RNAdc de APN1 y ALP en M. sexta. Este fenómeno de resistencia ha sido 

encontrado en cepas resistentes a la toxina Cry1Ac de los lepidópteros H. virescens y H. 

armigera, y en cepas resistentes a la toxina Cry1Fa de S. frugiperda, donde la expresión 

del RNA mensajero, de la proteína y la actividad enzimática de ALP se encuentra 

disminuida (Jurat-Fuentes et al., 2011). En el caso de APN1, la resistencia a la toxina 

Cry1Ac de T. ni, se asoció con una reducción en la expresión del RNA mensajero de esta 

isoforma de aminopeptidasa N, y también se observó que había una disminución de la 

expresión de esta proteína (Tiewsiri y Wang, 2010). La aparición de estos mecanismos de 

resistencia tiene un gran impacto en el manejo de las plagas en cultivos Bt, ya que se 

habían descrito previamente eran asociados al receptor tipo caderina, así mismo, plantea 

la búsqueda de nuevas alternativas para manejar las poblaciones de insectos plagas 

resistentes a las toxinas Cry1. 

La unión diferencial de los receptores anclados por GPI con las toxinas Cry1A, también se 

observó en el trabajo de inmunolocalización in vitro de estas toxinas, en el intestino de M. 

sexta, realizado por Chen et al., 2005. En este trabajo se observó que había una 

inmunolocalización diferencial de las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac a lo largo del 

intestino medio de M. sexta. Éstas se localizaban en las regiones del intestino medio 
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donde se encontraban inmunoteñidos los receptores descritos para estas toxinas, el 

receptor tipo caderina, ALP y APN1. La toxina Cry1Ac se localizó en la misma área donde 

se inmunolocalizó APN1, pero no donde inmunolocaliza BtR1; mientras que Cry1Ab y 

Cry1Aa se unieron a la misma área donde se localizó ALP y BtR1. Esta localización 

diferencial de las toxinas y de los receptores en el intestino de M. sexta nos indican la 

existencia de diferencias en las uniones in vitro entre estas moléculas. Estas observaciones 

soportan la interacción diferencial in vivo que se observó en este proyecto. 

El efecto de ambas proteínas ancladas por GPI con las toxinas Cry1A es interesante, ya que 

se ha observado que las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1Ac tienen un efecto similar en la 

mortalidad en M. sexta (ver Figura No. 6b), a pesar de las diferencias que se han 

observado en las estructuras involucradas en la interacción con los receptores: los 

dominios II y III. Los dominios II y III de las toxinas Cry1As son las más variables entre ellas. 

Las toxinas Cry1Ab y Cry1Ac comparten un 99% de identidad en el dominio II, mientras 

ambas comparten una identidad de 69% con la toxina Cry1Aa. En contraste, la toxina 

Cry1Aa y Cry1Ab comparten un dominio III muy similar con 98% de identidad, mientras 

que el dominio III de la toxina Cry1Ac comparte sólo el 38% de identidad con estas toxinas 

(Figura 6a). Es posible que además de las diferencias en los dominios II y III, existan otros 

factores que están determinando las diferencias en las interacciones de las toxinas Cry1As, 

como la estructura de los sitios de unión de los receptores. 

El estudio de las interacciones in vitro ha permitido conocer la localización de las regiones 

de interacción de los dominios II y III de las toxinas Cry1As con los receptores descritos de 

estas toxinas en M. sexta. Las estructuras más variables dentro del dominio II de las 

toxinas Cry1As son las asas 2 y 3 (Rajamohan et al., 1996). Las mutaciones en estas asas 

han revelado su importancia en la interacción con la APN (Rajamohan et al., 1996; Lee et 

al., 2000; Pacheco et al., 2009) y la ALP (Arenas et al., 2010).  

En las toxinas Cry1Aa y Cry1Ab, la región β16, la cual se localiza en el dominio III, ha sido 

descrita como el sitio de interacción con la APN1 (Atsumi et al., 2005; Gómez et al., 2006) 

y ALP (Arenas et al., 2010). Dada la identidad compartida entre ambas toxinas (98%) fue 

posible inferir que ambas interactúan tanto APN1 como con ALP, tal como se ha 

demostrado en este proyecto. En el caso particular del dominio III de la toxina Cry1Ac, a 

diferencia de las otras dos toxinas Cry1As, se localiza un sitio de reconocimiento específico 

para el azúcar N-acetilgalactosamina (GalNAc) del receptor APN (Burton et al., 1999; 

Jenkins et al., 1999). Este puede ser el factor determinante que esté afectando la unión de 

la toxina Cry1Ac con la ALP recombinante, la cual no se encuentra glicosilada, sin embargo 

aún faltan ensayos para validar esta hipótesis. Otro reto importante para resolver en el 

futuro es el mapeo de las regiones de las toxinas Cry1As que interactúan con los 
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receptores anclados por GPI, es importante recordar que la mayor parte de los estudios 

que exploran las regiones de interacción de las toxinas Cry1As se han realizado con la 

estructura monomérica de las toxinas,por lo que resultaría interesante resolver cuales son 

las regiones de las estructuras oligoméricas de las toxinas Cry1As que interactúan con los 

receptores anclados por GPI, ya que estas interacciones constituyen una paso importante 

en el mecanismo de acción propuesto. 

 

El control biológico de insectos plaga en el campo, mediado por las toxinas Cry de Bacillus 

thuringiensis, constituye una alternativa viable debido a su especificidad. El mayor riesgo 

del empleo de estas toxinas es la aparición de insectos resistentes a esta tecnología. Una 

opción plausible para su aplicación es utilizar 2 o más toxinas que dependan de dos 

receptores diferentes para disminuir la aparición de resistencia. El empleo de estas toxinas 

para eliminar insectos plaga que dependan de dos receptores diferentes, como Cry1Ab 

que depende en mayor medida de ALP, y Cry1Ac que depende de APN1 para ejercer su 

efecto tóxico, permitiría que no se genere el fenómeno de resistencia cruzada. Este 

fenómeno consiste en la generación simultánea de resistencia en un mismo organismo a 

dos toxinas que tienen el mismo modo de acción. La evolución de resistencia cruzada, en 

insectos susceptibles, no es un fenómeno común ya que requiere de la evolución conjunta 

de dos genes. La estrategia del empleo de dos toxinas con distintos receptores, promete 

asegurar menos pérdidas en el campo por un mayor periodo de tiempo. 

 

Los mecanismos de resistencia a la toxina Cry1Ac que han sido reportados en lepidópteros 

plaga como H. armigera (Xu et al., 2005), H. virescens (Gahan et al., 2001) y P. gossypiella 

(Morin et al., 2003), están asociados con el receptor tipo caderina. Este receptor ha sido 

estudiado extensivamente in vitro, pero en nuestro organismo de estudio, M. sexta, no se 

ha descrito in vivo como participa en el mecanismo de acción de las toxinas Cry1A. En este 

proyecto se investigó como es la participación de este receptor en estos mecanismos de 

toxicidad. Los resultados indican la disminución en mortalidad en larvas de M. sexta 

tratadas con RNA de interferencia de Bt-R1 y son retadas con las toxinas Cry1Aa y Cry1Ab, 

sugieren que esta proteína está involucrada en el mecanismo de acción de estas toxinas. 

Sin embargo, el resultado obtenido con el tratamiento retado con la toxina Cry1Ac, donde 

hay una mortalidad similar al control alimentado con agua (del 100%), sugiere la 

posibilidad de la existencia de otro receptor en M. sexta que suple la función del receptor 

tipo caderina, por lo que resultaría interesante investigar cual es este posible receptor.  

El conjunto de estos resultados obtenidos con los receptores anclados por GPI, APN y ALP, 

y el receptor tipo caderina, sugieren que el mecanismo de acción de cada una de las 

toxinas Cry1As es diferente. Para combatir los mecanismos de resistencia que han 

aparecido, es necesario comprender a fondo el mecanismo de acción de las toxinas Cry: 
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conocer cómo están interactuando los receptores con las toxinas, así como identificar las 

regiones tanto de éstos, como de las toxinas, para ejercer su efecto, con el fin de generar 

nuevas y mejores estrategias para contender con estos mecanismos de resistencia, sin 

descartar que pueden existir otras proteínas o moléculas involucradas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusiones 
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Las toxinas Cry constituyen una herramienta biotecnológica sobresaliente ya que han sido 

empleadas extensivamente para manejar y controlar poblaciones de insectos plaga en el 

campo. Uno de los retos más importantes en la agrobiotecnología es entender cómo 

funcionan estas toxinas después de ser ingeridas por los insectos susceptibles. Para 

comprender este proceso, se ha propuesto un modelo para describir el mecanismo de 

acción de la toxina Cry1Ab en M. sexta El modelo propone la participación de al menos 

tres moléculas que funcionan como receptores de estas toxinas. En el presente proyecto, 

se analizó la participación in vivo de dos proteínas ancladas por GPI, APN1 y ALP, las 

previamente propuestas para participar en el mecanismo de acción de algunas de las 

toxinas Cry1A en el lepidóptero M. sexta. Los resultados obtenidos indican que la 

fosfatasa alcalina es un participante importante en este proceso. La actividad de unión in 

vitro de esta proteína con las tres toxinas Cry1As, soporta las observaciones que hemos 

realizado in vivo. 

De acuerdo con lo observado en este proyecto, se puede concluir que el mecanismo de 

acción de las toxinas Cry1As puede ser más complejo de como se ha planteado. Cada 

toxina Cry1A tiene una vía para ejercer su efecto tóxico en M. sexta: 

 La toxina Cry1Aa requiere tanto del receptor tipo caderina, como de ambos 

receptores anclados por GPI para ejercer su efecto;  

 La toxina Cry1Ab requiere del receptor tipo caderina y en mayor medida de la 

participación de ALP en su mecanismo de acción, mientras que, 

 La toxina Cry1Ac depende de otro receptor que cumple con la función del receptor 

tipo caderina y del APN1 en su mecanismo de toxicidad.  

 

Estos resultados plantean más preguntas sobre este mecanismo de acción de estas 

toxinas, las cuales son necesarias de responder para entenderlo mejor y así generar 

mejores soluciones para contender con los mecanismos de resistencia que aparecen en el 

campo.  
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Perspectivas 
 

 Un reto importante por resolver es si la toxina Cry1Ac depende de otro receptor que 

desempeñe el papel de BtR1 en M. sexta. Los resultados indican que esta toxina no 

requiere de la participación de Bt-R1 en su mecanismo de acción. 

 

 Identificar los sitios de interacción de las toxinas con los receptores constituye una 

meta que permitiría generar nuevas estrategias en el diseño de mutantes de las toxinas 

Cry1A más activas, para así contender con la aparición de mecanismos de resistencia 

asociados a estos dos receptores anclados por GPI. 

 

 Determinar cuáles son las regiones de los receptores anclados por GPI, APN1 y ALP, 

que interactúan con las estructuras monoméricas y oligoméricas de las toxinas 

Cry1As. Hay que considerar que en el modelo propuesto para describir la actividad de 

las toxinas Cry1A, se propone que estas proteínas interactúan con el monómero y 

oligómero de las toxinas. 

 

 La exploración de nuevas alternativas para estudiar la interacción toxina-receptor, 

como la expresión heteróloga de los receptores en líneas celulares de insectos. Esta 

estrategia permitiría disectar el mecanismo de acción de estas toxinas, buscar 

regiones de interacción importantes de los receptores con las toxinas, y viceversa. 

Adicionalmente, la línea celular no sería dependiente del ciclo larvario del organismo 

de estudio. 
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SPOTlIGHT 

Articles of Significant Interest Selected from This Issue by the Editors 

Differential Roles of GPI-Anehored Proteins in CrylA Toxin Mode of Action 

in Ihe modeof aclion ofCrylA toxins, il hasbeen suggeslOO Ihal alkaline phosphalase (ALP) and aminopeplidase-N (APN) could have 
rOOundant roles in Cryl A loxicil y. Flores-Escobar el al. (p. 4543-4550), llsi ng Ma/u/rlca $l'Xla si!e neOO larvac, exami nOO Ihe roleof APN 
and ALP proleinsin CrylA loxicity. Their results suggesllhallhe Iwo GPi-anchorOO proteinshavedifTerenl roles in CrylA loxici ty. To 
exerl ils inseclicidal efTecl, Iklci//rlj ¡/lIIritrgieIJSij subsp. krrrs/ilki produces Ihree difTerenl CrylA loxins Ihal, in conjunction, largel 
diverse midgul proleins. 

Autoaggregation as a Sortase-Dependent Adhesive Meehanism of Vaginal Lactobaci/lus Species 

Tlle human vagina is generallydominalOO by laclol>acil!i under healthyconditions. However, molecular insights into Ihe adaplalion of 
lactobacilli 10 Ihi s niche have been lacking. By functional analysis of a mu tanl lacking Ihe housekeeping soTlase enzyme, Malik and 
colleagues (p. 4576 - 4585) showa crucial role for sorlase-dependent tagging of proleins in all ribuling high aUloaggregaliveness and 
adhesiveness 10 Ihe vaginal LAclObacillJls plall/afJIlI/ CMPG5300 Slrain. This slud y suggesls Ihallhe use of knockoul mutants can greally 
increase our underslanding of Ih e molecular mechaniSllls underlying Ihe adaplalion and beneficial aClions of vagi na! laclobacilli. 

Specifie Association of Saccharomyces cerevls/ae Killer Toxin-Eneoding M Satellite Double-Stranded RNAs and Their Helper 
L-A Totivlrus 15 Indicative of Coevolutlon 

Kil!er loxins produced by doub!e-SlrandOO RNA (dsRNA) sale!li les of Ihe Saccharomyces cerevisiae LoA 10livirus are widdy dislribu lOO 
in nalure, conferring 10 the hosl yea>l a st'!ect ive advanlage. ¡'¡ere, Rodríguez-Cousiño el al. (p. 4661 - 4674) reporl Ihal 23% oflhe 
nudeolidesoflhe helper virus (L-A-Ius) of a new kilIer loxin-encoding dsRNA, Mlus, are distinct from those of l -A. [n a screening of 
31 kiUcr ycasl slrains, L-A-!us was found 10 be associaled wilh 10xi n-cllcoding K!usdsRNt\ whcreas K2 ki!lrr slrains carry a 1l0lher L-A 
varianl ( l-A-2). The divergence of Ihe LoA sequences in difIerenl kil!er loxin-producing yeaSI slrains suggests Ihal Ihe sale!!ile RNAs 
Illay have p!ayed a role in Ihe evo¡ulion of Iheir helper viruses, wi th sdcction main!y of those varianls Ihal can mainlnin Ihe killer 
phenotype. 

Attaeh, Breathe, and Move: Mierobial Survlval in Hot. [ron-Rieh Hydrothermal Sediments 

The microbial reduction ofFeOI!) plays an importanl role in Ihe geochemistryofhydrothermal systems, yel il is poorly underslood al 
Ih e mcchanislic leve!. By studyi ng Ihe obliga le FeO [I) -reducing archneon Geogloims IIlulIJgllri, Manzella e t al. (p. 4694 - 4700) demo rl
slrale Ihe environmenlal relevance of a slrong associalion with Fe(1I1) mineral partirles for efficienl e!ectron Iransfer and of tlsing 
flagellar mOli!ily 10 access reactive ferric mi nerals Ihal are conlilluollS!y being deposi led as a dispersed layer on 10p of Ihe hOI sedimenls 
around hydrotherma! vents. This dual slralegy maximizes Ihe filness of microorganisllls growing undn Ihe exlreme physicn! and 
chemical condilionsofhydrolhermal syslems. 

"Run-Reverse-Turn" Meehanism for Pseudomonas Motillty Revealed through a Novel Tetherlng AnalY51s 

[n contrasl 10 i Ilvesligalions of Ih e mOli!ily of perilrichous bacteria, il has been challenging 10 slUdy Ihe mOli!ily of polar-flagellaled 
bacleria i 11 celllelhering assays due 10 Iheir uJlslable rOlaliona! trajeclories. Qian and colleagues (p. 4734- 4743) have developed a nove! 
bacterial lelhering ana!ysis program Ihal corrects for Ihese efTects compulalionally. Using Ihis program lo study polar-flagel!aIOO 
pjeJl dolllo/l{l~ spp., Ihey found Ihal Ihe l'~el l doIllO/l{¡j flagellar 111010r has an additiona! ~pallse" phase during which Ihe ce!! SIOpS and 
IUrns al brge angles. Pause duralions and, consequenlly, Itlrn angles were shown 10 be regulaled during chemotaxis. These results 
rcvea!ed IhallJjCllliolllotrllj spp. use a nove! ~ru n-revcrse-Iurn" mechanislll 10 swim and lIndcrgo chclllolaxis. 
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Differential Role of Manduca sexta Aminopeptidase-N and Alkaline 
Phosphatase in the Mode of Action of CrylAa, CrylAb, and CrylAc 
Toxins from Bacillus thuringiensis 

Biviana Flores-Escobar,a Hecrar Rodríguez-Magadan,b Alejandra Bravo," Mario Soberón," Isabel Gómeza 

Departamento de Microbiología Molecular" and Departamento de Genética del Desarrollo y Biología Molecular,b Instituto de Biotecnología. Universidad Nacional 
Autónoma de México, Cuernavaca, Morelos, Mexico 

Aminopeptidase-N (APN l) and alkaline phosphatase (ALP) proteins located in me midgut epithelium of Mm,duca sexta have 
beeo implicated as receptors for CrylAa, CrylAb, and CrylAc insecticidal proteios produced by Bacillus thurillgietlsis subsp. 
kurstaki. In this study, we analyzed the roles of ALP and APNI in the toxieity of these three CrylA proteins. Ligand blot analysis 
using brush border membrane vesicles of M. sexta showed that CrylAa and CrylAb bind preferentially to ALP during early in
stars while binrung to APN was observed after the third instar oflarval development. CrylAc binds to APN throughout alllarval 
development, with no apparent binding to ALP. ALP was doned from M. sexta midgut RNA and expressed in EsclJericllia coli. 
Surface plasmon resonance binding analysis showed that recombinant ALP binds to CrylAc with 16-fold lower affinity than to 
CrylAa or CrylAb. Downregulation of APNI and ALP expression by RNA interference (RNAi) using specific double-stranded 
RNA correlated with a reduction oftranscript and protein levels. Toxicityanalysis ofthe three CrylA proteins in ALP- or APNI
silenced larvae showed that CrylAa reües similarly on both receptor molecules for toxicity. In contrast, RNAi experiments 
showed that ALP is more important than APN for CrylAb toxicity, while CrylAc reüed principallyon APNI. These results indi
cated that ALP and APN 1 have a differential role in the mode of action of CrylA toxins, suggesting that B. tllurillgiellsis subsp. 
kurstaki produces different CrylA toxins that in conjunction target ruverse mjdgut proteins to exert their insecticidal effect. 

