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Resumen

La actividad agricola es una de las principales actividades econdmicas de nuestro pais. Por
ello, la preservacion de los cultivos resulta de gran interés, siendo la sanidad vegetal uno de
los objetivos mas importantes. Dada la tendencia al monocultivo de soja en grandes
extensiones de tierra, se generé un ambiente propicio para la expansion de plagas. Entre
las mas importantes en nuestro pais, se encuentran las especies fitéfagas, y, en particular
en la region, la oruga de las leguminosas Anticarsia gemmatalis. Esta especie pertenece a
la familia Noctuidae, dentro del orden Lepidoptera y constituye el defoliador de soja mas
importante del hemisferio occidental. Por ende, desarrollar nuevas tecnologias para el
control de esta plaga resulta de gran importancia. Dentro de los mecanismos de control, y
como una alternativa al uso excesivo de plaguicidas quimicos, se destaca el baculovirus que
infecta especificamente a dicho organismo, AQMNPV. Este virus pertenece a la familia
Baculoviridae, familia de entomopatdgenos que infecta artrépodos y, en particular, insectos
de los 6rdenes Lepidoptera, Hymenoptera y Diptera. Una de las caracteristicas de estos
virus es la especificidad por sus hospedadores, determinada por un grupo de genes virales
gue determinan el rango de infeccién, a través de un mecanismo de interaccion patégeno-
hospedador que ocurre en el intestino medio de las larvas, una vez que ocurrié la ingesta de
las particulas virales. Este grupo de genes se denominan pifs, y la ausencia de al menos
uno de ellos en la molécula de DNA viral impide la infeccién por via oral. Es por ello, que el
estudio exhaustivo de estos genes podria significar mejoras en el agente de control, a través
de modificaciones genéticas a realizarse en el DNA viral.

Por lo antes expuesto, este trabajo de tesis se enfoca en el estudio de los genes pif, dentro
de la familia Baculoviridae, y en especial del virus AQMNPV. La tesis se encuentra dividida
en 8 capitulos, el primero de ellos comprende la Introduccién de los temas tratados, como
también las Hipotesis y Objetivos del trabajo. Luego se desarrollan los capitulos II-VI de

Resultados y Discusiones, que comprenden los estudios filogenéticos basados en los genes

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



pif, como su localizacion gendémica (Capitulo 1l); el desarrollo de una metodologia
clasificatoria en base a la secuencia aminoacidica parcial de estos genes, su validacién y
aplicacion de casos (Capitulo IIl); determinacion de la cinética transcripcional de los genes
pif y andlisis de probables regiones promotoras (Capitulo 1V); estudios estructurales de las
proteinas PIF y, en particular, de PIF-0, ademas de la evaluacién de un posible mecanismo
de control viral contra varios lepidopteros en base al baculovirus AcCMNPYV (Capitulo V); y
desarrollo de una plataforma para la generacién de virus AgMNPV con limitacion de
propagacion natural y una linea celular transgénica empaquetadora (Capitulo VI).
Finalmente, el capitulo VIl de Conclusiones y Perspectivas, en el cual se debaten los

resultados obtenidos y se postulan nuevas formas de continuar el trabajo.
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NPV: nucleopolihedrovirus

Hg: microgramos

ul: microlitros

KM: concentracién micromolar

DNA: dcido desoxirribonucleico

RT-PCR: reverse trancsription-PCR

RNA: Acido ribonucleico

BV: virus brotante

g: gramos

GV: Granulovirus

kDa: kilo Dalton

kpb: kilopares de bases

I: litro

M: concentracion molar

mA: miliamperios

MCS: Multiple Cloning Site, sitio de clonado multiple.
mg: miligramos

ml: militro

nm: nanémetros

mM: concentracién milimolar

MNPV: multiple nucleopolihedrovirus
MOI: multiplicidad de infeccidon

OB: Occlusion Body, cuerpos de inclusion
ODV: virus derivado del cuerpo de inclusion
ORF: marco de lectura abierto.

PCR: reaccidon en cadena de la polimerasa
PM: Peso Molecular

PolyA: sefial de poliadenilacion

RFLP: polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion.



rpm: revoluciones por minuto

SMNPV: single nucleopolyhedrovirus

UFP: unidades formadoras de placa

wt: wild type

pif: per os infectivity factor

TSS: transcription start site, sitio de inicio de la transcripcién
INR: transcriptional initiator, iniciador de la transcripcién
RT-qPCR: Reverse Transcription-quantitative PCR

hpi: horas post-infeccion
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AGRICULTURA'Y PLAGAS

Rol de la soja en la agricultura argentina

La actividad agricola es un pilar de la economia argentina. El ecosistema propicio de
nuestro pais permitio el amplio desarrollo de actividades agricolas y ganaderas desde los
inicios de la civilizacidn sedentaria. Cuando los colonizadores europeos llegaron a América
en el siglo XV, se encontraron con poblaciones originarias que practicaban una agricultura
diversa de plantas valiosas, como maiz, papa, batata, zapallo, tomate, aji, mani, poroto y
mandioca. Estas plantas de cultivo fueron incorporadas a la agricultura europea,
enriqueciéndola notoriamente. Dicha actividad agricola estaba centrada en las regiones del
Noroeste y Cuyo, mientras que en la region Pampeana no se realizaban estas practicas. Con
el descubrimiento del Rio de la Plata, el ingreso de equinos y bovinos de Europa, la conquista
de los pueblos originarios hasta la Patagonia, la incorporacién del ferrocarril y el desarrollo
de nuevas tecnologias ganadera y agricola se potencié hacia finales del siglo XIX el inicio de
actividad agroexportadora de Argentina (Parodi, 1966; Giberti, 1970; Carrasco et al, 2012).
Dado la importancia que tenia la actividad ganadera, las pasturas naturales de la estepa
pampeana necesitaban, por consecuencia, ser mejoradas con pasturas de alfalfa mas
nutritivas para la cria del ganado. De esta manera, la agricultura nacié en la pampa en

funcién de la ganaderia.

Entre los afios 1930 y 1960 el modelo agroexportador argentino tuvo una importante
crisis debido a una serie de factores dindmicos internos (escaso desarrollo tecnolégico,
cambios de politicas agrarias, modificacion del sistema de arrendamiento, entre otras) y
factores externos (cambios en los mercados internacionales) (Barzki, 1988). A mediados de

la década del cuarenta, el estado intervino activamente con el fin de promover el mercado
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interno. Asi, con la idea de que el modelo agricola era un pilar fundamental de la economia
del pais, se realizaron inversiones y alianzas estratégicas para promover dicha actividad. Se
propicié la modernizacidn tecnoldgica con la creacion del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) en 1957, y la incorporacién de semillas hibridas de maiz y trigo. Esto
permitio que la Argentina, al igual que otros paises como Canada y Australia, comenzara a
destacarse por abastecer importantes cantidades de carne vacuna, cereales y girasol al
resto del mundo. Con el afan de encontrar otros cultivos sustentables propicios para la
region y desplazar la siembra de la cafia de azucar, desde fines de los afios 60 el INTA
desarrolléd un programa de mejoramiento de distintas variedades asi como también se
fundé la empresa Agrosoja con el fin de incluir lo que hasta el momento era una curiosidad
botdnica. Asi es como surge a principios de la década del 70 la soja (Glycine max) como un
cultivo nuevo sustentable. Es asi que hacia mediados de los ‘70 aparecen las primeras
producciones en la zona este de Cérdoba y sur de Santa Fe, compitiendo con las tierras
dedicadas al cultivo del maiz (Carrasco et al, 2012; Centro de Economia Politica Argentina,

2014).

Desde mediados de los ‘70s hasta mediados de los ‘90s operaron factores que
potenciaron la produccion agricola en detrimento de la ganaderia, lo cual determind que el
stock ganadero se redujera hasta limites desconocidos. Tanto las modificaciones en el
mercado internacional como la tecnologia utilizada (apariciéon de cultivos transgénicos y
tecnologia de siembra directa) y la politica econémica (como la reduccién de las retenciones
al agro) implementada por la dictadura militar, constituyeron factores de relevancia para

explicar el predominio de la agricultura sobre la ganaderia (Arceo y Basualdo, 2006).

Por otro lado, diversos factores potenciaron la aparicién de la soja como cultivo
principal en la década del 90. Primero, el Decreto de Desregulacion de 1991, que convirtid
a la Argentina en uno de los paises con menos regulaciéon a nivel mundial, haciendo que los
pequefios productores se vieran enfrentados con las grandes empresas internacionales y
con los grandes productores (Teubal y Giarraca, 2005). También, la incorporacion de la soja
transgénica Roundup Ready (Monsanto) en el afio 1996. Sumado a la siembra directa y el

creciente uso de fertilizantes, se libera a la venta la semilla de soja transgénica y se termina
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de articular el paquete tecnoldgico, dada la capacidad del vegetal modificado de resistencia

al herbicida glifosato.

Esta variedad vegetal es un representante originario de la China, miembro de la
familia de las leguminosas fabaceas. Los motivos que han transformado a esta planta en un
éxito mundial podrian resumirse en las excelentes caracteristicas nutritivas que posee, y en
los multiples subproductos que ofrece (harina, aceite, similes de carne, brotes, leche, tofu
o queso de soja, biocombustibles, etc.). Atendiendo a la repercusion mundial que tiene este
vegetal en el mundo actual, paises agrarios como el nuestro han incrementado
notoriamente el drea de siembra para el mismo, llevando a que la Argentina se transforme
en el tercer productor a nivel mundial (Figura I.1). Entre los afios 1982 y 2003 la superficie
sembrada de soja se multiplicé por 6, pasando de ocupar algo mas de 2 millones de
hectareas a 12, 6 millones en el 2003, representando mas del 46% de siembra del pais

(Teubal y Giarraca, 2005) (Figura 1.2).

M Estados Unidos m Brasil H Argentina m Otros

M China M India M Paraguay W Canada

Figura I.1. Producciéon mundial de soja 2014/2015. Valores de la cosecha de soja en la campafia
2014/2015 en toneladas métricas. Estados Unidos: 106878000; Brasil: 96200000; Argentina: 60800000;
Otros: 19570000, China: 12350000, India: 9000000; Paraguay: 8100000; Canadda: 6049000 (Fuente:
ProduccionMundialSoja.com octubre de 2015)
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Figura 1.2. Siembra y producciéon de soja en Argentina desde la década del 70 hasta la actualidad. Los
graficos muestran la evolucion en las diferentes campafias de la Argentina en la superficie sembrada (A)
y en la produccion (B). Se aprecia la importante insercidn en los afios de esta oleaginosa, como también
el récord productivo en la dltima campafia. (Fuente: Sistema integrado de informacion agropecuria —
Ministerio de agricultura, ganaderia y pesca www.siia.gov.ar/series)
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Principales plagas

La extensidn de tierra cultivada por soja, casi en tendencia al monocultivo, propicié
un escenario favorable para la expansion de plagas. Dentro de ellas destacan muchos
invertebrados fitéfagos. En particular, se han registrado mas de 40 especies (orugas,
chinches, arafiuelas, tucuras, babosas, grillos) que se alimentan de semillas, raices, tallos,
hojas, vainas o granos de la oleaginosa. De hecho, la soja es atacada por una gran diversidad
de especies de orugas defoliadoras durante el periodo vegetativo, mientras que durante la
etapa de fructificacién se incrementan las poblaciones de chinches, insectos que
representan una seria amenaza al cultivo por su gran efecto en el rendimiento y la calidad
de la semilla. Estos insectos y aracnidos se pueden clasificar en diferentes categorias: plagas
potenciales, esporddicas, principales, directas, o indirectas, entre otras. En la Tabla I.1 se
presentan las mas comunes, y se consignan los dafios directos e indirectos causados en el

cultivo de la soja (Massaro, 2008).

Especie Daiio al cultivo Frecuencia
Nombre Nombre vulgar Indirecto Directo Potencial Esporadica Principal
Spodoptera Or milita .
P .p uga ,” r Hojas X
frugiperda tardia
, . Oruga .
Rachiplusia nu . Hojas X
P medidora .
Anticarsia Oruga de las . .
. & . Hojas Vainas X
gemmatalis leguminosas
Epinotia Barrenador de Granos en
Brotes . X
aporema los brotes vainas
Elasm /] B
qs opalpus arrenador Tallos X
lignosellus menor del tallo
.. . Granos en
Nezara viridula  Chinche verde . X
vainas
Piezodorus Chinche de la Granos en X
guildinii alfalfa vainas
Dichelops Chinche de Granos en X
furcatus cuernitos vainas
Edessa . . Granos en
meditabunda Alquiche chico vainas X
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Caliothrips

phaseoli Trips Hojas X
Helicoverpa sp. Oruga c_ogollera Brotes Grar?os en X
o bolilleras vainas

Spodoptera Oruga de las

... . . Hojas Vainas X
litifascia vainas

Tabla I.1. Clasificacién de especies fitéfagas clasificadas segun el tipo de dafio y la frecuencia de
aparicion en cultivos de soja de la regidon pampeana durante los ultimos 10 afios (Massaro, 2008).

Dentro de los insectos defoliadores, las larvas de lepidépteros son la principal
amenaza para la soja, por lo que se conocen con el nombre de orugas defoliadoras. Las
mismas difieren en su capacidad de dafio y susceptibilidad a insecticidas. Por otro lado, las
chinches pueden considerarse entre las plagas mas importantes de la soja. Varias especies

invaden los cultivos a partir de la floracién y formacién de vainas.

Con la gran cantidad de plagas existentes, surge el desarrollo de tecnologias varias

para controlarlas. En la proxima seccion se detallardn las mismas.

Dada la gran importancia de la soja en nuestro pais e inclusive a nivel mundial, un
aumento en los rendimientos de este cultivo es de vital trascendencia. Para colaborar y
aportar en dicho objetivo, esta Tesis de Doctorado intenta sumar informacion biolégica y
sugerir posibles caminos en el disefio de agentes de control bioldgico para insectos plaga,

en particular, para el caso de Anticarsia gemmatalis.

Soluciones tecnolégicas

El éxito de los agroecosistemas depende de multiples variables, pero sin dudas las
mas importantes estan dadas por aquellas que involucran las condiciones fisicoquimicas del
suelo, la disponibilidad de agua y nutrientes, el clima y la sanidad vegetal. Con respecto al

ultimo, el ser humano ha desarrollado herramientas, los pesticidas, que le permitieron
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tratar la disminucién del rendimiento de los cultivos a causa de organismos plaga. De
acuerdo a la FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) un pesticida es
cualquier sustancia o mezcla de ellas destinada a prevenir, destruir o controlar cualquier
peste, incluyendo vectores de enfermedades en humanos o animales, especies no deseadas
de pantas o animales que causan dafio o interfieren con la produccién, procesamiento,
almacenamiento o comercializacién de comida, materias primas agricolas, madera o
productos derivados, o alimentos para animales, como también aquellos que pueden
administrarse a animales para el control de insectos, aracnidos u otras plagas que los

afecten (Zacharia, 2011).

Dentro de los métodos o técnicas para controlar las plagas se encuentran el control
cultural, bioldgico, etolégico, mecdnico, fisico, quimico y el uso de plantas transgénicas.
Todas estas se realizan con la finalidad de mantener las poblaciones de plagas en un nivel

en el cual no cause un dano econdmico importante.

CONTROL CULTURAL, ETOLOGICO, MECANICO Y FiSICO

En cuanto al control cultural, éste es preventivo y consiste en el empleo de algunas
practicas agricolas que se realizan en el manejo de un cultivo o algunas modificaciones de
ellas, las cuales contribuyen a prevenir y disminuir las poblaciones de los insectos y dafios
haciendo el ambiente menos favorable para su desarrollo. Existen muchas practicas
culturales las cuales estan orientadas a destruir las fuentes de infestacion (destruccién de
los residuos de cosecha y de pupas en el suelo, eliminacién de plantas hospederas de las
plagas de nuestros cultivos, etc.), a interrumpir sus ciclos de desarrollo, a fortalecer las
plantas para que resistan el ataque de los insectos (abonamiento y fertilizacién adecuados,
evitando los excesos, deficiencias y desbalances de los nutrientes), a formar condiciones
desfavorables para el desarrollo de las plagas (manipulando fechas de siembra, rotacién de
cultivos, etc.), utilizar plantas con resistencia genética a las plagas (plantas que

naturalmente son menos susceptibles al ataque por plagas).
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El control etoldgico refiere al estudio del comportamiento de los animales (insectos)
con relacién a su medio ambiente. Por consiguiente, se aprovecha de los estimulos que
sirven como atrayentes de los insectos. En general, el uso de esta estrategia incluye la
utilizaciéon de cebos, atrayentes cromaticos (algunas especies de insectos se ven atraidas

por ciertos colores) y feromonas para ser utilizadas a través de trampas.

En tanto, el control mecdnico consiste en el uso de medios mecanicos que excluyen,
evitan, disminuyen, eliminan o destruyen a los insectos y drganos infestados, como ser la
eliminacidon de insectos levantando huevos, larvas o pupas,o el levantado de plantas

danadas o infestadas para su posterior destruccion, entre otras.

El control fisico consiste en el uso de cualquier agente fisico como la temperatura,
humedad, luz solar, foto periodoy radiaciones electromagnéticas en intensidades que
resulten mortales a los insectos plaga,pero sin alterar ninguna de las propiedades de la

planta o cultivo (Cafiedo et al, 2011).

INSECTICIDAS QUIMICOS

El objetivo del uso de este tipo de control es producir la muerte de insectos plaga
mediante la inhibicion de enzimas vitales, y asi controlar pestes importantes para la
agricultura, la industria, la salud humana, o los ambitos domésticos. Si bien establecieron
beneficios evidentes para el ser humano, también han producido serios inconvenientes
debido a los efectos contaminantes que poseen, afectando los ecosistemas donde se los

utiliza y por ende, a otros organismos que alli habitan, incluyéndonos.

Existen diversas clases de insecticidas quimicos, en general, establecidas de acuerdo
a la naturaleza y origen de las moléculas que los componen. Por ejemplo, se suele hablar
de insecticidas orgdnicos cuando el esqueleto de las mismas esta basado en carbonos; o
inorganicos cuando son producidos con metales, arsénicos, sulfuros o floruros, entre otros

(Peter y Cherian, 2000). También, estan los insecticidas naturales, debido a que sus
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moléculas tienen un origen biolégico, como la nicotina y las piretrinas (Copping y Duke,

2007).

La primera generacion de insecticidas quimicos usados a mediados del siglo XIX eran
inorganicos y muy dafinos para el ambiente, basados en formulados con arsénico, plomo,
sulfuro o cianuro de hidrégeno. Con el objetivo de generar compuestos menos agresivos y
mas efectivos, se desarrollaron luego un conjunto de sustancias que se denominaron
organoclorados. Estas moléculas son hidrocarburos modificados con cloro que responden
a la primera categoria de insecticidas mencionada, y entre los cuales el miembro mas
popular es el DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano), un compuesto que afecta los canales de
sodio de las células nerviosas de los insectos, cuyo descubridor, Miiller, fue galardonado
con el premio Nobel por dichos estudios. Al inicio de su uso, el DDT fue aclamado como un
milagro debido a su amplio espectro de accidn, la persistencia, la insolubilidad, el bajo costo
y la facilidad para aplicarlo (Keneth, 1992). Ademas de su uso en agricultura, también fue
empleado durante la segunda guerra mundial para despiojar a los soldados y controlar asi
la fiebre tifoidea, y en la salud publica para el control de mosquitos vectores de malaria. Tal
fue el furor por este compuesto, que a mediados del siglo XX existieron multiples campafias
publicitarias alentando los beneficios del producto. Sin embargo, estudios posteriores
demostraron que el DDT posee una larga persistencia y debido a su naturaleza lipofilica, se
acumula en las grasas de los organismos que habitan o dependen del ecosistema

intervenido, por lo cual fue prohibido (Beard, 2006).

Para salvar este inconveniente surgieron luego los insecticidas organofosforados, los
cuales se caracterizan por unirse especificamente y asi inhibir a la acetilcolinesterasa y otras
colinesterasas, produciendo de modo consecuente la disrupcién del impulso nervioso y la
muerte del insecto al interferir con su comportamiento normal. Si bien pueden ser menos
daininos, poseen efectos aditivos que también terminan afectando a las poblaciones que

habitan el ecosistema tratado (Wardhaugh, 2005).

Ante esta situacion, surgié como alternativa el uso de insecticidas naturales como

las piretrinas. Estos compuestos, por ejemplo, derivan de la cubierta de las semillas de una
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planta nativa de la regién de Dalmacia (Chrysanthemum cinerariaefolium). Lo interesante
de estas sustancias es que atacan al sistema nervioso de todos los insectos siendo mucho
menos dafiinos para las aves, el ser humano y otros mamiferos. Si bien son téxicas para los
peces, no suelen acumularse en el ambiente dado que son biodegradables e incluso
fotosensibles (Bradberry, 2005). Otro ejemplo dentro de esta categoria lo constituye la
nicotina, un alcaloide que se encuentra en una gran variedad de plantas, pero que

comercialmente se extrae del tabaco.

Para el control de las larvas de Anticarsia gemmatalis, se ha visto que las diaminas
muestran una buena performance con respecto a otros grupos de insecticidas quimicos (los
ya mencionados piretroides y fosforados, neonicotinoides, ademads de otros grupos como
las vermectinas y los reguladores de crecimiento) (Cortés, 2013). Por ejemplo, la
flubendiamida, estabiliza los canales de calcio sensibles a rianodina (receptores de
rianodina o RyRs por su nombre en inglés) a un estado abierto, liberando el calcio de los
depdsitos intracelulares (Ebbinghaus-Kintscher, 2006). La acciéon de la flubendiamina es
altamente especifica para los RyRs de insecto, y resulta en una toxicidad selectiva para una
taxa restringida, incluyendo a los lepiddpteros (Tohnishi, 2005). Sin embargo, las diaminas

son toxicas para la vida acuatica.

Por lo antes expuesto, si bien los compuestos denominados insecticidas quimicos
son muy eficientes en la lucha contra las plagas, es preciso notar que su aplicacién conlleva
peligros potenciales para el resto de los organismos que dependen del agroecosistema. Es
por ello que aunque haya mejorado notoriamente su disefio para disminuir los efectos
colaterales, y a pesar de ser la estrategia de control de insectos mejor probada, aceptaday
difundida por los costos y facilidad de aplicacidn, otras estrategias han ido apareciendo para
complementar su uso o incluso para reemplazarlo. Entre ellas, surgen como relevantes el

control bioldgico de plagas y el uso de variedades vegetales transgénicas.

CONTROL BIOLOGICO
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El control biolégico es una metodologia para el control de plagas con innegables
ventajas ambientales que consiste en el uso de organismos vivos (incluyendo a los virus)
para disminuir la densidad de poblacién o el impacto de un organismo plaga, y asi
convertirlo en menos abundante o menos perjudicial (Eilenberg et al, 2001). Se pueden
distinguir dos grandes usos de control: lucha microbiolégica(LBM), cuando se utilizan
microorganismos entomopatdgenos (virus, bacterias, hongos, nematodos, etc.); y lucha
macrobioldgica (LB), si se utilizan enemigos naturales artropodos (insectos, acaros, aranas)

(Hokkanen y Lynch, 1995).

Hay fundamentalmente cuatro estrategias de aplicacién del control bioldgico

(Eilenberg et al, 2001):

e (ldsico, que involucra la introduccién intencional de enemigos exdticos del lugar de

origen de la plaga para tener un agente de control permanente y a largo plazo;

e Inoculativo, que consiste en la introduccién del enemigo natural en cantidades
bajas, con el fin de que se multiplique en campo y controle la peste por un largo

periodo de tiempo, pero no permanentemente;

e Inundativo, cuando la introduccién del enemigo se realiza repetidamente y en

grandes cantidades para un control suficiente de la plaga; o

e (Conservativo, cuando el ambiente del cultivo se hace mas favorable para los
enemigos naturales presentes en el mismo, dandoles, por ejemplo, refugio o fuentes

de alimentacidén alternativa con el fin de que controle a la plaga.

