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Table S1. Primers used in this study and their function. 

Primer Name  Sequence (5′–3′) Function 

CTR_ABCB1_del_F  TGTAAAACGACGGCCAGTAAAGACCTCGACCTCACCTG  Genotyping 

CTR_ABCB1_del_R  CAGGAAACAGCTATGACCGAAGTGGCTTCGTCCAAGAG  Genotyping 

M13_F  TGTAAAACGACGGCCAGT 
Genotyping/ 

sequencing 

M13_R  CAGGAAACAGCTATGACC 
Genotyping/ 

sequencing 

CTR_ABCB1_F  ACCATGGGGAAACGTGAAAAATATTC 
Cloning pIB/ 

V5‐His TOPO/TA 

CTR_ABCB1_R  AGTTGTCTGTCTTTGCAACTTAT 
Cloning pIB/ 

V5‐His TOPO/TA 

The M13  “tails”  of  the  primers  used  for  the  genotyping  are  underlined.  The  Kozak  sequence 

introduced on the forward primer used to amplify CtABCB1 for cloning in the expression vector is 

indicated in bold/italic. 
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Figure S1. Comparison between CtABCB1 cDNA sequences derived from either the susceptible or 

the resistant populations. Nucleotide sequences corresponding to the cDNAs (open reading frames) 

of CtABCB1 cloned from the C. tremula susceptible (S) and the resistant (R) populations were aligned 

using CLUSTAL W (version 2.0.12). The 23 single nucleotide polymorphisms (SNPs) are shaded in 

grey. Only 5 SNPs are non‐synonymous. The four‐base pair deletion present in abc‐b1 is located at 

position 1561. 
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Figure S2. Predicted protein sequence of CtABCB1. Feature predictions include 12 transmembrane 

helices  (pink),  two  ATP‐binding  domains  (green),  two  transporter motifs  (blue),  and  predicted 

glycosylation sites on the outside loops (underlined in blue, and indicated by ‘Y’). The position of the 

four‐base‐pair deletion is indicated by a red arrow. 
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Figure  S3. Determination  of  the  genotype  for  the  backcrosses  between  susceptible  and  resistant   

C.  tremula.  Genomic  DNA was  prepared  from  the  grandparents,  parents  and  offspring  of  each 

backcross. A primer pair was designed to amplify by PCR the region where the deletion is located in 

CtABCB1. PCR products were then processed by Sanger sequencing. The four nucleotides present in 

the “normal” version of abc‐b1 but absent in resistant individuals is boxed in red. 
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Figure S4. Neighbor‐joining  tree of  full‐transporter ABCB protein sequences  from Coleoptera. Tc: 

Tribolium castaneum, Dpon: Dendroctonus ponderosae, Cp: Chrysomela populi, Dvv: Diabrotica virgifera 

virgifera,  Ct:  Chrysomela  tremula.  *  The  asterisks  denote  proteins  genetically  linked  to  Cry3  toxin 

resistance.   
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Figure  S5.  CLUSTAL  Alignment  of  ABCB  protein  sequences  from  Coleoptera.  CRW424: 

Chromosome 8 marker  linked  to Cry3Bb resistance  in Diabrotica virgifera virgifera  (Ref.  [17]). Other 

abbreviations  as  in  Figure  S4.  *  The  asterisks  denote  identical  amino  acids  and  the  dots  denote 

conserved amino acids. 