Cry toxins produced by Bacillus tlwrillgiensis are pore-forming 
toxins that have been used worldwide in the control ofinsect 

pests in agriculture, either in transgenic crops or as spray formu 
lations (1- 3). Their mechanism of aclion is complex and involves 
several steps. In the case oflepidopteran-act ive Cry lA proteins, it 
has been proposed thal protease-activated toxins first bind to 
highly abundant glycosylphospha tidylinositol (GPI)-anehored al
kali ne phosphatase (A LP) or aminopeptidase-N (A PN ) proteins 
as a mechanism lo bring the toxins close lo Ihe insecl midgut 
epithelium. Then, the toxins could bind to the cadherin protein 
with high affin ity. This interaction induces further proteolytic 
cleavage of the amino-terminaI end of Ihe toxin, including the 
helix 0.-1 region of doma in 1, leading to tox in oligomeri zation (4, 
5). Finally. the Cry lA ol igomers gain affin ity to APN or ALP and 
bind again to these reeeptors, leading to the insertion ofthe oligo
meric structure into lhe membrane forming ionic pores, causing 
osmot ie Iys is of midgut epithelial eells and inseet death (6-8). 
Although this mechanism of aetion is generally accepted, the role 
of lhe t\vo GPI-anchored proteins in lhe toxicity of different 
CrylA toxins remains to be determined (9). 

B. thllringiensis subsp. kurstaki produces several Cry lA toxins, 
sueh as CrylAa, CrylAb, and Cry lAe, and also ¡he less related 
Cry2Aa. Cadherin and APN l Cry lA receptor moleculeshave been 
cloned, heterologously expressed, and shown to bind CrylA pro
tejns by ligand blot anaIysis (6). Although funct ionaI proof for 
eadherin as a CrylA protein receptor has been demonstrated by 
cytolysis of insect cells expressing Maflduca sexta cadherin protein 
and by gene silencing of cadherin exp ress ion by RNA interference 
(RNAi) ( 10-13), a similar characterization of APN-CrylA inter
action has nor yet been done. However, compelling evidenee that 
lepidopteran APN is a functional receptor for Cry lA comes from 
studies by Gill and ElIar, who expressed M. sexta APN 1 in Dro-

saphila melatlOgaster and demonstrated that lhe transgenic fIies 
acquired sensitivity to Cry l Ac (14 ). Also, the functional rdevance 
of APN of Spadaptera litllra for Cryl C toxicity was demonstrated 
by an APN sil encing strategy using RNAi ( 15). Nevertheless, so rne 
CrylAc mutants affected in binding to APN l showed a marginal 
effec t on toxicity against M. sexta larvae, suggesting that other 
CrylAc binding proteins maybe involved in CrylAc toxicity ( 16). 
In the case of Bambyx nlari, it was shown that an ti cadher in ant i
bodies protected detached midgut cell s from lhe toxic effects of 
Cry lAa. in contrast to anti -APN antibodies, which had no effect 
on lhe toxicity of this toxin ( 17). These apparently contradictory 
data could be explained if an additional secondary receptor couId 
play the same role as APN in midguI eeUs. In thi s regard. a GPI
anchored ALP was also identified as a receptor for Cryl Ac toxin in 
different lepidopteran species (18). Recently. we showed that a 
mutant ofCryl Ab toxin affected in binding to ALP was not toxic 
to M. sexta larvae, supporting the role of this receptor in toxicity 
(1, 7). 

Cry lAa, Cry lAb, and Cry lAc exhibit similar toxicities toward 
M. sexta larvae and show high degrees of sequence and presumed 
struetural identities ( 19). The three toxins share almost identical 
domain 1 amino aeid sequences, with 97 to 98% identity, but show 
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d ifferences in am ino acid sequ ences in doma ins II and 111. Cry lAa 
and Cry lAb share 97% identity in the amino acid sequence of 
domain III but only71 % domai n II sequence ident it y. Speeifically, 
the domain II loop regio ns, \\Ihich are invo lved in receptor in te r
aCl ion, show 10\\1 am ino acid sim ilarity. In contrast, CrylAc and 
CrylA b share 98% identi ty in the am ino acid sequ ence of domai n 
11 bUI on ly 45% sequence ide ntity in domai n 111. Domain I is a 
seven-a lpha-helix bun dle invo lved in membra ne insertion, oli
gomeri zat ion, and pore format ion, while domai ns II and 111 , 
pri ncipally com posed ofbeta-shee ts, are involved in recepto r in
teracli on. ln te restingly, CrylAc do mai n 111 con tains an N-acelyl
galaclosamine bind ing pocket Ihal has becn shown to bc crucial 
fo r APNI billding ( 16, 20). Thus, d ifTe rences in amino acid se
qllence ide nlities of domain 11 and doma in 111 among Ihe Ihree 
Cryl A tox ins could determ ine d ifTe rent cap'lbil il ies ofbind ing lo 
Ihe diverse receptor moIeeulcs. To determine Ihe role of bOlh 
APNI and AlP prote ins in Ihe loxic ityof lhe threeCry l A lox ins 
desc ribed aboye. \Ve analyzed ¡he binding properties of recombi
nant expressed ALP and analyzed the effeet of downregulation of 
ALP and APN l gene exp ression on lhe toxicityo f these Cry tox ins. 
0 11r results sho\\l that ALI> and APN l have a difTerent ial role in the 
mode o f actio n of CrylA loxins from 8. tll/lringie/lsis subs p. 
kIIrstaki. 

MATERIALS ANO METHOOS 

Toxin exprcss ion and proleolytic activation. The acrystallifcrous strain 
407cry- (21) Iransformcd wilh pHT409 (22) harboring lhe cry lAa gcncor 
pHT315- IAb harboring the crylAb gene was used fo r Cryl Aa and CrylAb 
production. CrylAc was produced from Ihe wild-typc 8. tlwrillgiclIsis 
slrain 1-1073. CrystaIs ofproleins were produced in 8. thurillgiellsis trans
fo rmanl slrai ns grown for 3 days al 29"C in nulricnt brolh sporulalion 
medium (23 ). The crystal inclusions \Vere purified fro m sporulatcd II 
tllllrillgicIIsis cultures using disconl inuous sucrose gradients (24 ). The 
crystals were solubilizcd in 50 mM NaZCO)-NaI-lCO) buffer containing 
0.02% merc.1ptocthanol, pl-l 10.5, al 3-rC for 2 h. Thesolubil ized prOlOx
ins werecenlrifuged for 10 min al 14,000 rpm 10 remove insoluble mate
rial and stored at 4°C. For protcolYlic aClivalion, Ihesolubilized proloxins 
were digesled with 1:50 Irypsin (Sigma) at 3-rC for 2 h. Protein concen
tration oC proroxins and toxins was determined by Ihe BradCo rd method 
using bovine serum albumin (BSA) as a standard (25). 

Bioassays. Oifferent doses of pure cryslals (from 0. 1 to 50 ng/cm1 ) 

were applied onto the artificial diel surface of24-well polystyrene plates 
(cell wells; Corning). One first- instar M. sextn larva was used per \Vell, and 
241arvae were ass.1yed pcr toxin concentrat ion in three repetitions. Mor
tality was recorded after 7 days, and the 50% lethal concentration (LCso) 
was eSlimated by using Probit analysis (Polo- PC; LcOra Software). 

BBMV prcparation and Western blotüng. Brush border membrane 
vesicles (BI3MVs) were prepared from dissected midguI tissue of each 
instar of M. sextn larvae by following Ihe protocol describcd by Wolfers
bcrger (26). We resolved 2.5 ~g of protein of BI3MV isolated from the 
differenl larval inslars in 9% SOS-PACE gels, and then proteins were 
electrotransferred to a polyvinylidene fluor ide (PVDF) membrane from 
MiUipore. B10ts were bIocked with 5% nonfat dry milk in phosphate
buffered saline (PBS)-O.J% Tween 20 (PBST) and incubaled with 
1 :30,000 anticadherin, 1:25,000 all1 i-APN, o r 1:5,000 anli-ALP antibodies 
in PUST. Subscquently. blots were incubated wi lh horseradish peroxidase 
(HRP)-conjugated goat anti-rabbit IgC (1:30,000) in PBST from Santa 
Cruz and dcvelopcd wi th luminol (Pierce) ;IS indicatcd by the manufac
turer. 

Ligand blot analysis. Cry lAa. CrylAb, and Cry l Ac toxins were bio
linylated using biotinamido caproale N-hydroxysuccinimide ester (A m
ersha m Biosciellces) according 10 the manufucturer's inslructions. Mem
brane preparations containing 2.5 ~g of protein of BllMV from each 
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instar were resolved in 9% SDS-PACE and transferred to PVOF mem
branes. After blockingofthe membrane in PBS buffer supplemented with 
2% bovi ne serum albumin (bovine seru m albumin fractio n V; Roche), 5 
nM Cry l A biotinylaled toxin was added and the membrane was incu
bated for 1 h at room tem perature. The blots were Ihen washed twice wil h 
PBST and overlaid with sl reptavidi n-horscradish peroxidase (A mer
sham) for 1 h. Afler three washes with PBST, the blot was developed \Vith 
luminol (Pierce) as indicated by the manufacturero 

Cloningof alkaline phosphatase and heterologous exprcssion from 
M. sexta larval gUllissue. Total RNA from sccond-inSlar larval midguts 
o( M. sexta wasextracted usi ngan RNeasy minikit (Qiagen). The S' and 3' 
Oanking regions oflhe alp gene were oblained by S' and 3' rapid amplifi
cation of cONA ends (RACE) usinga GencRacer kit (lnvitrogen) accord
ing to the manufacturer's inSlructions. Primers were designed based on a 

larval midgut ALP expressed sequencc lag (EST) of 1,193 nudeotides 
(nt) generaled using 454 pyrosequencing (CenBank accession no. 
C R922057.J ) (27). The 1,600-bp peR producl was subcloned inlo the 
TOPO vector (lnvil rogen ) and transformed into E. co/i TO PIO cells (In
vilrogen), and plasmids from transfonnants were purified and scquenced 
in the DNA sequencing fucility of Institulo de Biotecnologla-UNAM. M. 
sextn aJkaline phosphatase (MsALP) was subcloned in to Ihe pET22b ex
pression vector (Novagen) using PCR primers designcd wit h EcoRI and 
Hind lll restriction sites at Ihe 5' and 3' ends, respccl ively. pET22b plas
mid was selected si nce it adds a His lag at Ihe C-Ierminal end of Ihe 
prolcin. To enSlLTe proper protein expression, Ihe coding frame in lrans
formants \\las verified by DNA scquencing in Ihe forward and rcverse 
directions. 

For protein expression and purification of MsALP, Ihe pET22b plas
mid with MsALP was transformed in to E. col; slrain BL2 1 (08). Trans
formants were grown ovcrnight with constant agilation a13-rC in 5 mi of 
LB broth containing 50 ~glml of ampici ll in. The folIowing morning, 100 
¡.tI ofth isovernight culture was uscd lO inoculale lOO mi of2 X TY broth 
(in 1 liter: 10 g Bacto yeast extraCl, 16 g Bacto tryptone, 5 g NaCI) supple
mented wilh lOO ~g/ml of ampici ll in in a 2s0-ml Oask. This culture was 
incubated al 37"C with constant agitation unl il an optical density at 600 
nm (00 600) of O.7 was reached, an d expression ofMsALP\\Ias induced by 
addil ion of 1 mM isopropyl-j3.-D-lhiogalaClopyranoside (lPTC; Sigma) 
for 5 h al 30°C. After Ih is periodo 200 ¡.¡.I ofl he culture \Vas removed and 
mixed with L.1cmmli sample buffer (28), 15-¡.¡.1 aliquots were scparated 011 

a 12% SDS-PACE gel, and cxpression ofthe MsALP done was confirmed 
usingCoomassiebIuestaining. For MsALP protein purifica tion,cells were 
pclleted bycemrifugalion (5,000 rpm fo r 15 min at 4°C) and the pellet was 
suspended in STE buffer (10 mM Tris-HCI, I mM EOTA, 8 M urea [pH 
SJ). After sonication for 5 min on ice, cell debris was el iminated by cen
lrifugalion (70.000 rpm for 30 min al 15°C), and the supernalant was 
subjected to affi nilY pu rification using Ni-agarose bcads (Qiagen ). After a 
\\Iashing with 35 mM imidazole in PBS buffer (p H 7.5), Ihe recombinant 
protein was elu loo with 250 mM imida:ro1c and graduallyd ialYled againsl 
PB$ buffer. The pu rified proteins \\Iereseparaled by 12% SOS-PACE, and 
concenl rations were measured as described aboYe. Purified protein was 
used as antigen to develop antiserulll to MsALP. A New ZeaJand While 
rabbit was immunized subcutaneously Ihree timcs \ ... ith 1 mg of MsALP, 
which had been mixed with incompIete Freund's adjuvanl, at Is -day in
tervals.111e scrum was recovered 40 days after the primary immunization. 
A similar procedure was used to oblain anticadherin and anti -A PN anl i
bodies. 

Biosensor analysis o( Cryl Aa, Cry1Ab, and CrylAc toxtn affinities. 
A SensiQ instrumenl (ICX Nomadics) was programmed to conduct sur
fuce plasmon resonance (SPR) experimentsa nd kinelic analysis. Thc sen
sogram was rccordcd asa plol of bindi ng response (resonance unit) versus 
lime. AH Ihe sensograms \\Iere processed using Ihe double reference 
ll1elhod 10 eliminate Ihe nonspccific binding fro IU backgrou nd cont ribu
tion and buffer artifacts bysubtraclingsignals from the reference now cell 
and frOIll buffer blank injeCl ions. Purified MsALP prolein was immobi
lized onlO a COO H sensor (ICX Nomadics) by conventional amine cou-
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Role of GPI Receptors in Cry1A Toxin Mode of Action 

TABLE 1 Primers used lO amplify APN and ALP regions for dsRNA synlhesis and for qPCR" 

Region 

APNI 
ALP 

qAPN 
qALP 

RPS3 

Forwllrd primer (5'-3') 

CGACAACTCGAGGTCGCCGAACCCTACCAC 
GTTGTTCAAGCTTCTGGCCTGCGCGATCGCGACG 

GCAGAGGATGT 
CGACAACTCGAGGTCGCCGAACCCTACCAC 
GTTGTTCAAGCTTCTGGCCTGCGCGATCGCGACG 

GCAGAGGATGT 
GTGTCACCCCTACCCGATCGGAGATCATCA 

a Restrictions sites used for doning in pLITMUS 28i plasmid are underlinoo. 

pling. The running buffer for all experiments was HBS buffer, pH 7.4, 
conta ining 10 mM HEPES, ISO mM NaCl, and 0.005% (vol/vol) Tween 
20. Running buffer was freshly prepared, filte red (pore size ofO.22 ¡.tm), 
and dcgasscd. Serial doubling dilutions from O to 100 nM CrylAa, 
Cry lAb, llnd Cry lAc were injected in randomi zed orders, and the surface 
was then regenerated with a I-min injection of 20 mM NaO H. The data 
for all binding proteins were analyzed and fitted to 1: 1 Langmuir binding, 
and binding conslants were calculated usi ng SensiQ software, version 
8.02, supplied by [CX Nomadics. 

Reverse transcription and dsRNA synthesis. Total RNA was cx
lracted using an RNeasy minikit (Qiagen). The quan tity and qual ity of 
RNA werc detcrmincd spcctrophotometricatly using a NanoO rop 2000 
(Thermo Scientific ). cONA was synthes ized from I ¡.tgoftolal RNA using 
a SupcrScript lll rcversc transcriptase kit (Invitrogen Life Technologics), 
by following the manufacturer's instructions. The cONA was stored at 
- 80°C prior lo further analysis. A 308-bp internal fragment of ap1l1 and 
434 bp for alp were obtained by PCR using the primers indicated in 
Table 1. The truncated fragments of M . sexta apnl and alp we re sub
cloned into pLlTMUS 28i vector (New England BioLabs) and used for 
the preparation of double-stranded RNA (dsRNA). dsRNA was pre
pared with a Transc ri ptAid T7 high-yield transc ri ption kit (Fermentas, 
Life Sciences) according lo the manufacturcr's protocols. Puri fied 
dsRNA was sto red at -20°C untiluse. 

Knockdown of APNl and ALP using RNA interference and their 
effect on toxicity with Cry lAa, Cry lAb, and Cry lAc toxins. Newly 
emerged M. sexta larvae were slarved for 2 h and then fed with a si ngle 
drop of I ¡.tI conlaining 4 ~g dsRNA (4 ¡.tg of dsRNNlarva). Each larva 
was located in front of the drop, and we took care to observe that each of 
them ingested the complete drop. Larvae that did not consume Ihe drop 
were not furthe r analyzed. Additional larvae were fed with waler without 
dsRNA and uscd as control group. After feeding, larvae were reared on a 
diet without loxin under standard rearing conditions for 12 h. V/e uscd a 
total of72 larvae in each (reatment, and three repctitions were performed. 

Larvae from the control and dsRNA feed treatments were randomly 
divided into two groups. One group was placed on an untreated control 
diet, and the other group was placcd on a diet conta ining 25 ng/cm2 of 
Cry lAa, CrylAb, or CrylAc purified crystals. Individual larvae were 
placcd into separate wells of a 24-well plate, and larval mortality was 
evaluated after 7 days. 

Quantitative real-time PCR. Seven days postfeeding, larvae that were 
not exposcd to toxin were evaluated for expression of apnl and alp. Ten 
larval gu ts from each of the control or dsRNA feed groups were dissected 
into RNAlater, and total RNA was isolated (RNeasy kit; Qiagen). Quan
titative real-time PCR was performed on each template using primers 
lisled in Table I on a LighlCycler 480 instrumenl (Roche) using a Sybr 
grcen 1 dctection system (Fermen tas Lifc Sciences). Relative-fold calc ula
tions were made wilh duplica tes for each treatment group, analyzing Ihe 
rps3 (ribosomal prolein S3) gene lo normalize gene expression. 

