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Resumen 
La explotación amplia y sostenida del entomopatógeno Bacillus thuringiensis (Bt) en el 
control de insectos plagas y vectores de enfermedades está amenazada por la 
evolución de resistencia. En el presente trabajo, se combinaron la construcción de 
genotecas substractivas y el análisis de función génica mediante ARN interferente 
(ARNi), para determinar las bases moleculares de la resistencia al bio-insecticida Dipel 
en la población KarUK6 del insecto modelo Plutella xylostella. Dipel es el producto 
comercial más difundido de su tipo a escala mundial, utilizado para el control de 
diferentes insectos plagas por estar basado en una mezcla de esporas y toxinas 
insecticidas de Bt subespecie kurstaki cepa HD1 (Btk-HD1), con un espectro de acción 
amplio. Como contraparte, se utilizó una población susceptible a Dipel, genéticamente 
similar a KarUK6. El análisis ontológico de las genotecas substractivas mostró una 
multitud de procesos biológicos alterados en la cepa resistente; mientras, el análisis de 



 
la expresión génica en presencia de Dipel evidenció la naturaleza pre-inducida de la 
respuesta transcripcional en la cepa KarUK6. Por su regulación, se destacaron tres 
genes – SDF2L1, CDKAL1 y HEL-1 – los dos primeros nunca antes descritos en 
invertebrados, cuyos ortólogos en vertebrados son claves para regular la homeostasis 
celular ante diferentes tipos de estrés. El silenciamiento génico vía ARNi de los tres 
genes suprimió la resistencia a Dipel en las larvas de KarUK6, demostrando que estos 
genes o los mecanismos celulares en que participan, son cruciales para la resistencia. 
Entre los resultados novedosos de este trabajo se encuentran: 1) primera publicación 
de genes diferencialmente expresados en una población de P. xylostella resistente a 
Dipel (Btk-HD1), 2) primera descripción en un invertebrado de los ortólogos de SDF2L1 
y CDKAL1, dos genes claves de la respuesta celular al estrés, y 3) la demostración 
funcional vía ARNi de la importancia de tres nuevos genes de P. xylostella para la 
resistencia al insecticida Dipel. El conocimiento adquirido tiene como importancia 
práctica fundamental que nos muestra tres nuevos genes del insecto que pudieran ser 
“blanco” de estrategias dirigidas a minimizar el riesgo de resistencia a un producto 
comercial basado en B. thuringiensis y consecuentemente, lograr incrementar su 
efectividad. El trabajo cuenta con una publicación en la prestigiosa revista Insect 
Molecular Biology, de la Sociedad Real Entomológica, presentaciones en congresos 
nacionales e internacionales y avales de personalidades reconocidas en la temática. 
 
Comunicación corta  
Introducción 
Las bases moleculares de la resistencia a los insecticidas basados en B. thuringiensis 
no han sido aún del todo dilucidadas. El mecanismo de resistencia más difundido está 
relacionado con la pérdida de unión de las toxinas de Bt a sus receptores en el intestino 
del insecto. Sin embargo, la multitud de factores genéticos de respuesta al estrés 
biótico identificados en la defensa celular a la intoxicación por Bt, indica la complejidad 
de esta interacción huésped-patógeno. El insecticida Dipel de Btk HD1 es el producto 
comercial basado en B. thuringiensis más exitoso y difundido a escala mundial y está 
compuesto por una mezcla de esporas y cristales proteicos insecticidas, donde 
coexisten 5 tipos diferentes de toxinas con actividad frente a lepidópteros plagas: 
Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2A y Cry2B. Aun así, existen informes en la literatura de 
evolución de insecto-resistencia a Dipel. En el presente trabajo nos dimos a la tarea de 
caracterizar molecularmente la resistencia a Dipel en una cepa de la polilla dorso de 
diamante Plutella xylostella, una plaga cosmopolita y a su vez un insecto modelo para 
el estudio de los mecanismos de resistencia a los insecticidas por su elevada 
capacidad de adaptación a los mismos. En el estudio se emplearon metodologías de la 



genómica funcional como la hibridación sustractiva por supresión y el silenciamiento 
posttranscripcional vía ARN interferente (ARNi). El análisis cinético de la expresión 
génica se realizó mediante PCR en tiempo real. En los bioensayos, la relación dosis-
respuesta se infirió con el paquete estadístico  probit. Para el análisis de mortalidad en 
los experimentos de ARNi se utilizó un modelo lineal generalizado y la función logit link. 
 
