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CIENCIAS AGRARIAS Y DE LA PESCA

Contribucién al conocimiento de la resistencia a la toxina Vip3A
de Bacillus thuringiensis mediante el estudio comparativo del
transcriptoma intestinal de una poblacion resistente de Heliothis
virescens (F.) mediante la metodologia HT-SuperSAGE
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RESUMEN

El gusano cogollero del tabaco Heliothis virescens F. (Lepidoptera: Noctuidae) es una

resistencia, toxina Vip3A, Bacillus thuringiensis;
transcriptoma de Heliothis virescens; HT-Su-

perSAGE

plaga polifaga de alta importancia econémica para Cuba y gran parte del hemisferio
occidental. Para su control se utilizan las formulaciones basadas en Bacillus thuringien-
sis (Bt), asi como la obtencidn de cultivos transgénicos que expresan la proteina insecti-
cida Vip3A de Bt. La evolucion de insectorresistencia constituye el principal riesgo para
ambas tecnologias. En Cuba, el uso extensivo de formulaciones de Bt y la posibilidad de
utilizar en el futuro un maiz transgénico que expresa Vip3A hacen necesario profundizar
en la resistencia. En este trabajo, se realiza el estudio comparativo del transcriptoma de
H. virescens entre una cepa resistente a Vip3A y su contraparte susceptible via HT-Su-
perSAGE. Los resultados permitieron identificar factores asociados a la protedlisis de
tipo serin-proteasas, la funcion traduccional y la biogénesis ribosomal como los mas
representados en el proceso de adaptacion a la toxina. La baja expresion de la proteina
ribosomal S2, presunto receptor de Vip3A, sugiere la pérdida de union entre los posibles
mecanismos de resistencia. La expresion diferencial segun HT-SuperSAGE fue corrobo-
rada mediante gRT-PCR para un grupo de genes seleccionados por sus altos niveles de
expresion en la cepa resistente o su conexion con etapas importantes de la patogénesis
de Bt. Entre las principales novedades se encuentran: 1) primera publicacion dedicada
al estudio de las bases moleculares de la insectorresistencia a Vip3A, donde se eviden-
cia la posible relevancia de procesos de sintesis/degradacion de proteinas y biogénesis
ribosomal en la resistencia; 2) primera publicacion en bases de datos internacionales

()OS

BY NC SA



del transcriptoma asociado a la resistencia a Vip3A, y 3) primera vez que se utiliza exitosamente la
técnica HT-SuperSAGE en un lepiddptero no modelo, plaga de gran importancia para la region. La
importancia practica del trabajo reside en la identificacion de multiples factores génicos con altera-
cion constitutiva en H. virescens cuya caracterizacion funcional permitira esclarecer las bases de la
resistencia a Vip3A, seleccionar marcadores moleculares de la resistencia y disefar estrategias de
manejo. El trabajo cuenta con una publicacién en Insect Science (SCOPUS), revista oficial de la So-
ciedad Entomoldgica de China, una publicacion en la Base de Datos Transcriptomicos GEO, de NCB],
presentaciones en congresos internacionales y avales de cientificos destacados en las tematicas
insectorresistencia, biocontrol y transcriptémica.

Las formulaciones basadas en la bacteria entomopatdge-
na Bacillus thuringiensis (Bt) comprenden el 99 % del mercado
de los bioplaguicidas. Por otro lado, los genes de las protei-
nas insecticidas Cry1 y Vip3A de Bt se utilizan para conferir
resistencia a lepidopteros plagas en los cultivos transgénicos
de maiz, algoddn y soya resistentes al ataque de insectos.
La proteina Vip3A resulta de interés por su elevada actividad
insecticida y su mecanismo de accion diferente a las tradi-
cionales toxinas Cry1. La evolucion de insectorresistencia a
Bt y sus toxinas insecticidas continla siendo el mayor ries-
go que enfrentan ambas tecnologias. Aunque los principales
mecanismos involucrados en la insectorresistencia contra las
toxinas Cry1 se han comenzado a dilucidar, las bases molecu-
lares de la resistencia hacia Vip3A siguen siendo una incog-
nita. En el presente trabajo se profundiza en los mecanismos
de resistencia a Vip3A mediante el estudio comparativo del
transcriptoma del gusano cogollero del tabaco Heliothis vires-
cens F. (Lepidoptera: Noctuidae) entre una cepa resistente a
Vip3A y su contraparte susceptible (Iinea isogénica).