RESULTS 

Binding oC CrylAa, CrylAb, and CrylAc loxins lo M. sexta 
BBMV proteins. We de termined the LCsos for CryIAa, CrylAb, 
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Reverse primer (5'-3') 

GTCAATGACTCTAGACTGTCCAGTCATAAC 
CCGTCCATCTAGATGACTCCGTACTTAGTCTTCACTCC 

AGTCAAG 
CA TCn'GCCTGAACGAGAGTCAT ACGGCCG 
TTTCTCCTGGAGCTTGGCGTTCAGCGCTGC 

ATCTCAAAGACTCGGCcrGAGCGATGGCGC 

and CryIAc toxins and found that the th ree toxins have simila r 
toxicities to first-instar M. sexta larvae, alrhough CrylAa showed a 
slightly lower toxicity, wil h an LCso of 3 ng/cm2 (fiduciallimits, 
0.4 to 5), than CrylAb and CrylAc, which showed LCsos o f I 
ng/cm 2 (fiduciallimits, OA to 1.8) and 0.7 ng/cm2 (fid uciall imits, 
0.1 to 1.1 ), respectively. 

To determine the binding ofth e three CrylA toxins toMo sexta 
BBMV proteins, ligand blot analysis ofbiotinylated CryIA toxins 
was performed using BBMV samples obtained from first-, Ihird -, 
and fifth-instar M. sexta larvae. W hen ana lyzi ng the b ind ing to 
BBMV from the first and third instars, CrylAa and CrylAb were 

found to have similar binding properties (Fig. 1); both toxins 
bound to several proteins, whe re one of them could correspond lo 
ALP prolein of 65 kDa. The b ind ing of these two toxin s to BBMV 
prepared from fifth-instar larvae showed that both proteins 
bound to a 120-kDa protein that could correspond to APNl, and 

Cry l Ab also bound to a 21 O-kDa protein that couId correspond to 
cadherin protein. In con trast, CryIAc toxin in teracted only with 
APN 1 in the three larval instars that wereanal)"".l.ed. The identity of 
the 65-, 120-, and 2 10-kDa proteins as ALP, APN 1, and cadheri n , 
respectively, was confirmed by Western blotting assays using spe
cific polyclonaI antibodies (see Fig. SI in th e supplemental mate
ri al), suggesting that cadh erin and APN l expression is increased 
durin g larval developmen t,while ALP is produced th rough larval 
development, wit h a higher exp ressio n during the third insta r and 
a slighrly lower expression in the last larval instar (see Fig. 51). 

250 kDa-

130 kDa-

95kDa-

72kDa-

55 kDa-

36 kDa l 

CrylAa CrylAb CrylAc 

1 sI 3rd 51h 1 sI 3rd 51h 1 sI 3rd 51h 

A B e 

+- ALP 

• 

FIG I Differential binding oferylA toxins to Mnllducn sextn BBMV proteins 
during larval devcloprnent. erylA- binding protcins were revealed by ligand 
blo! analysis ofbiotinylated erylAa (A), erylAb (B), and Cry lAc (e) toxins 
llsing BBM V prepared from M. sextn larvae from the first, third, and fiflh 
instars, respcctivcly. 
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-------- ---- --- ---- ----MKYLLPTAAAG----- --------LLLLAAQPAMAMD 
MMSLYQCLLAVLCC----AACARAHWFHPAATAGRAAATTRVETSANYWVQDAQAAIDAR 
MVTLFPYVVAVLCG----ATSARAHWLHPAAPA----AASRAETSANYWAQDAQAAINAR 
MRSIVTLLVLVAACG---ALADRYHPAEPAERAGPAGRASPAELLGSHWRAQAQDALKER 
MSTWWLVVVAAAAAAGLVRAEDRYHPERLAAGEASAATRSAAESEASFWVREAQEAIERR 

IG--INSDPNS-------MFIGDGMSLATVMAARTFGGQLERGLGEENVLDFEKFPVCGL 
LAQVESVKKAR----NVIMFLGDGMSVPTLAAARTLLGQRQGNTGEETKLHFETFPTIGL 
LERVESVKKAH----NVIMFLGDGMSVPTLAAARTLLGQRQGKTGEETKLHFETFPTIGL 
LARPANRNKAR----NVIMFLGDGMSVPTLAAARALLGQRQGATGEEAQMTFESFPTSGL 
EREGAGAKQAAGHAKNVVMFLGDGMSVPTLAAARTLLGQRRGQTGEEASLHFEQFPTLGL 

ARTYCIDA ADSACTA ~YLTGVKTKYGVIGLDGNVTRSSCYSQLHKGNWAPSIGQWAL 
VKTYCVDA IADSACTA1~YLCGVKNNYGAIGVDATVRRGDCQTASNTATHVESlAEWAL 
VKTYCVDA IADSACTA1~YLCGVKNNYGAIGVDGTVRRGDCQAASNTATHVESlAEWAL 
SKTYCVNS VADSACSA1~YLCGVKTNQGLLGVDASVQRHNCESSIDTARHVESlAEWAL 
AKTYCVNA VPDSSCTA1 YLCGVKANQGTLGVTAAVPRHDCEASTDVTKRVQSIAEWAL 

EHGLDVGLVTTTRVTHASPAGMYAHTSERNWESDVDVPEECLALG-CRDIAYQLVMNNPG 
ADGRDVGIVTTTRITHASPAGTYAKTANRTWENDGEVSQMGFDAKDCPDIAHQLVHHHPG 
ADGRDVGIVTTTRITHASPAGTFAKTANRTWENDGEVSQMGLDAKDCPDIAHQLVHHHPG 
ADGRDAGIVTTTRITHASPAGVFAKTANRNWENDAEVKAANQDINACPDIAYQLIHKHPG 
ADGRDVGIVTTTRITHASPAGAFAKVANRNWENDNDVKQEGHDVNRCPDIAHQLIKMAPG 

RQFKVIMGGGRREFLPN-VTGVAGGAGKRIDGVDLTEMWHVDKQEKNATHQYVTDRVELM 
NKFKVILGGGRRAFLPÑTVQDDEGSYGRRIDNRDLIKEWEDDKVARÑVSHQYVWNREQLM 
NKFKVIFGGGRRAFLPNTVQDDEGSYGRRIDNRDLIQEWKNDKDSRNVSHQYLWQREQLM 
NKFKVILGGGRRNFLPTTVTDEESQAGRRTDGRNLIEEWQQDKAARGVSFKYVWNVSELL 
NKFKVIFGGGRREFLPTTQVDKEGTRGLRTDGRNLIEEWQNDKESQKVSYKYLWNRQELL 

KVFNSDELPEYLLGLFQNDHMDYHLKAQ--NQPTLEEMAEVAIKMLSRSPNGYFLFVEGG 
SLN--DDLPEYMLGLFGSSHMKYHMKSNPQXDPTLAELTEVAIRSLRRNEKGFFLFVEGG 
NLN-- DDLPEYMLGLFESSHMEYHLKSDPQTEPTLAELTEVAIRSLRRNEKGFFLFVEGG 
QLN--DNLPEYLLGLFESNHLQYHMQANLNTEPTLEQLTETAIRMLNRNEKGFFLFVEGG 
KLA- - SSPPDYLLGLFEGSHLQYHLEGDESTEPTLAELTDVAIRVLSRNERGFFLFVEGG 

RIDHAHHDSLAHLALDETVEYAKAVKKAKSITDEEDTLIVVSSDHAHTMTVAGYPSRGND 
RIDHAHHDNLVELALDETLEMDKAVATATQLLSEDDSLIVVTADHAHVMTINGYSGRGND 
RIDHAHHDNLVELALDETLEMDKAVATATKMLSEDDSLIVVTADHAHVMTINGYSGRGND 
RIDHAHHDNLAHLALDETLEMDKAIKRAVELLSEEDTLIVVTADHAHVMSYNGYSRRGNS 
RIDHAHHDNYAHLALDETIEMDRAVKVATDALKEDESLVVVTADHTHVMSFNGYSPRGTD 

ILGTVDTAKGGDGKPYTTISYANGKAASISPDGTRVDVTLHDQFVSRDLNYAYPSLVPLD 
ILGPSRDLGR-DSMPYMTLSYTNGPGFRPHVNGIRPDVTAEPNFRT--LDWESHVDVPLE 
ILGPSRDVGR-DRMPYMTLSYTNGPGFRPHVNDIRQNVTAEPNYRT--LDWESHVDVPLV 
ILGPSRDTDE-NNVPYMTLSYTNGPGFRPHVNGKRSDVTQENGFGT--LTWKSHVDVPLD 
VLGTVRSLDS-NRMPFMVLSYTNGPGARIQQNGVRPDVTTDANFGA--LRWRTHTDVPLD ., 
SETHGGEDVAVYAVGPWQHLFTASYEQSLVPBMMAYAMCLTDDQHPKLAAALE------
DETHGGDDVAVFARGPHHSMFTGLYEQSQLPBLMAYAACIGPGRHACVSAAHLPT----
DETHGGDDVAVFARGPHHSMFTGLYEQSQLPHLMAYAACIGPGRHACASAAHLPS----
SETHGGDDVAVFARGPYHMLFTGLYEQNQIPHLMAYAACIGPGLHSCAEADTTSTPEANP 
SETHGGDDVTVFAWGVHHWMFSGLYEQTHVPHRMAWAACMGPGRHVCVSAATVPT-----

- ----------- ------AHFFIALFALFTPILLK---
------------------AHFFVALPALFISILLR---
PEATTASPTTAEPSAAAPVSATLALFALLTTLTLLLH
------------------AALLSLLLAAFITLRHQCFL 

FI G 2 Protei n sequence of MsALP fro m th e midgutsof M. sexta larva e. Multiple-sequencealign ment ofthededuced Ms-ALJ> amino acid sequence against 
ALPs from other lepido pteran insects was conducted using ClustalX. A dashed Hne indica tes th e ami no-terminal signal peptide. The predicted phosph a
tase domain is included in a box, with the predicted active site in boldo PUlative N-glycosyla tio n sites are underli ned. A pred icted GPI anchor site is 
indicated wilh a triangle. 
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Binding ofCrylA toxins to recombinant expressed MsALP. 
Previously, it was shown by surface plasmon resonance (SPR) 
binding analysis Ihal CtylAa, CtylAb, and CtylAc bound lo pu
ri fied M. sexta APNI protein with similar Kds (apparent affin ities) 
ranging from 28 to 40 nM (29). Io determine the rates ofbinding 
ofthe three CrylA toxins to ALP receptor, we c10ned a full-Iengt h 
ALP cONA from RNA samples obtained from second-instar lar
vae where we observed binding of CtylAb lo ALP (7). The full
length ALP clone (MsALP) revealed an open reading frame of 
1,473 residues with a predicted molecular mass of53.4 kDaand an 
isoe!ectric point of 5.08. The MsALP shared amino acid sequence 
ident ity with different insect ALPs, such as those of Bombyx mori 
(56%, GenBank accession no. ABOI3386.1), Heliothis virescens 
(54%, GenBank accession no. F}416470.1 ); Helicoverpa armigera 
(53%, GenBank accession no. ACF40807. 1), and Triclwplusia ni 
(53%, GenBank access ion no. AEG79734.1 ) (Fig. 2). The full
length MsALP was cloned into the E. coli expression vector and 
purified from indusion bodies. 

The affi nilies of binding of CtylAa, CrylAb, and CrylAc lO 
MsALP were determined in real time by SPRanalyses (Fig. 3). The 
overalJ affinilies of CtylAa and CtylAb for binding lo MsALP 
(Kd) were 268 nM and 289 nM, respectively, estimated from the 
association rate constant (kon ) and d issociation rate constant (koff) 

values (Fig. 3A and B). In contrast, CryIAc bound immobilized 
MsALP wilh Ihe low apparenl binding affinity of 4 fLM (Fig. 3C). 
These results show that Cry lAa and CrylAb bound MsALP with a 
16-fold-higher affin ily Ihan ¡hal of Cty IAc. 

Toxicities of CrylA toxins to M. sexta ALP- or APNl-si
lenced larvae. To determine the ro le of MsALP and APNl in rhe 
toxicity ofthe three CrylA toxins to M. sexta larvae, we determine 
the toxicity ofthe three toxins to MsALP- or APNI-silenced lar
vae. The dsRNAs of 308 bp from Ihe MsAPNI gene and 434 bp 
from the ALP gene were produced by in vitro transcription using 
T7 polyrnerase. M. sexta neonate larvae were sta rved for 2 h and 
then fed with 4 ~gofdsRNA in a d roplet , leaving the treated larvae 
on a normal diet until they reach rhe second instar. RNA and 
protein were extracted from rhe treated larvae to analyze MsALP 
and APN 1 transcript and protein levels. qRT -PCR analyses 
showed reductions of MsALP and APN 1 transcripts of 80% and 
84%, respective!y (Fig. 4A). Accordingly, a sign ificant reduction of 
MsALP and APN I proteins was observed by Western blotting of 
midgut tissues from individual silenced larvae (Fig. 4B and C). It is 
important to mention that silencing the express ion of specifi c pro
teins by feeding the larvae with dsRNA was not 100% efficient, and 
some larvae showed expression of APN 1 or ALP. In general, pro
tein si lencing bydsRNA was observed in 70 to 90% ofthe analyzed 
larvae. In addition, Fig. 4A shows that MsALP-silenced larvae 
were nor affected in APNI gene expression and that APNI-si
lenced larvae were not affected in MsALP expression. To deter
mine the effec t ofMsALP and APN 1 gene silencing on the toxicity 
ofCrylA toxins, larvaetreated with alpdsRNA or with aprl dsRNA 
as described aboye were fed a diet containing 25 ng/cm 2 of each 
toxin, and mortality was recorded after 7 days of exposure to these 
toxins. Ascontrols, we fed larvae with two unrelated dsRNAs from 
LacZ (30) and MalE (New England BioLabs). The larvae Ihal sur
vived in the bioassay with the different CrylA toxins were ana
Iyzed by Western blotting, showing that in a11 cases the expression 
oftoxin receptors ofeither APN or ALP was reduced (see Fig. 52 in 
the supplemental material ). Figure 5 shows rhe mortality levels of 
the APN- or ALP-silenced M. sexta larvae compared to control 
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FIG 3 CrylAc binds lo MsALP wilh lower affinity Ihan CrylAa and CrylAb 
toxins. SPR analysis ofbinding ofCrylAa (A), Cryl Ab (B), and CrylAc (C) to 
immobilized MsALP was conducted by conventional amine coupling. Senso
grams of serial dilutions ofCryl A toxins from 1 to 100 nM are shown. For the 
kinetics ofbinding ofCry lAa and CrylAb toxins toM. sexta alkaline phospha 
tase, k"" is the association rate constant, k"ff is the dissociation rate co nstant, 
and Kd is the apparent affinity (koffk",,). 

larvae. It was observed that APNI- or MsA LP-silenced Jarvae 
showed similarly reduced mortali ty due lO CrylAa toxin, 50% or 
60%, respectively, compared to control larvae, in which 100% 
mortality was observed. For Cry l Ab toxin, a higher reduction of 
mortality was observed in MsALP-silenced larvae, 80% reduction, 
compared to APN l-silenced larvae, in which a 40% reduction in 
mortalitywas observed compared to that of control larvae. Finally. 
for CrylAc torin, the most significant reduction in mortality was 
observed with APN I sil encing (70%), in contrast to MsALP si-

aem.asm.org 4547 



H 
 

 

Flores-Escobar 

A) , APN silenced ALP silenced 

.. 
1 
! .. 
! 

•• 

",," '" ,~"" '" 
B) e) 

2 3 4 5 6 7 8 
250 kDa 
130 kDa- - - -95 kDa-

72 kDa-

55 kOa-

36 kDa-

FIG 4 Efficient silencing of MsALP and APN 1 by feediog specific d¡RNA 10 nt'Onatc M. scxlil1arvac. (A) Transcript abundancc was dctcrmined using qRT-PCR 
and Sybr grecn. B..1rs represen! the mcans and standard crrors for S individual midguls. (B) APN Wcstcrn blol of midgut protcins (5 ~g) prcparcd from individual 
controllarvac (1ane 1) and SlIpn dsRNA-fed larvac (lunes 2 to8). (el ALP \Veslern blo! of midgut protcins (5 f.lg) prepare<1 (rom individual controllarvac (lane 
1) Jlld SlIlp dsRNA-fcd larva' (lanes 2 (0 6). 

Jencing, with which a reduct ion of only 20% in Illortillity was 
observOO. Thcse data sho\\' tha! Cl)'lAa relies similarly on both 
receplo r molecules, while CrylAb relies Ihe mosl on MsALP and 
CrylAconA PNI forloxicily. 

DISCUSSION 

In Ihe mode of aetlon of Cryl A loxins, il has been suggcsled Ihal 
ALP and APN collld have redund¡mt roles on CrylA tox icity, in 
which Ihese inseel tTlolecules have been proposed lo fulfil1 IwO 
roles: fi rst, as abundant low-affin ity binding sites for monomeric 
Cry lA toxins Ihal have a role in earrying Ihe loxin to the insecl 
epifhelium, where the toxins bind to cadherin receplor, amI sec
ond, as a high-affinity binding sife for Cry lA oligomers, facilitat 
ing oligomer insertion inlo Ihe membrane. However, previous 
work suggeslcd that CrylAc preferent ially binds APNI, whereas 
Cry lAb preferentially interacts with ALP (7, 8, 31 ). As mentioned 
previously, CrylAa, CrylAb, and CrylAc diffcr in domain 11 and 
doma in 111 , which are involved in receptor interaction. These 
find ings could suggest that both GPI-anchored proteins may play 
a differential role in Ihe toxicity of Ihe tluee CrylA toxins pro
dllced by B. tllllrillgiclIsis subsp. kllrstaki. 

The analysis oflhe bindingofCry lA toxins 10 BBMV proleins, 
along with the analysis of the expression of APN 1, AL P, and cad
herin during larval development, sllggested that CrylAa and 
Cry lAb interact principal1y with ALP during the firslla rval instar, 
while CrylAc interaets principally with APNt through alllarval 
development, suggest ing that CrylAc relies principal1y on APN 
inleraction, in contrasl to CrylAa and Cry lAb. The observation 
Ihal CrylAa and CrylAb proteins bound to ALP only in early 
instars despite Ihe facl Ihat ALP was observed in all instars by 
Weslern blottingsuggests Ihal a second ALP isoform that does nol 
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bind Cryl A toxins is produced during late-instar stages of devel
opment. 