El Control Bioldgico esta libre de los efectos secundarios indeseables asociados a los
insecticidas de amplio espectro y es uno de los métodos de mejor relaciéon entre costo y
efectividad (Zerba, 2011). Sin embargo, es preciso que las estrategias basadas en su uso
sean disefadas y aplicadas por especialistas, bajo estrictos principios establecidos, para que
el control bioldgico sea seguro y no tenga efectos adversos sobre el ecosistema intervenido

(van der Bosch et al, 1982).
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Considerando un supuesto insecticida biolégico con caracteristicas ideales, se

deberia exigir que el mismo pueda cumplir con:

J producir una alta virulencia en el hospedador (para lograr una muerte
rapida),
J poseer una alta capacidad de transmisién (para asegurar afectar al mayor

numero de individuos posible),
. persistir en el campo (para mantener y prolongar el efecto protectivo),

. ser facil y econdmico de producir en cantidades masivas (para poder

competir con los insecticidas quimicos),

J tener un rango de hospedadores limitado (para no afectar otros insectos

presentes en el ecosistema que puedan desestabilizarlo),

. tener un alto grado de bioseguridad para el ser humano y para todos los

miembros del ecosistema (para no afectarnos y no producir desequilibrios),

) ser aplicable con tecnologia convencional (para no aumentar los costos de su

utilizacién y asi poder combinar estrategias insecticidas).

Probablemente la aplicacién de insecticidas bioldgicos no sea suficiente para la
erradicacion o control definitivo de una plaga, pero al menos puede servir para disminuir el
uso de los insecticidas quimicos. Asi, es posible atemperar los efectos adversos que estos
tienen sobre los agroecosistemas involucrados, al combinarlos con estrategias naturales

gue no interfieren significativamente sobre el resto del ecosistema intervenido.

Los enemigos naturales de plagas generalmente utilizados incluyen parasitoides,
depredadores o entomopatdégenos. Los primeros son aquellos insectos cuyo desarrollo
tiene lugar sobre o dentro de otro insecto fitéfago, siendo una relacién de parasitismo que
solo se presenta en insectos. El parasitoide se come vivo al insecto plaga, rompe el
tegumento y la larva se convierte en pupa y de aqui en adulto, ejerciendo un papel muy

importante en el control de plagas (Figura I.3.A) (Carnero et al, 1988). Los depredadores son
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otros insectos o dcaros que no causan dafo al cultivo pero capturan y se alimentan de otros
insectos y dcaros fitéfagos plaga. Difieren de los parasitoides porque atacan a varias presas
durante su vida. En la mayoria de los casos son las larvas y los adultos de los depredadores
los que buscan activamente a sus presas y se alimentan de ellas (Figura 1.3.B). En tanto, los
entomopatdgenos son microorganismos que producen enfermedades a los invertebrados,
siendo el agente causal muy diverso. Penetran en la especie plaga a través del tubo digestivo
o del tegumento dando lugar a la expresion de la enfermedad que provoca la muerte del
hospedante. Los entomopatdgenos son los Unicos que no buscan de forma activa a sus
presas, a excepcion de los nematodos. Los principales son hongos (Figura 1.3.C), bacterias

(Figura 1.3.D), virus (Figura 1.3.E) y nematodos (Figura 1.3.F).

Existen multiples ejemplos del uso de los enemigos naturales para el control de
ciertas plagas. El reporte mas antiguo data del afio 1200, cuando los agricultores chinos
manipularon las hormigas Oecophylla smaragdina Fab. (Hymenoptera: Formicidae) para el

control del gusano defoliador de los citricos Tessarotoma papillosa Drury (Bahena, 2008).
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Figura 1.3. Enemigos naturales de plagas como agentes de control bioldgico. Las imagenes muestran
los efectos de algunos enemigos naturales de insectos plagas. A) Avispa Syrphophagus sp. parasitoide
del pulgdn Brevicoryne brassicae y Diaeretiella rapae. B) Depredador Hippodamia convergenes
alimentandose de pulgones. C) Larva muerta por el hongo Beauveria bassiana. D) Larva muerta por
infeccion de Bacillus thuringiensis. E) Larva muerta por infeccion del baculovirus Spodoptera exigua. E)
Larva de mosquito infectada con el nematodo Strelkovimermis spiculatus.

Con los afios, y muchos recursos e investigacién destinada, se han logrado
incorporar en diversos paises el uso de entes biolégicos para el control de plagas. Si bien se
han usado multiples agentes durante los afios, no fue hasta el registro del entomopatdgeno
Bacillus thuringiensis(Bt) en el aino 1972 que este tipo de control se difundié ampliamente.
Actualmente, existen muchos registros de entomopatdgenos usados para el control de
diferentes plagas. Dentro de los mds importantes, se encuentran formulados basados en
Bt, el uso de hongos, como Beauveria bassiana y los baculovirus (Lacey et al, 2015; Nava-

Pérez et al, 2012).

El entomopatdégeno B. thuringiensis fue descubierto en Japdon y Alemania a
principios del siglo XX a partir de polillas de la harina infectadas, y se caracteriza, al igual
que las especies relacionadas Bacillus cereus y Bacillus anthracis, por producir y acumular

durante el proceso de generacion de las esporas unos cuerpos cristalinos de naturaleza
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proteica constituidos por una toxina. En particular, Bt genera una toxina cuyo blanco de
accion reside en los insectos, y a la cual se denominé delta endotoxina. De acuerdo a la
morfologia de estos corpusculos cuando se los observa mediante microscopia electrénica,
o por su diferente accidn insecticida, las delta endotoxinas han sido clasificadas en cuatro
tipos. Asi, por ejemplo, se denominan cristales tipo Cry | a aquellos que son tdxicos para
lepiddpteros, Cry Il a los que son toxicos para lepiddpteros y dipteros, Cry Ill a aquellos que
afectan a coledpteros y Cry IV a los toxicos sélo para dipteros (Schnepf et al, 1998). La gran
variedad de formulaciones a base de cristales complejos de esporas destinados a ser
ingeridos por el insecto objetivo, son el resultado de muchos afios de investigacion. El
desarrollo de una gran variedad de matrices del complejo espora-cristal permite mejoras,
tales como un aumento de la actividad téxica, mayor palatabilidad a los insectos, o tiempos
mas largos de conservacion (Nava-Pérez, 2012). Actualmente se siguen realizando
investigaciones en esta bacteria, y se pretende desarrollar nuevos formulados que
proporcionen un espectro de mayor actividad que impacten en un nimero mayor de plagas
en otros cultivos y puedan ayudar a desarrollar una agricultura sustentable. La especificidad
estricta de B. thuringiensis para ciertas especies de insectos se considera como una gran
ventaja para su uso agricola, ya que los efectos sobre los organismos no blanco, incluidos
los depredadores y parasitoides, son minimos (Dror et al, 2009). Tal es el efecto que tienen
las endotoxinas, que se han desarrollado también OGMs (organismos genéticamente
modificados), a cuyos genomas se les introdujo su secuencia codificante con el fin que
cuando sean ingeridas por las larvas, las mismas mueran. Esto se detallara en la seccidn de

plantas transgénicas.

Por otro lado, tenemos también el uso de hongos como agentes de biocontrol.
Aproximadamente el 80% de las enfermedades que se producen en los insectos tienen
como agente causal un hongo. Sin embargo, la eficacia de los hongos es limitada debido a
gue son dependientes de factores medioambientales que sdlo por momentos les pueden
ser favorables. Dentro de los principales hongos entomopatdgenos existen varias especies
de las clases Hyphomycetes (como Beauveria, Metarhizium, Verticillium y Penicillium),

Zygomicetes (como Entomophthora, Erynia y Entomophaga) y Oomycetes (como Pythium y
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Tarichium). El inicio de la infeccion se realiza por germinacion de las esporas del hongo

sobre el tegumento del individuo plaga. La dispersion de las esporas se realiza por

contaminacion ambiental a través del viento, la lluvia e incluso utilizando individuos

enfermos. Normalmente son especies especificas o de amplio espectro de hospedadores.

Los individuos enfermos no se alimentan, presentan debilidad y desorientacidn y cambian

de color, presentando manchas oscuras sobre el tegumento, que se corresponden con las

esporas germinadas del hongo. Se suelen comercializar en preparados a base de esporas

que deben estar en agua unas 24 horas antes de su aplicacién. Generalmente tardan una

semana como minimo en eliminar a la victima, o al menos en queesta deje de alimentarse

(Badii y Abreu, 2006). En la tabla 1.2 se citan algunos productos comerciales basados en

hongos entomopatdgenos como agentes de control.

Agente bioldgico Nombt:e Hospedadores Pais
comercial
B. bassiana Bea-Sin Lepidépteros México
Ago Biocontrol Coledptera, Himendptera Colombia
Hemiptera, Heterdptera,
Mycotrol ESy WP Coledptera, Ortdptera, Estados
Lepiddptera Unidos
B. bongniartii Engerlingspilz Melolontha Suiza
Ago Biocontrol Coledptera, Hemiptera,
Beauveria 50 Diptera Colombia
Ly . Laginex . Est.ados
Lagenidium giganteum Mosquitos Unidos
M. anisopliae Saltgreen Aneolamia spp, Prosapia México
Biogreen Adoryphouse couloni Australia
P. fumosoroseus Preferd Mosquita blanca, afidos Japén

Tabla 1.2. Algunos productos comerciales basados en hongos entomopatdgenos utilizados para el

control de plagas (Fuente: Nava-Pérez et al, 2012)

Respecto a los enemigos virales, la familia mas estudiada como agente bioldgico de

control de plagas corresponde a los baculovirus, tema a tratarse en el apartado siguiente.
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Los baculovirus y el control bioldgico de plagas

Las familias de virus mas comunes para el control de plagas son Baculoviridae (virus
de la poliedrosis nuclear que atacan lepiddpteros, dipteros e himendpteros), Reoviridae
(virus de la poliedrosis citoplasmatica que atacan lepiddpteros y dipteros) y Poxviridae (virus
entomopox que atacan lepidépteros y coledpteros). De los virus entomopatdgenos, los

baculovirus son los mas utilizados con fines de control bioldgico.

Como se detallara mads adelante, los baculovirus son una familia viral que infectan
algunos érdenes de insectos (lepidéteros, dipteros, himendpteros). Inicialmente, fueron
aislados de insectos muertos a causa de una enfermedad desconocida, que luego llamaron
poliedrosis en vista de la acumulacidn de cristales proteicos en las células. Se han utilizado
como agentes de control biolégico de pestes en campos desde hace muchos afos (/nceoglu
et al, 2006) y presentan ciertas ventajas con respecto a los insecticidas quimicos (Possee et

al, 1997; Inceoglu et al, 2006):

e son patdgenos naturales de insectos altamente especificos y evolutivamente

relacionados con los artrépodos;
e son seguros para los vertebrados y otros organismos beneficiosos;
e tienen la capacidad de persistir en la naturaleza; y

e pueden ser producidos en gran escala, formulados, empacados, almacenados vy

comercializados de manera similar que los pesticidas quimicos.

Aunque sus efectos como agentes de control se han demostrado en la proteccién de
multiples productos agricolas, son insecticidas imperfectos desde un punto de vista

agroindustrial y presentan algunas potenciales limitaciones, tales como:

e un mayor tiempo de letalidad (desde 5 dias a 2 semanas) que los pesticidas quimicos

(actuan en horas);
e unrango de hospedador estrecho;
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e poca estabilidad en campo, susceptibilidad a luz UV, vida media corta; y
e un mayor costo para su produccion.

Por ello, muchos investigadores han focalizado su trabajo en superar estos
inconvenientes mediante la introduccién de modificaciones genéticas para acelerar los
efectos letales de estos virus o expandir su rango de hospedador. Una estrategia que ha
sido explorada es la introducciéon de genes que codifican hormonas o toxinas, como las
neurotoxinas de organismos eucariotas o la proteina bacteriana Cry (De Lima et al, 2007;
Inceoglu et al, 2006; Jinn et al, 2006). Estos virus genéticamente modificados (VGMs)
podrian garantizar mejores rendimientos en la aplicacién de biopesticidas. Ademas, se
realizan trabajos de investigacién para el desarrollo de nuevos formulados que permitan
proteger a las particulas virales y asi prolongar su vida media, como asi también aumentar

la letalidad (Espinel-Correal et al, 2012, Santos et al, 2012).

A pesar de las limitaciones observadas, los baculovirus han sido registrados en
multiples paises para el uso como agentes de control bioldgico, sobre todo en los programas
de manejo integrados de plagas (MIP). En la tabla I.3 se citan algunos ejemplos de productos

comerciales registrados basados en baculovirus para el control de plagas.

Agente bioldgico Hospedadores Cosecha Nombre comercial Pais
Adoxophyes orana GV Adoxophyes orana Peras, manzanas Capex 2 Suiza
Agrotis segetum GV Agrotis segetum Varios vegetales Agrovir Dinamarca
Baculo-soja,
Anticarsia gemmatalis Anticarsia gemmatalis Soia Baculovirus Nitral, Brasil
MNPV g J Coopervirus SC,
protégé, Multigen
Autographa californica
Trichoplusia ni
Aut h i j Pseudoplusia includ
utographa californica seu FJp L{SICI. includens Alfalfa y otros
MNPV + Spodoptera Heliothis viscerans vegetales VPN-ULTRA Guatemala
albula NPV Spodoptera exigua &
Estigmene acrea
Plutella xylostella
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Francia,

Cyd-X, Virosoft CP4, Estados
Madex, Granupom, Unidos,
Cydia pomonella Manzanas, peras Granusal, Canada,
Cydia pomonella GV Gr: hoﬁ'ta molesta no aI,er) ’ Carpovirusine, Alemania,
p g Virin-CyAp, Suiza, Rusia,
Carposin, Argentina,
Carpovirus SC Chile,
Uruguay
Tomate, pimiento .
Helicoverpa armigera Helicoverpa y Heliothis dulce, maiz, soja, I?lplomat:'ﬂ .13' Brasil, Rusia,
NPV s tabaco, algodon Helicovex, Virin-HS, Tailandia
PP- » a'gocon, DOA BIO V2
otros vegetales
. . , México,
, Helicoverpa y Heliothis Maiz, tomate, GemStar, HZNPV .
Helicoverpa zea SPV 3 . Brasil, Estados
spp. algoddn, tabaco  CCAB, Biotrol, Elcar .
Unidos
L L mandioca, arboles . N Brasil,
Erinnyis ello GV Erinnyis ello de caucho Baculovirus erinnyis Colombia
Phthorimaea operculella Phthorimaea Baculovirus Colombia,
GV p operculella  Tecia Papas Corpoica, PTM Peru, Costa
solanivora baculovirus Rica
México,
Tomate. pimiento SPOD-X LC, Spod-X, Holanda,
Spodoptera exigua NPV Spodoptera exigua . P . Vir-ex, Otienem- Espafia,
picante, berenjena
STM Estados
Unidos
Disparvirus Estados
Lymantria dispar NPV Lymantria dispar Bosques P ! Unidos,
Gypchek, Canada

Mamestra brassicae
NPV

Lepidoptera

Varios vegetales

Mamestrin, Virin
EKS

Francia, Rusia

Spodoptera littoralis
NPV

Spodoptera littoralis

Algoddn, Maiz

Spodopterin

Francia

Tabla I.3. Lista de productos registrados basados en baculovirus para el control bioldgico de plagas
(Fuente: Beas-Catena et al, 2014; Haase et al, 2015)

Dentro de las camparias de control biolégico realizadas mundialmente, se destaca la

utilizacién del virus de la poliedrosis nuclear multiple de Anticarsia gemmatalis (AgMNPV)

para el control de la plaga asociada, A. gemmatalis, la cual produce importantes pérdidas

en la cosecha de soja en Brasil. Este virus fue aislado en la década del 70 del siglo pasado
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en diferentes regiones de Brasil, indicando su potencial uso como bioinsecticida para la
plaga que afecta (Allen y Knell, 1977). A principios de la década del 80, y con la creacién de}
EMBRAPA (Corporacion Brasilera de Investigacion agropecuaria), se realizd la primera
prueba piloto para el uso de AgMNPV como agente de control biolégico en campos de soja
cultivados (Moscardi et al, 1999; Moscardi, 2007). El ensayo resulté exitoso para el
tratamiento de 21 campos comprendidos en 2000 hectdreas, utilizando un programa de
manejo integrado de plagas previamente caracterizado. El éxito fue dado por la correcta
capacitacién de los trabajadores, ya que fue indispensable el monitoreo de la presencia de
la plaga, la recoleccion manual de larvas muertas infectadas y la coleccién de datos
estadisticos para el analisis. La demostracion de la efectividad del programa fue
fundamental para convencer a los duefios de los campos de los beneficios de esta
metodologia con respecto al uso de insecticidas convencionales. La forma de producir
AgMNPV para utilizarlo como biopesticida era la recoleccidn de larvas muertas en campo,
que se transformaban en indculo a usarse en la préoxima campaina, haciendo que la
produccién sea de bajo costo, y transformandola en competitiva respecto al precio de
produccién de los insecticidas quimicos. Luego, una combinacion de la coleccién manual de
larvas infectadas, junto con una produccién controlada basada en la infeccidon de larvas de
A. gemmatali criadas en insectario y alimentadas con una dieta artificial permitié realizar
campanas de biocontrol a mayor escala y con un menor costo que el uso de pesticidas
convencionales (Moscardi, 2007; Szewczyk et al, 2009). De hecho, en el afio 1986 se
desarrollé un formulado en polvo para rociar conteniendo las particulas virales de AgMNPV,
lo que permitidé atraer a grandes empresas privadas para la produccién a gran escala del
virus dado el potencial econdmico que auguraba. Esto permitié expandir a 1 millén de
hectareas el uso de este virus en las campafias de 1990/91 y a 2 millones en las campanias
2002/03 (Szewczyk et al, 2009), convirtiéndose en la mayor campafia de uso de un

baculovirus en el mundo.

Actualmente, se redujo notablemente el empleo de este agente dado los paquetes
gue ofrecen las grandes corporaciones de venta de granos asociados al uso de herbicidas

previo a la siembra. Esto produjo una disminucidn notable de enemigos naturales y
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aparicion de otros. El uso actual ronda las 200000 hectareas por afio (Moscardi, 2007; Sosa-
Gomez, 2014). Ademads, también se usa en Paraguay (Haase et al, 2015) y se han usado en

pruebas piloto en Argentina y Colombia.

PLANTAS TRANSGENICAS

Ademas de los controles ya descriptos, y con el objetivo no sélo de controlar las
plagas sino también con el fin de obtener varietales con mejores caracteristicas fenotipicas,
se han expandido durante las ultimas décadas los cultivos con varietales genéticamente
modificadas. Los descubrimientos relacionados con la ingenieria genética han permitido la
incorporacion de secuencias de DNA heterélogas al genoma de determinados cultivos con

el fin de otorgarle un caracter benéfico (Estruch et al, 1997).

Sin embargo, aun hoy el uso de cultivos genéticamente modificados es resistido por
muchas comunidades y estados. Esta situacién se debe a los temores que existen sobre
posibles riesgos, como por ejemplo que los organismos modificados puedan cruzar las
barreras de los agroecosistemas invadiendo los entornos salvajes, o que los transgenes
puedan pasar a nuevas especies por algin mecanismo de transferencia horizontal natural.
Si bien la liberacién a campo de plantas transgénicas es un aspecto muy bien regulado y
controlado por instituciones publicas de los paises que las propician, es probable que las
controversias perduren a pesar de las ventajas indiscutibles que presenta esta estrategia en

el mejoramiento de la sanidad vegetal.

Las principales aproximaciones desarrolladas para establecer cultivos resistentes a
plagas se basaron en la introduccién de genes que codifican para toxinas de insectos. Entre
ellas, se destaca la utilizacidn de secuencias nucleotidicas capaces de producir en las células
vegetales toxinas naturales de las bacterias Bacillus thuringiensis, Photorhabdus
luminescens y Xenorhabdus nematophilus (Wallimann et al, 2000; Chattopadhyaye et al,

2004; Ffrench-Constant et al, 2007; Chakravarthy et al, 2014). De este modo, cuando los
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insectos se alimentan de las plantas transgénicas que expresan dichos factores, mueren o

su fisiologia es afectada seriamente, controlando asi el tamafio poblacional de la plaga.

Por otro lado, se ha aplicado la tecnologia de RNA de interferencia (RNAI) para el
control de plagas, desarrollando vectores capaces de expresar dsRNA, que mediante la
accion de la maquinaria celular especifica involucrada en el procesamiento del RNAI,
permite la interrupcién de la traduccion de mRNAs especificos de los patdgenos plaga, una
vez que son ingeridos (Baum et al, 2007; Mao et al, 2007). Dentro de las metodologias
propuestas para el ingreso del dsRNA, se evalud la generacién de plantas transgénicas que
expresan constitutivamente un RNA hairping especifico complementario a un gen
especifico vital del organismo plaga. De esta manera, cuando el organismo ingiere la planta
transgénica, incorpora el dsRNA, provocando una disminucién en la presencia del producto
proteico especifico, afectando alguna funcién de la plaga (Baum et al, 2007; Mao et al, 2007;

Huvenne y Smagghe, 2010).

Manejo Integrado de Plagas

En las ultimas décadas, con la intensificacion de la agricultura a través del uso de
paquetes tecnoldgicos, los plaguicidas quimicos de sintesis se han vuelto cada vez un medio
mds comun para controlar las plagas de insectos, enfermedades, malezas y otros
organismos que atacan a las plantas cultivadas. Sin embargo, estos productos, que en algln
momento ofrecieron la posibilidad de solucionar problemas creados por plagas no
manejadas por el sistema tradicional, han traido una serie de otros problemas, peligros y
riesgos por su uso indiscriminado. Los peligros que se presentan se deben a que los
plaguicidas no solo afectan a los organismos nocivos sino a muchos otros organismos de su
entorno, incluyendo al ser humano. Ademas, el uso continuo y no controlado favorece el
desarrollo de poblaciones resistentes de las plagas, y, en consecuencia, se incrementan las
aplicaciones y la emergencia de nuevas pestes (Réling y van de Fliert, 1998). Por otro lado,

el uso indiscriminado de plaguicidas de amplio espectro trae como consecuencia una
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reduccion, que en algunos casos es eliminacion, de las poblaciones de insectos benéficos.
Por todos los efectos antes mencionados es que surge una nueva forma de control, un
manejo holistico, cuyo punto de origen es la visidn del cultivo de interés creciendo en un
agroecosistema determinado y, de esta manera, se puede realizar un control de plagas si se

logra adaptar ese ecosistema.

Con esta idea surge lo que se conoce como Manejo Integrado de Plagas (MIP), cuya
definicién mas difundida por la FAO es: “El Manejo Integrado de Plagas es una metodologia
gue emplea todos los procedimientos aceptables desde el punto de vista econdmico,
ecolégico y toxicoldgico para mantener las poblaciones de organismos nocivos por debajo
del umbral econdmico, aprovechando, en la mayor medida posible, los factores naturales

gue limitan la propagacion de dichos organismos” (Cafiedo et al, 2011).