En Cubay gran parte de la region, el insecto H. virescens
es una plaga importante del cultivo del tabaco, y de muchos
otros, mas por su naturaleza polifaga. Mediante una colabo-
racion cientifica con el departamento de Ciencias de la Vida
del Imperial College de London (Reino Unido) se pudo acce-
der a colonias de H. virescens resistentes (Vip-Sel) y suscep-
tibles (Vip-Unsel) a Vip3A. Para el estudio del transcriptoma
del insecto se utilizd la novedosa técnica HT-SuperSAGE, un
método de secuenciaciéon profunda basado en secuencias
tag, que busca realizar un andlisis cualitativo y cuantitativo
de la expresion génica. La expresion diferencial segun HT-Su-
perSAGE fue corroborada mediante PCR en tiempo real (QRT-
PCR).

Desarrollo

La poblacién Vip-Sel de H. virescens fue la primera que
se obtuvo con resistencia a Vip3Aa. Las colonias de Vip-Sel

y la contraparte susceptible Vip-Unsel, se mantuvieron en
el Imperial College London a una temperatura de 25 +2 °C,
70 % +5 % de humedad relativa y fotoperiodo de 16:8h (luz:os-
curidad) sobre dieta artificial. Inicialmente, Vip-Sel mostré una
resistencia a Vip3Aa de mas de 1000 veces que Vip-Unsel.
Con el empleo de este valioso material se construyeron las
genotecas SuperSAGE para estudiar el transcriptoma asocia-
do alaresistencia a Vip3Aa y la informacion digital se empled
para analisis in silico de la expresion génica.

Antes del anadlisis molecular y producto de que la pobla-
cion Vip-Sel fue mantenida sin seleccién por varias generacio-
nes para evitar interferencias con el efecto materno se realiza-
ron nuevos bioensayos para determinar la taza de resistencia.
En este estudio, la cepa Vip-Sel resultd ser aun 234 veces mas
resistente (LC, = 103 ppm; FL 95 % 46-226; pendiente *+ES =
0.89 £0.15) a la protoxina Vip3Aa que la cepa Vip-Unsel (LC,
= 0,44 ppm; FL 95 % 0,30-0,64; pendiente +ES = 0,21 +0,21).
El esquema utilizado para el andlisis transcriptémico de la re-
sistencia a Vip3Aa en H. virescens, asi como los principales
resultados del HT-SuperSAGE se muestran en la figura 1.

De los 17,751 UniTags obtenidos luego del procesamien-
to de la informacion para eliminar los Tags aberrantes, 11,668
pertenecieron al transcriptoma de Vip-Sel mientras que 6,083
provinieron de Vip-Unsel, lo que demuestra una mayor altera-
cion del transcriptoma de la cepa resistente. A pesar de que
cambios pequefios en la expresion génica pueden tener un
significado bioldgico, en el presente trabajo se enfocé el ana-
lisis a las secuencias cuyo cambio en la expresion (FC, del
inglés) se encontré entre > 2,5 0 < 0,4. La anotacién de las
secuencias de 1845 Unitags se realizd mediante el algoritmo
de busqueda BLASTN en una base de datos de secuencias
contiguas (contigs) de H. virescens. Solamente un numero
limitado de estas secuencias Unicas (419 Unitags; 109 sobre-
expresados y 310 subexpresados) obtuvieron una homologia
perfecta de los 26 nucledtidos (E-value <104). Esto puede ser
explicado por una insuficiente profundidad de secuenciacion
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Fig. 1. Representacion esquematica del flujo de trabajo para el
analisis transcriptémico de la cepa de H. virescens resistente a Vi-
p3Aa. Los resultados especificos del HT-SuperSAGE se muestran
subrayados.

en los datos aportados del transcriptoma de H. virescens has-
ta la fecha.

Para clasificar las 419 secuencias Unicas expresadas
diferencialmente con respecto a su funcién molecular y los
procesos biolégicos a los que se asocian se realizo la anota-
cion en Gene Ontology (GO) mediante la busqueda de homo-
logia por BLASTX en las bases de datos no redundantes Gen-
Bank y UniProtKB/TrEMBL. Un total de 416 Unitags pudieron
ser anotados sin ambigledad como proteinas en la base de
datos NCBI. En la figura 2 se muestra el andlisis de las se-
cuencias de acuerdo con el grado de expresion diferencial
(Fig. 2A); los organismos encontrados con mayor homologia
(Fig. 2B) —donde Amyelois transitella y Bombyx mori fueron
los mas representados—, y la funcién molecular o proceso
biolégico asignado a 345 Unitags.