Hcre we show Ihat CrylAa and Cry lAb bound recombinanl 
MsALP with similar binding affin ities, in cont rasl to CrylAc, 
which bound MsALP with a 16-fold-lower binding affinilY' Nev
ertheless, il has been shown that Cry lAc relies on N-acetylgalac
losamine interaclion fo r binding to APN I (16), and recombinan l 
MsALP produced in E. coli is nOI glycosylated, explaining Ihe low 
affinily ofbinding ofCrylAc to Ihis MsAL P. In He/iotllis )lireSCells, 
Cry lAc binding 10 AL P also relies on sugar interaction (32). 

FinaUy, we evaluated the ill vivo role of M. sexta APNI and ALP 
in the toxicity of the three CrylA loxins by gene silencing with 
specific dsRNA molecules. We observed a differential effect of 
APN I or ALP downregulation in the tox icity of the three Cryl A 
toxins. The toxicity data shown in Fig. 5 indicatc Ihat CrylAa 
relies similarly on bOlh APNI and AL P, indicaling a redundant 
role of these molecules in Cry l Aa toxicity. However, toxicity data 
for AL P-silencoo larvae c1carly indicale that CrylAb prineipally 
intcracts with ALP to exert its toxic effe<:t, while CrylAc rel ies 
principally 011 APNI . In the case ofCrylAb, we showed previously 
that a single mutation in domain II1 residue LSII reduced bind ing 
to ALP, in contrast to APN, and affcetcd Ihe tox icity, indical ing 
that doma in lIl is irnportant for ALP interaction and th at Cry lAb 
relies primarilyon interaetion with ALP rathcr Iha n on APN bind
ing (7). CrylAa and Cry l Ab have similar domain III sequences, 
explaining the important role of MsALP in the toxicity of both 
loxins. In the ease of CrylAc, Ihe doma in III N-acetylg.\lae
losamine binding pockcl is an importa ni binding epi tope for 
APN I inlerael ion, cxplaining the differential binding oflhe three 
toxins to both receplor molecules (29). Overall, the results pre
sented here indicate that Cryl A toxins di ffe rentially inleraet with 
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PIG 5 Effects of MsALP and APN I gene silcncing on the toxicity ofCrylA toxins. M. sexta MsALP-silenced, APN-siJenccd, or conlrollarvae were exposed 10 a 
die! containing 25 ng/cm l ofCry l Aa (A), CrylAb (8 ), or CTrIA, (C), and mortality was recorded after 7 days. Scventy- two larval' \Vere used in each treatment. 
(D) MOrlatity of Imvae lhat weTe fed wi lh nonrclated dsRNA sequences (LacZ and MaJE) after Ircalment wilh CrylAb toxin. Bars represenl the means and 
standard errors. 

the two GPI-anchored receptors to exert their toxicity and show 
that ALP and APNl have a differential role in the l110de of action 
of each one of the B. thuringiellsis subsp. kurstaki Cry 1 A toxins. 
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Figure 8 1. Expression of different Cry1A receptors during larval development of Manduca sexta. 
Immunodetection of cadherin (A) APN (8 ) or ALP (C) during larval development analyzed by Western blot. 
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Figure S2. Expression of APN and MsALP in apn- and alp-silenced larvae Iha! survive after taxin ¡ngestion. 
Silenced MsALP or APN1 larvae tha! survived lo Cry1A taxin intoxication for seven days do nol prod uce MsALP or APN1 
respectively as revealed by Westem blo! analysis. (A) Detection of APN in controllarvae feed with water or in apn-silenced 
la rvae Ihal survived after intoxication w ith Cry1Aa, Cry1Ab or Cry1Ac and (B) Detection of AL? in alp-silenced larvae 
tha! sUIVived lo exposure 10 Ihe differen! Cry1A toxins and in Ihe control larva feed with water. 
Individual midguls were recovered and analyzed by VVestem blol. 
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Abstraet: The insecticidal ely toxins are pore-fonning toxins produced by the bacteria 

Bacillus Ihuringiensis that dismpt insect-midgut cells. Cells can higger different smvival 

mechanisms to counteract the effects of sub-lytic closes of pore fonning toxins. 

Particularly, two signaling pathways have been demonstrated to playa role in the defense 

mechanism to other toxins in Caenorhahditis elegans and in mammalian cells . These are 

the lUlfolded protein response (UPR) and the sterol regulatOly element binding proteins 

(SREBP) pathways, which are proposed to facilitate rnembrane repair responses. In this 

work we analyzed the role ofthese pathways inAedes aegypti response to intoxicatioll \vith 

ely1! Aa toxin. We show that UPR is activated upon toxin ingestion. The role of these two 

pathways was analyzed in vivo by using RNA interference. We silenced the expression of 

specific proteins in A. aegypti larvae. Gene silencing of Ire-l and Xbp-l proteins from 

UPR system, resulted in hypersensitive to Clyll Aa toxin action. In contrast, silencing of 

Cas-l , Scap and S2P fi:om SREBP pathway had no affect on C¡yllAa toxicity in 

A. aegypti larvae. However, the role of SREBP pathway requires fmther shIdies to be 

conclusive. Our data indicate that the UPR pathway is involved in file insect defense 

against Cly toxins. 

Keywords: Cly toxins; Bacil/l.ls thl.lringiensis; UPR; SREBP; defense responses 
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1. Introduction 

The three-domain el)' (3d-Cly) toxins produced by Bacillus thuringiensis bacteria are insect 

pathogenic proteins. The 3d-el)' toxins are pore-fonning toxins that affect the midgut cells of their 

insect h05t5 [1] . They are specific sine e they interact with specific proteins located in apical membrane 

of insect midgut cells. The sequential interaction with these toxin receptors facilitates the 

oligomerization oftlle toxin and its insertion inta the membrane, fonning a pore that kills the cells and 

the larvae. 3d-Cly toxins are clmentiy used as an efficient control practice of insect-pests worldwide 

and have helped to reduce the use of chemical insecticides [2]. 

The 3d-Cry toxins show toxicity to different insect species belonging to several insect orders such 

as Coleoptera, Lepidoptera and Diptera, which are important pests in agriculhrre or in public hea1th, 

since they atlack main agriculhu·al crops or are vectors of important luunan-diseases such as dengue 

and malaria [1] . 

bl this work we shl.died the host responses to toxin action, specifically the responses of the mosquito 

Aedes aegypti upon intoxication with ClyllAa toxin from B. thl.lringiensis subsp. israelensis. Several 

shldies have reported that cells trigger different slUvival mechanisms to COlUüeract the effects of 

sub-Iytic doses ofpore fonning toxins. These host responses may include adaptive or irlllate iImmlllity 

responses as well as cellular non-iImmme defenses [3]. Cells are able to sense the changes in ion 

concentrations and repair the damage in their plasma membrane. Different responses have been 

doclUnented in insects [4], nematodes [5,6] and mammalian cells [7- 9]. AInong these responses the 

activation of signaling pathways such as mitogen activated kinases p38 and JNK, caspase-l that 

induces activation of the inflalmnasome and sterol regulatory element binding proteins (SREBP), 

autophagy and llllfolded protein responses (UPR) have been shown to participate in overcOlning toxin 

effects and promoting cell slUvival [4-1 0]. 

We have previously shown that MAPK p38 participates in the defense to ClylAb toxin in the 

Lepidoptera Manduca sexta and to CryllAa toxin in the Diptera A. aegypti [4]. We became interested 

in the shIdy of the UPR and SREBP responses, since both have been proposed to challenge toxin 

action by facilitating membrane repair in Caenorhabduis elegans and in mammalian cells, when they 

were exposed to C¡y5Ba toxin or to aerolysin respectively [5,7]. We detennined if silnilar mechanisms 

exist in insects to protect them from the action of 3d-Cly toxins. 

The UPR system responds to unfolded proteins in the llUnen of the endoplaslnic reticulum (ER) by 

activating at least tlrree different signal transduction pathways that are mediated by ATF-6, PERK and 

IRE-l [11] . It was shown that in particular the IRE-l ann ofUPR system is activated upon intoxication 

with pore fonning toxins in the nematode and in mammalian cells and this response was directly 

related to slUvival [5]. 

Proteins of tlle SREBPs patllway are membrane bound transcription factors that initially reside in 

ER and fonn a complex witll SCAP protein. The SREBP-SCAP complex is transported to Golgi 

apparahls where tlley are cleaved by specific pI·oteases, named SIP and S2P, to release tlle 

b:anscription factor domain [1 2]. The SREBP system is activated afier infection of mammalian cells 

with aerolysin promoting cell slUvival most probably by the upregulation of lipogenic genes involved 

in membrane repair [7,9]. 
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In this work we used dsRNA interference system to silence expression of specific proteins of these 

two signaling pathways in A. aegypti larvae in order to analyze if they playa role in vivo against the 

action ofClyll Aa toxin. 

2. Results 

2.1. Role 01 IRE-l UPR Pathway in Response lo Cryl1Aa in A. aegypti 

IRE-l (inositol requiring enzyme 1) is paIt of the UPR system response to stress sihlations, that was 

directiy associated with stress induced by pore fonning toxins [3,5]. IRE-l is a highly conselved 

protein with a dual fimction as kinase/endonuclease that cleaves out an intron of 23 nucleotides in the 

mRNA oftlle transcription factor XBP-l (X-box binding protein 1) [11]. We analyzed the sequence of 

xbp-l gene of C. elegans and A. aegypti and fOlUld out that the 23 bp sequence of the intron that is 

cleaved out dUling RNA-splicing is highly conserved, showing 60% identity (Figure lA). In order to 

analyze if intoxication with Clyl l Aa could activate lRE-l , we analyzed the splicing event of xbp-l 

mRNA by RT-PCR. Twenty fomth-instar lalvae were fed with ClyllAa for 2 h using a concentration 

of toxin that kills 50% of the population in 24 h and compared with control lalvae without toxin. As a 

positive control we used tunicamycin that is a nahrral compound that leads to accUlTIulation of 

lUlfolded proteins and fimctions as an activator of IRE-l [1 3]. Figme lB shows that treatment of 

A. aegypti lalvae with CryllAa induced the splicing of xbp-l mRNA similar to the treatment with 

hmicamycin, indicating that CryllAa intoxication activates the IRE-l branch ofUPR. 

To detennine if UPR pathway plays a role in the defense of A. aegypti against Cryl l Aa toxin 

in vivo, we silenced the expression of IRE-l and XBP-l proteins by using RNAi. We cloned two 

fi:agments of ire -l and xbp- l genes in pLITMUS and produced specific dsRNA of these genes. 

The silencing of ire-l resulted in a lower transcription levels of ire-l (35% lower expression), as 

shown in the RT-PCR analysis (Figme 2A). RNA transcript levels were also detennined by real-time 

quantitative PCR (qPCR) as described in ExpeIimental section showing an 82% reduction of ire-l 

b:anscripts (Figme 2C). The low expression of ire-l resulted in a hypersensitive phenotype to ClyllAa 

intoxication since lalvae became more sensitive to Cryll Aa toxin showing an LCso value that was 

2.6 times lower than that of controllarvae (Table 1). We observed 80% sUlviving of silenced lalvae up 

to the 4th instar and 95% sUlviving in the controllalvae that were fed only with Effectene-vesicles 

without dsRNA. NeveItheless, it is important to mention that the ire-l silenced lalvae grew siInilar to 

the controllalVae and they looked healthy lUlder control conditions without toxin intoxication. 
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Figure 1. The splicing of xbp-l by the IRE-l kinase/endonuclease is induced as response 

to Clyl1Aa intoxication in Aedes aegypti. CA) Alignment of the sequence of the 

23 nucleotides that constitutes the intron of xbp-l that is cleaved in C. elegans and the 

corresponding sequence in A. aegvpti; (B) Splicing of xbp-l is induced in A. aegypti by 

hmicamicyn or after 2 h of intoxication with Cryl1Aa toxin at Leso . M, nucleotide size 

markers. Control, were larvae feed without toxin. 

A 
c . alegans AGCATTCATTAATGAGCCTCAGC 23 
A . d@gypti AGCATCCGCCCAAACCCCTCAGC 23 
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Figure 2. Silencing of IRE-l branch of UPR pathway by RNAi in Aedes aegypti larvae. 

CA) The expression of ire-l gene was analyzed by RT -PCR assays inlalvae that were feed 

with ¡re l-dsRNA and in contIOllarvae; (B) The expression of xhp-l gene was analyzed by 

RT -PCR assays inlalvae that were feed with xhp l-dsRNA and in controllarvae. Numbers 

under the bands are percentage in relation to the control band, afier densitomeuy analysis. 

The conu·ol bands cOlTespond to non-silenced larvae and were considered as 100%. The 

expressions of hlbulin or rpS3 were used to nonnalize the results; (e) Transcript 

ablUldance was detennined using qRT-PCR and SYBER green. Bars represent the means 

and standard enors of tlrree repetitions. 
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Figure 2. Con!. 
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Table 1. Percentage of lalval sUlvival up to 4th instar afier silencing and toxicity of 

spore-crystal suspensions OfClyl 1 Aa againstAedes aegypti huvae. 

Larval survival 0/O b 
LC~ value Fold ¡ncrease in 

Silenced proteill 
(95% fiduciallimits) susceetibilit;r 

Control 95 555 (408- 725) 

¡RE-l 80 214 (137- 306) 2.6 

XBP-l 83 176.4 (127.1- 222.6) 3.1 

CASP 1(QI6MZ1) 98 392.7 (230.6- 542.4) NS' 

SCAP 62 683 (475-1160) NS 

S2P 87 355 (137- 533) NS 

a NS, non-significant changes with the control lrnvae as estimated by Probit analysis of confidence intetvals 

since the fiduciallimits are overlapping; b DifIerences in percentage OfsUIvival were 10/0--5% 

8471 

In arder to confinn the participation of UPR pathway in defense mechanism against Cryl1Aa 

intoxication in the mosquito, the effect of silencing ofXBP-l protein in the susceptibility ofA. aegypti 

to CryllAa toxin was also analyzed. The silencing ofthe expression ofthis protein was quite effective 

since we obselved a reduction of 93% in the levels of xbp-l-mRNA (Figure 2B). RNA transcIipt levels 

detennined by qPCR confinned a reduction of xbp-l transcIipts of 95% (Figure 2C). We found that 

silencing this protein did not affect severely the lalvae development since 83% of the silenced larvae 

sUlvived up to the 4th instar and look healthy without toxin adIninistration. The only difference in this 

case, was that the lalvae grew more slowly than the control and required 3- 5 more days to reach the 

4th instar. TIle bioassays perfonned with the xbp-l silenced laIvae sllowed 3.1 fold higher sensibility to the 

toxin, confinning the participation ofUPR pathway in defense against Cl)' 11 Aa intoxication (rabIe 1). 

2.2. Role ofSREBP Patlnvay in Response lo CryllAa in A. aegypti 

It was reported that in mammals, caspase 1 is involved in activation of SREBP pathway after 

intoxication with the pore fonning toxin aerolysin [7]. Specifically in the case of D. melanogasler it 

was shown that caspase-Drice is directly involved in tlle activation of SREBP [1 4]. We perfonned a 

sequence alignment and phylogenetic analysis of caspase-l sequences fi:om insects, including tlle 
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sequence of caspase-l fi:om humans. We fOlUld out that caspase-l (Q16MZl) [romA. aegypti has 74% 

identity with caspase-Drice fi:om D. melanogaster and 79% identity with Caspase-l fi:om 

Anopheles gambiae (Figure 3 and Table 2). We also found the orthologous proteins of S2P and SCAP 

wich showed specially high identity with S2P and SCAP proteins fi:om Culex quinquejasciah.ls 

(rabIe 2) and decided to analyze the effect of silencing these proteins in A. aegypti regarding to larval 

sensibility to el)'!! Aa toxin. 

Figure 3. Phylogenetic tree of Cas-l proteins [rom different insects and from humans. 

A phylogenetic tree was constl1lcted using the following sequences: Cas-l from 

BOlllbyx lIIori (Q8I9V7), Spodoptera frugiperda (P89116) , Trichoplusia ni (B6EEC l) 

Helicoverpa armigera (A7L9Z3), Drosophila melanogaster (001382), D. mehmogaster 

(Q9XYF4), Culex quinql.lejasciah.lS (BOWOK2), Musca domestica (B5AK94), Aedes aegypti 

(Q16MZ1), A. aegypti (Q16FR8), H01llo sapiem (P29466) aud Cas-3 from A. aegypti 

(Q178B6) aud C. ql.linql.lejasciah./s (BOWZJ4). 
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Table 2. Percentage ofidentity with similar proteins describedin other insects. 

Protein (Accession number) 

Auks aeg}'Pü 

Ire-l (XM_001655187.1) 

Xbp-l (XM_001651044.1) 

Cas-l (XM_001655826.1) 

Scap (XM_001651241.1) 

S2P (XM 001663618.1) 

Percentage ofidentity (Accession muuber) 

Oúa ptilUJlufareiallls 

77% (XP _o01843113) 

660/0 (XP-ool84 7153) 

94% (XP-001842236) 

89% (XP _001863686) 

84% (XP 001663668) 

Alwplules gmnbiae 

61% (XP_562694) 

61 % (XP-310116) 

79% (XP-316795) 

74% (XP _309314) 

68% (XP 320696) 

DrosopltilaulelfUtogaster 

55% (NP _(01097839) 

460/0 (NP-524722) 

74% (CAA 7293 7) 

54%(~20923) 

460/0 (NP 610705) 

The silencing of Caspase-l in A. aegypti resulted in 64% reduction of the expresion of its mRNA 

(Figure 4A). This silencing did not affect the viability of the lalvae since they could smvive up to the 

4th instar similar to the controllalVae. The susceptibility to ClyllAa toxin increased 1.4 fold, but this 

change was not significant since confidentiallimits overlap (Table 1). On the other side, silencing of 

SCAP and S2P was effective showing 91 % and 97% reduction in their conesponding mRNA levels 

(Figure 4B,C). Silencing of these genes did not affect the susceptibility to CryllAa toxin in 

A. aegypti since LCso values obselVed showed a clear overlap in the confidence interval values, 

suggesting that differences in LCso values were not significant (rabIe 1). However, it is interesting to 

note that the absence of SCAP we observed reduced viability of the lalvae to 62% suggesting that 

SREBP pathway is impOltant inmaintaining the homeostasis ofthe lipid content in the membrane. 
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Figure 4. Silencing of SREBP pathway by RNAi in Aedes aegypti larvae. 