Dado esta mirada global, uno de los objetivos del MIP es modificar o mejorar el
ecosistema haciéndolo mds favorable para que aumente la mortalidad de las plagas a causa
de sus enemigos naturales (y de otros factores naturales de mortalidad) y para mejorar las
condiciones que favorezcan el desarrollo y produccién de las plantas cultivadas. Dentro de
estos conceptos, existen objetivos fundamentales para el MIP. Por un lado, propone la
ejecucién del control de plagas en forma armoniosa con las leyes de |la naturaleza siendo la
base primordial la conservacion de la biodiversidad local. En este sentido toma un rol
altamente importante el control con enemigos naturales, de forma controlada para
disminuir la presencia de la plaga de manera que no produzca pérdidas econdmicas para
los agricultores. Sin embargo, el MIP no elimina la posibilidad de emplear insecticidas en
algunas circunstancias pero hay que reducir o eliminar el uso de los productos extremada y
altamente toéxicos, optimizando el control bioldgico natural. Un segundo principio basico
del MIP es la intensidad de conocimiento de los recursos y procesos naturales existentes
que requiere de los productores. El MIP busca reunir los conocimientos indigenas de los
productores con la ciencia para que estos sean expertos en sus campos, capaces de
observar, experimentar, anticipar y tomar decisiones adecuadas respecto al manejo de las

plagas (Réling y van de Fliert, 1998).
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Por todo lo expuesto, existen caracteristicas deseables en los métodos de control

apropiadas para el MIP, tales como:
e su efectividad contra la plaga;
e su compatibilidad con otros métodos de control;
e suimpacto ambiental nulo o bajo;

e que tenga efectos prolongados en los campos, y que contribuyan a modificarlo para

hacerlo mas favorable al cultivo de interés y menos apropiado para la plaga;
e que sea econdmico, desde el punto de vista costo/beneficio;
e que la técnica de empleo sea factible; y
e que sea aceptado por productores y por la sociedad.

Con todo lo mencionado, los métodos mas apropiados o recomendables para el MIP
son aquellos basados en practicas culturales, los basados en tolerancia o resistencia natural
de las plantas al ataque o dafio, los métodos de interferencia (por ejemplo el uso de

feromonas y repelentes de insectos) y, como un pilar fundamental, el control biolégico.

El uso de metodologias compatibles con el MIP son claves para la sostenibilidad de
la agricultura. Conservar o mejorar la salud del ser humano, la diversidad bioldgica y los
recursos naturales en general, como optimizar la accién de los factores naturales de
mortalidad de plagas, la disminuciéon y/o eliminacidn de productos quimicos de alto impacto

ambiental, son objetivos comunes del MIP y la agricultura sostenible.
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LOS BACULOVIRUS

La historia de los baculovirus se remonta 5000 afios atrds junto al tan conocido
gusano de la seda, que ha sido de gran importancia comercial para China y Japén. Como
cualquier actividad ampliamente desarrollada, ha tenido dificultades causadas por
enfermedades a los gusanos que ocasionaban grandes pérdidas. Incluso antes del
conocimiento de gérmenes causantes de enfermedades, los antiguos comerciantes se han
valido de herramientas para mitigar los efectos adversos de las pestes. Con el desarrollo del
microscopio, se lograron identificar a mediados de 1800 particulas o cuerpos ocluidos
refractantes dentro de células provenientes de los gusanos afectados, los cuales fueron

nombrados como poliedros y a su enfermedad, poliedrosis.

Caracteristicas principales

Los baculovirus constituyen una familia de patégenos virales que infecta artrépodos
y, en particular, insectos de los érdenes Lepidoptera, Hymenoptera y Diptera. Junto a las
familias  Asfaviridae,  Herpesviridae, Iridoviridae,  Polydnaviridae, =~ Mimiviridae,
Phycodnaviridae, Nimaviridae, Adenoviridae y Poxviridae, la familia Baculoviridae forma
parte del grupo de los llamados virus con grandes genomas de DNA doble cadena (Gao y

Qui, 2007; King et al, 2012).

Esta familia viral posee genomas de diversos tamafios, entre 80000 a 180000 pares
de bases, comprendiendo entre 90 y 180 marcos de lectura abiertos (ORFs). De todos los
genomas con secuencia completa reportada en la base de datos del GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), se identificaron cerca de 900 ORFs diferentes, y
solo una pequeiia proporcién corresponde a genes ortélogos, los que conforman el grupo
de core genes (Miele et al, 2011). Esta peculiar caracteristica que define solo el 4% del total
de genes como genes ortdélogos en la familia, revelaria eventos frecuentes de inserciones y
deleciones a lo largo de la historia evolutiva, poniendo de manifiesto la existencia de genes
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cruciales para el ciclo viral que son compartidos por todos los miembros conocidos, y otros
sélo presentes en algunos, los cuales aportarian ventajas adaptativas probablemente no
esenciales. Por otro lado, esta diversidad de secuencia incorporada a lo largo del tiempo
haria dificil reconocer nuevos genes ortélogos. Hasta el momento hay descriptos 37 core
genes, que se pueden agrupar segun la funcionalidad durante el ciclo viral(Tabla 1.4)
(Garavaglia et al, 2012). De este grupo de genes, mas de la mitad codifican para proteinas
asociadas a los viriones, involucradas en la estructura de la cdpside, la envoltura de los ODVs
y la infectividad oral. Los otros genes estan asociados a la replicacién, procesamiento y
transcripcion tardia y muy tardia, denotando la importancia de estas funciones en la

biologia de esta familia viral.

Las moléculas gendmicas se encuentran altamente condensadas y asociadas a
proteinas, estando contenidas dentro de nucleocadpsides con morfologia baciliforme que
dan el nombre a la familia viral. Estas estructuras son vainas polares de naturaleza proteica
y forma cilindrica, con un didmetro promedio de entre 40 y 70 nm, mientras que la longitud
estd comprendida entre 250 y 400 nm (Federici, 1986; Tanada y Hess, 1991; Boucias et al.,
1998).

Nombre del Funcion Nombre del Funcion
gen asociada gen asociada
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lef-1 p6.9
lef-2 vp39
Helicasa Replicacion vp1054
DNA pol vp91/p95
alk-exo gp41
lef-4 38k
lef-8 p33
lef-9 o odv-ec43
Transcripcion
p47 p49 Envoltura,
lef-5 pl8 ensamblado y
vif-1 desmoplaquina liberacion
ac81 Desconocida p40
pif-0/p74 ac53
pif-1 ac78
pif-2 p48
pif-3 Infectividad oral odv-e27
pif-4/odv-e28 odv-e18
pif-5/0dv-e56 odv-e25
pif-6/odv-nc42

Tabla 1.4. Lista de los core genes de la familia Baculoviridae caracterizados asociados a la funcién que
cumplen en el ciclo viral.

Hospedadores naturales

Desde el 1500 se conocen las enfermedades causadas a los gusanos de la seda, pero
no fue hasta el desarrollo de la teoria de los gérmenes descripta por Pasteur, junto con el
uso de la microscopia Optica que se encontré el agente etiolégico causante de la
enfermedad. Asi, examinando tejidos de larvas muertas se identificaron en el nucleo celular
estructuras tipo cristal, los poliedros (Cornalia, 1856). Después de la descripcién de los
cuerpos de oclusion en larvas del gusano de la seda, se fueron caracterizando también en
otras especies de lepiddpteros, como en la monja Lymantria monacha. Mas adelante se

aislaron cuerpos de oclusion de dipteros, la tipula Tipula paludosa y de una especie de
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himenoptero, el sinfito o mosca de la sierra Gilpinia hercyniae. Asi logrd describirse la
enfermedad, que llamaron poliedrosis, que se caracterizaba por producir hinchazén vy
aumento del brillo en la piel de los insectos afectados con una posible ruptura del insecto y
la liberacion de un fluido. Y finalmente, ya en la década de 1920, se descubrid otro tipo de
enfermedad de insectos, con caracteristicas etiolégicas diferentes en la larva Pieris
brassicae, en donde se acumulaban pequefios granulos, en vez de poliedros, dentro de las

células y se llamé a la enfermedad granulosis (Arif, 2005).

Se han aislado baculovirus solo en artréopodos, lo que sugiere la evolucidon como una
familia viral distintiva, habiendo comenzado en el periodo Silurico de la era Paleozoica, mas
de 400 o 450 millones de afios atras. La co-evolucion de esta familia viral con la rapida
divergencia del phyllum Arthropoda, podria haber influido en la caracteristica infectiva

restringida a este grupo por parte de los baculovirus.

Asi, dentro de los artropodos, se han aislado baculovirus de los érdenes Lepidoptera,
Hymenoptera y Diptera, y se asignd como nombre el correspondiente a partir de la especie
de donde se aislo por primera vez. Por ejemplo, la polilla de la alfalfa, Autographa californica
(Ac), dio el nombre al baculovirus aislado por primera vez en este insecto, ACMNPV, virus
de la poliedrosis nuclear multiple de Autographa californica. Si bien los baculovirus
presentan un rango de hospedador estrecho, AcCMNPV no infecta exclusivamente a
Autographa califérnica, sino que es capaz de infectar a varios lepiddpteros, pero se
mantiene el nombre asociado al organismo en donde se aislé por primera vez. Por otro lado,
en ciertos insectos se han aislado tanto poliedros como granulos, demostrando ser

hospedadores tanto de nuclepoliedrovirus como de granulovirus.

Por otro lado, la susceptibilidad de los hospedadores a la infeccién no
necesariamente es mayor en el organismo del cual se aisld el virus originalmente. Una
manera de determinarla, es a través del valor DLso (dosis letal media), que refiere a la
cantidad de indculo viral necesaria para matar a la mitad de la poblacién estudiada.
Teniendo en cuenta estas consideraciones, para el caso del virus aislado de Mamestra

brassicae, cuyo hospedador dio origen al nombre MbMNPV (virus de la poliedrosis nuclear
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multiple de Mamestra brassicae), la DlLso para este lepidéptero es menor que para
Lacanobia thalassina y Trichoplusia ni, haciendo a estos dos hospedadores mds susceptibles

a la infeccién (Doyle et al, 1990).

Se han realizado estudios de la capacidad infectiva de ciertos baculovirus a
diferentes hospedadores, obteniendo un grupo de virus generalistas, con un rango de
hospedador amplio, y otros, monoespecificos, con capacidad de infectar a sélo una especie.
Como miembro del grupo generalista, se puede citar a AcMNPV, que en un estudio de
infectividad realizado en 145 especies distintas de lepiddpteros, ha sido capaz de infectar a
107, mientras que SeMPNV, virus de la poliedrosis nuclear multiple de Spodoptera exigua,
solo es infectivo para la oruga de donde fue aislado, formando parte de los baculovirus
especie-especifico (Goulson, 2003). Aunque exista evidencia de baculovirus generalistas, no
se ha logrado una asociacion taxondmica clara entre los hospedadores susceptibles para
cada virus. Ademads, es necesario tener presente que, por ejemplo, AcCMNPV fue aislado sélo
en California, haciendo imposible el contacto natural con aquellos hospedadores evaluados
presentes en otras regiones geograficas, ocurriendo una limitante geografica de contacto
natural. Como se detallard mas adelante, esta propiedad infectiva mono especifica o
generalista se puede aprovechar para el desarrollo de nuevos métodos de control biolégico
de plagas, ya que muchos de los hospedadores de los baculovirus son plagas de cultivos de

alto interés agricola.

A pesar de no poder realizar una asociacion filogenética en cuanto al rango de
hospedador de diferentes especies baculovirales, es posible mencionar que dentro de la
familia Noctuidae de los hospedadores lepiddpteros, existen baculovirus infectivos con
rango estrecho, como los virus aislados de Limantria dispar, Orgyia antiqua y Euproctis
chrysorrhoea, mientras que hay otros, aislados de Autographa californica, Anagrapha
falcifera y Mamestra brassicae que infectan muchas especies de insectos y a miembros de
distintas familias de lepiddpteros, generando asi una clasificacion de especies altamente
susceptibles o permisivas y aquellas no infectables o no permisivas (Bishop et al, 1995;

Goulson, 2003). También es destacable que los granulovirus y los nucleopoliedrovirus de
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himendpteros tienen un rango de hospedador mas estrecho que los nucleopoliedrovirus de

lepiddpteros.

Morfologia

Los miembros de la familia Baculoviridae se caracterizan por presentar dos fenotipos

distintos a lo largo del proceso infectivo. Dichos viriones diferenciales, sin embargo, poseen

el mismo genotipo, y su generacion es dependiente de la temporalidad de la infeccidn. Asi,

podemos reconocer a las formas tempranas, conocidas con el nombre de formas brotantes

o BV (Budded Virus), y a las formas tardias, denominadas cuerpos de oclusién u OB

(Occlusion Bodies), los cuales contienen a los ODV (Occlusion Derived Virus) (Figura 1.4).
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membrana nuclear)
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Figura 1.4. Morfologia ODV - BV. El esquema representa los fenotipos virales durante el ciclo de
infeccion de un baculovirus tipo MNPV. A) Representa una vista diseccionada de un ODV, conteniendo
multiples nucleocépides y dentro de cada una, una molécula de genoma, pudiéndose observar como
una expansion de la nucleocapside. B) Representa una vista diseccionada del fenotipo BV. El mismo
contiene una nucleocapside la cual contiene una molécula del genoma, al igual que antes. En el extremo
superior se aprecian las proteinas ENV, GP64 para el caso de los NPVs del Grupo | y proteina F para el
caso de los NPVs del Grupo Il. El grafico no representa escalas reales. (Adaptado de Slack y Arif, 2007)
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CUERPOS DE OCLUSION

Los OBs representan el fenotipo viral que confiere la estabilidad fuera de su
hospedador, asegurando perdurabilidad. Teniendo en cuenta la existencia temporal de las
poblaciones de insectos hospedadores, los baculovirus desarrollaron una estrategia para
permanecer en el ambiente a la espera de la aparicidon de su nicho infectivo. Estos OBs estdn
formados principalmente por un polipéptido que forma una estructura cristalina que
contiene a los ODVs. Esta estructura otorga una proteccion a las particulas infectivas de
posibles agresiones ambientales, como por ejemplo las radiaciones UV o deshidratacidn por
calores extremos. La proteina mayoritaria de los OBs se denomina poliedrina o granulina
seguln el género del virus, nucleopoliedrovirus (NPVs; 3 géneros) o granulovirus (GVs; 1
género) respectivamente, dando lugar a cuerpos de oclusién denominados poliedros o
granulos (Braunagel y Summers, 1994). Estos polipéptidos tienen un peso molecular
cercano a los 30 kDa y se caracterizan por presentar un gen ortélogo a uno u otro en toda
la familia Baculoviridae, con excepcién de un virus que infecta dipteros, cuya secuencia
primaria aminoacidica no se relacionaria con las demds y posee un tamafo aproximado de
90 kDa, tres veces mas que aquellas presentes en los otros virus (Perera et al, 2006). El
tamafio promedio de los poliedros es entre 800-2000 nm de diametro y es posible
visualizarlos con microscopia éptica como cuerpos refringentes. Los granulos, en cambio,
son mas pequeios, de forma ovoide de 500 nm de largo y 200 nm de ancho
aproximadamente y son mas dificiles de resolver por microscopia dptica ya que aparecen
como cuerpos oscuros (Bilimoria, 1991; Boucias y Pendland, 1998) (Figura |.5-E y F). Si bien
esta estructura es estable, es susceptible a pH basico, dejando libres a los viriones en estas

condiciones, tal y como ocurre en el lumen intestinal.

Rodeando a los OBs, tanto en poliedros como granulos, existe una estructura electro
densa denominada calyx, membrana del poliedro o envoltura del poliedro (Polyhedral
Envelope, PE) compuesta por proteinas y carbohidratos que forman una matriz porosa
(Gross y Rohrmann, 1993, Gross et al, 1994). La PE rodea al cuerpo de oclusiéon durante su

formacién y es la ultima separacion fisica entre el OB y el ambiente, potenciando la
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integridad de los mismos durante y después de su libraciéon. La fosfoproteina mayoritaria

del calyx es la PEP (polyhedral envelope protein) o PP34.

Por otro lado, la proteina tardia P10 seria necesaria para la correcta formacién de la
PE, ya que en su ausencia, los OBs se visualizan igual que cuando no existe el calyx,
generando una envoltura incompleta y exhibiendo cavidades en la superficie de los cuerpos
de oclusién por donde los viriones podrian perderse. Ademas, este polipéptido forma
estructuras filamentosas en el nudcleo y citoplasma de las células infectadas,
interaccionando con los microtubulos. En su ausencia, se ha evidenciado impedimento de
lisis nuclear. Toda esta informacién sugiere que dicha proteina estaria involucrada en la
correcta diseminacién del virus y su estabilidad estructural (Viak et al, 1988, Gross et al,

1994, Carpentier et al, 2008).

Ademads, se encuentran las metaloproteasas VEFs (Viral Enhancing Factors),
presentes en los GVs y en algunos NPVs. Se ha descripto que se encuentran asociadas en la
matriz proteica de los granulos y asociado a la envoltura de los ODVs en NPVs (Roelvink et
al, 1995; Slavicek et al, 2005; Toprak et al, 2012). Los genes que las codifican se encuentran
en multiples copias, y su ausencia baja la potencia de los virus, aumentando los valores de
DLso. Estas proteinas actuarian hidrolizando componentes especificos de la membrana
peritrofica presente en el intestino medio de los hospedadores susceptibles. Dicha
membrana forma una barrera protectora promoviendo un acceso limitado de los patégenos
a las células epiteliales. El accionar de los VEFs genera poros en dicha membrana protectora,

facilitando la interaccién de los ODVs con las células del intestino (Wang et al, 1997).

Alas 24 horas post-infeccidn, ya es posible visualizar los cuerpos de oclusién a través
de microscopia dptica de células infectadas, liberandose cerca de las 48-72 horas mediante

la lisis de las células, producto de la accidon de proteinas virales especificas.
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Figura I.5. Micrografias de fenotipos baculovirales y nucleocapside. A) Microscopia electrénica de una
tincién negativa de nucleocapsides de viriones de AcMNPV. En cuadro rojo se aprecian las terminales
del casquete apical translicidas (Harrison y Hoover, cap 4, 2012). B, C) Microscopia electrénica de
particulas virales brotantes del virus AcCMNPV. En el recuadro rojo se indican los extremos conteniendo
la glicoproteina GP64 (Harrison y Hoover, cap 4, 2012). D) Microscopia electrdnica de viriones derivados
de los cuerpos de oclusién (ODVs) de AcMNPV, mostrando multiples nucleocapsides envueltas en cada
virién (Harrison y Hoover, cap 4, 2012). E) Microscopia electrdnica de barrido del virus AcCMNPV, donde
puede apreciarse la forma poliédrica caracteristica del género nucleopoliedrovirus. (© 2005, TREVOR
WILLIAMS HOMEPAGE). F) Microscopia electrénica de barrido del virus PhopGV, donde puede
apreciarse la forma ovoide tipica de los OB en el género Betabaculoviridae (© 2001, CABALLERO ET AL,
CAP 1)

VIRIONES DERIVADOS DE LOS CUERPOS DE OCLUSION —ODVS

En la etapa tardia del ciclo viral, cuando comienza la expresidon de los genes
controlados por promotores tardios, se produce un cambio del estroma virogénico, dando
lugar a la aparicién de los viriones derivados de los cuerpos de oclusiéon, ODVs. Al poco
tiempo, comienza también la morfogénesis de los cuerpos de oclusién por la expresidon de
las proteinas ya mencionadas, que asocian uno o mas ODVs, dando lugar a los poliedros o

granulos. Los ODVs contienen una o varias nucleocapsides, dependiendo de la especie viral.
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Estas particulas se generan en el nucleo de las células infectadas, donde alli se
encuentran las nucleocdpsides que son recubiertas con la envoltura, formando los ODVs
(Figura 1.4.Ay 1.5.D). Dicha envoltura deriva de la membrana nuclear interna, la cual genera
invaginaciones dando a lugar a microvesiculas intranucleares, que luego daran lugar a la
envoltura viral (Braunagel et al, 1994; Braunagel y Summers, 2007). Dado que se ha
demostrado que la composicidn lipidica de la membrana nuclear es levemente diferente a
la de la envoltura de los ODVs, se realizaron estudios para evaluar la composicién de la
misma durante un ciclo de infeccidn viral, demostrando cambios a medida que trascurre la
infeccidn (Braunagel y Summers, 2007). Esto permitid hipotetizar que los baculovirus

inducen cambios en la membrana nuclear, convirtiéndola en apta para la envoltura viral.

Otra caracteristica de los ODVs es la presencia de muchas proteinas especificas en
su estructura. Dado la funcion que cumple este fenotipo viral, es necesario que lleve consigo
todos los elementos que permitan establecer el rango de hospedador y dar comienzo a la
infeccion. No por ello muchas de las proteinas que poseen forman parte de los core genes
de la familia Baculoviridae (Miele et al, 2011). Algunas son exclusivas de los ODVs, mientras
que otras fueron también aisladas de la envoltura de BVs (Braconi et al, 2014). Entre las
funciones que cumplen destaca la de efectivizar la infeccién primaria, dando lugar a la
traslocacidon de las nucleocdpsides presentes en los ODVs al nucleo de las células del
intestino medio, lugar en donde ocurre el inicio de la infeccion. Dentro de las mismas, un
grupo especifico de proteinas denominadas PIFs, por sus siglas en inglés Per os Infectivity
Factors, presentan ortélogos en todos los miembros de la familia y la ausencia de alguna de

las mismas bloquea la infeccidn primaria, haciendo al organismo resistente a la infeccién.

VIRIONES BROTANTES — BVS

En estadios tempranos de la infeccidn, alrededor de las 12 horas de iniciado el ciclo
en una célula, se producen viriones del fenotipo BV, Budded Virions. Esta estructura
contiene una Unica nucleocdpside, la cual se encuentra envuelta por una bicapa lipidica
derivada de la membrana plasmatica de la célula infectada (Figura 1.4.By I.5.B y C). El andlisis
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del proteoma de la envoltura del BV demuestra que la glicoproteina GP64, o su homdlogo
funcional conocido como Proteina F (ambas también denominadas proteinas ENV),
constituyen el componente principal. En cuanto a la distribucion de estos polipéptidos,
diferentes estudios mostraron que las proteinas ENV se concentran en uno de los extremos
del virién, formando asi una estructura caracteristica en forma de espiga (Volkman, 1986;
Blissard y Rohrmann, 1990, Braunagel y Summers, 1994, Westenberg et al, 2002, 2004). La
proteina GP64 es una glicoproteina cuya actividad fusogénica se activa a pH acido. Es una
de las proteinas mds abundantes asociadas a la envoltura de los BVs para las especies virales
qgue la poseen (Volkman, 1986; Wang et al, 2010). Esta proteina es la mediadora de la
entrada de los BVs a las células a través de su actividad especifica, representando la
principal funcidon de este fenotipo viral: la dispersion sistémica de los virus en la larva
infectada. Por otro lado, las especies que no la poseen, la proteina F es la responsable de

dicha actividad.

LA NUCLEOCAPSIDE

Ambos fenotipos virales contienen nucleocapsides con estructura y composicion
similar. Las mismas contienen el genoma viral completo y muchas proteinas en comun. Son
de entre 40-70 nm de didmetro y de 250-400 nm de longitud (Boucias y Pendland, 1998).
Se supone que el tamafio del genoma es proporcional a la longitud de la nucleocdpside.
Poseen una estructura baciliforme que consiste en una vaina o capside cilindrica cubierta
en ambos extremos (base y casquete apical), de naturaleza proteica (Federici, 1986; Fraser,
1986, Rohrmann, 2013) (Figura I.5.A). La proteina mds abundante de la nucleocapside es
VP39, que se organiza en forma de anillos apilados perpendiculares (Federici 1986, Guarino

and Smith, 1990).