Desarrollo 
La cepa ‘Karak’ de P. xylostella, que evolucionó hacia la resistencia a Dipel en 
condiciones de campo tras varios años de exposición al insecticida, se cruzó con la 
cepa Lab-UK (susceptible a Dipel), y la descendencia sometida a seis ciclos de 
retrocruces con Lab-UK, seleccionando con Dipel cada generación. De esta forma se 
obtuvo la cepa KarUK6, aproximadamente 23 veces más resistente a Dipel que su 
isolínea genética Lab-UK (Fig. 1). 

 
La determinación de la concentración letal media de Dipel (LC50) o concentración que 
causa muerte en el 50% de la población, determinada en bioensayos con larvas de 
ambas cepas de P. xylostella, arrojó para KarUK6 una LC50=93.1 ppm y límites de 
confianza 95% de 60.3–144, respecto a Lab-UK con LC50=3.97 ppm y límites de 
confianza 95% de 1.10–14.3. 
 
Un total de 134 fragmentos de ADN complementario (ADNc), pertenecientes a genes 
del intestino larval de KarUK6 expresados diferencialmente en presencia de Dipel 
respecto a Lab-UK, fueron clonados en las hibridaciones sustractivas. El análisis 
ontológico distribuyó las secuencias entre cinco categorías funcionales diferentes. Los 
genes involucrados en la síntesis y el plegamiento de las proteínas (18%) y la 
respuesta al estrés oxidativo (17%) fueron los más representados en las genotecas 



sustractivas, mientras que los genes relacionados con procesos de la matriz 
extracelular conformaron el grupo más pequeño (7%). La abundancia de secuencias de 
genes involucrados en el metabolismo de lípidos (14%) y transporte/energía (11%) fue 
intermedia. El 33% restante correspondió a secuencias con función desconocida. Las 
secuencias fueron depositadas en la base de datos GenBank (Núm. Acc. HO652045 – 
HO652175 y HO663508) y corresponden al primer informe de secuencias de genes con 
expresión diferencial frente al insecticida Dipel en un lepidóptero resistente. 
 
Doce secuencias entre aquellas que mostraron una identidad altamente significativa 
(valor E<10-4) fueron seleccionadas en representación de cada categoría funcional 
para el análisis de la cinética de expresión génica en la respuesta a Dipel. En todos los 
casos, excepto para una secuencia con homología a chaperonina, la expresión génica 
basal fue significativamente superior en las larvas resistentes respecto a las 
susceptibles (Fig. 2).  

 
Figura 2. Cinética de la regulación en respuesta a Dipel, determinada por qRTPCR, de 12 genes representativos de las 
genotecas substractivas. Enmarcados en un circulo azul los dos genes con respuesta temprana a Dipel (SDF2L1 y CDKAL1) 
y en un circulo rojo (HEL), el que muestra la mayor expresión en la cepa KarUK6 respecto a Lab-UK. Los tres fueron 
clonados vía RACE (GenBank núm. acc. HQ199330, HQ199329 y HQ199327) y su función en la respuesta a Dipel 
investigada vía ARNi. 



 
Lo anterior es novedoso y evidencia que la respuesta molecular a Dipel esta 
preferentemente pre-inducida en la cepa resistente de P. xylostella. La cinética de 
expresión de los 12 genes durante las primeras 24 horas de intoxicación mostró a tres 
con una regulación atractiva por su inducción temprana (SDF2L1 y CDKAL1) o por 
mostrar la mayor diferencia en los niveles de expresión entre KarUK6 y Lab-UK (HEL-
1) (Fig. 2), lo que nos hizo plantearnos la hipótesis de un posible rol de estos genes en 
la resistencia a Dipel en P. xylostella. A continuación, la secuencia completa de ADNc 
de cada uno de estos tres genes de P. xylostella fue clonada mediante el procedimiento 
RACE (del inglés, ‘rapid amplification of sDNA ends’) y enviada al GenBank. Las 
secuencias mostraron tamaños de 1707, 1111 y 983 pares de bases para PxCDKAL1 
(Núm. Acc. HQ199330), PxSDF2L1 (Núm. Acc. HQ199329) y PxHEL-1 (Núm. Acc. 
HQ199327), respectivamente. La predicción de la función y de los dominios 
estructurales mediante el programa SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) 
combinado con el análisis de las relaciones filogenéticas, reveló características 
importantes acerca de la función molecular de cada uno de estos genes no descritos 
con antelación en P. xylostella (Ayra-Pardo y cols., 2015). 
 