CA) The expression of cas-l gene \Vas analyzed by RT -PCR assays inlarvae that were feed 

with ca.sl -dsRNA and in controllarvae; (B) The expression of scap gene \Vas analyzed by 

RT-PCR assays inlarvae that were feed with scap-dsRNA and in control larvae; ce) The 

expression of s2p gene \Vas analyzed by RT -PCR assays in larvae that were feed with 

s2p-dsRNA and in controllarvae. Nmnbers lUlder the bands are percentage in relation to 

the control band, afier densitometIy analysis. The control bands correspond to non-silenced 

lalvae and were considered as 100%. Expression ofhlbulin was used to nonnalize the results. 
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The UPR system is a complex response to stress sihlations in the cell. It has been shown that one of 

the transducer-branches that activates UPR response, named IRE-l, is specifically activated after 

Ireatment C. elegans nematodes with Cry5Ba and it was proposed that cells llave adapted the UPR 

pathway to promote cellular defense to the toxin by increasing phospholipid biogenesis [5]. 

IRE-I is the most conselved branch of UPR in lower eukaryotes [1 5]; it is a transmembrane protein 

that has a dllal f\.lnction as kinase/endonuclease [11]. IRE-l fonns dimers that are activated by 

auto-phosphOlylation and cleaves out the mRNA of the specific transcription factor XBP-l in two 

sites, excising an inlron of 23 nucleotides [11]. The activated fonn of XBP-l has a role in regulating 

lipid biosynthetic enzymes and ER-associated degradation components [1 6,17]. 

We show here that the sequence of the xbpl -intron that is cleaved out by IRE-l is conselved 

between C. elegans and A. aegypti. We also show that xbpl -intron is cleaved after lalvae were 

intoxicated with CryllAa, suggesting that IRE-l branch of UPR is activated by treatment with 

CryllAa toxin. The role of UPR in defense response against ClyllAa toxin was demonstrated by 
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silencing the expression ofIRE-l alld XBP-l proteins by RNAi. Previously, we demonstIated that the 

silencing of another protein (P38 MAPK) could be perfonned in the mosquito lalvae afier feeding with 

the cOlTesponding dsRNA encapsulated in Effectene-vesicles [4]. It is important to mention that the 

ire-l and xbp-l silenced larvae grew similar to the controllarvae and they seem hea1thy under control 

conditions without toxin intoxicatioIl. In the case of C. elegans it was reported that mutant wonns in 
ire-l gene were smaller than the wild type animals suggesting that this protein is impOltant for the 

viability of the nematodes [5]. One advantage of RNAi vs. gene knockout is that in RNAi the 

expressioll of silenced protein is reduced but not completely eliminated, and sometimes this is an 

advantage to avoid lethal or non-healthy phenotypes. The 4th instar ire-l or in xbp-l silenced larvae 

were tested in bioassays with CryllAa toxin showing that they became more sensitive to ClyllAa 

toxin action (Table 1). 

In C. e/egans it was reported that UPR is activatedin response to MAPK p38 [5]. A mutation in p38 

in C. e/egans resulted in 100-fold increase in sensitivity to Cly5Ba toxin. In contrast a C. e/egans 

mutant in ire-l became 13-fold more sensitive to Cry5B toxin, while the silencing of xbp-l resulted in 

5.7 fold increase in sensitivity [5]. The differences in sensitivity to Cry5B be1ween the ire-l and p38 

mutants suggest that MAPK p38 activates other defense mechanisms besides UPR. In the case of the 

mosquito A. aegypti the silencing of p38 resulted in 10 fold increase in sensitivity [4] while the 

silencing of ire-l or xbp-l resulted in 2.6 and 3.1 fold increase in susceptibility to ClyllAa, 

respectively, suggesting that OOth p38 and UPR pathways are participating in the defense mechanisms 

in the mosquito. It remains to be detennined ifUPR activation is part ofthe response that is activated 

by p38 MAPK pathway inA. aegypti. 

Insects CaIUlot synthesize cholesterol so they have the requirement to eat incorporated sterols in 

their diet. However the SREBP pathway is highly conserved in insects where it is involved in lipid 

metabolismo In Drosophila lIle/anogaster a single SREBP gene was repoIted as well as single 

orthologous genes for SlP, S2P aIld SCAP [1 8,19]. Mutants in these genes can be rescued by 

supplementing their diet with fatty acids [20]. It was reported that in malmnals, caspase 1 is involved 

in activation of SREBP pathway. In the case of D. me/anogaster, Caspase-Drice was shown to be 

involved in the activation of SREBP [14] . We identified caspase-l (QI6MZl) fiom A . aegypti to 

correspond to caspase-Drice from D. me/anogaster. The silencing of Caspase-l (QI6MZl) , S2P aIld 

SCAP in A. aegypti did not affect viability of the lalVae neither their susceptibility to Clyll Aa toxin 

suggesting that SREBP pathway does not playa major role in defense mechanism against CryllAa 

pore fonning toxin. These data are in contrast to the previous repOlt that clearly showed that in 

maImnalian cells SREBP pathway has aIl impoItant role in a defense mechanism against the action of 

aerolysin pore fonning toxin [7]. However, it is important to mention that it was reported that dScap 

and dS2P, which are essential components ofthe SREBP activation machineryin malmnalian cells, are 

dispensable in D. me/anogaster owing to different compensatoIY mechanisms [21 ]. This could also be 

the case of Scap and S2P inA. aegypti since lalvae that were silenced in these genes were viable such a 

Drosophi/a flies that lack dSCAP and dS2P which are viable and are able to cleave dSREBP. Due to 

the fact that SREBP system in mosquitoes is more related to D. me/anogaster thaIl to mammaliaI1S, it 

is possible that compensatory mechanisms may also be present in A. aegypti. Thus, the silencing of 

these individual genes would not prevent the complete cleavage of SREBP and it would not be 

possible to correlate the silencing of expression of these genes with the complete blocking of the 



K 
 

 

Inl. J Mol. Sci. 2013, 14 8475 

SREBP pathway. Matthews el al. (2010) [21 ] proposed two alternative means ofactivating SREBP in 

flies: the first, requüing cleavage of SREBP by the caspase-Drice, would explain the survival of flies 

lacking dS2P, and the second, suggest that SREBP cleavage could be done by dSIP and dS2P in a 

subset of tissues in the absence of dSCAP. Due to these arguments, we CatUlot conclude that SREBP 

pathway does not playa role in the defense mechanism against pore fonning Cryl1Aa toxin in 

A. aegypti and more experiments should be done in the fuhrre. 

4. Experimental Section 

4.1. Production ofCryl1Aa Crystallnclusions 

For the production of Clyl1 Aa crystals, acrystalliferous Bti strain Q2-81 containing plasmid 

pGC6 [22] were culhlIed for 3 days at 29 oC in Petri-dishes containing solid nutrient broth spomlation 

medium supplemented with elythromycin (25 p.g/mL). Clystal inclusions were observed under phase 

contrast microscopy and the spores and inclusion boches were ll<uvested and washed three times with 

0.3 M NaCl, 0.01 M EDTA, pH 8.0. Finally, crystal/spore samples were suspended in water 

supplemented with 1 mM PMSF. 

4.2. RNA Inteiference (RNAi) Assays 

The midgut tissue of30 larvae in the early 4th instar were dissected and stored at - 80 oC in RNAlater 

(QIAGEN, Hilden, Gennany). Total RNA was purified using RNeasy Kit (QIAGEN, Hilden, 

Gennany). The RNA was quantitated in a NanoDrop2000 Thenno Scientific spectrophotometer, 

(Frankfmt, Gennany). First strand cDNA was synthetized using 1 p.g of total RNA and oligo dI as 

descIibed in the Synthesis SuperScript 11 Reverse TranscIiptase Kit (Invitrogen, Grand Island, NY, 

USA). Selected genes were: Ire-l (Uniprot accession: XM_OOI655187.1); Xbp-l (Uruprot: Q179N5, 

acceSSIon: XM_OOI651044.1); Cas-l (Uruprot: QI6MZI , acceSSIon: XM_OOI655826.1); 

Scap (Uruprot: Q17N28, accession: XM_OOI651241.1); S2P (Uruprot: QI6JlI , accession: 

XM_001663618.1). Fragments from each selected gene were amplified from A. aegypti cDNA using 

the sense and antisense pIimers descIibed in Table 3, which contain EcoRI and HindlII restIiction sites 

at their 5' ends. The sequence ofthese PCR products was veIified by DNA sequence in the facilities of 

Instihlte of Bioteclmology, UNAM. The PCR products were digested with EcoRI and HindlII 

reshiction enzymes and cloned into pLitmus28i vector (HiScIibeTM, New England Biolabs, Beverly, 

MA, USA) containing two T7 promoters flanking the multi-cloning site. Ligation mixhu·es were 

transfonned into TOP 1 ° Escherichia coli cells and selected in Lmia broth mechmn supplemented with 

100 p.g/mL ampicillin. The pLitmus28i plasmids containing each of the selected genes were pmified 

using QIAprep Miniprep Kit (QIAGEN). Each ofthe selected genes was tilen amplified by PCR using 

T7 oligonucleotides and the PCR product was pmified with MiniElute colmnns (QIAGEN). In vitro 

transcription of both DNA strands of tile insert was perfonned witil T7 RNA polymerase using 

the HiScIibe RNAi TranscIiption Kit (New England Biolabs) as reported by the manufachrrer, 

yielding dsRNA 

For RNA silencing, 300 neonate lalvae were fed dming 16 h with 2.5 p.g of dsRNA per larvae 

previously encapsulated with Effectene transfection reagent (QIAGEN) in a total volume of 15 mL. 



L 
 

 

Inl. J Mol. Sci. 2013, 14 8476 

Afier 16 h of feeding the final volmne was adjusted to L with dechlorinated water and fed with 

regular diet lUltil they reached the 4th instar when bioassays were perfonned or guts were dissected fOl" 

RT-PCR analyses. 

4.3. RT-PCR and Quantitative Real Time PCR 

Total RNA was isolated and cDNA was synthetized as descIibed aboye [rom controllarvae or fi:om 

larvae that were feed with dsRNA of each gene. Specific oligonucleotides (rabIe 3) were used to 

amplify by RT -PCR each A. aegypti gene. Amplification of tubulin alpha chain (Uniprot: QIHR53, 

accession: XM_001652094.1) or rpS3 (Uniprot: J9HFWl , accession: XM_001658973) were used as 

controls. Amplified products were observed in 2% agarose gel and intensity of the bands was 

detennined by densitomeuy using hnageJ programo For analysis of xbp-l splicing, electrophoresis was 

perfonned in 4% agarose gels at 110 V. TlUucamicyn was used at 10 ~Lg/mL during 2 h. Quantitative 

real-time PCR was perfonned on each template using priIners listed in Table 3, on a Light Cycler 480 

Instl1lment (Roche, Basel, Switzerland) using Sybr Green 1 Detection System (Fennentas, Life 
Sciences, Wa1tham, MA, USA). Relative-fold calculations were made with triplicates for each 

treatment-group analyzing rps3 (ribosomal protein S3) gene to 1l0nnalize gene expression. 

Gene 

S2P 

SCAP 

CASPlQl6 

XBP-l 

¡RE-l 

TUBULIN 

RPS3 

Table 3. Sequence of oligonucleotides. 

Oligonudeotide sequence 

5'-CCG GAA TIC AAC ATI CGG AAG GTG ATI GA-3' 

5'-CCC AAG CTI GGT GGC CAA TGT AGA TAA CG-3' 

5'-CCG GAA TIC GTG GGA TAA GTC GTI CGA TG-3' 

5'-CCC AAG CTI TCA TGA AGC CTC TTI GGA AG-3' 

5'-CCG GAA TIC TAT CTG TAT GCA AAG GA-3' 

5'-CCC AAG CTI ATG AGT AGA ATC CCG GAA TG-3' 

5'-CCG GAA TIC TCA ACG ATC TIC AGC AGC AC-3' 

5'-CCC AAG CTI TGT AGA GCA GGC AGA GAG CA-3' 

5'-CCG GAA TIC TGC TGT TGC AAA AGA TGA GG-3' 

5'-CCC AAG CTI CTC AGG ATI CCG GTA CGT GT- 3' 

5'-CTA CGG CAA GAA GTC CAA GC-3' 

5'-GAA GCG GTG ATC GAA GAG AC-3' 

5'-TIC TCG GCG TAC AGC TCG ACG-3' 

5'-GGC ATG TIC CGT GCT GAA TTG AAC G-3' 

4.4. Insect Bioassays 

PCR product size (bp) 

172 

192 

268 

264 

220 

243 

239 

To detennine the mean lethal concentration (LCso) of Cry11Aa, ten early 4th instar A. aegypti 

lalvae reared at 28 oC, 87% lnllnidity and 12: 12 light: dark period were placed in 100 mL 

dechlorinated water. Cry11Aa spore-clystal suspensions (fi:om 50 to 3000 ng/cm2
) were directly added 

to tlle 100 mL H20. Mortality was recorded afier 24 h and letllal concentration (LC5{)) values were 

estimated by Probit (Polo-PC LeOra Software, PetallUna, CA, USA) using data of tlrree repetitions. 

Protein concentration was detennined by tlle Bradford assay. 
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4.5. Phylogenetic AnaIysis 

The virh131 translations of cas-l gene sequences fi:om different insects and also the cas-l from 

hmnans were aligned using Muscle 3.7 aligmuent [23]. A maximum likelihood tree was constructed 

and drawIl using PhyML version 3.0 [24] with a bootstrap of 500 replicates. 

5. Conclusions 

The data presented here show that in A. aegypti, UPR is involved in the defense mechanism against 

Clyl1A toxin. The identification ofthis defense mechanism to Cry toxins is likely to provide cellular 

targets to improve the insecticidal activity of these important biotechnological and useful toxins. 
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4. Protein-protein interaction detection on 
membrane supports 

Biviana Flores-Escobar, Fernando Zúñiga-Navarrete, Jorge Sánchez 
and Isabel Gómez 

Depto. de Microbiología Molecular. Instituto de Biotecnología. Universidad Nacional 
Autónoma de México. Cuernavaca. Morelos. México. 62210. Mexico 

Abstract. Despite the large number of advanced techniques that 
are curren ti y available for studying protein-protein interactions, 
far-Westerns (Far WB) or blot overlays are still very commonly 
used in the average laboratory setting due to their powerfulness. 
This is due to the simplicity and c1arity in the resuIts that they 
produce. 

In principie, a Far WB is similar to a Western blot. For both 
procedures, samples are run on SDS-P AGE gels, transferred to 
nitrocellulose or PVDF, and then overlaid with a soluble protein 
that may bind to one or more immobilized proteins on the blot. In 
the case of a Western blot, the overlaid protein is antibody. In the 
case of a Far WB, the overlaid protein is a probe of interest, often a 
fusion protein that is easy to detect. The overlaid probe can be 
detected either via incubation with an antibody, via incubation with 
streptavidin (if the probe is biotinylated) or via autoradiography if 
the overlaid probe is radiolabeled with 32p . 

Compared with other biochemical binding assays, Far WB allows 
prey proteins to be endogenously expressed without purification. 

Correspondence/Reprint request: Dr. Isabel Gómez, Depto. de Microbiología Molecular. Instituto de 
Biotecnología. Universidad Nacional Autónoma de México. Cuemavaca, MOTelos, México. 62210, Mexico 
E-mail: isabelg@ ibt.unam.mx 
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Unlike nlC SI 111clhods 1IS;1'I' dllysates (e.g .• co-immunoprecipilOli n to-IP») or lí ing 
eel1s (c. 0. floores ent resonance energy tr.m fa- (FRET)), Far \ B dctc:nnincs whcthcr 
IWO prolcin bind 10 eh olher directly. FurthcrTIlorc, in = whuc 1I1ey bind lO eoch 
OIher indireto:tly. Far ~ B 3Jlows ¡he e aminmioo oí" I!<"tndiWllc prolcin( ) ¡11m oml a 
cOlllplex betwet." Ih~"ln. TypiClllly. 2- 3 da)' are required 10 cany Out che experimento 

Introduction 

The ludy of proteil protein intemccion. i. vital lO underStand how 
pro¡eu function wilhin a ccll. A variety f approaches for dC¡(,'Cling protci 
protein mteraetions ha e been developed in me paSI two decades. G nerally, 
lhey are divided ¡mo in \'¡"o and ;" V;l'ro approacbes. Common)y used ¡Ir V;I'tl 
appraach . inelude lwo·hybrid sy. temo. u íng bacteria, yea c or mammalian 
cells 8l host; fluorescence re on nce encrgy lran °fer (FREn and 
bioluminc. cenee re. onance energy tmnsfcr (BRET), u ing living eeUs; and 
the ynthetic IClhalily m chod in ea! '- here are nume:rous ¡n vi/ro 
approaehes, ueh as tandel'll affiníl)' purificnlion and mass spectromct.ry. 
urfaee plasmo n resonanee ( PR), protein microarray, dOI blotting, 

co. immunoprecipit(llion (co-lP) ti ing cullurcd cells or tLsues ,nd pull-do\vn 
a ays u ing glutalhionc S·trnnsferase (GST), Mi or FLAG tag ' (2.9). 

ar WB , (\ ' originally dcvcloped lO scrcen prole in exprcssion libraries 
, im 12P. labcled G. T-fu ion proleins. Thc tcchniquc ha! now been used to 

tud)' protein- protein inleraetion . r¡ r example. tc<:cptor- ligand interaclions. 
and 10 ' creen interacling partners in a library. he majar advnntagcs or oar 
WB are t"at (i) it 8110w ' a prcy protcin 10 be endogenously e pressed in cclls; 
thi is (mrtieularly me ningrul \ hen prey prolcill. are difficuh 10 purify, and 
(ii) íl enables one 10 determine \ hether t\Vo proleins direetly bínd 10 each 
other and. ir not whether a thírd protein mediales the physieal complexing 
belween !hcm. The major disadvnntagc re chat al lea ·t one protein should 
be purilied 10 ce:rtain amounl;¡ and lha. !here 1113y be: sorne non:pecific 
binding (9). 

Question. that can be answered by rar· \; cstems lo in c.'ligate protcm
protein imemetion are, but nol limiled lo; (i) idenlify bmding pnnners of a 
bah proteín ; (ji) contirm one-Io-onc protei proteín ínter;¡ction ' re"Ulling 
from high-Ihroughpul screening or olhcr method . It can al o be used lo tudy 
lhe elT~t of po t-tran 'Iational modifications on protein- protein inleractlons. 
camine interacling domain using synthetic peptides a probcs nnd identify 
prolein protein intcraetions without using antigell- ' pccific antibodies (2-4). 