Existen otras proteinas asociadas a esta estructura, como ser la fosfoproteina
PP78/83, que estaria involucrada en la traslocaciéon de la nucleocdpside al nudcleo por

interaccidn con los filamentos de actina (Lanier y Volkman, 1998; Slack y Arif, 2007).
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Ademas, se ha observado que las nucleocapsides transportan proteinas virales
involucradas en la replicacién del DNA. Esto seria debido a que el primer blanco celular de
una infeccion por baculovirus es el tejido formado por las células del epitelio intestinal de
las larvas, las cuales estan en GO y por ende, la replicaciéon viral estaria comprometida si
fuese necesaria la sintesis completa de novo de cada uno de estos factores. Asi, pueden
hallarse IE-1, DNA pol, DNA Helicasa, Lef-1, Lef-2, Lef-3 y PCNA (Braunagel et al, 2003;
Iwahori et al, 2004).

El DNA viral se encuentra altamente condensado dentro de la vaina formada por
VP39, gracias a la presencia de la proteina basica P6.9 o VP12. Este polipéptido se
caracteriza por tener un alto contenido de argininas, y es reconocido como una proteina del
tipo Protamina (Wilson y Price, 1988, Rohrmann et al, 2013). Ademds, P6.9 es una
fosfoproteina cuya fosforilacion es inhibida por la presencia de Zn?*. Gracias a esta
caracteristica, en los poros nucleares o al ingresar al nicleo de la célula infectada, P6.9 es
fosforilada por accién de quinasas asociadas a la capside, alterando de este modo el Pl de
la misma e induciendo consecuentemente el desnudamiento del genoma viral (Wilson y

Consigli, 1985).

Clasificacion de |la familia Baculoviridae

La clasificacidn de la familia Baculoviridae se ha modificado a lo largo de los afios
debido a la aparicion de nuevo conocimiento sobre sus miembros. Asi, gracias a la
disposicidon de una mayor cantidad de informacién bioldgica y de secuencias gendmicas, los
baculovirus son clasificados en 4 géneros: Alphabaculovirus, Betabaculovirus,
Gammabaculovirus y Deltabaculovirus. (Jehle et al, 2006; Herniou et al, 2012; Rohrmann,

2013).

En funcidn de esta clasificacidn, se describen algunas caracteristicas comunes:
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Alphabaculovirus: incluye a los baculovirus que infectan lepidépteros con OBs
compuestos por la proteina mayoritaria poliedrina y con un tamaio de entre 0,8-2 um. Los
mismos maduran dentro del nucleo de las células infectadas y contienen varios ODVs, los
cuales pueden empaquetar una o varias nucleocdpsides dentro de una particula envuelta,

clasificando a la especie en SNPV o MNPV respectivamente.

Este género se subdivide en dos clados, Grupo | y Grupo Il (los primeros poseen
proteina GP64 en la envoltura del BV, mientras que los segundos tienen sélo la proteina F).
Todos los miembros producen BVs y ODVs y el tamafio del genoma oscila entre 110y 170

kpb. La especie tipo es ACMNPV.

Betabaculovirus: incluye baculovirus que infectan lepiddpteros, cuyos OBs estdn
compuestos de la proteina granulina, ortélogo a poliedrina. Los cuerpos de oclusidon tienen
un tamafo promedio de 0,13-0,5 um y contienen un solo ODV, el cual, tipicamente contiene
una unica nucleocapside. El tamafio del genoma oscila entre 110 y 180 kpb. La especie tipo

es CpGV.

Gammabaculovirus: incluye a los nucleopoliedrovirus (NPVs) que infectan
himendpteros (NeleNPV, NeseNPV y NeabNPV). Presentan OBs de alrededor de 0,4-1,1 um
con nucleocapsides simples en sus viriones (SNPVs). Los tamafios de los genomas son de
alrededor de 90 kpb y no presentan proteinas ortdlogas a F o GP64, ni tampoco la presencia

del fenotipo brotante. La especie tipo es NeleNPV.

Deltabaculovirus: incluye a los nucleopoliedrovirus (NPVs) que infectan dipteros,
siendo CuniNPV el Unico con genoma completo descripto hasta el momento. Estos virus
presentan los dos fenotipos, BVs y ODVs. Al nivel estructural, CuniNPV presenta un OB
globular de alrededor de 400 nm de didmetro formado por una proteina no homdéloga a la

poliedrina o granulina de los otros géneros. La especie tipo es CuniNPV.

OTROS VIRUS RELACIONADOS CON LA FAMILIA BACULOVIRIDAE
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Ademas de los baculovirus, existen otros virus con genomas de DNA doble cadena

que infectan invertebrados. Entre ellos tenemos a los nudivirus, ascovirus, iridovirus,

entomopoxvirus, bracovirus, whispovirus, hytrosavirus. En la tabla I.5 se detallan las

familias virales con genomas de DNA doble cadena que infectan artrépodos.

Virus Virién/ Cuerpos
. Genoma Lugar de P Sintomas/ Familias
- , Morfologia de o . . de . .
Familia Géneros . (tamafio) replicacion .. Histopatologia hospedadores
nucleocapside oclusién
Hipertrofia
SO Circular eI Lepidoptera
Ascoviridae Ascovirus baciliforme, Nucleo No formacion de pidop !
. 150-190 , Hymenoptera
ovoide, vesiculas en
hemolinfa
. . , Lepidoptera,
Baculoviridae Alpha, Beta, Envuelto, Circular Nicleo Si Hipertrofia HeFr)Tl1ecr)1F; etr:ra
Gamma, Delta baciliforme 90-180 nuclear y celular y P !
Diptera
Hipertrofia de
glandulas
Glossinavirus, Envuelto Circular salivares
Hytrosaviridae ) ! S Nucleo No " Diptera
Y virt Muscavirus baciliforme 120-190 ! degeneracion P
ovarica y
testicular
S Envueltoono . Lepidoptera,
Iridoviridae Iridovirus, envuelto Lineal Citoplasma No Iridiscencia Diptera
Chloriridovirus " e 150- 280 P ptera,
isométrico Coleoptera
Envuelto,
. . . . id Circul : Sind del
Nimaviridae Whispovirus OYOI ?0 . reutar Nucleo No indrome de fa Crustaceae
elipsoide tipo 300 mancha blanca
baciliforme
Envuelto o Circular Hipertrofia (Li?l)éiozjgal
Nudiviridae Alpha, Beta no- envuelto, Nucleo Si/No P P !
L 125- 220 nuclear y celular  Orthoptera,
baciliforme .
Diptera
. Envuelto, . Hymenoptera
- Bracovirus, L e Lineal- , ., .
Polydnaviridae . pleomorfico, . Ndcleo No Inmunosupresién (Braconidae/
Ichnovirus . Proviral .
elipsoide Ichneumonidae)
Formacién de .
Envuelto esferoides Lepidoptera,
Poxviridae/ Alpha, Beta, ) ! Lineal ) , i ! Orthoptera,
- ovoide, Citoplasma Si cambio de color,
Entomopoxvirinae Gamma - 130- 300 Coleoptera,
pleomorfico mayor Diotera
longevidad P

Tabla I.5. Caracteristicas de las familias virales de invertebrados con genoma de DNA de doble cadena.

(Adaptado de Jehle et al, 2013.)
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Los nudivirus son una familia viral que se conocen como los “baculovirus desnudos”
ya que se los conocié como no-ocluidos, caracteristica que los desvinculé de la familia
Baculoviridae, formando una nueva familia viral. Por otro lado, tienen un rango de
hospedador que incluye ademas de lepiddpteros y dipteros a coledpteros y ortdpteros
(Wang et al, 2007). A pesar de esta caracteristica distintiva, se aislé un virus ocluido del
zancudo Tipula oleracea, que luego de obtener la secuencia completa de su genoma, se lo
clasificé en la familia Nudiviridaepor tener mas homologia con los miembros representantes
del grupo. Este virus, TONV, posee 21 de los 37 core genes de los baculovirus, pero también
comparte 52 genes con los nudivirus, caracteristica que lo asigna a esta familia (Bézier et al,
2014). Otro caso similar es un virus ocluido aislado del camardn Penaeus monodon, PmNV
o MNV, que luego de obtener datos de secuencia completa, se pudo clasificar dentro de la
familia Nudiviridae pero a un género distinto de los ya existentes (Yang et al, 2014). Por ello,

la ausencia de cuerpos de oclusidn ya no seria una caracteristica distintiva de la familia.

Con el aumento del conocimiento de secuencia de los genomas, se encontraron
genes homoélogos a ciertos genes baculovirales en otros virus de invertebrados. Esto podria
deberse a la trasferencia horizontal génica en el caso de una co-infecciéon en el mismo
hospedador (lyer et al, 2006). Sin embargo, esto no pareciera ser el caso de los nudivirus,
ya que comparten 20 de los 37 core genes de los baculovirus, favoreciendo la hipdtesis de

otro mecanismo de co-evolucién de estos grupos virales.

Los hytrosavirus son una familia viral que infectan a dipteros. Ocasionan la patologia
de hipertrofia de las glandulas salivares y malformacidn testicular y ovarica. Estos virus
tienen 12 genes homadlogos a los core genes de los baculovirus. Se caracterizan por ser no
ocluidos aunque un virus aislado de la mosca Musca domestica, MdSGHV, codifica para un
homoélogo al gen poliedrina/granulina. Por ello, se cree que esta familia viral esta
filogenéticamente relacionada a los baculovirus pero evoluciond muy asociado a sus

hospedadores especificos (Jehle et al, 2013).

Los bracovirus, uno de los géneros de la familia viral Polydnaviridae, también poseen

genes homdlogos a baculovirus. Son virus que parasitan avispas, e infectan a los
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lepiddpteros a través de la ovodepositacidon de las avispas en larvas para completar su ciclo
de vida. Poseen un genoma fragmentado en pequefias moléculas de cccdsDNA.Sin
embargo, se integra al genoma de las células ovaricas de las avispas parasitadas, utilizando
la maquinaria celular para su replicacidn. Estos virus poseen varios genes homodlogos a
nudivirus y baculovirus, entre los que se encuentran la RNA polimerasa viral y varios
componentes estructurales de los baculovirus (Rohrmann, 2013). Dada la presencia de
estos genes y luego de realizar estudios evolutivos de la familia, se hipotetiza que un
nudivirus parasitdé una avispa, y al menos una parte de ese genoma se integroé en el propio
material genético, permitiendo la aparicion de esta familia viral (Bézier et al, 2009, Jehle et

al, 2013).

Por otro lado dentro de los whispovirus se encuentra el white spot syndrome virus
(WSSV),agente causal del sindrome que da nombre al patégeno en varias especies de
crustdceos acuaticos. Presenta nucleocapsides envueltas similares a los viriones brotantes
de los baculovirus y junto a las demas familias virales, presentan regiones repetitivas en el
genoma, también similares a las encontradas en el genoma de los baculovirus, mas tres

genes homologos a dicho grupo de patégenos (Rohrmann, 2013).

Dado que todos estos virus poseen varios genes homodlogos, estarian
filogenéticamente relacionados, lo cual puede inferirse mediante un andlisisen base a
concatenados de las proteinas derivadas de los genes homdlogos (Figura 1.6) (Jehle et al,

2013; Bézier et al, 2014).
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Figura 1.6. Arbol filogenético construido utilizando el método supermatrix, analizando en simultdneo un
grupo de genes homélogos conservados presentes en nudivirus, baculovirus, nimavirus e hytrosavirus
(SGHVs). (Ref: Jehle et al, 2013)

Ciclo viral

INFECCION PRIMARIA — PER OS

En primera instancia es importante destacar que la trasmision y replicacién de los
baculovirus ocurre en el estadio larval de los insectos hospedadores. El principal mecanismo
de trasmisién es horizontal y ocurre por via oral o per os cuando las larvas ingieren alimento
contaminado con OBs, los cuales atraviesan el tracto digestivo hasta llegar al intestino
medio, lugar en donde ocurre la infeccion (Cory y Myers, 2003). Ademas de este mecanismo,
existe también la trasmision vertical, de menor prevalencia, que consiste en la trasmision a
la progenie. Se piensa que este mecanismo tuvo fines de supervivencia siendo una
estrategia de los virus para sobreponerse a largos periodos de ausencia de hospedadores
susceptibles, en donde la trasmisidén horizontal estaria impedida (Cory y Myers, 2003). En

este caso, solo las particulas virales subletales tiene la capacidad de ser trasmitidas de
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manera vertical, permitiendo la sobrevida de la larva hospedadora. Este tipo de trasmisiéon
ocurre mediante transmisién transovarica o por contaminacién en la superficie de los
huevos por parte de parentales infectados, siendo el primer mecanismo mencionado el

mas frecuente (Virto et al, 2013).

La trasmisidn horizontal por ingesta ocurre en el intestino medio de las larvas que
ingirieron los OBs. El tracto gastrointestinal de los insectos estd compuesto de tres
secciones: anterior, media y posterior. En lepiddpteros, la seccidn anterior estd involucrada
en la captacién, almacenamiento y procesamiento fisico del alimento. Esta separado de la
secciéon media por una valvula. En el intestino medio es donde ocurre la digestién de los
alimentos y estd cubierta por una membrana peritréfica (PM). Esta membrana es una capa
de quitina y glicoproteinas que recubre esta seccion del intestino. Aunque es
estructuralmente diferente a las secreciones mucosas del tracto digestivo de los
vertebrados, su funcidn es similar. Comprende una barrera fisica, protegiendo al epitelio
del intestino medio de particulas de alimento abrasivas, enzimas digestivas y patdégenos
infectivos per os, como es el caso de los baculovirus. También es una barrera bioquimica,
secuestrando y/o inactivando algunas toxinas ingeridas. Por dltimo, la PM
compartimentaliza el proceso digestivo, facilitando la eficiente adquisicién de nutrientes.
Su estructura consiste en una matriz de fibras de quitina unidas entre si por proteinas
especificas. Los glicanos completan el espacio intesticial, creando una especie de tamiz
molecular, cuyas propiedades dependen del contenido idnico y del pH (Hegedus et al,
2009). En cuanto al epitelio del intestino medio, las células mdas abundantes son
columnares, con bordes tipo cepillo, adyacente al lumen intestinal. En la base del epitelio
hay células regenerativas, que reemplazan a células epiteliales dafiadas y desprendidas.

Ademads, estan presentes células de Golbet, responsables de la regulacién del pH.

Retomando la infeccidn per os, los OBs que alcanzaron el lumen del intestino medio
se encuentran en un ambiente con pH basico, entre 10-12 (Dow, 1992). Esta condicidn
sumada a la accién de proteasas intestinales permite la hidrélisis del calyx del OB y de la
proteina mayoritaria de los cuerpos de oculsidn, liberando asi los viriones derivados de los

cuerpos de oclusidon, ODVs, que son las particulas virales infectivas (Terra y Ferreira, 1994).
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Teniendo en cuenta la fisiologia del organismo infectado, la primera barrera para este tipo
de patégenos es la membrana peritréfica. No se sabe con exactitud como los baculovirus
superan este obstaculo, pero se han encontrado en algunas especies a las metaloproteasas
VEFs (ver Morfologia — Cuerpos de oclusién) asociadas al OB, que hidrolizan factores
especificos de la PM, facilitando el transito hacia las células epiteliales. Por otro lado, los
viriones podrian alcanzar las microvellosidades intestinales durante el proceso de muda del
insecto, ya que allila membrana peritrofica es liberada durante la ecdisis, y por ende, dejaria

de ser una barrera para la infeccion (Washburn et al, 1995).

Una vez los ODVs se encuentran con las células columnares del epitelio intestinal,
ocurre la fusidn de las membranas mediada por interacciones especificas con receptores
presentes en el sector apical de las células, resultando en la liberacidn de las nucleocdpsides
dentro del citoplasma celular(Adams y McClintock, 1991; Horton y Burand, 1993; Haas-
Stapleton et al, 2004). Dicha interaccion es especifica y esta mediada por factores presentes
en la envoltura de los ODVs, productos de un grupo de genes denominados pifs, per os
infectivity factors. Estos genes pueden ser eliminados del genoma viral, no afectando la
infeccion viral en células in vitro ni tampoco la infeccidén mediada por inyeccidn de particulas
virales en el hemocele del insecto. Sin embargo, si se afecta la infeccidén per os, impidiendo
el proceso infectivo del virus. Los pifs presentan ortélogos dentro de toda la familia
Baculoviridae (Kikhno et al, 2002; Miele et al, 2011). Mas adelante se profundizara en esta
familia de genes. Existen también otras proteinas presentes en la envoltura del ODV de
ciertas especies de baculovirus que presentan dominios de unién a quitina, cuyo rol es
similar al de las proteinas PIFs, pero facilitando la infeccién primaria por otros mecanismos.
Las microvilli de las células epiteliales y las células traqueales presentan una enzima que
cataliza la sintesis de quitina, principal componente de la PM, por lo que, los dominios de
unién a quitina facilitarian la interaccién de los ODVs con las membranas celulares,
promoviendo el acercamiento necesario para el encuentro y posterior fusiéon de

membranas (Rohrmann, 2013; Zhu et al, 2013) (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Ciclo de infecciéon en hospedador. En primer lugar, un lepiddptero ingiere OBs, que transitan el tracto
digestivo hasta llegar al intestino medio (1). Las condiciones alcalinas presentes en este érgano generan la hidrodlisis
de las proteinas del OB, liberando al lumen los ODVs (2). Las particulas virales atraviesan la membrana perotrdfica
por la accion de VEFs (en algunos casos) o por accidn de proteasas bacterianas empaquetadas en los Obs (3) para
encontarse con las microvellosidades de las células columnares del epitelio intestinal. Aqui ocurre la interaccién
especifica mediada por proteinas PIFs presentes en la envoltura del ODV, hecho clave para el ingreso de las
particulas infectivas al citoplasma (4). Una vez ingresadas, las nucleocapsides promueven la sintesis de filamentos
de actina para ingresar al nucleo y dar comienzo a la sintesis de las proteinas tempranas o para llegar al sector
basolateral de las células y brotar gracias a la expresidon de las proteinas necesarias sintetizadas a partir de las
nucleocdapsides que alcanzaron el nucleo (5). A partir de alli comienza la infeccién secundaria, con la brotacién de
los primeros BVs. Con la ayuda de los vFGF, se degrada la membrana basal, permitiendo el encuentro de los BVs
con las células traqueolares (6). La infeccidon se propaga luego a la hemolinfa, cuerpo graso, dando lugar a la
infeccion generalizada del organismo, gracias a la continua generacién de BVs por parte de las células infectadas
(8). Una vez avanzada la infeccidn, y gracias a la expresion de las proteinas tardias y muy tardias, comienza la
generacion de nuevos ODVs y ensamblaje de nuevos OBs dentro del ndcleo (9). Luego de la lisis de las células,
quedan disponibles los OBs para dar comienzo a un nuevo ciclo infectivo.

Una vez dentro del citoplasma, las nucleocapsides promueven la sintesis de los

filamentos de actina mediante la accién de la proteina VP78/83 presente en su extremo
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apical. La misma es una proteina tipo WASP [Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASP)-like
protein], factor que promueve la nucleacién de la actina (Lanier y Volkman, 1998; Machesky
et al, 2001; Goley et al, 2006; Ohkawa et al, 2010; Au et al, 2013). Si bien no esta del todo
esclarecido, existe evidencia experimental que sugiere que la translocacién al nucleo se da
a través de los poros nucleares (Ohkawa et al, 2010). Luego se da comienzo a la expresidon
de los genes virales inmediatamente tempranos por accidon de la RNA polimerasa Il del
hospedador, llevando a una cascada de sefiales que conllevan a la generacion de la primera
progenie viral de fenotipo brotante (BVs). A partir de alli, este fenotipo temprano sera el

responsable de la infeccion sistémica en el hospedador (Figura I.7).

INFECCION SECUNDARIA — SISTEMICA

Con la translocacién del DNA viral al nucleo se genera la primera progenie viral del
fenotipo brotante. Los BVs tienen la capacidad de infectar varios tejidos del insecto, como
ser traqueoblastos, hemocitos y cuerpo graso. El ingreso a las células es mediante receptor,
endocitosis y fusion de la envoltura viral con la membrana endosomal mediada por pH acido
(Volkman y Goldsmith, 1985; Blissard y Wenz, 1992; Leikina et al, 1992). Como se ha
mencionado previamente, la envoltura de los virus brotantes es derivada de la membrana
plasmatica de las células. Durante el proceso de sintesis de proteinas virales, las proteinas
ENV, aquellas que formaran parte de la envoltura de los BVs, son direccionadas a la
membrana plasmatica en forma de parches. Para el caso del Grupo | de NPVs, estas
proteinas incluyen GP64 y Proteina F, mientras que los miembros del Grupo Il sélo cuentan
con la proteina F (Blissard y Rohrmann, 1989, Pearson et al, 2000; Pearson et al, 2001). Los
BVs que brotan de las células conteniendo las proteinas ENV, son capaces de infectar células

vecinas, mediada por la actividad fusogénica de dichas proteinas.

A pesar de que gp64 es encontrado sélo en los miembros de alphabaculovirus del
Grupo |, la secuenciacion completa del betabaculovirus Diatraea saccharalis GV (DisaGV)
permitié encontrar un gen ortélogo a gp64 en su secuencia codificante. Es el primer caso
reportado hasta el momento de un granulovirus conteniendo este gen. Estudios realizados
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de complementacion de mutantes en ACMNPV knockout para el gen gp64, demostraron la
actividad de la proteina codificada por el gen de DisaGV, ya que produzco la correcta
amplificacién viral en células susceptibles. Se postula que dicha secuencia fue adquirida por
algun ancestro a partir de un alphabaculovirus del grupo | y podria complementar la
actividad de la proteina F, favoreciendo y acelerando la dispersién del virus dentro de su

hospedador (Ardisson-Araujo et al, 2015).

Una vez producida la progenie de BVs, brotan de las células epiteliales para atravesar
la ldmina basal y continuar con la infeccidn sistémica. La lamina basal es una matriz fibrosa
compuesta por glicoproteinas que rodea el epitelio del intestino medio, siendo una barrera
para infecciones sistémicas (Figural.7). Se sabe que traqueobastos o células del epitelio de
la traquea tienen proyecciones dentro de la [dmina basal, estando susceptibles a la infeccién
por la progenie viral BV. De hecho, el sistema traqueal es el que primero se infecta, y a partir
del cual, se continta con la infeccion sistémica (Engelhard et al, 1991; Volkman 2007).
Ademas del sistema traqueal, los hemocitos y epitelio muscular también son infectados, por
lo que existe algun mecanismo a través del cual los BVs atraviesan la ldmina basal (Flipsen
et al, 1995). Evidencia experimental sugiere que dicha barrera se veria afectada por
actividad de una proteina codificada por los baculovirus que infectan lepiddpteros (NPVs 'y
GVs), homologa al factor de crecimiento de fibroblastos (fgf), denominada vFGF.Se supone
gue este factor ayuda a la infeccién permeabilizando la membrana basal por dos
mecanismos; por un lado, vFGF proveniente de células epiteliales infectadas, se libera a la
[dmina basal atrayendo células traqueolares para que estén cercanas y asi facilitar la
infeccion. Por otro lado, este factor activa receptores especificos presentes en las célula
traqueolares, iniciando una cascada de senales que desembocan en la produccién y
liberacion de metaloproteasas, y luego activando efectores caspasas que degradan los
componentes de la ldmina basal, facilitando el transito de las particulas BVs para infectar
los tejidos mencionados (Detvisitsakun et al, 2007, Means y Passarelli, 2010). Una vez
infectado el sistema traqueolar, nueva progenie viral infectara tejidos del hemocele, y asi,
a los hemodcitos, células que alcanzan el sistema circulatorio y que son responsables de la

inmunidad del insecto, por lo cual, la defensa del hospedador se ve afectada (Figura 1.7).
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Diseminada la infeccion, se produce una abundante generacion de progenie viral en
el cuerpo graso (Dean et al, 1985). Esta estructura que actia como el higado del insecto, es
un o6rgano amorfo localizado a lo largo de todo el animal y es el responsable del
metabolismo y almacenamiento de azlcares y lipidos, como asi también de la produccién
de vitelogenina (proteina mayoritaria del huevo). Como es sabido, los virus son entidades
bioldgicas que se diferencian de los organismos por su incapacidad de almacenar y producir
energia, aunque la requieran para asegurar su supervivencia. Es por ello que no es extrafio
que las células mas ricas en energia se transformen en el principal productor de progenie

viral en el insecto infectado.