La determinación del rol de los genes PxCDKAL1, PxSDF2L1 y PxHEL-1 en la 
resistencia a Dipel de KarUK6, se llevó a cabo combinando el silenciamiento post-
transcripcional de la expresión génica vía ARNi con bioensayos en insectos utilizando 
diferentes concentraciones de la formulación insecticida Dipel. Con tal propósito, se 
sintetizaron in vitro fragmentos de ARN doble cadena (ARNdc) correspondientes a 
cada gen y se administraron por vía oral a las larvas de tercer estadio. La eficacia del 
ARNi fue corroborada 24 horas después del tratamiento con ARNdc mediante qRT-
PCR utilizando ARN total del intestino larval. La especificidad por la secuencia “blanco” 
del ARNi fue validada mediante la administración de ARNdc no específico del gen de la 
enzima β-D-glucuronidasa (Gus) de Escherichia coli, que no causó ninguna alteración 
en los niveles de transcriptos de los tres genes seleccionados. 
 
La figura 3 muestra los resultados de los bioensayos de exposición a Dipel con insectos 
tratados para el ARNi de PxSDF2L1, PxCDKAL1 y PxHEL-1. Respecto a las larvas 
tratadas con ARNi específico, la administración de ARNdc incrementó 
significativamente la mortalidad de todos los insectos, tanto resistentes como 
susceptibles, con afectación en la expresión de PxSDF2L1 y PxCDKAL1. 
 
En el caso de PxHEL-1, un incremento significativo en la mortalidad de las larvas 
tratadas con el ARNi fue detectado exclusivamente para la cepa KarUK6. No se 
observaron diferencias en las tasas de mortalidad larval entre los grupos controles 
alimentados con solución tampón o que contenían el ARNdc-Gus inespecífico 
(F4,21=1.63, p=0.20), lo que indica que la interacción con moléculas de ARNdc per se 
no afecta la respuesta a Dipel. Igualmente, se verificó con los grupos controles que el 
tratamiento ARNi no afectó la formación de pupas y emergencia de los adultos. Estos 
resultados son novedosos ya que se informa por vez primera sobre la participación de 
los genes PxSDF2L1, PxCDKAL1 y PxHEL-1 en la resistencia al insecticida Dipel en la 
cepa KarUK6 de P. xylostella. 



 
 
Figura 3. Resultado de los bioensayos con KarUK6 y Lab-UK luego de los tratamientos ARNi. Los datos se tomaron en bioensayos de 5 días de 
duración; las líneas son el resultado de modelos estadísticos ajustados. El grupo control es la unión del tratamiento con ARN doble cadena 
inespecífico y el tratado con solución tampón. La tabla muestra los valores de LC50 (limites de confianza 95%) calculados en el probit para cada 
relación dosis/respuesta. 
 
CONCLUSIONES 
En resumen, nuestros resultados muestran una conexión entre la resistencia a Dipel y 
la sobreexpresión constitutiva en KarUK6 de tres nuevos genes de P. xylostella, que 
codifican para los homólogos de la metil-tiotransferasa CDKAL1, la co-chaperona 
SDF2L1 y la metaloproteinasa HEL-1, nombrados aquí PxCDKAL1, PxSDF2L1 y 
PxHEL-1, respectivamente. La supresión de la expresión de estos genes en el intestino 
de P. xylostella afectó en todos los casos la habilidad de las larvas de sobrevivir la 
ingestión del patógeno. La diversidad de genes con expresión diferencial en el intestino 
de KarUK6 implica que una variedad de procesos celulares están involucrados en el 
mantenimiento de la resistencia, aunque los genes seleccionados en este estudio para 
los análisis de función corresponden a factores determinantes de la homeostasis 
celular en otras patologías. Por ejemplo, CDKAL1 es importante para asegurar la 
calidad de la proinsulina en las células del páncrea        
en la respuesta de inmunidad innata en Arabidopsis thaliana contra el ataque de 
bacterias, al asistir en el plegamiento correcto de los receptores-quinasas tipo ‘LRR’ en 
el retículo endoplasmático. La metaloproteasa HEL-1 pertenece a la familia de las 
astacinas, que se han asociado con la formación de la matriz extracelular y la 
reparación de las heridas. De esta forma, los tres nuevos genes para P, xylostella 
descritos en este estudio se unen a la multitud de factores cuya expresión cambia en 



los insectos resistentes y se ven directamente involucrados en determinar la 
susceptibilidad del huésped a B. thuringiensis. 
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