Prolein blolling hru been evol íng c{)nswntly. iflel: its inccption, and 
no\ the seic:mific community i race:d "'Ich a multitudc of \ ay' and mean or 
lrnnsferring protcin . . N nt:thc:lt:.s wcstem blol . en iti ity is dependent on 
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efficjen.cy of btoltillg orlrnnsfer, re!ention of the p.l'Oleins during proccssing. 
and tbe fmal delcctionlamplifíC:UlOJl ystcm used. Results ~QOmpromised ir 
tbere aI'C deliciencies in aoy of lIlese lepS. F r \VD can beperi'ormed in 
Labora.tory íJl which rae il iti for protejn pun fication n.d 18:lldard '¡. B are 
awilabh:. 

E perimcota.1 design 

A ·'typic. 1" Far V B :>IlIJU w:iLh clcclrOph.oml~ic s:cparalioR of tbe 
protein( ) ofin!.m:st,also referred to aspJTtly protei lIS (that can be p1:Irl fíed 
proteio or c.ell Iysate of bacteria, yeas!, inse<:t or maroma! ianoells, w~icb re 
endogenou Iylhc:terologolllsly expressing lhe prey protein} by SDS~r AGE rol" 
denaturing conditioru¡. Th«e are no panicular requironumlS wilh respect 10 

how lo prepare oell l)'Sale!!. Each Far WB ellpe:riment needs 0.2- 1.0 pg of 
each purified prolein or 10-100 ¡¡g of ~lIlysat . The required anlOUl'lts val}' 
depending on proteio punly and the expl'eSSio;¡¡ Icvcl of me pie)' prolcin; 
over-expmsscd prcy protcin is refened ihbe endogenoo$ prou:in :Icvel i tOO 

low or ir ~ecifíe anLibodi,e::¡ re nol available. Hail protein Cán be yurified 
from nny olKanism. The protei.n pmtn r tbat is Ihcew ¡es{ ~o purify hould be 
ch~n blr'L Each Far WB e perimen11leeds l- lO ",gofthe ba ', protcin. 
(hough the PI'C:)'-'Da it binding In:inglh and anlibody "en ¡ti j'l)' ma)' affec. lile 
ilmounl of L!Je bait protei.B u cd (2). The proteilll are thon 10adedoolO p;rcca.st 
polyac:rylalIlide gels and deeble cum:ml ca~ tlhe: pI01e:ins li() sepamte 00s00 
primarily on !>ize. Once sepanled lhe protein!l . reln felTed ~o a solid 
mcmbranc uppon ¡nade of ni1rooelluloe oc PVDF. Il8l1y by 
colecl.roblolting. 111e memhrallle: i ¡hen í ncubatcd in a block ing solutioR 
conla.ining a mi tUA: ofpr<>tcin limown 10 nor i ntemc:t or intc:rfenl (e:.g.. k im 
milk, B A, or gclat'n) 'n . ;der to "b ock" 'lbe lI,n.o<:cupíe4 i1 00 lhe 
mc::mbrane. TIle blol i thetl incuDatcd ¡Ih lheprobil\g pso1ein of ¡nleleSl 
( igurel). Becau e a Far W B i campo ed o f a seR oflinked lcchniqu: 
-kill lo pcrform. faUul'e ro caplll re !;ignal can be c3l1Se.d by man)' rl1~on; (1). 
Sorne of Ihese ractors are resume<! iR ablco t 

mmobillziog . upport fOI" proteu. kan fer 

A wide "lOge of solid phascs i available fuI' imnlO ilizat'Oin. b t the 
mast common pI! used for blolling eomprise mio~porou surfaccs . nd 
membran uchas ccllulose, nilrooellu,lo e (Ne), polyvinylidine dillourido 
(PVDF) cclJulo e acctale, polyelhane ",1 one d nylon. The uftiquc 
prope·rties of In icroporous liuñllCes thlill m . e lheRí suitablc fC;1ir tradiLioRII1 
assay ' sueh as westem b outng are '(a) la,rgc olume-to- uf'face area ralío. (b) 
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Figure 1. Esquan:lIíc 01' Far \ tcm b lotling lmd dctcc:.tion, 

Tab e 1, Factors lila! ecl Far' B re ults. 

Factor 

T;wgel r lein 

Pt>lyacl)'lamid.e 1Ie1 
tcmbrone 

Bl()(kiJlj buffer

W:.shes 
uhs!r.>cc 

I)cu,eti n mcthod 

Conform!llion. uability, vailablc ep;IGplo(S), siz' 

l'<:rt.'nt polya"ryln.m¡de, ae, 101 

M.nufiICturn. Iype 
I'rotdn Iypc., COI'ICCIlIratiOJl, cross-""",ti, '( 

Burrer, , 'o l\1me, dunllion .. rrcclncncy 
Sensiti Yit)' , tnruIU!\l.cluT<r 

I"jhll aje, ,,,,,,!,'ing inl>tn:JJnalt 'rnlIIW~I~, 
cxposw-e time 

high binding capacity, (e) short- and lonS-lcrm sloragc of immobilized 
mo lecllles. (d) ca~1l of proce i ng by 8.llowi ng <l O IUlion phruc to iniel'ac1 
with fuc immobilized molecule, (c) lack of inlerferencc with the dClect.ion 
slratcgy, and (f) reproducibility. The.~e propertie . are useful for the high
thoroughput aSS8}'li U$cd in Ihe po Igenomic era a~ well. TypicaUy, these 
mic('Oporous sucfaces are used in the fom1 of membmnes or ·heets wi(h a 
lhickncss of 100 ¡,¿m and po 'sessing all average por'c .i:ze that rang from 
0.05 lO 10 Jlm in diamclcr. Tite íllleraction ofbiomolecule wilb each oftltese 
membrancs is no! complelely undcrstood, e cept for Ihe facl that it is 
generaJly known lo be noncovalent (5). 

Membr80C choice 

itrocellulose and polyvinylidcne fluoride (PVDF) are two commonly 
use<! mcmbranes. Nitrooellulo e membranes are cheaper than PVDF and are 
good for general purpo • but ore far more fragite and do not stand up well 
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for I'cpealed probing. Because bindi ng lo membralle oeeurs primari Iy through 
hydrophobic bond and PVDF is more hydrophobic, il \ ou ld bind protein 
!llore tighlly lhan nitrocellulose membranes. Tbus PVDF is a better choice 
when the trnn fel'red prol.cin is . mall and al low amounts. In lable II are 
resumed lhe princípaJ charaCleristic, advantagcs and disadvantages of me 
mas! comrnon mcmbrane use<! in protein lran.¡fer. 

TabJ~ U. Mcmbnmc upports for pmtdn tTlmsfer. 

ilrQCclfuJose • I 

l'ol)l"inyL¡d",,~ Difluonde 
(I'VDI-1 

NylQfI ~brnnes 

\ain.cd mctho<I 

Amioo bJade, ·,rm~ie 

bOllirull btue, Ponccau, F .... I 
sr""" OT Toluidin~ btue 

Amil!Q 1'11 ek, India in\¡. 
Coomassic brillialll blué oc 
n...,. nilratc 

Buffer used in tran fer protocols 

Cnnnot be ~ppld 
and rq:nobed mullipl" 
lÍIñI:S ow.ing to Its lrngilo 
" .. turc. 
SmaJl proteil'l$ lI:nd lO " ... "" 

rbtougl¡ . mcrnhnmes :!lid 
only a smaU r ctign h01a1 
Sll10UflI bind 

lhe ltiSll blndolg capacily 
prod\ICes h igbcr oonspccifíc 
bindÍl§ 

Comlllonly uscd buffcrs fol' wesl.em blotling are (a) owbin systcm 
buff(."f" [25 mM Tri , 192 mM g lycine, 20% mcthanol (v/v), none 10 0.01% 
SDS] and (b) CAP buffer ·ystem [CAP : 10 mM 3-(cycJohexyl~amino).I. 

pmpanesulfon¡c acid, 10% methanol (v/v), pH 11.] for transfer to PVDF 
opularized by Matsudaira tor use príor to in situ blot sequencing . . ran fcr 

buffe~ without D are better, in general when u ing Immobilon-P, sincc 
protcins have been reportod to pas . lhroughthe ph'mc of lhe mcmbrane in the 
prcscnce of SO . However, for proteins lllat havc a lendency lo precipilalC, 
SDS . hould be in úu: buffer «0.0 I %) during the transfer, <lnd then on must 
fine-tune transrct time, current, etc. The Towbin sys t.em is used widely for 
app lication Iha! require immunodeveJopment while the low ¡onie strength 
buffer .syslCUl of Matsudaira allows rapid lran fer (ca . 10 min) an.d prcvents 
int.roduction of additiollaJ Tri· and g l.ycine thal is detri mental lO sequ ncc 
analysis u~ing PVDf membrnnes. 
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" 
M~~ inbodw;<Od orillBWly by To",bin, .. typKaIly... "'''!he 

....r .. bufT .. """ ""'" 111 $lrippi .. SOS t'rom .. ""' •• nnsf<fl'<d r ...... 
ck. pE' .... Sos..c-_"" poi)..,,,' + aets. It _Iizct .... _IR'" o( 
1M FI + Me Iho ~ ptOOCSS' ........ '" ilKi Iho btnd .. _1ly 
lif NC ro.. PftI'C'1n .. -t, ... helps ptCIOM lO bind beaa 1ID NC mc:mb 
MahonoI can he elom_cd """'I'k .. l~ r ...... 1rlDrl" ... bu". .... ,.,Iom "t'IlII 
IlnfIOCIbilon·P "",,,,l>. 2.' ,,'ell .. Ne. Ten .., fil\oen ~"' ..... dwool io 
........... d r." cei .. ,~1 pn>te;n tnn.rer (mndard T_n ""If .. _ 20% 
""," 5 4). Mm..nol ~ .... Id .... d .... f .. e wbeoo -..r ....... Iu&:h 
"ock"," weiaht jAu,,_ (>150.000) bcst raulls .., ,~. 3 ·1 .. ,"""" ooIoIe.I 
lO .... 5 7 -1 Noon>cthonoI.. .......f .... _ adviscd _ cnz)""C .rnv"Y 
...m '" be.. h"Cd .. _11 .... 10m 1nnOf ...... , oon.~on ... I;o"...........c...., 
... ',bod ..... PAGE ... b: cmd 10 .... ~11 in lo ... ion;' ...... 111 burr .... in !he 
O*II(C of rnrthanoI. ~ "bond:<" ... y beco .... di_k<! if ,hit .... 011;.,. .. 
.. ~ 10 0«\1' <Ii<anoIt J'II'I*in tnnsfcr """'''''''"irIa: ........ ,..1 by """' .... , .. 
¡,¡ 111 ...... kT bulT ... fot lO mili ID I • pnor lO nmf ... _ b<cn ........ '" 
", .. 5" ... v:vbl:",(5.6~ 
Note' o .. transfC'r .. fi n ge a nd small prolcins 

n.o boJo"". lif SOS ond meth_1 in !he ll'aMI"et bl.ff ... ~'n ...... Md 
",1 """""'le can .Ifcct Il'aMr ... dF .... ".y. The rol ........ rnodifi -. 
wal -. nr", ..... ..-cOi. 

1. For Wse ""*, .... InnSf .... 0\1' lif .... 101 .... y be ''efY slow. juSI .. Ihcy 
!\lOO """Iy ,",11 .. " 1M cel d~ri ......... 1I0Il. Irbloaon* I Lar¡e ... ooeio~ "" 
....... '" "'" your .'41 .. ,n a ~ Id. *" O< ~ na. 
";11 be "ay r,.-.... ~carduu,.. 

1. 1MF prn«>,.. "'¡I Iend lo ¡:W""jI" 1 ",!he &el ~tnden"ll w..f ... 
AdcIi", SOS .... ro ... """"""....", of 0 .1 % In Iht: Ir'lR'Ir..- I:..tff .. ",íll 
d_&c lit... M_I 'cnds 10 ",,""V~ SOS frQm pro~ins, ... 
mIuc:.n& ~ mc1hanol pcn:Oftla/le 10 10% 01' leso .... 111100 lI"ard ....... 

PftC'I'I1IIIi6 ... 
l . ~ " .. d I .. !he ...... re. burr ... 1so ¡:wo.mll' ... "11,,,, of di< 

Fllllo.n", .... ¡:W , 11_ '" ...r .. mote "';Iy. 
4. ~;, ..... y "" 'Y ,f _ n,1n>teI1u1oK. Ir ... ,,. PVDf • 

..........,1 e"" be",..,."'¡ r""" 1ht: I/aOIJf ... l:..trr .. lllOf;echco. In<! .. OOIIy 
, ... k.l", .. ,," .... di< P\lDF berOl' "." .... "" 1ht: p ." .. " ...... "'_. 

s. c-wrt ~ .. ",."",¡"", .. 4'C .....,ad or .. mi "y""n,f ... 
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Protc:in-pn;¡tcin irll=IÍOIl by ~""1 blot 61 

mall proteins «]00 kD) 

L Al! protein are hinclercd fr"OIU binding to rncrnbranes by OS bUl mall 
proteins mOre 'o Ihan [arge proleins_ If your protein of ¡nterest '- small, 
consider rcmovíng SD from tla: trn.nsfer buffer. 

2. Kccp lhe melhanol eonccntrntion al 20%. 

Techniques to h'ansfer protein from gel to memb.rane 

Proteio lrall fer from natíve or odium dodccyl su lf3te- poIY!licrylamide 
gel electrophoresi ' (SD PAGE) gels lo nitrocellulose or PVDF membranes 
can be!li hjevod in three differcnt ways: 

a} Simple diffusion; 
b) Vacuunl bloUing; and 
e) Electroblotling . 

• arnp)e diffusion 

Blottil'lg by diffusion \Va.! a procedurc de eloped originally or 
tran fening proleins separatcd by iso-e!ectric foeu 'iog on fuin gels to 
mClnbraoes lhat \Va later e1\pooded to olher gel y tcms. ln tllis procedure 
memb ne is placed on tlle surfaoe of Ihe gel with a Lack of dry filt r papen; 
0010];) oflhe membrane, A gla plale lid an objeel with a cennin wcight are 
usually plaoed on Ihis 8ssembly to facilitate ¡he diffusiQn process. Howcvcr, 
!bis prolocol hd nOI Saincd \Víd p.read acceplance owing 10 tite fael !hat 
fuere was no quantítalive transfcr of protein. A waning ¡nterest in diff\J.sion 
IrilO fer wa ' n::suscitaled when il. was shown lha! i 1 \Vas po . 'i blel to obro in. up 
lo 12 blolS from a 'ingle gel by sandwiehing it between 1\ o membrane,s 
scquentíally. Membr.)ne lift · rrom DS-PAGE gels for intmunoblotling 
u. ing Lh.ís method are very uscful in mass peecromctric idenlification of 
protcins. -ollowing difTtl'Íon blotling the gel can be Stained wilh BB. The 
anligclUl on fue blol are detec ted by immuno-staining ando Ihe immunoblotted 
~el band, can be compared witb lh' eBB . tained gel by supcrimpo ing lhe 
blol nd thc . [aj ned gel, <1l1ow ing Ihe identi ficatlon of lhe band lo be e cised 
for ttyptic digestion for , ubsequenl .ma _ spe-CLron1 trie analysis. Thc gr1!3t.est 
advaluage of diffusion blo tting com:pared. 1.0 clcclToblolt:ing ' lha! severa I 
lran fers or impri.nts can be obtained from the samo gel and differenl allli~"Crn 
can be teste<! on identical imprinll . 

Sub equenlly, quantitative infonnation rcgarding protein transfer during 
d iffusion blotting wa ' obtained u. ing 14 labe led protein . . A -min diffuion 
blo tLing \ shown lO glvc 1I tran fer of 10% compared to cJectr blotting. 
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62 Bivian FIQns-E b;,r 1'1 I 

DilTu~ ion bl.ottillg of lh.e . me gel canie<l out mulfple lin\C.S for prolongod 
pcriods al 37 °Cc,u lh gel lo hrink . 111;S can be o ercome byu ing gel. 
e ' "t 0111 pI ' tic _upports. 

Acti ity gel elcclrO'phorcsi ' or z rnograph I n~so becn . ludie<! wilh 
regard lO lhe utilit 01' dilTusion. Thi ' ínvol Ibe electro hore i. of cn.zym 
(eiLher nucleases r prolea!" ,) 1hrough di oontinuous polyaccyl mide gel ' 
contalDlng enzyme ubstrnle (cither type m gel lin or B-c in . f'ter 
de-ctrophorcsí. D is remo ed from the gel b w' hing in 2.5 • Trilon 
X·loo .olution. n.' 3nOW Ihe enzymc to ren IUn.", am' lile ubstratc i 
degraded. lain;ng of Ihe gel wIlb C . B (in Ibe ca~e of protein. ) alJows !he 

3ndos of enzyme acli iIy lO be detccled as c1ea b:mds of '. ¡ag. i nstá b lue 
background. In this proccdUIC an . dilionál immunoblotting nalysi u íng 
another gel i oOcn required 10 examine a particular band thnt ls i.n 01 ceJ. 
Diffusion blolting h . bec:n u.."Cd to circum",ent Ihe u'e of ' ccond gel for lhis 
pUrpo1 e. The activitygel \Vas blotled onlo PVDF for immuno ·taining nd the 
remaining gel afier blotling \Vas u ed for rouline aC'livi. lalni·ng." Since d\ 
blo[ and (he activity ining IIA: dcri ed fronl me ame gel, lhe ignal 
loca liz.a:lionin che gel aod the replica can be i Iy aligned for conwarison. 
Diffu ion blouingl:r:m feIS 25 -.5'0"" of the protein_ lO tbe membrnne 
com red to electroblolting. Howe\c lhe ad ant ge oC ob13ining mulliple 
blo ~ from the 'ame gel could outweigb lbe lo. s inlnm fer nd aetutl.l1y could 
be compensated for by u ing n_ ilive dC'te lion lechniqu '. 