Dado que los distintos baculovirus presentan diferentes tropismos celulares, el
patrén de la infeccién es dependiente del patégeno y del hospedador en cuestidn. Los mas
promiscuos son los NPVs que infectan lepidépteros, puesto que la infeccion comienza en el
intestino medio y luego se disemina a la matriz traqueal y los hemocitos, al tejido adiposo,
a la epidermis, al tejido muscular, glandular, reproductivo y nervioso. Los NPVs que infectan
himendpteros y dipteros concentran su tropismo en el intestino medio, pudiéndose
extender en algunos casos a los hemocitos. En tanto, los GVs presentan alta variabilidad en
los tejidos que infectan, aunque generalmente no suelen extenderse hasta el tejido

muscular y el nervioso (Sciocco de Cap et al, 2001).

A medida que avanza la infeccidn sistémica, dentro de una determinada célula
siguen expresandose genes especificos virales. Pasadas las 20 horas, comienza la expresién
de los genes tardios y muy tardios, entre los que se encuentran los genespoliedrina y p10.
Ademas, comienza el ensamblaje de los ODVs en el nucleo, envolviendo nucleocapsides con
una membrana nuclear modificada (Ver Morfologia — Cuerpos de Oclusion). La proteina
Poliedrina se acumula en el nucleo, asocidndose con los ODVs en formacion para dar lugar
a los OBs. Luego, la proteina P10 forma estructuras tipo tubos que atraviesan el nicleo y el
citoplasma, ademas de estar involucrada en la correcta formaciéon de la envoltura del
poliedro (Patmanidi et al, 2001; Carpentier et al, 2008). Los OBs se acumulan en el nucleo,
y luego, por ruptura de las membranas, se liberan (Figura I.7). Finalmente, debido al avance

de la infeccion el insecto muere. En el caso particular de las infecciones poliorganotréficas,
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donde también se afecta la epidermis como sucede en los NPVs, se produce la lisis del
tegumento y la liberacién de los OBs al ambiente. Estos procesos de licuefaccion tisular y
ruptura de la cuticula son facilitados por la interaccion sinérgica entre la proteasa viral
catepsina o V-CATH y la quitinasa viral o ChiA (Ohkawa et al, 1994,; Slack et al, 1995; Hawtin
et al, 1997; Fukamizo et al, 2011). De este modo, se produce la contaminacion de la
superficie de las hojas y asi se asegura la posibilidad de nuevas infecciones sobre larvas que

se alimentan de las mismas (Figura 1.7).

EXPRESION GENICA DURANTE EL CICLO VIRAL

Los genes de los baculovirus se transcriben de manera temporal y este proceso esta
muy regulado por mecanismos derivados de la infeccidn y por proteinas del hospedador y
virales. Este modo de expresidn génica gradual asegura la disponibilidad de los productos
génicos requeridos para el progreso correcto de la infeccién a la siguiente etapa. Los
baculovirus expresan sus genes en tres fases sucesivas: temprana, tardia y muy tardia. Los
genes tempranos son transcriptos por la RNA polimerasa |l del hospedador antes del inicio
de la replicacion del DNA viral, proceso que, por obvias razones, ocurre en el nucleo celular.
Muchos productos de los genes tempranos son necesarios para la expresion de genes
tardios, lo que asegura la cascada transcripcional requerida para el desarrollo de la
infeccion. El progreso a la trascripcién de los genes tardios se correlaciona con la
interrupcion de la expresion de los genes tempranos y celulares. Sin embargo, algunos
genes virales contienen promotores con secuencias caracteristicas de los genes tempranos
y tardios, asegurando la expresidon de los mismos en todo el ciclo infectivo (Passarelli y

Guarino, 2007).

Los promotores de los genes tempranos en su mayoria contienen el elemento TATA
box y, en algunos casos, un iniciador de la transcripcion (INR) especifico. Esto permite la
transcripcion por parte de la RNA pol Il (Friesen, 1997). Dentro de este grupo de genes,

existe una subdivisién en: genes inmediatamente tempranos (immediate early, ie) y genes
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tempranos retardados (delayed early, de). Los genes ie no requieren factores virales para
su expresion, mientras que los genes de requieren de la transactivacién de un producto IE.
El mas conocido es el gen ie-1 (immediate early 1), codificado por baculovirus que infectan
lepidopteros y que da lugar a una proteina que funciona de factor de transcripcién para
varios genes tempranos retrasados, los que codifican para proteinas indispensables para la

replicacion viral y para la transcripcion de los genes tardios (Bilen et al, 2007).

Durante esta etapa temprana el ndcleo celular infectado se expande e hipertrofia,
generandose una regién interna granular y electrodensa que se denomina estroma
virogénico (Figura 1.7) y que es el sitio donde sucede la transcripcidn, replicacién y

encapsidacion viral (Harrap, 1972; Young et al, 1993).

Luego de la replicacidn, ocurre la expresion de los genes tardios. Se ha demostrado
la existencia de una RNA polimerasa viral, responsable de dicha transcripcién. Los genes
tardios comienzan a aparecer entre las 6-24 horas post infeccién (hpi) y los muy tardios
entre las 18-72 hpi, tiempo que se correlaciona con la sintesis de los BVs y ODVs
respectivamente (Berreta et al, 2013). Algo destacable es que es necesario el evento de
replicacion para la expresion de los genes tardios. Cuando se inhibe la sintesis de DNA (por
ejemplo con afidicolina), también se inhibe la trascripcién de estos genes (Rice y Miller,
1986). Por lo tanto, los genes involucrados en la replicaciéon también serian necesarios para
la transcripcidn de los genes tardios, por lo que se conocen como factores de expresion
tardia, late expression factors (lefs). También hay otro factor necesario llamado vif-1 (very

late factor - 1).

Se ha visto que los genes tardios tienen un promotor con motivo conservado TAAG
y son transcriptos por la RNA polimerasa viral, compuesta por los core genes lef4, lef8, lef9
y p47 (Passarelli y Guarino, 2007). Los transcriptos mds abundantes corresponden a los
genes muy tardios poliedrina y p10. Esto se debe a la presencia de una secuencia rica en AT
presente entre el promotor TAAG y el coddn de inicio, a la que se une la proteina VLF-1,
potenciando la transcripcion (Yang y Miller, 1999). Los genes tardios y muy tardios codifican

proteinas estructurales de los ODVs y OBs, entre las que se encuentran las proteinas PIFs,
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todas con la presencia del promotor tardio TAAG y con evidencia de la presencia del

transcripto en momentos tardio del ciclo infectivo (Chen et al, 2013).

Rango de hospedador

El rango de hospedador esta determinado por la capacidad de un virus de ingresar
a las células de un determinado organismo, replicar su genoma, ensamblar nuevas

particulas virales y liberar progenie infectiva (Thiem y Cheng, 2009).

Existen factores tanto del virus como del hospedador que median la susceptibilidad
a la infeccidn. De entre ellos podemos destacar la presencia de proteinas especificas en la
envoltura de los baculovirus, como asi también, los receptores especificos en los
hospedadores. Ademads es necesaria la presencia de proteinas con funcién antiapoptodticay

factores de los hospedadores.

Como se ha mencionado anteriormente, los baculovirus reciben su nombre de
acuerdo al organismo desde el cual se aislaron. Esto se debe a que en los inicios se
consideraba que el rango de hospedador se limitaba exclusivamente a dicha especie. Sin
embargo, esto no es asi, resultando ser algunas especies virales mas estrictas y otras mas
promiscuas. A pesar de la existencia de algunos baculovirus con un rango de hospedador
mas amplio, en lineas generales esta familia viral se caracteriza por ser estricta en este
aspecto. Los virus estan restringidos a un orden de hospedadores susceptibles, y la mayoria

de los virus, a una Unica familia y muchos, a una uUnica especie o especies relacionadas.

Ya se ha mencionado el mecanismo de ingreso de las particulas virales una vez
ocurrida la ingesta de los OBs. Luego de la hidrdlisis de la proteina mayoritaria que recubre
los ODVs, poliedrina o granulina, y del traspaso de las particulas virales por la membrana
peritrofica, se produce la fusiéon entre la membrana de la envoltura de los ODVs y de las
células apicales del intestino medio, tal y como se explicd anteriormente. Dicha interaccidn
ocurre si y solo si estan presentes las proteinas especificas virales que lo permiten. Dichos

polipéptidos se conocen como PIFs, por sus siglas en inglés Per os Infectivity Factors y estan
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codificadas por genes pertenecientes a la familia de los core genes. La ausencia de al menos
una de estas proteinas en la envoltura de los ODVs deriva en la pérdida de susceptibilidad
a la infeccién por ingesta. Si bien todos los genes que codifican para estas proteinas son
parte del grupo de genes compartidos en toda la familia, presentan diferencias de
secuencias, lo que se traduce en cambios aminoacidicos responsables de la especificidad

por los diferentes hospedadores. Mas adelante se retomara este grupo de proteinas.

Se sabe que existen receptores especificos en la membrana de las células
intestinales que son los responsables de generar la interaccion especifica con las proteinas
PIFs. No se conoce con exactitud cudles son, pero se han realizado varios estudios en NPVs,
y se concluyd que los ODVs se unen a receptores especificos y que diferentes virus se unen
a diferentes receptores (Horton y Burand, 1993; Haas-Stapleton, 2004, ; Haas-Stapleton,
2005; Ohkawa et al, 2005). Los ensayos se realizaron con vesiculas generadas a partir de
microvellosidades epiteliales del intestino de las larvas, conocidas como BBMV (brush
border membrane vesicles), logrando demostrar la presencia de receptores especificos

responsables de dicha interaccién (Horton y Burand, 1993).

El otro fenotipo viral, BV, responsable de la infeccion sistémica, también ingresa a
las células mediante actividad fusogénica de las proteinas ENV. Los viriones BV pueden
ingresar hasta en células de mamiferos, indicando que el mecanismo no estaria involucrado
en la definicién del rango de hospedador (Boyce y Bucher, 1996; Condreay y Kost,
2007).Aunque existen trabajos que demostrarian que la interaccién de los BVs con las
células seria una limitante (Rahman y Gopinathan, 2003; Katou et al, 2006), la mayoria de
la evidencia experimental avala queel correcto desarrollo de la infeccidn viral a nivel de
cultivo celular estaria determinado por la replicacion del genoma y no por el ingreso de las
particulas virales. Asi, estudiando las interacciones de diferentes baculovirus en lineas
celulares, se lograron encontrar seis genes que afectarian el rango de hospedador a nivel
celular. Los mecanismos que se verian afectados tienen que ver con el transporte al sitio de
replicacion, la expresidn de genes virales y la generacion de progenie viral (Thiem y Cheng,
2009). Dentro de estos genes, el mas estudiado y con una funcién bien descripta es p35.

Cuando esta secuencia es delecionada del genoma de AcMNPV, se reduce mucho la
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capacidad de infeccién en la linea celular Sf21 y de infeccion en larvas de Spodoptera
frugiperda (Clem et al, 1991, Hershberger et al, 1992; Clem y Miller, 1993; Clem et al, 1994).
En células Sf21, linea celular derivada de Spodoptera frugiperda, se recupera la capacidad
infectiva cuando al virus sin p35 se le insertan secuencias codificantes de genes supresores
de apoptosis, conocidos como genes inhibidores de apoptosis (iap) provenientes de otra
especie de baculovirus (Crook et al, 1993). Esto sugiere que la proteina P35 tiene su aporte
en el rango de hospedador inhibiendo apoptosis de las células infectadas. En cuanto a la
infeccidn en larvas, también se reduce cuando el mismo polipéptido estd ausente. Esto se
debe por la eliminacién mediante apoptosis de las células infectadas del intestino medio
antes de poder trasmitir la infeccién a las células siguientes y poder lograr la infeccién
sistémica (Washburn et al, 2003). La proteina P35, o la proteina relacionada P49, estan
presentes en pocas especies de baculovirus. Pero los genes iap, otros factores
antiapoptoéticos no relacionados, estan presentes en la mayoria de los baculovirus como asi

también en células de mamiferos, en una o mas copias (Clem y Duckett, 1997).

En resumen, el rango de hospedador esta dado por factores presentes en ambos
fenotipos virales, siendo los mas restrictivos aquellos relacionados con las proteinas PIFs
presentes en la envoltura de los ODVs y sus receptores especificos en las células del epitelio
intestinal. Ademas, existirian otras proteinas virales que facilitan o potencian la infeccién
una vez que se logra la infeccion primaria, y que en algunos casos, su ausencia restringiria

la infeccion del virus en un hospedador susceptible.

PROTEINAS PIFS

Las proteinas PIFs (Per os Infectivity Factors) son aquellas que son parte de la
estructura del fenotipo tardio u ODV, y cuya ausencia transforma al patégeno en no
infectivo por ingesta. Sin embargo, estas proteinas no intervienen en la infeccidn sistémica
producida por el fenotipo temprano o formas brotantes, dejando intacta la infeccion célula-
célula. Por ende, la inyeccidn de viriones en el hemocele produce infeccién. Todos estos
polipéptidos son parte estructural de la membrana del ODV, las cuales pueden ser
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separadas de las proteinas de la nucleocapside por solubilizacion con detergentes tales
como el Nonidet P-40 (NP-40) (Pan et al, 2005). Otra caracteristica de este grupo de
proteinas es la presencia de ortélogos en todos los miembros de la familia Baculoviridae.
Ademas, varios de los sietepifs descriptos hasta el momento presentan, también,
homodlogos en otras familias virales relacionadas (Tabla I. 6) (Wang et al, 2011; Jehle et al,
2013; Bezier et al, 2014).Esta informacién denota la importancia bioldgica de este grupo de
genes, y por eso la amplia distribucidn en las familias virales relacionadas. Los miembros
representados en la tabla de la familia Nudiviridae presentan homadlogos de los 7 pifs y de
la proteina VP91/95, mientras que las otras familias presentan sélo algunos. Esto coincide
con la relacion filogenética indicada previamente (Figura 1.6), siendo los nudivirus los mas
cercanamente relacionados. Ademas, este alto nivel de conservacidon en tan diversos
genomas de invertebrados sugiere que el proceso mediado por estas proteinas y sus

interacciones fueron conservadas durante la evolucion.

Cabe mencionar que en la tabla 1.6 se ha incorporado a la proteina VP91/95 porque
podria considerarse un nuevo miembro de la familia de genes pifs. Mas adelante se

detallara al respecto.

Baculovirus Hytrosavirus Nudivirus Nimavirus Bracovirus*

AcMNPV GpSGHV MdSGHV OrNV GbNV HzNV-1 WSSV CcBV  CiBV
pif-0/p74 138 1 39 126 45 11 115 Ccp74 Cip74
pif-1 119 102 29 60 52 55 209 - Cipif-1C
pif-2 22 53 89 17 66 123 35 - Cipif-2
pif-3 115 76 106 107 3 88 306 Ccpif-3 -
pif-4 96 - - 33 87 103 - Ccpif-4 Cipif-4
pif-5 148 - - 115 5 76 - Ccpif-5 Cipif-5
pif-6 68 - - 72 55 74 - - -
VP91/95 83 - - 106 2 46 - - Civp9l

Tabla 1.6. Homoélogos de los genes per os infectivity factors en otros virus de invertebrados relacionados.
EN la tabla se indica el nimero de ORF correspondiente a cada organismo. Se incorporo la informacién
correspondiente a la proteina VP91/95 ya que podria ser considerada como un nuevo PIF.

(*) Genes presentes en el genoma del hospedador del bracovirus.
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PIF-0/P74

La primera proteina viral considerada como esencial para la infeccidon oral de
baculovirus fue P74, la cual forma parte del ODV y se encuentra presente en todos los
baculovirus de secuencia conocida. Esta particularidad fue determinada mediante el analisis
de virus carentes del gen p74, los cuales mostraron un fenotipo no infectivo de los OBs por
via oral (Kuzio et al, 1989; Faulkner et al, 1997). Actualmente también se la reconoce como

PIF-O.

Esta proteina es la Unica con homdlogos en todos los virus de invertebrados
relacionados citados previamente (Tabla I.6), lo cual sugiere la existencia de la misma antes

de la diversificacidon de estos virus de invertebrados.

La primera evidencia experimental que asocia a P74 con la infectividad per os fue en
el aflo 1989, en donde se analizaron virus AcMNPV carentes del gen productor de esta
proteina con respecto a la infectividad de los OBs, realizando ensayos de infectividad en
larvas de Trichoplusia ni. Los resultados demostraron que con las dosis tratadas se perdia la
capacidad infectiva por ingesta, no viéndose afectada la produccién de particulas virales en
cultivo de células de T. ni (Kuzio et al, 1989). Luego, se realizaron ensayos inyectando ODVs
generados a partir de virus p74knockout directamente en el hemocele de larvas,
obteniendo una infeccion equivalente a la producida por los virus wild type (Faulkner et al,
1997; Zhou et al, 2005), demostrando otra caracteristica asociada a los genes pifs: no tienen

efecto en la infeccidn sistémica.

A partir de alli, se realizaron ensayos en otras especies baculovirales, evaluando la
funcién de P74 con la infeccidon primaria, utilizando virus knockout para este gen,

demostrando dicha actividad (Hill et al, 1993; Rashidan et al, 2003; Yao et al, 2004).

En cuanto a su localizacién, se ha demostrado que forma parte de la estructura de
los ODVs pero no de los BVs (Faulkner et al, 1997; Slack et al, 2001, Perera et al, 2007; Song
et al, 2008; Xu et al, 2011; Wang et al, 2011; Hou et al, 2013, Torres Braconi et al, 2014;
Zhang et al, 2015). Ademas, ensayos de generacion de quimeras con GFP (Green Fluorescent
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Protein), evidenciaron que la proteina se ancla a la envoltura de los ODVs por su porcion
carboxilo terminal, quedando expuesta al exterior la porcién amino terminal (Slack et al,
2001). Por otro lado, se mostré que P74 se une con tejidos del intestino medio, mediante
ensayos con vesiculas derivadas de las microvellosidades (BBMV) (Yao et al, 2004, Haas-
Stapleton et al, 2004). Sumado a esta evidencia, ensayos con virus knockout para p74 vy
marcacién por GFP demostraron, mediante microscopia confocal en el tiempo vy técnicas
de captura de imagenes in vivo, que P74 es responsable de la unidn de los ODVs a las
microvellosidades (Mu et al, 2014). Por otro lado, a través de ensayos de pull-down con P74
se logré aislar una proteina de 30-35 kDa derivada de las BBMV del hospedador S. exigua,
probable receptor en las células epiteliales, pero no estd presente en las microvellosidades
de otros hospedadores (Zhou et al, 2005). Ademas, por su pequeiio tamafio, se puede
suponer que no es una intregrina, factores presentes en los hospedadores que funcionan
de receptores para el ingreso de otros virus, como es el caso de los rotavirus y su ingreso

en células del intestino humano (Lopez y Arias, 2004).

Por otro lado, se demostré que es necesario el clivaje especifico de una porcion
amino terminal de la proteina P74 para que ocurra la infeccidn primaria. Se encontrd un
sitio de reconocimiento para tripsina conservado en todos los homdlogos de p74 de la
familia Baculoviridae, indicando el lugar en donde ocurre la protedlisis (Slack y Lawrence,
2005; Slack et al, 2008). La activacién de proteinas por clivaje fue documentada también en
otros entomopatdgenos, como ser en Bacillus thuringiensis (Rukmini et al, 2000). El
intestino de lepiddpteros es rico en tripsinas (Johnston et al, 1991; Terra y Ferreira, 1994;
Oliveira et al, 2005; Pereira et al, 2005) y es probable que los virus hayan evolucionado para
aprovechar este ambiente. Ademas, se encontraron serin-proteasas asociadas a los OBs, vy,
como los OBs producidos por lineas celulares no las contienen, se supone que los virus se
asocian con proteasas especificas del hospedador y las toman como parte de la estructura
del OB (Eppsteiny Thoma, 1975; Eppsteinet al, 1975; McCarthy y DiCapua, 1979). Ya sea la
proteasa enddgena o aquella presente en el lumen del intestino estaria involucrada en la
activacion de P74. Recientemente, se ha reportado un segundo clivaje en P74, que genera

dos dominios que permanecen asociados a la envoltura viral, el carboxilo terminal (Ct) y el
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amino terminal (Nt). De hecho, este clivaje ocurre antes que se terminen de liberar los ODVs
del OB, por lo que se sugiere que estarian involucradas proteasas enddgenas presentes en
la estructura del virus. Ademas, se comprobd que en los OBs derivados de lineas celulares,
este clivaje no ocurre (Peng et al, 2011). En el trabajo postulan que este clivaje es seguido
de una segunda protedlisis (la descripta previamente), indispensable para la activacion de
P74 y seria mediada por proteasas del hospedador. Esta nueva protedlisis seria en un sitio
especifico y deja anclada la porcion Ct a la membrana, pero la porcién Nt quedaria asociada
con enlaces no covalentes con la envoltura del ODV (Peng et al, 2011). Esto seria coincidente
con los experimentos realizados por Slack et al, 2010, en los que un fragmento soluble Nt
de P74 recupera el fenotipo infectivo per os de virus carentes de dicho gen, cuando se
producen OBs a partir de la infeccion en lineas celulares adecuadas con los virus knockout
para p74, y transfectando plasmidos que contienen la secuencia codificante para las

variantes truncadas de P74.

Aun restan muchos ensayos por hacer, sobre todo los que involucran la descripcién
y caracterizacion de los factores del hospedador involucrados en el reconocimiento
necesario para la fusion de las membranas. P74 seria uno de los componentes mas
complejos involucrados en dicho reconocimiento, debido a las modificaciones

postraduccionales que requiere en el lumen del intestino.

PIF-1

A partir de la caracterizacién de P74 y habiendo asociado su rol con la infeccién
primaria, se comenzaron a estudiar otras proteinas en relacidon a esta actividad. Asi, se
realizaron knockouts especificos o la evaluacion de mutantes naturales generados en cultivo
in vitro y se estudié la infectividad por via oral de aquellos viables, o sea, que no se veia

afectada la generacidn de BVs ni OBs en lineas celulares.

De esta manera se caracterizé en SpliMNPV un segundo gen cuyo producto proteico
también resultaba esencial en las mismas circunstancias (Kikhno et al, 2002). El mismo es el
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ORF 7 del fragmento Notl D, el cual presenta homodlogos en todos los baculovirus de
secuencia conocida, como el ORF 119 en AcMNPV (Ayres et al, 1994). Dadas estas
cualidades, el gen fue denominado pif, siendo esta denominacién el inicio de la
nomenclatura para agrupar a los genes cuyos productos proteicos presentaban similares
cualidades respecto a la infeccion via oral. Actualmente, a la proteina codificada por este

gen se la denomina PIF-1.

En los experimentos realizados para caracterizarla, se utilizdé un virus mutante
SpliMNPV carente del gen en cuestidon vy, al igual que con p74, la inyeccién en el hemocele
de virus producidos en cultivo celular (BVs y ODVs) fueron infectivos; en tanto,los OBs
derivados no ocasionaron infeccion por ingesta (Kikhno et al, 2002). Nuevamente ensayos
de complementacion de los mutantes, co-transfectando plasmidos conteniendo la
secuencia codificante para pif-1 con el genoma del virus mutante, produjo OBs capaces de
causar infeccién per os, demostrando que la pérdida de la actividad estaba ocasionada por

la ausencia de la proteina PIF-1 (Kikhno et al, 2002).