Las secuencias con homologia a proteinas de funcion
conocida se distribuyeron en 14 categorias funcionales
(Fig. 2C). Entre los procesos biolégicos mas representados
se encontraron el metabolismo (25,96 %) y los procesos de
sintesis de proteinas y biogénesis ribosomal (15,87 %). Esto
ultimo sugiere que los cambios en estos procesos son im-

portantes para la adaptacion de del células del intestino de H.
virescens frente a la protoxina Vip3Aa. Con respecto a la cate-
goria de metabolismo, 108 Unitags con expresion diferencial
en la poblacién resistente se distribuyeron en 7 actividades
cataliticas (Fig. 2D), en las cuales predominaron las activida-
des hidrolasa (~56 %) y oxidoreductasa (~31 %).

Resulta interesante que casi la mitad de las secuencias
con actividad hidrolasa correspondieron a endopeptidasas de
tipo serin-proteasa. Esto sugiere que el proceso de protedlisis
puede tener un componente importante en la resistencia a la
toxina Vip3A en H. virescens. Se conoce que la regulacion dife-
rencial de serin-proteasas es crucial para la supervivencia de
los insectos a la patogénesis por Bt, por lo que es de esperar
cambios compensatorios en la regulacion génica de esta fa-
milia de proteasas para remplazar la pérdida de funcionalidad
de algunos genes.

En la cepa Vip-Sel, los genes sobreexpresados de se-
rin-proteasas correspondieron mayormente con actividades
de tipo tripsina excepto por dos secuencias de tipo chimo-
tripsina. En cambio, todas las secuencias de este tipo en el
grupo de los genes subexpresados correspondieron a quimo-
tripsinas. Futuros estudios deben concentrarse en investigar
si las quimotripsinas sobreexpresadas participan en algun
mecanismo de degradacion proteolitica de Vip3Aa durante
la resistencia, como se ha informado en ensayos in vitro de
activacion y degradacion proteolitica de esta toxina.

La figura 3 muestra los perfiles de expresion por gRT-PCR
de 10 secuencias seleccionadas para la validacion de los
resultados del HT-SuperSAGE. Estas secuencias correspon-
dieron a las sobreexpresadas con similitud a serin-proteasa
37, repat 39, proteina ribosomal S20, proteina ribosomal S6
y aminopeptidasa N, asi como a las secuencias subexpre-
sadas con homologia a las proteinas serin proteasa de tipo
quimitripsina C9, tripsina T7, lipasa neutral, RpS2 y proteina
3 unidora de quitina. El andlisis de la expresién diferencial de
estas moléculas y la asociacion de algunas de ellas a los me-
canismos de accion de las toxinas Cry y Vip, 0 a mecanismos
de resistencia a las Cry, permite proponer algunas secuencias
para su evaluacién funcional, a la vez que aporta nuevos ele-
mentos sobre la resistencia en H. virescens.

En resumen, los resultados del presente trabajo permiten
concluir que el transcriptoma de la resistencia a Vip3A mues-
tra una respuesta adaptativa compleja, multigénica, donde los
procesos de sintesis y degradacion de proteinas predominan.
Lo anterior sugiere la homeostasis de las proteinas del intes-
tino como un blanco importante de la toxina y de la respuesta
del insecto.
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Fig. 2. Andlisis de las secuencias Unicas (UniTags) expresados diferencialmente. A) Distribucion de los 1989 UniTags de acuerdo a la magnitud
de la expresién diferencial (Vip-Sel versus Vip-UnSel). B) Distribucion de las especies més representadas cuyas secuencias tuvieron una homolo-
gia significativa por BLASTN (E-value < 1E-04) con los UniTags identificados por su expresion diferencial. C) Distribucion de las 416 secuencias
anotadas de acuerdo a las diferentes categorias funcionales asignadas en Gene Ontology (GO) sobre la base de la funcién molecular y los proce-
sos bioldgicos. D) Clasificacion de los 108 genes Unicos con expresién diferencial asociados con el metabolismo de acuerdo con las diferentes
actividades cataliticas.
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Por otra parte, la identificacion de secuencias con homo-
logia a serin-proteasas entre 10s genes que se encontraron
sobreexpresados en la poblacion resistente confirma que la
protedlisis puede desempefiar un papel importante en la re-
sistencia a la toxina Vip3A. La identificacion de una proteina
ribosomal, previamente identificada como posible receptor de
la toxina Vip3A entre los genes altamente subexpresados en
la cepa resistente aporta evidencias sobre la posible partici-
pacion de esa molécula en la ruta toxicay la posibilidad de de-
sarrollar un mecanismo de resistencia basado en la reduccion
de la union al receptor.

Finalmente, el analisis de la expresion génica por gRT-
PCR de 10 secuencias identificadas en la genoteca permitié
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validar la calidad de los datos del HT-SuperSAGE. El presente
trabajo constituye el primer informe donde se aplica exitosa-
mente la metodologia HT-SuperSAGE al estudio transcripto-
mico de una especie de lepidopteros.
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