Tho . ~e1 rcmain. on ilS p\ stic . upport, whieh pre en trelcbing and 
compres_ ion~ lbi . ensurcsidentica.limprinls and ti i i lales more tel iable 
molecular PlIlSS delennination. Ir only a few imprin " are made u fficient 
prole in remain within lbe gel for gen r.d p tein ·laining. These ndvantages 
make diffu ion blolúng !he method of choi e \vhen quanti tive proleio 
uan fer ¡,s not required (3. ). 

aCUunt b lotdo 

A ~ imple blolting mechod '1I3S devet pedl!! an allCrnative to dirrusi n 
blouing and e1ectrob o1t1 ng. Th suellon power of pump 'con.noeledlo n ' ah 
gel dryer y t ro ~ ti cd lo drive!he separata! polypeptid from the gel to 
lbc nitroeellu lo e membrane. 801h. loand high molccul r ~ eighl protein 
could be lran ferred uing lhi melh d. When using 10\ moloeul r weigbl 
proleins, nitroc:cllul ' c membrnn. ~ ieh smaU pore i.ze (0.2 01' 0.1 ~m) 
. bould be u oo. inoe SII\IlII molcc.UI r weight protcins (14.000 Da) are 1 " 
adsorbed bythe O. 5 !-1m membrane. 

The gel can dry if tite procedun: i ca.rriodl mlt ov,cr 45 nlin and enough 
buffer ~l'Iould be uscd in ;uch e . In ome e IQw conccntralion 
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~,".-•• -.. __ ._-by . " """ 
polyacrylamide &el, .,,,,,t \O Il>< memblan< follow.n¡ nnsr ...... Rchyd",'i"g 
!he lel he,,,,, ... "",hinll "'" nitmcdlulooc ltIC1Rbr2n< (mm thc cel K"",an .. in 
sucll g scenmo(1.8). 

EI«troblolling 

Ekctrob¡"'\inl ;",be ""'"' e" .. " ... only u~~.., 10 trwtsf.,.. prot<i ... 

from a 11"1 10 • JIl<'mbnne. Thc .... in ""''afila,,,,, are !he spotd """ "'" 
cornp~ of InB<fa ,"""","<aI '" dirr"";.,,, or vacuum blollin,. 
Eketroelu,ion can be ",hic~ eit/>er by (a) rompIe~ immeniool of. gel
~"" san,h.';"h in a burrCT ("'el ..... ""r ..... ) O< by (b) ""'cina ,he gd. 
membra ... ....., .. ·kh botw~n obooibcnt ~ """.al in """,fa ""!T« 
(scmi-dry uan<f.,..¡ (3.4). 

Wtllra"de r 

In dl .. l'fOCedu.." \he sandwich .. J>b<oed in • buITa lIInk ";!h pl .... um 
... óre electrndes. A Ia'l!< nu ....... of dilT ........ ' appararus .., av:ailable lO 
nr><:imtly nnsr..- proIC'Ín< (o.- Olhc,- ....., ... moIcct.IcsJ "" ........... ly rlOm ",1 \O 
rnrmbnne. Most of Ihcsc. 100","'..-,...., t.saI "" lb<: desi¡:n ofTowbin el al: 
i.e... Ihcy ha", vC1Ucol slai,,1eso ~1_platÍfoJm el<Ctrodco in • 1~ !ank (JA). 

Stmi-dry Innder 

In -Sc"";-dry- Ira .... r ... \M .el · ..... .....,..". oandwich .. pllK%d bct .. 'cm 
corbool pLale .I«¡....s..:. -SC",HItY" .,.. "'horizonlar blollin¡ usa ..... " pIlle 
Clcclmdcs (sta; .. 1eos SI«l or JtI"IPhite-cafbon) r.,.. u,,¡(<lm\ dOCbical Weld 
o~ • ohon dislal>CC. and sandwic ..... be".,C<'n theoc .... 10 six geV 
memboar.olfil= papc1" ... ,,,bl;<:$, al! ....,u ...alcd ia tran<fe, burr .... The 
assembIy i. c1"",ped O< <>th<'rw~ = u""¡ ( In ; .. side:. MId clcclrop1wooctic 
tnIn:lf ... cffcctcd in this _i'ío ... u.in, ti nnsf ... buff ... only !he liquid 
conlainod in the cel ond m ..... popero or ""' ... J>8d:< in th.e ...... mbly. 

n..: od, .. ntacCllIO this proecdu,.. ",..,..!he """ven""",,1 .... ri&/l1 pro«>col 
a,.. (a) SCh .... be: bIoucd .imuI1ano<>U51y; íb) ckctn>dcs "., be cl>eap tarbon 
bl<>ck. and (e) les. P"W'" is ~"i""¡ roo- .... "'r ... (and therefOl'C o .implel" 
¡><>Weo" pock) (3.4). 

8101 incubo,inn oonditi"as 

Repn:ll.,... " r !he type nf far W8 bein, perfutmcd. lhe bk>\ must be 
blockcd in • ""ninlenoC';n, pmkin sol"';,,n 10 block !he unbno.ond si,C$ "" !he 
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membranc. As fllT WB eootain 311 e 1m incubalion tep \ ilh thc probing 
protein, lhe choice of b lcx:king soJulion is cvcn more important 10 ensure Ihm 
prolein in the solulion do nol ero. s-reacl wilh the probing protcin. 

FunhcT eOJ\sidemtions also cnsure Ihal thc proleins in lhe blcx:king 
solution do nOI interncl nonspecilieaUy wilh lhe an tíbody/ nntibodi in the 
ne 1 (ep. The slabilily of lhe primary proteio on lhe blol hould also be 
considcrod during bloeking; thi may mean thal lhe blol occds lo be blocked 
with a higher concentrntion ofblocking 'olulion for a shorter period of lime. 

he lype and compo itioo ofbuffer that lhe p hing protein is ineubatod 
in is al ' importan! and should be d termined prior tO ineubation. Ithough 
lhe probing protein may be s table in eertain buffc e at e treme conditions 
(pH, ionie strenglh. et .), ~ hcthcr lhe proleins on lhe blot are table lo 'ueh 
buffers should also be kcpt in mind. Addilives lO lhe buffcrs are also uscful in 
redueing nonspeci fic intera tion • but may a1so interfere with inlemetion. 
between the protein being tudicd. Cornmon additives can in lude mall 
,mount f lhe blcx:king proteio 10 drive a higher peeificity of lhc intemetioo 
through eompetition und mild deterg<:nl • 5ueh as Triton X·I 00 or Twcen-20 
(or ·RO), to reduce backgrou nd intcraclion ' (2). 

A ummary of the actors importanl in fa oring the intcrnelion bctween 
protein: iR presented in able 1U, 

Detection y tem ' 

IkaLine pbosphatns 

Alkaline pho phutm e (AP. 140 kDa) used lo be Ihe nzyme of choice aad 
w • typicaJly dClcctcd with precipitating ehromogeni ub trales. Co lorimetnc 
f.:action procccd at a steady mte, all wing a.ccurate control of relati e 
'en iti ity Ild reaetion d ·velopmen\. A protein re earch progressecl. HRP 
(40 kD ) becallle more popular bccau.'e of iLS tubi li lY and SIn Ilcr ' izc, 
\ hieh enabl more molecute conjugatcd pcr IgG and greal r Clt 111\' lty. 
Funhermore, chemiluminescenl 'ub ·trate fOT HRP eoabled C en higher 
:cositivity (1). 

olorimctric detection 

olorimctric or chromogcnie . ub trates are perh P ' t1lt: implc ' t and 
most cost· effecti e melhod of deteclion. When thes substrates come in 
contacl \ ¡Ih the appropriale nzymc they are con erted 10 insolub le 
colored prodUC1S that precipitate om the mcmbranc and requirc 
no ;p cial cquipmcnt ti r p ccs ' ing or vi ualizing. ub:trntes uch as TMB 
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Prol in-pru.ein inl~tion b Wcst~ blol 65 

able 111. Condi,ions lO considcr whcn optimizing Fur \ B. 

ProLein 
,Qncenlrnucm 

Timeor 
iocubation 

10Ule strm Ih 

pU 

Addil.v 

AdvwuagestOísadV3"la 

HigJ1et f"I'Otcin conocntr.ltiqll dtives tillé 
inlerne.ion cquilibóum 10 favor lite 
internction bU1l00 higb forcc:s 
nonspccific inleme.ieos and Inl\)' 

conlnnu • 1 background noi:se. 

• mbtl ileS protcins bul affecu Ihe 
kinetics of Iftu inler:l(.¡on. 

Pro.ide.. ¡i"le rOl" Ihe prolcins 10 cOOlC 
into c:Qnlaet ruJd tbe interncrion to oc:cur. 
Too len~,'thy in ub:nion CM rC$uh In 
prolcin dq:racIalioll odIar cause 
nonspccí r oc ir t~llons lItal CQIIlribulC 
10 bIlckground noisc. 

i inmins ncnr ph iological condillon:; 
foc the proteim . Al helps rnduce 
nonspeci/ic .nlet'acllons duc lO 
el lrosculic inlcrnclioll! • 

MaDlI31!lS smbílily ofprot iJl i1lld 
k~ uñooe char¡¡c uIl3LiY~" in 
ordet 10 m.~i"tl" n phy 'Iological 
oonditions rOl" thc inlc.T1llClion. 
Chao pie agenls can di.o¡rupI 
w.':\k prolcill-pRllcin inlCt:lcti{)~ 
:tnd be usro lO al th :tmllity 
uf Ille lnlcroc~j 1 

Octcrllcnl1 Bl low Ic,'cls nxluce 
background illler.lClIons. 
'mal! aJllOllnl e blockin,.q proldn 
<tri ves \he internelion :p« i ticít 
nd reoJucC$ oockground inler.lcIIoIlS. 

Empiric 11)' dtlcnnined 
OplimU..c lotal lume M 
t01a1 prolcin for l.he ite of 
Uu~ bicI. 

Room tOnper.llure ir 
proteiJ aJe smble or clS1e 
14- . 

1- 3 h;m al room 
I~mper'¡l"",, and :rJ)fl'\lx . 
él ubl" Bt4 • 

- 100-200 mM Na l 

·mpitie.1IJy dct.ernunOO bUI 
n~7.0formostcas . 
TypcorbufTer is 
.~ilic 10 c.ach ".-ou.m 
Empiric JIy detennincd. 

- 0.02-0.05 % 

- IO·fQltll ~11II1 

Ihe 0011 eolrul;on uscd 
farbloc:kiog . 

(3,3',5, '-Ictrnmethylbenzidine), 4-CN (4 -chloro- J-naJ}htho l), and DAB 
(3,J'- diatl1inobenzidin~ tctrahydrochloride) are u d \l ith HRP. ub lrale ' 
fo AP ¡"elude B Ir (5-bromo-4-chloro~ '-indolylpho 'phate-p-toluidinc sah) 
¡¡nd NBT (nitro-bluc tctrazolium eh! ocle)" hich yiclds ,n insoluble black
purplc prccipitale, and F ' 1 Red (naphthol ·MX pho :phale+Fasl Red R 
. alt). lhe pcrfonl1l)nce of a particular subslralc ma)' nry drnmatic 11)' when 
oblained fmm diffcrenl suppliers becausc rcsulL~ can be affcctcd by (he 
cO!1ccntralion and puriay of Ihe ub! trate alld b_ additives and buffer 
componenl lhat are a pan o f lh fOm'lulalion (1). 
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" Iuore cen e detection 

\Ve em blolting d tectioll vía fluorescence 18 typically perfonl1ed when 
lhere are two different targcts n ingle blol and Iligh , ensili ily i required . 
' luOre!CC1l1 dyc ' (often callcd "Ou rophores" or simply "nuors") ar 
molecule whose ehtmíe:. l bonds e eile ~ hen ab.·orbing pilotan of ligbl al 
one wa c1englh. eausing lh m 10 emil a photon of lighl al a 10ngcr 
\ a ele:nglh (Iower energy a .. thc molecule relax' 10 !he ground talo. Small, 
chemical1y table fluorophores lbal have convcnicnl tange! of efficient 
(inten~) e dtalion and emi ion wBve lenglh arc u~ful detectable 
chemicaltag ' or label for ant¡bodie ' and olber biomolecular probes. 

S me fluorcseence-b~ed . y Icms u e nuor CCnl proteins (c.g .• 
phycocrythrin) or biolumine:seent rcporter -y. tems; however. these 
lechniqucs re lim -consumíng, 1imited in lhcir abili ty lO delCCI multipl 
large and do nOI lypi ally provide lhe le el of photo tabilityand 'cnsití hy 
oflcred by 'ynlhetie fluor cenl d '. Fluore.<¡ccncc tcch.n.iques thal usc 
pecific probcs labeled ¡lh ar fuUy elccled ' CIS of Ouoresccnt dy enable 

!he detection of mulliple largcts and providc grealcr compatibility wlth a 
\ ide range of fluoresc nce in trumcnlation. 

Although nuoresceín, rhodamine. and amin -methyl-coumarin- c-etate 
(AMCA) dye are lhe traditionally used nuoropho.rc:s, (hey ha e numerous 
limi .alions, Mo t notably, !he ' e tradi tional dye ha e r lati dy 10\\1 
fluor 'ccnce intensity and lend lo photobleach. A ncw genera lion o 
nuo pho~ has o ercome such Iimitalions and offers trcmcndous 
lmprovemenlS in bri.ghtness pholOstabilily, and pH ,ensitivity. Th e new 
fluoropbo co cr !he en tire i ' ible spCClrum and mueh f lbe infrared 
;pe trum. Wh n pem m1ing IJ nuoreseenl " estem blol, typically 10\\1-
fluoresoence (trealed) mcrnbrancs are USi.>O becau 'c membrane polymers 
aUI.OnUore ce in!h i ible rangc of lhe pcclrum, whieh can inter" re \ ith 
deteetion. Using nuors with n noverlapping eXeitalion-cmi" ion spectrn is 
critical for idenli fying targel . A Iypical nu r pair ,ncludc . Thermo cienti le 
DyLight F luors 549 and 649 or !he DyLight Nc:ar-infrared (IR) 171u rs. 680 
and OO. The near-IR fluors are ' peciaUy u~ful becam protein amples 
and membrane PQlymen. re le! ' likely to autofluorcsce wit.hin these ;peclral 
ranges. resulting in 10\ cr ackground aod highcr ~nsjli ity (1 . 

hemilumin cnce detcction 

The m ' t popular We tcm blotting ubstrnles are luminol-based and 
produce a cbemiluminccnt 'ign 11 . hemilumine cence i ' a chemícal 
rescllon thal produces energy relea 'cd in Ihc form of light (figure 2). ln the 
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Figure 2. Chcmi lummlsccncc reactlon 'queme. 
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light 

@42Snm 

presence of HRP and a peroxide buffer, luminol oxidizes and fonns an e ciled 
stale producl lilat cmi . light as it decaYl' lo lhe g:round sl8te. Lighl cmi ion 
oc<:urs only during!h nzymCo-' mbstrate reaetion and, lhcreforc, once !he 
Ubsll'8le in proximity lo lhe c:nzymc is exhau 'led, s igna I output eea."es. In 

eOntnl.SI, e lorimelric . ub, lrate. sueh as TMB. produce precipitate lhat 
remain. i. iblc on the rnembrane e en fler lhe reaetion has terminated (1). 

ommon problem 

lO signa) 

An initial e po ure thal faiL~ to capture lile chemiluminescent . ignal 
indi les a \ estem blotting system lb I requires optimization. rcquently. 
laek of ' igo I i cau ed by too mueh cnzyme (i.e. , HRP) in the ystem. Tt may 
, eem eounterintuilivc 10 use le enzyme conjugate when a ignal canOOl be 
detcclcd; howC'Ver. for ucce sful . ignal doeumenllllion , the COrTeet balance 
of enzyme and ub ·trale mu 1 be pr ent. ubstrnte oxidalion by lile enzyme 
i ' irre e ible and, lherefore. once !he sub trate i. o idi7.ed. il can no longer 
internel with LIle enz'yme to genernte lighL Becausc enzyme aeti ily pe i 
the 'ubstrate i. !he lirniling factor and once exhaU! led, signa! oulpUI ceas " 
Rarcly, lack of ignal is eauscd by an ÍI ufficjent amount of active enzyme 
prc enl. Too much or Rol enough enzyme can be caused by any of Ihe faclors 
in 01 ed in the Weslem blol ~Yl'tem . 

To produc.e a ig.nal !ha! can be e ptured, adju t the y tern's paramclcrs. 
For reproducible r uh.s, preparc a ne\ gel aOO apply 1 ample or ti trate 
Ihc anlibodics. When optimizing anlibody concentration , image !he blol 
t\ ice: once immedialely aficr adding !he 'ub nlle and a second lime al an 
inlerval (e.g., 1 h) all r ineubaling lhe subSlralC. TIte second detectíon 
provides infonnatioll aboul the oplimal cnzyme concentmtion and help ' 
optimi7.e parame!cl"l!. 

ALso. ir lhe ¡nitial expo.·ure did not capture a signa!. a sceond ineubaliol1 
in !>ubstrate may yie1d a ¡gnal ir sorne HRP remaio aClive. Strippmg al! 
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<lcleChon ta¡C>11S (mm "'" blol and <q>n>bi,,& C2ll .. ve Vlluable sa"'Ple 
",bile opumizU\¡ ~ Peño"" ... .cIditio .... 1 íncubot"" in !he 
.u"" ..... ano:! >tnp !he bIoo OO'Ily tO m:<w..- """"" inf<><mMlon oboo.u !he 
.ysl<:m. Ir bIoI-(O.bloc <:<on<i<ocnc:y or ""mpari",," i. desiml. !he "me 
condiu"n< ..... t k......,,;i....:l the ""me procodu", mu,,, be follcn.ftl """,h ,i".,.. 
Lloe np<rimmt io porformcd (J ). 

SIR".1 bdH quickJy 

WIom ~ particular oysIem produces I cloanolum"""",enI';pW!bot fado:s 
qukkly. the Wcs""" bIoIIi,,& ')'Sl<m rrqu~ "",imization. .. dcscribcd 
earlier. Tbc sood no","' i. LIat •• i",,1 "'OS obIaincoi inJ.o:a::in¡ that !loe bloc io 
al""", optimiud. 5<>"""i ........ potIicular .)'SO<m ¡orod~ _ . ipW !bo, fodes 
mor< quickly!hoto ",,-ual IIIhcou&h In potaJnOO<n...., L"" ...... _ n ... IJlP< of 
1't ... 1l lO "" .. i""zuj in a fully """mi.ro.ys><m. A .ucccssful bu! ... bo¡><imal 
.)'S,om is >UI:ojcc' 'o !he sl.p. "MOlio", inhm:n, lO tloc m<tItod. """h .. 
transrcr cffO::Í<1I<Y and c~ in samplc: ano:! ,,,nibody ""uvÍly during 
""""ge ancIl>andli"i (1). 