En AcCMNPV, pif-1 corresponde al ORF 119, dando lugar a una proteina de 60 kDa.
Estudios bioinformaticos determinaron un dominio transmembrana en la porcién amino
terminal (Krogh et al, 2001), similar a los dominios transmembrana de membrana nuclear
interna (INM motifs) existentes en las proteinas ODV-E66 y ODV-E25 que se encuentran en
la envoltura de los ODVs (Braunagel et al, 2004). Luego, se logré localizarla en la envoltura
de los ODVs de varias especies virales (Kikhno et al, 2002; Perera et al, 2007; Song et al,
2008; Xu et al, 2011; Hou et al, 2013, Torres Braconi et al, 2014; Zhang et al, 2015). Ademas
se determind que su ausencia disminuye en un 70% la unién y fusion de los ODVs con las
membranas de las microvellosidades (Ohkawa et al, 2005). Por otro lado, y como se
detallara mas adelante, es imprescindible para la formacion del complejo PIF (Peng et al,
2010). Estudios recientes mostraron que PIF-1 no seria responsable de la unién a la
membrana, pero si es necesaria para que ingresen las nucleocapsides, por lo que se postula
gue su actividad estd relacionada con otro evento necesario para la entrada, pero no la
unién (Mu et al, 2014). Con esta informacidn experimental, también se puede sugerir que

al ser un componente esencial del complejo PIF, que no esté la proteina impide la entrada
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de las nucleocépsides, por el simple hecho de no establecerse la estructura adecuada en el
contexto de infeccion primaria, por lo que podria ser, entonces, un componente
indispensable estructural o estar involucrado con un mecanismo posterior a la unién con

un receptor, funcién mediada por P74.

PIF-2

Al igual que para el caso anterior, una evaluacion de virus mutantes generados por
propagacion in vitro, permitié encontrar un nuevo factor indispensable para la infeccién per
os en SeMPNV, al que se llamé PIF-2 (Pijlman et al, 2003; Fang et al, 2006). Este gen
presenta homologia con el ORF 22 de AcMPNV y forma parte de los core genes,

caracteristica de todos los genes pifs.

Esta proteina de 44 kDa (en AcMNPV) también presenta un motivo transmembrana
en la regién amino terminal, conservado en todos los homdélogos, al igual que PIF-1 (Krogh
et al, 2001). Ademas, se logré identificarla como proteina presente en la envoltura de los
ODVs (Fang et al, 2006; Perera et al, 2007; Song et al, 2008, Wang et al, 2011; Xu et al,
2011; Hou et al, 2013; Torres Braconi et al, 2014; Zhang et al, 2015).

Como para el caso de PIF-1, se vio que la ausencia de PIF-2 disminuye
aproximadamente un 70% la unidn y fusién de los ODVs derivados de los mutantes a las
microvellosidades (Ohkawa et al, 2005). También resulta imprescindible para la generacién
del complejo PIF (Peng et al, 2010; Peng et al, 2012) y al igual que para el caso de PIF-1, no
estaria involucrado en la unién a las micrvellosidades, pero si es imprescindible para el

ingreso de las nucleocapsides (Mu et al, 2014).

PIF-3
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Siguiendo el mismo tipo de analisis, logrd caracterizarse un nuevo miembro en el
afio 2005, el ORF 115 de AcMNPV como PIF-3 (Ohkawa et al, 2005). Esta proteina de 23 kDa
también pudo se asociada con la envoltura de los ODVs (Perera et al, 2007; Song et al, 2008;
Xu et al, 2011; Hou et al, 2013; Torres Braconi et al, 2014; Zhang et al, 2015) y posee un
claro dominio transmembrana en la fraccién amino terminal, que funciona de sefial de
direccion nuclear, como para PIF-1 y PIF-2 (Song et al, 2007). Y al igual que las demas
proteinas PIFs, virus mutantes carentes del gen codificante producen progenie viral sin
cambios morfoldgicos e infectiva cuando es inyectada en el hemocele (Ohkawa et al, 2005).
A diferencia de PIF-0, PIF-1 y PIF-2, PIF-3 no esta involucrada con la unién y fusidn de los
ODVs con las membranas de las microvellosidades (Ohkawa et al, 2005); sin embargo, junto
con PIF-1 y PIF-2, conforman los componentes esenciales para la formacion del complejo

PIF (Peng et al, 2010).

PIF-4/19 k

Con la aparicion en el afio 1993 de un virus AcMNPV knockout para el gen de
poliedrina y knockin para un origen de replicacién en Escherichia coli de bajo nimero de
copias (MiniF) y de un casete especifico disefiado para la rapida incorporacidn de secuencias
heterdlogas al genoma basado en transposicion, se facilitd el estudio de sobreexpresiones
de diferentes proteinas, ya sea del virus o heterélogas (Luckow et al, 1993). Esto permitid,
también, poseer al genoma del llamado bacmido de AcMNPV (bMON14272) replicandose
en E. coli, facilitando las metodologias de modificacion del mismo. Asi, utilizando la
actividad de recombinacién de la proteina A Red del fago Lambda y disefiando primers
adecuados, se logré generar un bacmido AcMNPV knockout para el ORF Ac96 (Datsenko y
Wanner, 2000; Fang et al, 2009). Luego de recuperar la actividad poliedrina, incorpordndola
por transposicién al virus modificado, se obtuvieron OBs en lineas celulares carentes de
modificaciones morfoldgicas, pero sin la capacidad infectiva per os, al igual que ocurria con

los otros PIFs (Fang et al, 2009). Tampoco se vio afectada la producciéon de BVs y, cuando
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las particulas virales se inyectaron el hemocele, si resulté la infecciéon. Sumado a que Ac96
presenta homadlogos en todos los miembros de la familia Baculoviridae, se lo clasificé como
miembro del grupo de genes pifs, nombrandolo pif-4 (Fang et al, 2009). La proteina en
AcMNPV tiene un tamafio de aproximadamente 20 kDa y posee un claro dominio
conservado transmembrana en la regiéon amino terminal (Fang et al, 2009). Ademas, logré
asociarse con la envoltura del ODV (Xu et al, 2006; Perera et al, 2007;Hou et al, 2013; Zhang
et al, 2015). Junto a PIF-1, PIF-2 Y PIF-3, conforma el complejo PIF, pero no seria

indispensable para su generacion (Peng et al, 2010; Pengo et al, 2012).

PIF-5/0DV-E56

Esta proteina fue inicialmente estudiada por poseer un dominio conservado
transmembrana similar a las proteinas ODV-E66 y ODV-E25, involucrado en la
direccionalidad de las proteinas al nucleo, ya que las mismas forman parte de la envoltura
del ODV, el cual se genera dentro del nucleo (Hong et al, 1997). Asi se determind que la
proteina ODV-E56 formaba parte de la envoltura del ODV y que su dominio conservado
transmembrana en la regidn carboxilo terminal estaba involucrado en dicha localizacién
(Braunagel et al, 1996). Posteriormente, nuevos estudios de protedmica aseveraron la
localizacion en la envoltura del ODV y también su presencia en particulas BVs (Braunagel et
al, 2003; Deng et al, 2007; Perera et al, 2007;Wang et al, 2011; Xu et al, 2011; Hou et al,
2013; Torres Braconi et al, 2014; Zhang et al, 2015). En AcMPNV, esta proteina posee un
tamafio de 56kDa (Braunagel et al, 1996).

Con la realizacién de un andlisis de seleccidn positiva basado en bioinformatica, se
determinaron varios genes que podrian estar vinculados con la interaccion con el
hospedador (Harrison y Bonning, 2004; Harrison et al, 2010). Entre ellos se identificbaodv-
e56, por lo que se realizaron virus AcMNPV mutantes knockout para este gen
interrumpiendo la secuencia codificante con el gen B-galactosidasa (Sparks et al, 2011[A]).

Al igual que con los otros PIFs, la ausencia del mismo no afecté la morfologia de los OBs, la
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generacion de los BVs ni la de los ODVs. En tanto, la inyeccion de particulas virales en el
hemocele logré una infeccion comparable con el virus wild type, demostrando la no
afectacion de la infeccidn sistémica (Sparks et al, 2011[A]). Ademas, se comprobd que PIF-
5 no esta involucrada en la unién y fusién con las microvellosidades del epitelio intestinal,
ya que mutantes carentes en PIF-5 lograron adhesion equivalente que particulas ODVs wild
type (Sparks et al, 2011[A]). También fue identificado como gen pif en el virus BmNPV (Xiang
et al, 2011). Por otro lado, se determiné que tampoco formaria parte del complejo PIF, con
lo cual se postula que estaria trabajando sinérgicamente con el resto de las proteinas PIFs

para lograr la infeccion primaria (Peng et al, 2010; Peng et al, 2012).

PIF-6/Pr96

El ultimo gen pif identificado hasta el momento corresponde al pif-6. El interés en
su estudio se fundd en el desconocimiento de su funcidn biolédgica y en la pertenencia al
grupo de core genes, denotando la importancia evolutiva del mismo (Jehle et al, 2006 [A];
Miele et al, 2011). Asi comenzo el estudio particular de este gen. En principio se encontraron
dominios hidrofébicos conservados, posiblemente transmembrana que podrian evidenciar
el anclaje a la envoltura de las particulas virales (Ayres et al, 1994; Li et al, 2008). Ademas,
se logré encontrar a la proteina en fracciones de la envoltura de ODVs (Perera et al, 2007;Xu
et al, 2008; Xu et al, 2011, Hou et al, 2013). Por ello, se realizaron estudios del gen basados
en la generacién de virus mutantes carentes de parte del gen en AcMNPV y BmNPV,
delecionando parte de la secuencia codificante en la region carboxilo terminal. (Xu et al,
2008; Li et al, 2008; Li et al, 2011). En los estudios realizados en mutantes de AcMNPV, se
caracterizd un posible promotor temprano, pero por ensayos de western blot, la proteina
se encontraba en momentos tardios del ciclo. No se vieron afectadas las morfologias de los
OBs, BVs ni ODVs, y el unico efecto comprobado fue un aumento en el tiempo letal medio,
TLso (Li et al, 2011). Mientras que los ensayos en BmNPV caracterizaron al homélogo del

gen ac68 (pif-6), bm56, como tardio y con formacién de OBs sin viriones ODVs, afectandose
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la infeccion por ingesta (Xu et al, 2008). Sin embargo, ambas construcciones mutantes
afectaban secuencias génicas adyacentes, ya que el gen en cuestidon se encuentra solapado
en sentido contrario al gen lef-3. Ademads, uno de los ensayos también afectd la secuencia
promotora de otro gen, ac69. Estudios mas recientes, que contemplaron el orden génico
caracteristico de esta region, en el que se complementd al virus mutante AcMNPV con la
secuencia codificante del gen lef-3 y/o ac68, permitieron demostrar que ac68 no interfiere
en la morfogénesis de las particulas virales, ni en la replicacidon correcta del DNA viral, pero
si se ve afectada la infeccion primaria. Por ello se lo clasific6 como pif-6, ya que contiene

todas las caracteristicas de este grupo de genes (Nie et al, 2012).

VP91/P95 — ¢PIF-7?

La proteina VP91 o P95 fue caracterizada como una proteina tardia que se asocia a
la envoltura de los ODVs y a las nucleocapsides, como asi también fue detectada en
particulas BVs (Russell y Rohrmann, 1997). Estudios posteriores demostraron que la misma
se encuentra en la envoltura de los ODVs de varias especies baculovirales (Braunagel et al,
2003; Perara et al, 2007; Xu et al, 2011; Wang et al, 2011; Hou et al, 2013; Torres Braconi
et al, 2014; Zhang et al, 2015), pero no han logrado localizarla en la envoltura de los BVs
(Braunagel et al, 2003; Wang et al, 2010; Hou et al, 2013). Ademas, forma parte de los core
genes (Miele et al, 2011; Xiang et al, 2013). Analisis bioinformaticos demostraron la
existencia de un dominio conservado hidrofébico transmembrana en la regiéon amino
terminal y se lograron identificar dos dominios funcionales: VP91 _N, en la regién amino
terminal; y ChtBD2, dominio de unién a quitina presente sdlo en los géneros virales Alpha
y Gamma (Xiang et al, 2013). Este dominio de unidn a quitina tipo Il (CBD Il), fue encontrado
también en otras proteinas presentes en la envoltura del ODV, conocidas como 11K
proteins. En AcMNPV se conocen dos genes que codifican para polipéptidos pertenecientes

a este grupo, ac145 y ac150, que potencian la infeccion por via oral, dado que mutantes
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knockouttuvieron menos potencia infectiva (Lapointe et al, 2004). Por otro lado, la proteina

VP91/P95 fue caracterizada como parte del complejo PIF (Peng et al, 2012).

Para dilucidar la funcién bioldgica de la proteina VP91/P95 en el ciclo infectivo, se
intentaron generar virus knockout, no logrando la produccién de particulas BVs en cultivo.
Por lo tanto, para el estudio de la actividad fue necesario generar los mutantes basados en
el sistema de bacmido de BmNPV y recombinacion homdloga en E. coli (Xiang et al, 2013).
Asi logré determinarse que la proteina en cuestidon no esta involucrada en el correcto
desempeiio de las replicacién viral pero es indispensable para el adecuado ensamblaje de
las nucleocapsides, y por ende, de la morfogénesis de los viriones BVs y ODVs (Xiang et al,
2013; Zhu et al, 2013). Por otro lado, se realizaron estudios de rescate de mutantes, a los
que se les otorgod diferentes versiones truncadas de la proteina delecionada, demostrando
en AcMNPV que el dominio Il CBD de la proteina VP91/P95 no estd involucrado en la
correcta morfogénesis de los BVs y ODVs, pero es esencial para la infeccidn por ingesta (Zhu
et al, 2013). Dado que esta proteina es parte del complejo PIF y que es la Unica en poseer
un dominio CBD, se supone que asiste en la infeccion primaria promoviendo la unién de los
ODVs a los componentes de quitina asociados a la membrana peritréofica o a las

microvellosidades.

A partir de las caracteristicas mencionadas previamente es que surge el debate
sobre la clasificacion de la proteina VP91/P95 como miembro del grupo PIF. Si bien se ha
demostrado que parte de ella seria esencial para la infeccion oral, no afectando la
generacién de particulas virales, la ausencia de toda la proteina no permite la correcta
morfogénesis de las mismas. Por ello se deduce que esta proteina estd involucrada en al
menos dos funciones diferentes del ciclo infectivo. Ademas, como se menciond que el
dominio Il CBD esta identificado por predicciones bioinformaticas sélo en los homélogos en
Alpha y Gammabaculovirus, seria necesario el estudio de funcién de la proteina en algun
miembro del género Beta y Delta para demostrar la actividad de la misma en la infeccion
primaria. Por otro lado, las caracteristicas especificas de esta proteina no son coincidentes
con las demas proteinas PIFs, cuyas ausencias en virus mutantes sélo impide la infeccién

per os, sin afectar otras funciones virales.
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Por todo lo mencionado, es que continla el debate sobre la clasificacion de

VP91/P95 dentro del grupo PIF.

En resumen, las proteinas PIF comprenden un conjunto de factores proteicos
esenciales que presentan caracteristicas comunes, teniendo un papel clave durante el inicio
de la infeccién primaria por via oral. Es importante recordar la presencia de genes
homdlogos en todos los miembros de la familia Baculoviridae y de otros virus de insectos,

denotando la importancia de la funcién de este grupo de proteinas.

Ademas, dadas sus particularidades, son un interesante blanco para controlar la
dispersién de los baculovirus en el ambiente sin afectar la multiplicaciéon de los mismos en

cultivo celular.

COMPLEJO PIF

El mecanismo de entrada de los baculovirus, al igual que para otros virus envueltos,
involucra dos pasos generales: la union con receptores especificos del hospedador vy la
posterior fusion de la envoltura viral con la membrana celular. Para el caso de los virus
Herpes Simplex o Vaccinia, estos eventos estan mediados por una maquinaria proteica
presente en la envoltura viral que actia conjuntamente y que desencadena una cascada de
cambios conformacionales una vez que interacciona con efectores en la célula blanco, los
que permiten el inicio de la infeccién (Senkevich et al, 2005; Campadelli-Fiume et al, 2007).
En los baculovirus se han identificado y caracterizado los factores virales indispensables
para la infeccion primaria, aquella en la que ocurre el contacto inicial entre el virus y su
hospedador. Dichos factores son las proteinas PIF. La presencia de homodlogos de los
mismos en varios virus de genomas grandes de cccdsDNA que infectan insectos, supone que
estas proteinas estan asociadas a un mecanismo de entrada ancestral y evolutivamente

conservado. A partir de estas consideraciones es que no hace mucho comenzd el estudio
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de la distribucion de las proteinas PIF en la envoltura del ODV, ya que podria proveer

conocimiento del mecanismo especifico de entrada.

Ya se ha mencionado el rol fundamental de P74 en la unidn del ODV a la membrana
de las microvellosidades, la accién en la entrada de PIF-1y PIF-2 relacionada con un evento
posterior a la unién, pero importantes para que ocurra el ingreso de las nucleocédpsides, y
que PIF-3 no esta involucrada en los procesos de unidn ni fusion (Yao et al, 2004, Haas-
Stapleton et al, 2004; Ohkawa et al, 2005). Con todos los conceptos citados previamente y
teniendo en cuenta las funciones descriptas para los PIFs de manera individual, se realizaron
ensayos para evaluar la existencia de un posible complejo que involucre a las proteinas PIFs.
Estos estudios realizados por Peng et al, 2010 y Peng et al, 2012 permitieron determinar
mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion con anticuerpos para cada proteina y
utilizando virus knockout para cada gen pif, la existencia de un complejo PIF. EIl mismo
comprende un core de proteinas indispensables para su formacién, compuestas por PIF-1,
PIF-2 Y PIF-3. La ausencia de alguna de ellas no permite la existencia del complejo. También,
como parte estable pero no esencial para su formacién, estd PIF-4. Ensayos realizados con
virus Ac MNPV knockout para este gen permitio localizar subcomplejos compuestos por PIF-
1, PIF-2 y PIF-3. Con una asociacién mas débil, aparecen en escena P74 y VP91/P95 (Peng et
al, 2012). Como se menciond previamente, VP91/P95 tendria efectos en la infeccidn
primaria, por lo que no resulta extrana su presencia asociada al complejo. Las pruebas
experimentales sugieren la participacidn de otras proteinas, pero con una interacciéon aun
mas débil: PIF-6, AC5 Y AC108. Esta ultima presenta ortdlogos en los géneros Alpha-, Beta-
y Gamabaculovirus y estudios realizados en SeMNPV (estudio de un virus delecionado en
sf58, homélogo a ac108) sugieren que seria indispensable para la infeccidon per os en
lepiddépteros, no afectandose la morfogénesis de particulas infectivas en cultivo celular y no
mostrando cambios en la infeccién cuando los BVs u ODVs se inyectan en el hemocele,
proponiendo la existencia de un nuevo PIF especifico de lepidépteros (Simdn et al, 2012).
Ac5, en cambio, esta presente en algunas especies de Alphabaculovirus del Grupo | vy
pareciera no ser esencial, ya que estudios de mutantes BmNPV carentes del gen homdlogo

bm134, no mostraron cambios en la infeccidon (Ono et al, 2012).

79



PIF-5 ha sido descartada como parte del complejo; sin embargo su ausencia no
permite la infeccion primaria, sugiriendo una accién sinérgica al complejo de manera

distante junto con otros factores como ODV-e66 (Peng et al, 2012).

Las interacciones entre las proteinas no son del tipo covalentes, sino una suma de
débiles enlaces no covalentes (Peng et al, 2010). Ademas, las proteinas que conforman el
core estable tienen multiples caras de interaccion, permitiendo dar al complejo PIF una
forma muy compacta, que podria evitar la exposicidon de los dominios funcionales a la accion
de clivajes proteoliticos inespecificos en el ambiente digestivo del intestino de las larvas,
protegiendo posibles sitios activos necesarios para el correcto desempefio de la infeccién

primaria.

Todas las proteinas que conforman el complejo PIF (PIF-1, PIF-2, PIF-3, PIF-4, P74 y
VP91/P95) son codificadas por genes presentes en toda la familia Baculoviridae y en otros
virus de invertebrados, lo que sugiere que el mecanismo de entrada en la infeccion per os

es altamente conservado y podria haberse generado muy temprano en la evolucién.

Anticarsia gemmatalis y AsMNPV

El modelo de trabajo de esta tesis doctoral esta basado en el virus de la poliedrosis

nuclear multiple de Anticarsia gemmatalis, ASMNPV.

ANTICARSIA GEMMATALIS HUBNER

Anticarsia gemmatalis Hilbner es una especie de lepidéptero propia de las zonas
tropicales y templadas de América, oligéfaga de leguminosas y constituye el defoliador mas
importante de la soja en el hemisferio occidental. Conocida también como isoca u oruga de

las leguminosas, pertenece a la familia Noctuidae, dentro del orden Lepidoptera.
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Los adultos son mariposas de habito nocturno, de color marrén a azulado oscuro
(Figura 1.8.C) y tiene gran capacidad de vuelo, migrando desde las areas tropicales a las
templadas a partir de la primavera. En la regidn pampeana de la Argentina los ataques
ocurren a fines de Febrero, Marzo y Abril, principalmente en lotes de segunda época de
siembra. La oruga de las leguminosas llega a medir de 35 a 40 mm de longitud y se presenta
en dos formas: una de color verde intenso y las otras de color oscuro a negro, con una serie
de lineas blancas longitudinales (Figura I.8.A), y requieren 3 a 4 semanas para alcanzar su
méaximo desarrollo. Una larva llega a consumir entre 100 y 110 cm? de hoja de soja. También

puede consumir total o parcialmente vainas, que auin no formaron granos.

Figura 1.8. Imagenes de Anticarsia gemmatalis. A) Dos larvas de A. gemmatalis, una verde y otra oscura
(http://www.programamri.com). B) A. gemmatalis en estadio de pupa (© Machele
White/http://mothphotographersgroup.msstate.edu). C) Adulto de A. gemmatalis (© Embrapa)

A. gemmatalis fue caracterizada por primera vez en el Estado de Florida, Estados
Unidos en el afio 1903 (Hinds y Osterberger, 1931). Se encuentra dispersa desde Estados
Unidos, en Florida y en el resto de los estados cdlidos de la zona sur de ese pais, hasta
Paraguay, norte de Argentina y Uruguay en el Hemisferio Sur, presentando un gran
desarrollo en Brasil (Panizzi y Corréa-Ferreira, 1997). En nuestro pais los dafios que provoca
esta oruga de las leguminosas son en las dreas sojeras del norte del pais, NOA y NEA. En el
resto de la regidn pampeana provoca ataques intensos, pero en forma ocasional. En Ia
region pampeana central los ataques ocurren en Marzo y Abril, en lotes de segunda época

de siembra (Aragon, 2002).

81


http://www.programamri.com/

El ciclo biolégico comienza cuando la hembra adulta atrae al macho mediante la
emision de feromona sexual, y luego del acoplamiento desovan en las vainas, tallos y envés
de las hojas. Los huevos son esféricos, ligeramente achatados de 1,5 mm de didmetro, la
coloracion es verde durante el inicio del desarrollo y rosado hacia el final del mismo. El
periodo embrionario dura 3 dias, al cabo de los cuales eclosionan las larvas; son muy
voraces, defolian hasta plantas desarrolladas. Las larvas son de color verde con lineas
longitudinales blancas, pero hay formas oscuras (Figura 1.8.A). Durante los dos primeros
estadios presenta solo 3 pares de patas falsas, desplazandose como una “isoca medidora”,
y a partir del tercero aparecen los apéndices abdominales restantes. En cultivo presentan
el ultimo par de patas falsos muy abiertos. Desarrolla 6 estadios larvales, durante 20 a 30
dias, luego empupa en la hojarasca o en el suelo y al cabo de 10 a 12 dias emerge el adulto.
La pupa mide alrededor de 16-18 mm de longitud, su color es verde al principio y castafio
al final, dura entre 7 - 11 dias. La fase de pupa transcurre en el suelo, bajo los restos de
hojas, o apenas bajo la superficie (Figura 1.8.B). En nuestro pais suceden alrededor de 5

generaciones anuales, transcurriendo el invierno en estado de pupa.

En general aparece en los periodos de pocas lluvias, ya que con alta humedad es
atacada por el hongo Nomuraea rileyi, que las enferma quedando rigidas, de color blancoy
adheridas a tallos y hojas (Urretabizkaya et al, 2010). Por estas razones, este organismo
tiene una gran importancia en el control de A.gemmatalis en tales condiciones climaticas.
En tanto, el baculovirus AgMNPV es otro patégeno de importancia. En este caso las orugas
afectadas sufren la destruccién de sus tejidos y quedan colgadas de las patas abdominales,
presentando un color claro (Aragon, 2002). Ademds, posee otros enemigos naturales
parasitoides como el diptero Winthemia rufopicta, himendpteros como Euplectrus puttleri
y Meteorus autographae; por otro lado, predadores como coledpteros y hemipteros

(Kathryn, 2000).

De manera usual, la plaga de la oruga de las leguminosas se controla con numerosos
insecticidas quimicos disponibles en el mercado. Por ejemplo, varios de los formulados a
base de piretroides estdan recomendados en dosis muy reducidas, de pocos gramos/ha, lo

cual reduce el impacto en la poblacion de artrépodos benéficos. Por otro lado, las
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benzoilfenilureas son los principales representantes de los inhibidores de la sintesis de
quitina, los cuales actian como venenos sobre el desarrollo de las larvas (Da Silva et al,
2003). Sin embargo, las estrategias de control biolégico estan tomando gran relevancia,
sobre todo por el amplio uso que se estd dando en Brasil del baculovirus AgMNPV para
controlar la expansion de la plaga (ver Control Bioldgico — Los baculovirus y el control

bioldgico de plagas).

VIRUS DE LA POLIEDROSIS NUCLEAR MULTIPLE DE ANTICARSIA GEMMATALIS - AGMNPV

Como se ha mencionado a lo largo de todo el marco tedrico presentado en este
trabajo, los baculovirus fueron aislados a partir de insectos muertos. En los inicios, cuando
fue descubierta la enfermedad en el gusano de la seda, su aislamiento y caracterizacién fue
con fines de comprender el agente causante que provocaba la pérdida de los insectos
productores. Posteriormente, los baculovirus fueron estudiados con la idea de caracterizar
enemigos naturales de insectos plagas, utilizdndolos para el control de las mismas. Asi, en
la década del 70 se aislé en Brasil un baculovirus del tipo nucleopoliedrovirus a partir de
una larva muerta de Anticarisia gemmatalis, al cual conocemos hoy como AgMNPV (Alleny
Knell, 1977; Carner y Turnipseed, 1977). Ensayos de propagacién en células IPLB-SF-21AE
permitieron aislar variantes genotipicas, una de ellas, AgMNPV-2D, representante de la
especie mads estudiada y utilizada (Maruniak, 1989). Ademas, se logré el desarrollo de una
linea celular derivada de células ovaricas de larvas de A. gemmatalis denominada UFL-Ag-
286, lo cual contribuyé al mantenimiento y multiplicacién del virus en condiciones de cultivo
celular y facilitd de este modo su caracterizacion posterior (Sieburth y Maruniak, 1988 [A,
BJ). En el afio 2006 se obtuvo la secuencia completa del genoma de AgMNPV-2D, compuesto

por 132.239 pb, conteniendo 152 ORF tedricos (Oliveira et al, 2006).

Posterior al aislamiento de AgMNPV y tal y como se ha detallado previamente, se

realizaron estudios y desarrollos para el uso de este agente entomopatdgeno para el control
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bioldgico de la plaga (ver Control Bioldgico — Los baculovirus y el control bioldgico de

plagas).

Se han realizado muchos estudios gendmicos sobre este baculovirus perteneciente
al Grupo | del género Alphabaculovirus, denotando la variabilidad existente dentro de la
especie. Dada la gran distribucién de su hospedador natural, esto no seria un hecho
improbable, sino la clara demostracién de la accién de los procesos evolutivos que
conducen a la generacion de nuevos genotipos, e incluso, luego de suficiente tiempo, a la
generaciéon de nuevas especies. Asi, se ha logrado aislar una variante genotipica en una
localidad de nuestro pais, Oliveros (provincia de Santa Fe), la cual actualmente es
denominada AgMNPV-SF y es el modelo de estudio utilizando en esta tesis doctoral (Claus

et al, 1993).
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SOBRE EL CONOCIMIENTO BASICO DE PIFS

Los genes pifs (per os infectivity factors) de Baculoviridae codifican polipéptidos
estructurales de la envoltura del viridn derivado de los cuerpos de oclusién, presentando

todos ellos caracteristicas moleculares compartidas.

SOBRE EL CONOCIMIENTO APLICADO DE PIFS

El rango de hospedador de Baculoviridae puede ser alterado mediante la

modificacion del complejo PIF.
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GENERALES

Comprender los factores virales necesarios para permitir la infeccién primaria en los

baculovirus.

ESPECIFICOS

Estudiar aspectos composicionales sobre los genes pifs de Baculoviridae.
Clasificar a los baculovirus en funcién de los genes pifs.

Estudiar la temporalidad en la expresion de los genes pifs de Baculoviridae.
Caracterizar los dominios funcionales de PIF-0.

Complementar baculovirus defectivos en PIF-0 y evaluar su capacidad

infectiva en larvas.
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Discusiones
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GENES PIF EN VIRUS DE INSECTOS Y SU LOCALIZACION GENOMICA

Los genes pif forman parte de la familia de genes presentes en todos los baculovirus,
conocidos como core genes. Esto implica que todos los miembros de la familia presentan
un gen homodlogo a cada uno de los siete pifs descriptos hasta el momento (MIELE ET AL,

2011).

Como fue mencionado, estos genes codifican para proteinas de funcidn crucial para
la infeccién primaria. También se ha mencionado la importancia de la identidad de las
mismas para lograr una infeccion eficiente, traducida en la especificidad de los baculovirus
por un rango determinado de hospedadores. Estas proteinas se convierten, entonces, en la
primera interaccion especifica patégeno-hospedador vy, si bien hasta la actualidad no se ha
logrado caracterizar en profundidad dicha interaccién por desconocimiento del receptor
especifico en el hospedador, se sabe perfectamente cuales son los factores virales
involucrados, como también los efectos de la ausencia de alguno de ellos, que deriva en la
pérdida de la infectividad por ingesta (Rohrmann, 2013, Peng et al, 2010, 2012; Mu et al,
2014). Todo esto determina que las proteinas PIF son factores fundamentales para el
establecimiento de la especificidad de infeccion, resultando de vital importancia su
caracterizacion molecular para determinar dicha asociacion, y asi ampliar el conocimiento

de esta etapa del ciclo infectivo.

Filogenia de pifs

Como se introdujo previamente, la familia Baculoviridae estad dividida en cuatro

géneros, de acuerdo a estudios bioldgicos y caracteristicas estructurales comunes entre sus
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miembros: Alphabaculovirus, que incluye baculovirus especificos de lepidopteros y esta
subdividido en Grupo |y Grupo Il, en base al tipo de proteina fusogénica y a otras relaciones
génicas; Betabaculovirus, que comprende a los granulovirus especificos de lepidépteros;
Gammabaculovirus, que incluye a los baculovirus especificos de himendpteros v,
finalmente, Deltabaculovirus, que comprende a los baculovirus infectivos para Dipteros,
conteniendo hasta la fecha un Unico representante completamente secuenciado (CuniNPV)

(Jehle et al, 2006 [A] y [B]; Herniou et al, 2001, 2003)

La comparacion entre genomas secuenciados de baculovirus mediante
herramientas bioinformaticas ha sido la fuente para identificar los core genes de
baculovirus, los que comprenden 37 hasta el momento (Miele et al, 2011; Garavaglia et al,
2012). Sin embargo, es probable que existan mds secuencias ortdlogas que no han sido
identificadas debido a la acumulacion de mutaciones a través de la evolucion. Estos core
genes resultan ser factores clave para las principales funciones biolégicas, tales como
aquellas necesarias para la replicacién, las involucradas en la transcripcion de los genes
tardios y muy tardios, las que permiten el armado de la estructura del viridn, y las necesarias
para establecer la infeccidn de las células intestinales de la larva hospedadora (Tabla 1.4)
(van Oers et al., 2007; Rohrmann, 2008, Hayakawa et al., 2000; McCarthy y Theilmann,
2008).

Si bien la alta variabilidad en el nimero de secuencias codificantes es una
caracteristica clave de los virus con grandes genomas de DNA que infectan células
eucariotas, hay un grupo de core genes que son vitales para la presencia de todas las
funciones bioldgicas del virus, entre ellas el grupo de genes involucrados en el correcto

desempefio de la infeccidn primaria.

Jehle et al, 2006 [B] realizaron estudios filogenéticos basados en secuencias parciales
de los genes lef-8, lef-9 y poliedrina o granulina (segun la especie viral) que permitieron la
separacion filogenética en los 4 géneros antes mencionados. En anadlisis posteriores llevados
a cabo en nuestro laboratorio se obtuvieron las mismas relaciones evolutivas utilizando

para el analisis filogenético un concatémero de secuencias aminoacidicas correspondientes
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a todos los core genes reportados hasta ese momento (Miele et al, 2011). Para el analisis se
utilizaron los genomas con datos de secuencia completa presentes en GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Con cada uno de ellos se realizaron alineamientos multiples
de secuencia aminoacidica y luego se concatenaron los alineamientos para el analisis de
filogenia (Figura 1I.1.A) (Adaptado de Miele et al, 2011). El cladograma obtenido mediante
este analisis permitié la discriminacion en los 4 géneros y dentro del género
Alphabaculovirus, la separacidon en los Grupos | y Il. Ademas, dentro del Grupo | se
obtuvieron los 2 linajes, a y b, descriptos previamente (Jehle et al, 2006 [B], Miele et al,

2011).

Como fue mencionado previamente, los core genes pueden agruparse segun el rol
que desempefian las proteinas que codifican durante el ciclo infectivo: ya sea aquellas que
estdn involucradas en la replicacién; en la transcripcidn; envoltura, ensamblado y
liberacion; e infectividad oral (Tabla 1.4) (Garavaglia et al, 2012). Sélo queda excluido un
core gene, ac81, de funcion desconocida. Con el fin de evaluar las relaciones filogenéticas
segun la funcién bioldgica del ciclo, se realizaron cladogramas a partir del concatenado de
alineamientos multiples de los genes involucrados en una determinada actividad. De este
modo, se obtuvieron 4 nuevos arboles filogenéticos basados en las funciones de replicacién,
transcripcion, infectividad oral y envoltura/ensamblado (Figura I.1.B-E). El fin de este
analisis fue evaluar las relaciones filogenéticas segiin cada funcidn bioldgica y ver si existen

diferencias respecto de la asociacién con todos los core genes.
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Alpha Grupo Il Alpha Grupo |

Beta

Figura Il.1. Filogenia de
baculovirus. Cladogramas basados en la
secuencia aminoacidica de los core genes
asociados a la replicacion (B), la
transcripcion (C), la envoltura,
ensamblaje y liberacién (D), infectividad
oral (E) (ver tabla I.4 para el detalle de los
genes). Las core proteins fueron
alineadas de manera independiente con
el programa T-Coffee (Notredame et al,
2000; Poirot et al, 2003). Luego Se
generod un concatémero conteniendo las
proteinas que correspondian en cada
caso y se infirid la filogenia utilizando el
programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013)
con los siguientes parametros: UPGMA;
Bootstrap con 500 Réplicas; GAP/Missing
data = Pairwise deletion; model = amino
acids —Matriz Dayhoff-; patterns among
sites = same —Homogeneous-; Rates
among sites = different —-Gamma
distributed-; gamma parameter = 0,88
(B); 0,66 (C); 1,15 (D); 0,89 (E).

Se indica la distribucion
aceptada en géneros y grupos. Gamma'y
Deltabaculovirus estan referenciados
con letras griegas.

C. Se indican en azul las
especies del género Alphabaculovirus
que estan clasificadas dentro del Grupo
I, pero que, en estos cladogramas,
conforman un grupo diferente.

E. Se indican a la derecha del
cladograma las familias de hospedadores
susceptibles a cada especie viral citada.
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En los distintos cladogramas se observan las inferencias filogenéticas en base al
analisis de secuencia de las proteinas codificadas por los genes compartidos por toda la
familia viral, ya sea en su conjunto o separadas de acuerdo a las funciones en el ciclo
infectivo. El arbol que incluye a todas las proteinas reproduce la clasificacién en los 4
géneros de baculovirus, siendo el evento mas ancestral la separacién de los
Deltabaculovirus, continuando por los Gammabaculovirus, luego por los Betabaculovirus y
finalmente, un evento de separacion entre los Grupos | y Il de los Alphabaculovirus (Figura
[I.1.A). En este arbol, como también en todos los demas, se observa la distincion de los
linajes a y b dentro del Grupo | de los Alphabaculovirus, denotando una clara diferencia

entre ambos linajes.

Cuando se analizan las relaciones entre especies teniendo en cuenta sdlo las core
proteins involucradas en la transcripcién, se observa un evento diferencial con respecto al
cladograma anterior, resultando en la asociacién errénea de dos especies virales de los
Alphabaculovirus Grupo |l, quedando ubicadas en posicidon divergente respecto de la
separacion en Grupos (Figura 11.1.C). Esto sugiere que la maquinaria transcripcional de los
virus LeseNPV y SpliMNPV-G2 presenta secuencias aminoacidicas en las proteinas
involucradas en estos mecanismos que habrian evolucionado de manera independiente al

resto de los Alphabaculovirus, a partir de un ancestro comun.

El cladograma obtenido al analizar las proteinas asociadas a la envoltura, ensamblaje
y liberacién es el mas similar al obtenido para todas las core proteins (Figura 11.1.D). Se
observan los eventos que separan en los 4 géneros, los 2 grupos de los Alphabaculovirus y
los linajes a y b del Grupo I. La similitud en los clados obtenidos puede reflejar la escasa
tolerancia a eventos divergentes en este subconjunto de core proteins. Del mismo modo

ocurrio con el andlisis basado en las proteinas involucradas en la replicacion (Figura 11.1.B).

Por ultimo, se realizo la evaluacidn filogenética de las especies virales en funcion de
la infectividad oral, teniendo en cuenta a las proteinas PIF (Figura II.1.E). Se incluyd en el
esquema la informacién de la Familia que comprende a las especies de lepiddpteros

susceptibles a la infeccion, con el fin de determinar si existe alguna asociacién entre los
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virus determinada por la especificidad a los hospedadores. Como se ha citado previamente,
los géneros Alpha- y Betabaculovirus comprenden a los baculovirus que infectan
lepidépteros, mientras que los Gammabaculovirus infectan a himendpteros y los
Deltabaculovirus a dipteros. En este cladograma, se obtuvo un primer evento de
diferenciacion que separé a los Alpha- y Beta-, de los Gamma- y Deltabaculovirus. Esta es la
principal diferencia que contiene este esquema con respecto a los anteriores, en los que el
primer evento separaba a los Deltabaculovirus de los demads géneros. Esto supone una gran
diferencia entre las proteinas asociadas a la infectividad oral de los virus que infectan
lepiddpteros de los que infectan dipteros e himendpteros. Este andlisis filogenético sugiere,
entonces, una distancia evolutiva menor en base a estas proteinas entre los géneros
Gamma- y Deltabaculovirus. Esta caracteristica podria estar relacionando los mecanismos
a través de los cuales se lleva adelante el contacto e ingreso de los virus al insecto, por un
lado, entre los virus de himendpteros y dipteros y, por otro lado, otro mecanismo para los
virus que infectan lepiddpteros. Esta es una diferencia clara con respecto a los analisis
filogenéticos basados en todas las core proteins, en el que se evidencia un evento de
diferenciacioén inicial de la especie CuniNPV (Deltabaculovirus) del resto de los virus (Figura
II.L1.A; Miele et al, 2011). No hay que perder de vista que este andlisis se centra en un evento
puntual del ciclo infectivo, que involucra la primera interacciéon patdgeno-hospedador
necesaria para que ocurra la infeccién. Por ende, los resultados indicarian que los virus que
infectan lepiddpteros habrian evolucionado diferencialmente su maquinaria de infeccién
primaria. Si bien estudios previos asocian eventos de co-evolucidn entre los baculovirus y
sus hospedadores (Herniou et al, 2004), estudios mas recientes mostraron que la
diversificacion de los insectos ocurrié en eventos previos a la especiacion de la familia
Baculoviridae, sugiriendo que el baculovirus que infectaba al ancestro de los Ordenes
Diptera, Hymenoptera y Lepidoptera, se adaptd para infectar a los nuevos organismos, lo
que dio lugar a la especiacidn viral (Thézé et al, 2011). Algun evento evolutivo podria haber
ocurrido en los baculovirus que permitié modificar o adaptar la maquinaria de infeccion por
ingesta para el nuevo Orden Lepidoptera, lo que podria justificar los nodos no triviales

surgidos con este andlisis.
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En cuanto a los virus que infectan lepidépteros, se reprodujo la clasificacion en 2
géneros, Alpha-y Betabaculovirus y, a su vez, la separacidon de los Grupos |y Il y de los linajes
ay b para el Grupo | (Figura Il.1.E). La mayoria de las especies virales pertenecientes al
Grupo Il de los Alphabaculovirus infectan a miembros de la Familia Noctuidae, y los mismos
se agrupan en un clado diferencial. Sin embargo, el resto de las especies no se agrupan
segln sus hospedadores susceptibles, caracteristica compartida con los miembros del
Grupo |. Por otro lado, los Betabaculovirus tampoco tienen una clara asociacidon segun las
Familias hospedadoras, salvo para el caso de Noctuidae, que los agrupa mas cercanamente.
En este sentido hay que tener en cuenta la distribucién geografica de cada especie viral y el
contacto con otras familias autdctonas. Tal vez tiene mas peso en la evolucién de los
mecanismos de infeccién primaria este contacto cercano antes que la pertenencia a la
misma Familia en distintos lugares del mundo, permitiendo adaptar la maquinaria infectiva

a una nueva especie cercana.

Localizacion gendmica de pifs

En otros sistemas virales se ha encontrado que genes relacionados con una
determinada funcién suelen estar dispuestos en localizacidn fisica cercana. Dicha asociacion
se conoce como cluster génico e implica la localizacién adyacente de genes relacionados

por su funcion en el organismo o virus (Boutanaey et al, 2002).

Para evaluar esta particularidad en los baculovirus, se realizd un andlisis de la
localizacion gendmica de cada uno de los genes pifs, hipotetizando una distribucién cercana
o en forma de cluster génico. Se realizaron comparaciones dentro del Grupo | y Il de los
Alphabaculovirus y de los Betabaculovirus utilizando la informacidn de secuencia completa
de los genomas presentes en GenBank. Dada la poca cantidad de miembros representantes
de los Gamma- y Deltabaculovirus, se decidio dejar de lado el estudio de estos dos géneros.
Se analizé cada genoma en particular, localizando cada gen pif, y se calculé la distancia

respecto del ORF que se clasifico como ORF001, poliedrina o granulina segin corresponda
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el género. Ademas, se obtuvo el dato de tamafio de cada ORF (en pb) y la distancia entre
cada uno. Esta recopilacién de informacion se realizé para todos los genomas con secuencia
completa y se obtuvo un promedio para cada grupo establecido: Alphabaculovirus Grupo |,

Alphabaculovirus Grupo Il y Betabaculovirus (Figura 11.2).

La distribucidn de los genes pif en los genomas del Grupo | de Alphabaculovirus se
encuentra altamente conservada. Sélo se encuentra una inversion en la polaridad del gen

pif-2 en dos representantes, AgMNPV y CfDefMNPV(Figura 11.2.A).

En el Grupo Il de los Alphabaculovirus, |la distribucion de los genes pif no se
encuentra conservada en todos los miembros. Se establecieron dos modelos, | y Il, en el
que estan comprendidos todos los miembros de este grupo. (Figura 11.2.B.l y IlI). La
distribucidn de los genes en el modelo | se encuentra conservada en todos los genomas, no
encontrandose inversiones en polaridad en ningln caso. Mientras que el modelo Il es
altamente variable, y se logré distribuir en dos bloques, uno fijo comprendido por pif-5, pif-
0, pif-6 y pif-4, en el cual no hay cambios en el orden pero si en la polaridad en algunos
casos, y el bloque comprendido por pif-1, pif-2 y pif-3, con orden y polaridad variable segin

la especie.

El género Betabaculovirus posee una distribucion de genes pif relativamente
conservada, encontrandose cambios en polaridad en pif-5 para el genoma de EpapGV y en
pif-0 en los genomas de XecnGV, SpliGV, HearGV y PsunGV. Ademas, en el genoma de PxGV,
el gen pif-1 se encuentra antes del gen pif-5 y en polaridad invertida. Por ultimo, en los
genomas de ClanGV y ClaGV-L el orden de los genes pif-3 y pif-2 se encuentra invertido y

pif-2 con polaridad opuesta.
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I. Miembros con esta localizacion génica: AgipMNPV, AgseNPV HaMNPV, MabrMNPV-chb1, MabrMNPV-K1, McNPV-90-2,
McNPV-90-4, McNPV-B, SeMNPV, SIMNPV-3AP2, SIMNPV-Nic, STMNPV-NicG, STMNPV-19, SpliMNPV-II
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Il. Miembros con esta localizacion génica: AdhoNPV, AdorNPV, ApciNPV, ChchNPV, EupsNPV, CIbiINPV, TnSNPV,

HaNPV-C1, HaNPV-C4, HezeNPV, HaSNPV, HespNPV, LeseNPV, LAMPNV, LyxyMNPV, OrleNPV, SpliMNPV-G2

1.109 ., pb 1.963 .., pb 380 .., pb 522 ., pb 20 BB 1.220 ., pb 624 ., pb
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| ————————
Orden invertido y orientacion opuesta para pif-2 en ClanGV y ClaGV-L

* En XecnGV, SpliGV, HearGV, PsunGV se encuentra en orientacion opuesta
% En EpapGV se encuentra en orientacion opuesta
® En PxGV se encuentra en orientacion opuesta y antes de pif-5

Figura 11.2. orden génico de los pifs. se realizd a partir de la informacién reportada de los genomas
virales (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Sobre cada ORF pif se indica la longitud promedio en nucleétidos,
mientras que entre los ORFs pif se indica el nimero promedio de otros ORFs que estan intercalados. para la
polaridad génica se utilizé como referencia la polaridad del gen poliedrina o granulina. A) Alphabaculovirus del
Grupo I. B. 1y lIl) Alphabaculovirus Grupo Il. C) Betabaculovirus.