I.IIgh backgrou lld 

Hi&h ~"""nJ . i",,1 is !he """'~ of <ith<r i"",Ir",,,,,,, bIocking. 
_nLi!>odie. <m<,;""",cLi-w; ",ido • ..., "'tod;"1l ron-ón • . ,.,. ,"" """ o f too muck 
0">)'11'1< ccnjuplc, Rcuan: ....... """"'i ....... Ioclic'·c!kal. par\lCular su""""'" 
causes boclgn><tnd or can .....-..ase ~k ....... t>d. n.o __ in itsclf 
L)'pie_Uy <Ioeo L>OI ¡mxIucc qnal ... i,I>o ... ÚI< eD>ym< bci,,& .. _ nL. Whc-n 
u.in¡ I ... bslralC .. i,h g=>ta" $atSitivily :han " 'Ul " .... pn:v ...... ly ......:1, hip 
back¡puurKl ofim "",ult. If!he po.nunetc .. " . ..., ,,'" ahorro lO aH .. ,"""",. r".. 
!he ",botmc' . ...... íli,·;I)'. U.mg « .. imol t;On<:C"""'ions of .... ,ibod ... 
pro""" ... ~."IX<iflC bindingand lo ... ~nd (1). 

No ... oonl. or.obOl'.'. d~ 001 produ« a slgnal 

Occasionally ••• i¡ .... 1 taru'IOI be <a .. urro whcn :he only va-iottle tloal has 
ch. n¡cd In • ~icul.r 0Y''''''' is a "" ... boIlk o.- di!fcren< loo. of .... ""'rote. 
T)'picolly.:h .. =..1: .. e . j by a Wc<1 .... blot sys1<m !bol has L>OI bc<n 
rully "",imiiOt1l. We.tem bloWrtK .... b$<r.ooco ...., i~,'y .-Ie. Many 
mottuf.."..,.,.. . ,,,,,,Iy <<Mllrol (o.-. mínimum ..,...iri"i'y. ano:! io .. po .. ible 
lhal :be ttoCW ... ""tralo is """" ....... i'j'·c :han the p<=i<xr.ly "sed ..... In a fully 
o .. imi.cd blotlin¡ .)'S ...... """""te ... .,Ii,ioy ....,.;>1io .... as _11 as 01hcr 
,· .. ioblc$. .. mino< or """",0CC"ab1c (11, 
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Brown or yeno~ band, on tbe membrane 

HRP becomes bro\\I'n when it i.' oxidized and ¡naclive. ~ íthin " givcn 
amount of enzyme conjugate, there alway exist a portion lha! i oxidizcd. In 
an optimiz.ed systcm, the amounl of oxidized HRP i. mini cu le and cannOI be 
visualízed on Ihe blol. The appearance of ellow or brown b:and~ indical" lh 
presence of a largc amounl of fIRJ> ando lherefore, the oxidized and inllcti 
portion i i ible. A blotting ystem lhal resu lts in ycllow bands requir 
optímizing us ing mueh les ' cnzyme eonjugate. 

Additionally. 100 much HRP in ti localizcd arca produce ao abundance 
of free rndicaL during enzymatic activi ty. Free radicals can inacHvate HRP 
and dam3ge antibodi ,tárgCI and {he membranc, prohíbiting efrcctive 
reprobing (1). 

Band or entire blof glowing ín tbe durkroom 

1 fa patlem of balld or the enliTe blol i. glowing aftcr incubatíon in the 
• ubtrate. lhen there is 100 much HRP presenl in Ihe ·ys lem. Thi.s occurrence 
indieate lhat further dilulion of lhe secondary HRP-conjugated alllibody is 
rcqu ired and po ibLy l.he primary amibody as \Vel l. Too much cnz me can be 
caused by many of Ihe factors ¡nvolved in lhe \: e tem blotting system. rr lhe 
enlire blol is glowing, optimization of bLocking otld washing also mighl be 
nccessary ( 1). 

Gho 'Ubollow band 

Protein bando Ihal appear as a halo wilh no ' igoal in lhe middle of lhc 
band or an cnlire band thal appcars ~ hite in a dark background are typically 
refc:rred 10 a..<¡ gho I bands. hi resulL oeeurs \ hen the ·ub. trate is depleled 
within lhc ~ hi le area. 

Thc peciftc c-ause of gho 1 band · is nol well-understood. Therefore, we 
1 'led several raclo lhal cou ld contributc lO ¡hi resulL Our . Iudy, briefly 
deseribed in the rollo~ ing seclion:, revealed lhat 'ome common cau for 
ghosl-band efTectS includ applying 100 much tlirgel prolein {O lhe gel and 
using antibodies that cross-rcacl wilh componerll( ) in lhe blocking olution. 
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Abstract 
Bacillus thuringiensis (Bt) produces insecticidal Cry proteins that kill 
important crop pests and al so vectors of human diseases. In particular a Bt 
strain isolated more than 40 years ago, Bt subs israelensis (Bti), is used 
world wide to control mosquito vectors of important human pathogens 
causing di seas es such as as malaria or dengue fever. Bti produces several 
Cry toxins of the three-domain family (3d-Cry) like CryllAa, Cry4Aa and 
Cry4Ba and also the non-related CytlAa toxins. One interesting feature of 
Bti is that regardless of its extensive use worldwide for more tban 25 year, 
no-resistance to Bti has so far been documented in tbe field. AIso, that the 
combination of Cry and Cyt toxins produced by Bti show an important 
synergistic effect, since toxicity of individual toxins is far less than the 
combination of these proteins. Here, we summarize the mode of action of Bti 
Cry and Cyt toxins and also provide molecular basis of synergism. Further, 
we describe sorne of the most important applications of Bti in controlling 
insect vector worldwide. 

Introduction 
Bacillus thuringiensis (Bt) is a spore forming bacteria tbat produces 
insecticidal proteins upon sporulation. One of the most important 
applications of Bt toxins has been the use of Bt strains that sbow toxicity 
against larvae of mosquito species that transrnit human diseases viz., malaria 
and dengue fever. The most important Bt isolate is a Bt strain subs 
israelensis (Bti) that was isolated more than forty years ago and is used 
worldwide for the control of Culex spp., Aedes spp. and Anopheles spp. 
(Bravo et al., 2011). Different Bt strains produce different Cry or Cyt toxins 
responsible for the insecticidal specificity of each Bt strain (Bravo et al., 
2011). Bti produces at least fOUT Cry toxins that belong to the three-domain 
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Cry (3d-Cry) family, Cry4Aa, Cry4Ba, CrylOAa and CryllAa, and two Cyt 
toxins, Cyt1Aa and Cyt2Ab (Crickmore et al. , 1995). Both Cry and Cyt 
toxins are pore-fonning proteins that Iyse midgut cells by osmotic shock 
(Bravo et al., 2011). In the case of Cry toxins, their specificity relies in the 
binding of the toxins to larval midgut protein molecules called receptors 
(Piggot and Ellar, 2007) . In contrast, no protein receptor molecules have 
been described for Cyt toxins and specificity is believed to be due to the 
recognition of specific lipids in the brush border membranes of midgut 
epithelial cells (Du et al., 1999). 

Despite the extensive use of Bti in mosquito control worldwide for 
more than 30 years, there are no reports of emergence of resistance in field 
conditions (Bravo et al., 2011). Furthennore, one important characteristic 
feature of Bti toxins is their synergistic effect, since the toxicity of individual 
toxins is far lower than the mixture ofthese Cry and Cyt toxins (Chang et al., 
1993; Wu et al., 1994; Wirth et l., 2000). The lack ofresistance evolution to 
Bti and the synergism of Bti toxins is principally due to the presence of 
CytlAa protein that is able to counter resistance of C. quinquefasciatus to 
Cry4 or Cry llA toxins and to synergize the toxicity of these Cry proteinsin 
different mosquitoes species such as Culex spp., Aedes spp. and Anopheles 
spp. (Wirth et al., 1997; Wirth et al., 2005). In this chapter, we will 
describethe mode of action of Bti Cry and Cyt proteins as well as the 
molecular basis of synergism among these proteins. AIso, we will discuss the 
most important applications of Bti in mosquito control. 

Mode of action of Bti Cry proteins 
The Cry proteins produced by Bti belong to the 3d-Cry toxin family of Bt 
toxins. Members of this family of proteins share a similar three-dirnensional 
fold regardless of the low amino acid sequence identity shared from different 
protein members. The three-dimensional structure of several 3d-Cry had 
been solved by X-ray crystallography including those of Cry4Aa and 
Cry4Ba from Bti (Boonsenn et al., 2005; Boonsenn et al. , 2006). 

Fig. 1 shows the three-dimensional structure of Cry4Aa. Domain I is 
a seven helix bundle that is involved in pore fonnation and oligomerization 
of the toxin, domain II is a beta-prism with exposed loop regions that are 
involved in the recognition of protein molecules in the insect midgut 
epithelium while domain III is a beta-sandwich also involved in receptor 
recognition (Bravo et al., 2011). The fact that different members of the 3d
Cry farnily share a similar fold suggests that they share a similar 
mechanismof action. 
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Fig. 1. Three-dimensional structure of Cry4Aa (Color plate 6) 

The mode of action of 3d-Cry toxins has be en primarily 
characterized in Lepidopteran insects and it is reviewed in the chapter of 
Bravo et al., 2013, in this book. The crystalline incIusions are solubilized in 
the larval gut where protoxins are proteolytically activated by rnidgut 
proteases to leave the three doma in monomeric toxin. It has been shown that 
monomeric proteins undergo a sequential binding interaction with different 
midgut proteins such as glycosyl phosphatidyl inositol (GPI) -anchored 
aminopeptidase-N (APN), alkaline phosphatase (ALP) and cadherin, leading 
to the formation of a pre-pore structure that inserts in to the membrane 
inducing pore formation and osmotic lysis of the midgut cells (Bravo et al., 
2011). 

Here we focus to review the different receptor molecules identified 
for the Cry pfoteins produced by Bti (Cry4Aa, Cry4Ba and Cryl1Aa) and 
discuss their role in the mode of action of these proteins. 
Bti Cry toxins receptors 
The receptor molecules of mosquitocidal Cry toxins have been mainly 
cLaracterized in Aedes aegypti vector of dengue fever and in Anopheles 
gambiae vector of malaria (Likitvivatanavong et al., 2011). As in 
Lepidopteran insects Cry binding proteins in Ae. aegypti and An. gambiae 
incIude cadherin like proteins, APN and ALP molecules (Likitvivatanavong 
et al., 2011). However, in An. albimanus a new receptor molecule that 
corresponds to GPI-anchored alpha-amylase was identified as CryllAa 
binding protein (Femandez-Luna et al. , 2010). AIso, in An. gambiaea GPI-
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anchored alpha-amylase and alpha-glucosidase were identified as CryllBa 
binding molecules (Zhang et al. , 2013). CryllBa is produced by Bt subs 
j egathesan. Interestingly, multiple GPI-anchored proteins seem to be 
involved in CryllAa and Cry4Ba in Ae. aegypti (Likitvivatanavong et l., 
2011). In the case of Cry4Ba toxin, three APN isoforms and two ALP 
isoforms are involved in binding this toxin to brush border membranes of Ae. 
Aegypti and in toxicity (Saengwiman et al. , 2011 ; Dechklar et al. , 2011 ; 
Jimenez et al., 2012). In contrast, the CryllAa relies at least in one APN 
isoform and in one ALP isoform for binding to brush border membranes and 
toxicity to Ae. Aegypti (Femández et al., 2006; Chen et al. , 2009b). The 
precise role of all these GPI-anchored proteins in the mode of action still 
remains to be determined, but it has been proposed that they could have a 
dual role and participate on binding of Cry monomer during initial steps of 
toxin interaction with the membrane and al so on oligomer binding 
facilitating membrane insertion (Arenas et al 2010). 
In the case of Ae . . aegypti, cadherin it was shown to be involved in Cryl1Aa 
oligomerization (Chen et al. , 2009a; Rodriguez-Almazán et al. , 2012). 
However, Cry4Ba was shown to oligomerize in absence of cadherin receptor 
and silencing experiments further revealed that Cry4Ba does not rely on 
cadherin for toxicity in contrast to Cryl1Aa, that lost toxicity against 
mosquito larvae when cadherin expression was silenced by RNAi 
(Rodriguez-AImazán et al. , 2012). Interestingly cadherin was shown to be 
important for Cry4Ba in An. gambiae (Hua et al., 2008). The fact that similar 
GPI-anchored proteins and cadherin are involved in toxicity of Bti Cry 
toxins suggests that the mode of action of Cry toxins in mosquitoes is 
conserved where sequential binding of Cry toxins to multiple midgut 
proteins results in the formation of a pre-pore oligomer that inserts into the 
membrane killing cells by osmotic shock. 

Mode of action of Bti Cyt1Aa 
In the case of Cyt toxins, the three dimensional structure of three Cyt 
proteins has been solved. Cyt1Aa (Fig. 2) is a single a-~ domain composed 
of two outer layers of a-helix hairpins wrapped around a ~-sheet (Cohen et 
al. , 2011). Cyt1Aa is synthesized as protoxin of 27 kDa that undergo 
proteolytic cleavage in the amino- and carboxyl-terminal ends yielding an 
activated toxin of 24 kDa. As mentioned aboye no protein receptor 
molecules have been identified for Cyt toxins and it was shown that Cyt 
interact with non-saturated membrane lipids (Du et al. , 1999). The 
proteolytic activation of Cyt1Aa in the presence of membranes results in the 
formation of high molecular weight oligomers of more than 400 kDa that are 
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Fig. 2. Three-dirnensional structure of Cyt1Aa (Color plate 6) 

proposed to be formed by more than 16 monomers (Chow et al., 1989; 
Promdonkoy et al., 2000). In the case of CytlAa it has been shown that the 
ami no-terminal end that contains the region rich in alpha helices is involved 
in toxin oligomerization while the carboxyl-terminal end containing the beta
sheets is involved in membrane insertion (Rodriguez-Almazán et al. , 2011). 
Recently it was shown that mutations in helix alpha-C of Cyt1Aa affected 
oligomer formation and membrane insertion and showed reduced hemolytic 
and insecticidal activity indicating that oligomerization is a crucial step for 
Cyt1Aa membrane insertion and toxicity (López-Diaz et al., 2013). 

Synergism of Bti toxins 
One of the rnost interesting features of Bti toxins is the synergism of Cry4 
and Cryl1Aa toxin with CytlAa. It has been shown that CytlAa synergizes 
the insecticidal activity of Cry4Aa, Cry4Ba and Cry11Aa (Chang et al., 
1993; Crickmore et al. , 1995; Wirth et al. , 2000). Moreover, Cyt1Aa 
counters resistance of C. quinquefasciatus populations that have developed 
resistance to Cry4Aa, Cry4Ba and Cryl1Aa (Wirth et al., 1997; Wirth et al., 
2005). The molecular basis of synergism of Cyt1 Aa was shown to rely in the 
binding interaction of Cyt1Aa with Cryl1Aa or Cry4Ba and the epitopes 
involved in these interactions (Cantón et al. , 2011). Interestingly, in the case 
of both Cry11Aa and Cry4Ba the exposed loop regions of dornain 11 were 
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shown to be involved in CytlAa binding. Domain II loop regions have also 
been shown to be involved in midgut receptor binding, specifically with ALP 
receptor, suggesting that CytlAa may function as receptor of both toxins 
(Bravo et al., 2011). Mutations in the specific regions involved in the 
interaction between Cry and Cyt toxins affected severely their synergism 
without affecting their individual toxicity, suggesting that interaction among 
these proteins is extremely important for inducing the synergistic effect 
(perez et al., 2005) In the case of Cryl1Aa it was shown that CytlAa 
facilitates Cryl1Aa oligomerization, an important indication that CytlAa 
functions as a receptor of CryllAa (Perez et al., 2007). RecentIy, it was 
shown that CytlAa mutants located in helix a-C are non-toxic and are 
affected in oligomerization, and membrane insertion but they are still able to 
synergized CryllAa toxicity in Ae. aegypti, although the synergism was 
reduced compared to native CytlAa (López-Diaz et al., 2013). This result 
suggests that the most efficient condition for CytlAa synergistic activity is 
in its membrane bound state but CytlAa could still enhance CryllAa 
toxicity in solution. 

Applications of Bti 
Bti is highly toxic to mosquitoes such like Ae. aegypti, vector of dengue 
fever, Simulium damnosum, vector of onchocearciasis and certain Anopheles 
species, vectors of malaria. Most of these mosquitoes populations had been 
traditionally controlled by chernical insecticides. However, resistance to 
these insecticides prompted the development of Bti as an altemative method 
to control mosquitoes and black flies populations. Besides this, Bti offers 
advantages to chernical control of vectors since it lacks toxicity to other 
organisms and also the lack of evolution of resistance to Bti in field 
conditions. The importance of Bti as an important way to control dipteran 
vectors carne soon after its discovery in 1983, where a control program for 
the eradication of onchocearciasis was launched in eleven countries of 
Westem Africa. This program was launched since the S. damnosum 
populations developed resistance to tbe larvicidal organophospbate (Bravo 
et al., 2010). Control ofthe disease was achieved protecting over 15 million 
cbildren with more tban 80% of the region is protected by Bti applications 
and 20% with temephos (Bravo et al., 2010). 

Another important application of Bti was achieved for the control of 
Ae. vexans and C. pipiens pipiens mosquitoes in the Upper Rhine Valley in 
Germany. In summer, approximately 300 river kilometers and 600 km2 

inundation areas are treated with Bti. For more tban 30 years over 170,000 
hectares of mosquito breeding sites have been treated with different Bti 
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fonnulations. A reduction of over 90% of mosquito populations is achieved 
every year where comparable results had been obtained in United States and 
Southem Switzerland with the use of Bti fonnulations in these countries 
(Bravo et al., 2010). Regarding malaria, application of Bti fonnulation into 
tbe Yangtze river in China had reduced malaria incidence 90% due to the 
control of An. sinensis and An. anthropophagus populations (Bravo et al. , 
2010). Finally, in Brazil the outbreak of Ae. aegypti resistant populations to 
chemical insecticides in Rio de Janeiro and Sao Pablo led to the application 
ofBti fonnulations for mosquito control (Bravo et al., 2010). 

Conclusions 
Bti produces a battery of toxins with diverse and complex mode of action. 
The combination of these toxins results in high toxicity against vectors of 
human disease pathogens. No resistance to Bti has developed in the field and 
its specificity to their target insect makes tbis bacterium an ideal soure to 
control mosquito populations. 
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