Con estos resultados, se determind que estos genes no se encuentran constituyendo
clusters génicos. A pesar de ello, de manera destacada en el Grupo | de los Alphabaculovirus,
se encontrd una distribucidn altamente conservada. Por el contrario, en el Grupo I, se

identificaron dos modelos, uno mds conservado (Modelo |) (Figura 11.2.B.I), en el que se
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mantienen el orden y la polaridad de los genes pif, y uno mas variable (Modelo Il) (Figura
[1.2.B.11), en cual se mantiene el orden de los primeros 4 genes pif y el resto es variable segun
el genoma. Algo destacable en estos dos modelos es que el Modelo | corresponde a un
grupo de especies virales del Grupo Il que se encuentran agrupadas en un mismo clado en
el drbol en base a los genes pif (Figura 11.1.E). La similitud en organizacién génica compartida
por diferentes especies dentro de cada género -Alphabaculovirus y Betabaculovirus-

probablemente refleje eventos evolutivos préximos y compartidos.
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SISTEMA DE DETECCION Y CLASIFICACION DE LOS BACULOVIRUS EN
BASE A LOS GENES PIF

Disefio de primers para amplificacion por PCR de los genes pif

Luego del analisis filogenético realizado con los miembros de la familia Baculoviridae
en base a los genes pif con registro de secuencia gendmica completa, se decidié desarrollar
un sistema de genotipificacion y clasificacidon para nuevos aislamientos de baculovirus que

infectan lepidépteros, complementario al método desarrollado por Jehle et al, 2006 [A], [B].

Como dato destacable, dado que los productos de los genes pif estan asociados en
funcién, su aplicacién podria revelar asociaciones filogenéticas vinculadas con la
infectividad oral. El disefio de los primers se realizd, entonces, para cada uno de los tres
grupos seleccionados (Alphabaculovirus de Grupo |, Alphabaculovirus de Grupo I, y
Betabaculovirus), obteniéndose tres colecciones de primers pif, cada uno de ellos
conteniendo siete pares de oligonucleétidos generalistas donde cada pareja amplifica un
segmento especifico de alguno de los 7 genes pif (Tabla lll.1). El par de primers
correspondiente a pif-0 (p74) que se utilizd en Alphabaculovirus Grupo | fue un juego
disefiado previamente en el laboratorio para caracterizar ese gen en la variante genotipica
AgMNPV-SF (Belaich et al, 2006), debido a que el juego de primers con inosinas no funciond

por alguna razoén no dilucidada.

Las secuencias de los primers disefiados derivaron de alineamientos multiples
realizados en base a las secuencias nucleotidicas de los ORFs correspondientes. En los
graficos que muestran la similitud relativa de los alineamientos, se indican las regiones que

fueron seleccionadas para cada uno de los 3 grupos abordados (Fig Ill.1).
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Como se observa en la tabla Ill.1, las secuencias de los primers contienen
ambigliedades (incluyendo inosinas). Cabe mencionarse que en una primera instancia se
disefiaron cebadores con ambigliedades, pero sin inosinas. Cuando se realizaron los
ensayos de PCR no se logré obtener amplificacion alguna aunque se evaluaron diferentes
perfiles de ciclado térmico y varias condiciones de reaccién variando la composicién de
reactivos, asi como también el agregado de distintos aditivos. En vistas de ello, se hipotetizé
gue la gran dimensién poblacional de estos oligonucleétidos fue el principal limitante. Para
superar este inconveniente se reemplazaron las posiciones en donde la ambigliedad era
“N” por una inosina, disminuyendo en consecuencia cuatro veces la poblacién por cada
reemplazo. La evaluacion de los primers conteniendo ambigliedades se realizé para el grupo
de Betabaculovirus y, dada la situacion hallada, se decidid modificar el disefio con inosinas

para todos los grupos.
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a amplificar
pif-0
pif-1

pif-2
Alphabaculovirus

pif-3
Grupo |

pif-4
pif-5
pif-6

Region

Primer fw

CAGGCTCTAGAGAAACTCGCGCGGAAACAT

CGYGARGGRYTRGCCAAYTGYCA

GGGGACATGTATCRARTACTRAT

GTGACIRAYCARCARTGYMGVGA

ATRAYGTCSATIKATIGWRAAYTGRAT

ACICCIGYIGGITTYACHAAYGTKMT

ATGTGGGAMICKRTICGHTGGCA

Primer rev

GCCGCTCGAGCGCGGGTGCGANAGCATG
CGKCCYISGCCIGGRSARAARCA
ATIGARCCBGGHACYTCRAAIGCRAA
GCCAGYGCMGTRTGIRGAAAYA
WATRKIITCIGCRTTTTCRCTGCT
CRCCIATIADCMWWATIADIGGCAT

GRRCGGGYCTRTTITGMGCIGCT

pif-0
pif-1
pif-2

Alphabaculovirus
Grupo Il

pif-3
pif-4
pif-5
pif-6

TTYAAYSAIGCITAYTGYCGICGITT

GCGCGARGGIYTIGCMAAYTGYCA

GACCGCMGGITAYTGYACIACVA

GCGCTGYITIAGYAYKTAYMGIGA

GAGCAIIMGRAAYTCKYKIGGRCA

GCACGYMRIRYIGGIGGYAGYT

CCSGARRRYIKIRARIAIGCBTGG

RTTRYIRTAICCRARIGGRTCCCAIA

TCIAYIGWRCAIGGRAYIAYIACRCA

ATIGGRTTIADIGGRTTIASRAACAT

GCGCTYIGGIAYRCAIACIGGHA

YTSITCIGTRARRTAYAWRTAYTTCCA

CISCMAIIWYRTAIGGYTCIAYRCA

GYSAITIARIABISHRCAIATAAAAR

pif-0
pif-1
pif-2
Betabaculovirus pif-3
pif-4
pif-5
pif-6

SIRTICARTWYAAYCARCCIGCITG

TGYAAYCCIMAYACIGGHACITG

GGSICGITAYGYDCCDYTRCA

CGGAYVIICARTGYVDIGAYAAYTG

CTIRCDCCICCYTCRARRTARTAATA

TCBSCKAWATCRTAIGGYTC

CATIITKIARARITAYVAITGGMRA

CGTCIARRTAIYYICGIGGAAACAT

GGGSCCCARAAIAMYTTIAIRTC

GGGTDGGYTCRTSIATDCCRTT

AAATCDTTDGGIATRCAIACVGG

CTTTSCGCYTCGTTCATIAYRTAMA

GDVVISYIGAYAAYATTCCIGA

GGIATIGGYTKYTTRWARTCRAA

Tabla lll.1. Secuencias de primers. En la tabla se indican las secuencias de cada uno de los primers
disefiados para el sistema de caracterizacion propuesto para Alphabaculovirus de Grupo |,
Alphabaculovirus de Grupo Il y Betabaculovirus. La nomenclatura utilizada en las secuencias nucleotidicas
se expresa segun la establecida en IUPAC.
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Figura lll.1. Diseiio de primers. A) Alphabaculovirus Grupo |. Ver pie de la figura C
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Figura lll.1. Diseio de primers. C) Betabaculovirus. Representacion grafica del disefio de primers
para los genes pifs de cada grupo seleccionado. Cada grafico muestra la similitud relativa de las secuencias,
derivada de un alineamiento mdltiple de los ORFs correspondientes a cada pif ( Clustal X,; Ghiringhelli P.D.,
no publicado). Las curvas se construyeron a partir de la linea consenso del alineamiento multiple,
empleando una estrategia basada en ventanas de longitud 17 desplazadas de a un residuo por vez. Se
asignaron valores arbitrarios de +1 para la identidad y -0,5 para la ausencia de identidad. La sumatoria se
normalizd por la longitud de la ventana y el valor resultante se asignd a la posicién central de la ventana
correspondiente. La linea de guiones corresponde al promedio de similitud global. Para el disefio de los
primers se eligieron regiones con valores locales por encima de la media global y con caracteristicas de
secuencia adecuada. Para el alineamiento de pif-4, se incluyd una regidn adyacente no codificante y el gen
contiguo codificante para DNA helicasa. Las flechas turquesas indican la regidn del alineamiento utilizada
para el disefio de los primers y el Sequence Logo muestra la diversidad de secuencia en dicha regién (Crooks
et al, 2004).
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Evaluacion de los primers en virus representativos

Con el fin de validar el sistema en desarrollo, se eligieron representantes de cada
uno de los grupos considerados. Dichas muestras fueron utilizadas para la realizacion de
amplificaciones por PCR con el fin de establecer los parametros éptimos del ciclado y para
demostrar la viabilidad del disefio. Como miembros del Grupo | de Alphabaculovirus se
tomaron por un lado a AgMNPV y AcMNPV, cuyas secuencias completas se encuentran en
la base de datos GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y son considerados
representantes de los linajes a y b dentro (Jehle et al, 2006 [A]; Oliveira et al, 2006; Ayres et
al), y por otro a RanuMNPV y AgvaMNPV, virus caracterizados previamente en nuestro
laboratorio pero de los que no se cuenta con la informacion de secuencia del genoma
completo (Rodriguez et al, 2011, 2012). En tanto, las especies seleccionadas del Grupo Il de
Alphabaculovirus fueron SeMNPV y STMNPV (Caballero et al, 1992; Wolff, et al, 2008), y
CpGV y EpapGV para Betabaculovirus (Luque et al, 2001; Ferrelli et al, 2012), todos ellos con

genomas completamente secuenciados.

En todos los casos, se partid de viriones ocluidos, a partir de los cuales se obtuvieron
las muestras de genoma viral. En primera instancia se evaluaron diferentes pardmetros de
ciclado térmico para la PCR, como parte de la optimizacidn para cada par de primers dada
la existencia de ambigliedades. Asi, se lograron definir cuatro ciclados generales segun la
temperatura de hibridacién de los primers necesaria para la obtencion de productos. Estos
fueron clasificados por colores: naranja, celeste, violeta y amarillo (seccién materiales y
métodos, pdagina XX y tabla Ill.2). De esta manera y a partir de la optimizacion de 21
reacciones independientes, se logrd unificar en cuatro ensayos distintos la obtencion de

todos los productos deseados.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

pif- pif- pif- pi pif- pi pi

0 1 4 5 f-6
Alp 12 10 14 8 2
ha GI 09 bp 51 bp 39 bp 88 bp 57 bp
Alp 82 52 19 3 2
ha Gl 2 bp 9 bp 5 bp 05 bp 23 bp 46 bp 65 bp
Bet 11 63 93 3 29 6 1
a 45 bp 6 bp 0 bp 70 bp 20 bp 30 bp 83 bp

Tabla 111.2. Tamafios promedio de los amplimeros. Se detalla el tamafio promedio en pares
de bases esperado luego de la amplificacién por PCR utilizando los primers correspondientes a cada
grupo establecido. El tamafio escrito es el promedio de los calculados a partir de un analisis in silico
utilizando todos los genomas representantes de cada grupo con genoma completo. Ademas, las celdas
estan coloreadas segun el perfil de ciclado empleado para la reaccidn, segln sea naranja, violeta,
celeste o amarillo (ver apartado materiales y métodos, pagina xx para mas detalle).

Los resultados de las amplificaciones se muestran en la figura 111.2. Alli se pueden
visualizar los amplimeros esperados. En algunos casos se obtuvieron también subproductos
con longitudes no esperadas, probablemente debido a la degeneracién de los primers. Tal
vez esto podria corregirse ajustando alin mas las condiciones de amplificaciéon o con el uso
de aditivos en la reaccion de PCR, pero dado que los fragmentos de tamano esperado
aparecieron en todos los casos, se decidid proseguir con las condiciones de reaccion

previamente indicadas.

Una vez obtenidos los productos de PCR, el proceso continud con su recuperacién a
partir de los geles, y el posterior clonado molecular para llevar a cabo las reacciones de
secuenciacion que permitieran verificar la identidad de los fragmentos. El posterior analisis
reveld que los productos derivados de AcMNPV, AgMNPV, SeMNPV, SIMNPV, CpGV y
EpapGV, contuvieron en sus extremos los primers sintetizados y lo polimerizado in vitro se
correspondid con las secuencias esperadas para cada uno de los genes pif, mostrando asi la
utilidad de la metodologia. En tanto, lo mismo ocurrid cuando se utilizaron como molde
RanuMNPV vy AgvaMNPV, clasificados previamente mediante la aplicacién de Ia
metodologia propuesta por Jehle y colaboradores, y dénde no se contaba con secuencia

previa de pifs (salvo para p74) (Rodriguez et al, 2011, 2012). En tal sentido, y dado la
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novedad del resultado, en las figuras 111.3 y 111.4 se detallan las secuencias para cada una de

las regiones amplificadas en estos dos baculovirus.

: ,
A. Alphabaculovirus Grupo | B. Alphabaculovirus Grupo Il
pifo pif1 pif2 pif3 pifo pift pif2 pifé
> > > = > 2 > > = =
= g g £ w w8 K = = £ & 2 . > 8 & o= z > g 2 > - H
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C. Betabaculovirus

pif0 pif1 pif2 pif3 pif4 pif5 pifé
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CpGV
EpapGV
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100bp MW
CpGV
EpapGV
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negativo
100bp MW
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CpGV
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Figura 111.2. Amplificaciones con los primers pif. Electroforesis en geles de agarosa 1% de los
productos de PCR generados utilizando los diferentes pares de primers disefiados para cada pif y para
cada grupo. Se eligieron miembros representantes de cada grupo para probar la especificidad de las
reacciones y para obtener los perfiles de ciclado éptimo para cada caso. Las flechas amarillas indican el
amplimero esperado en cada caso, segun las predicciones realizadas in silico.
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1 [CECEECTEHEIRMIGEATEAG CTGCTATCCG TITCACGAAA CCGGCGTCGT GTCCAACACG ACGCCGTTCA TGTACACGCA GACCTCCGAG ACTAGCGIGG GTTACGCGCA GCCCGCETGE
B 6 BES8 M &€C¥P FHE 6V ¥ 5 T T PF MY I" T 8E T8&Y €& Q P A C

121 TACCACCTGG ACAGGGCGGC GGCCATGCGT GAAGGCGCCG AAACCCAAGT TCAGTCTGCC GAGTTTAGAT ACACGCTCGA CAACAAATGC ATCTTAGTGG ACTCGCTGTC CAAAATGTAC
Y HL DRA AAMR EGA ETQ VQSA EFR ¥YTL DNEKC I LV DSIL §XMZY

241 TTTAACAGCC CATACTTGCG CACCGAAGAA CACACGATCA TGGGCGTGGA CGATGTGCCG GCTTTTAACG TTCGGCCCGA TCCCGACCCC TTGTTTCCCG AAOGCTT’I’AA AGGCGAATTC
F NS 2 YL RTEE HTI MGV DDV P AFN V R?P P D?® L F 2 E R K G E F

361 AACGAAGCCT ACTGTCGACG TTTCGGCAGA GAGCTATTCA ACGGCGGTTG TTCGTTTAGA TGGAGGGAAT CGCTCATCGG ATTCGTGCTG GGCGACACGA TCTTTGTCAC TTTCAARATG
N EA ¥YCR RFGR ELF NGG €S FR WRE LI 6GF VL 6DT I FV T F KM

481 CTGGCCAACA ACATTTTTAG CGAACTGCGC GATTTTGATT ACAAAGCGCC TTCCAGCATA CTACCGCCAC GACCCAACGT GGACTCCAAC GCAATACTAG CGCAATGGCG CAGCGTGCGC
L AN NTIVF S EILR DFD Y KA PS SI L PP RPN VDSN ATIUL AQW RS VR

601 GATAACGCCA CAGACTTGGA ATTTGAAAAA CTTTTTAACA AAAATCCAAC ACTAAACGAT TTGGGCATGA TCGTCAACGG GTCGCCCGTC CAGATCACGT ACACGGCCGA AACCGGCTTT
P NA T DI £ EFEEBE L EN KNP TL 8D L &M I YN €8P yVv @I T X TT A E I G FE

721 ACTAAARACTC CGATCGCATA CAATTACCGC GGTAACGAAC GTGCACGTGT CGAACATTTC GAGGCGCTCG ACCGTTCAAT CAGCGACCAA GACTTGGAGT CAATTATAAC ATCGTTTTTG
T R T B T R ¥X¥§ YR ENE BRAR ¥VE HBE E AL DB S TS DR RELE SEI 2 8 F:DI

841 GRAGATTACG CGCTCGTTTT CGGTATTGCT ACGGACATTG GCTTTGATAT GCTAATGTCC GGGTTTAARA GCATGTTGAA AAAAATTAAC AATTTTTTCA TTCCGGCCAT GGAACACATG
E DY ALY F&Ia I DI GF DB ML MS 6FK §ML KKXKIN NETF I P A MEHMNM

961 TTGCTTAGCA CGACTCGGCG CGTGACCGTG CGCATGTTGG GAGAGACTTA CAAAGCCGCG TTAGTGCACT

CGCTCAACGT GATCGCCATC AAAACGCTGA CCGTGACTGC CAAAGCGTTA
L LS TTR vV TV RML 6 ET Y KAA L VH § 1L

N v I aI KTZUL TVT AKA ATIL

1081 ACTCGAATCG CTATCCAAGC CAGCTCCATT GTCGGCATCG TGCTCATTCT ATTGACGCTG GCAGATTTGG TTTTGGCGCT ATGGGACCCG TTCGGTTACA ACAACREGTT TCCGCGCRAG

B I: & F Q H8/ 8 F ¥V I ¥Y¥5LI L ITL & DL L L w P G Y NNM F PR E

1201 [EERE
s 4
Blastx: P74 [Rachiplusia nu MNPV]; E value: 0,0; Identidad: 100%

—GTTGTTT GACGAAGATA CAATAGICAA GATGCGTGGA GATGACGGCC AAGAACACGA GACGCTTATT CGAGCCGGAG AMGCGCACTG CTTGSCTITG
N C: 9 L ¥ 2 I K M R G D D G Q E H E T L I R A G E A H C L A L

[

121 GATCGAGAAC GCGCCCGATC GTGTAACCCC AACACGGGTG TGTGGTTGTT GGCCGAAACT GAAACTGGTT TCGCTCTTTT GTGCAACTGC TTACGGCCCG GACTTGTTAC GCAGCTCAAC
D RE BRAER &SNP NNTG6 VL L AEBET EITE FE & L LTiEC B S LR G L VvV T QUL N

241 ATGTACGARAG ACTGCAACGT GCCCGTGGGC TGCGCGCCTC ACGGCCGTAT CGACAATATC AACAGCGCTT CGATCCGGTG CGTGTGCGAC GACGGGTACG TGAGCGACTA TAACGCCGAC
M YE DECN V2VE AP HGEGR I DNI NSA §I R &GV CD D6E6Y ¥WSD ¥ NAD

361 ACCGRAACTC CGTATTGCCG TCCGCGCACC GTGCGCGACG TAATGTACGA CGAGAGTTTT TTTCCGCGGG CGCCATGCGC AGACGGCCAA GTTCGTCTGG ATCATCCGGC GCTCAATGAT
T ET P YC RPRT VRD VMY DESVF FPR APC ADGAGQ VRIL DHP ALND

481 TTTTACCGCA GACACTTTAG ACTCGAAGAC ATTTGCGTGA TCGACCCTTG CTCGGTGGAC CCGATTAGCG GGCAACGCAC ATCGGGACGC TTATTTCACC AACCAACCGT AAATGGTGTG
F YR RHF RLED T CV ID®P €8S VD P11 8% 6 QR T8 6R LFH O PFPPT VNGV

601 GGAATCAACG GATGCAATTG TCCGGCCGAT GACGGGTTAC TGCCCGTGTT TAATCGACAC ACCGCCGACA CGGGCATGGT TAGACAAAGC GACCGCACCG TCGCGRACGC TTGCTTGCAG
G I N GCN C? AD DGIL L PV FNRH TAD TGM VROQS DRT VAN ACLOQ

721 CCGTTTAACG TGCACATGTT ATCGTTGCGT CATGTGGATT ACAAATTTTT CTGGGGCCGC AGCGACCACA CCGAGTTTGC CGACGCGGAC ATGGTGTTTC AAGCGAATGT CAACCAACTC
P F N V H M L § L R H V D T & F F W G R § D H T B F A D A D MV ¢ AN vV N Q L

841 AGTCACGAAC GGTATCGAGC GATTTTGTAC TCGTTGCTCG AGTCGCACCC GGACGTAACA GAAATCGTAA CAGTCAACAT GGGTGTCATG AAAATTTCCG TGTCATACGA TACCACATTG
E T V N Y

S HE RYR A I L ¥ s L SHE P DV¥YE E I V¥ M G VM K TI S T L

961 AAAAATATAC TATTACCATC TTCTGTTTTT AG GATTTAAAGA AAGTGGCACT GCTCAGCCGG
K N I- L:L B S8V F RFK E 8 6T A QP

Blastx: AcOrf-119 peptide [AcMNPV]; PIF-1; E value: 0,0; Identidad: 99%

GCTATTTA
R L F

1 BIGTATCGAGITAGEGATCGT GTTTTTCCTG TTCGTGTTTC TTTATATAGT GTACCAGCCC TTTTATCAGG CATACTTGCA TATCGGACAT GCCCAACAAG ATTACAATGA CACGTTGGAC
R V I Y& FL FV¥YF EYI VY¥ QP PY Q@ A4 ¥L BRI R AQQ DYN DTILD

121 GATAGGATGG ATTACATTGA ATCCGTAATG CGTAGAAGGC ACTACGTGCC GATTGAAGCG TTGCCCGCAA TCAGGTTTGA TACTAATCTC GGCACGTTGG CCGGTGACAC GATTAARATGC
D RM DYTI ESVM RRR HYV PIEALPA IRF DTNILGTIL AGD TTIIKSC

241 ATGTCGGTGC CTTTGTTTGT TAGTGACATT GACCTGCCGA TGTTTGATTG TAGTCAGATA TGCGATAACC CGTCTGCGGC GTATTTCTTT GTCAACGAAA CGGATGTGTT TGTGGTCAAC
M 8 ¥ B L F Y8 B I DLPE M FDB €8 Qg €D§¥ PBSA AY EF ¥YNE T DV EV VYN

361 GGCCACAGAC TGACGGTGGG CGGATACTGC TCCACTAATA GTTTGCCCCG CAACTGTAAT CGCGAGACGA

GCGTCATTTT AATGAGTCTC AATCAGTGGA CGTGCATAGC CGAGGACCCG
G HR L TV GG ¥ C § LP RNCN RET 8 V

I L M s L NQW TCTI AETDFP

481 CGTTACTATG CGGGCACAGA TAACATGACG CAACTCGCAG GCAGACARACA CTTTGACCGT ATTATGCCCG GACAGAGTGAR TAGGAACGTC CTGTTTGACC GATTACTAGG CCGAGAGGTG
A GT DNMT QLA GRQ HFDZR I MP GOQS DRNV L FD RLIL GREV

601 AACGTGACCA CTAACACGTT TCGCCGCAGC TGGGACGAGT TGCTGGAGGA CGGCACTAGG CGGTTCGAAA TGCGCTGCAA CGCCCGAGAT AACAACAATA ATCTCATGTT TGTTAATCCG
N VT TNT FRRS WDE L LE DGTR RFE MRC NARD NNN NLM F VNP

721 CTTAATCCCC TCGAGTGTCT CCCGAACGTG TGCACTAACG TTAGCAACGT GCACACCAGT GTTAGACCCG TATTTGARAC GGGAGAGTGT GACTGCGGCG ACGAAGCGGT CACGCGTGTT
LNP LEC L.PNV CTN VSN VHAHETS VRP VFE TEEC DG BEA ¥V TRY

GCATTATAGA TGGCCTGGAT AAAAGTACGG CATCATATAG ATATCGCGTA GAGTGCGTTA ATCTGTACAC CTCTATTCTA
K § T A S Y

841 ACGCACATTG TGCCGGGGGA CAGGACCTCT ATGTGTGCCA

T HI ¥PBGE DRT S N § T F DG LD RY RV ECV¥ NL Y TSTITIL

961 AATTATTCTA ATAACAAATT GTTATGTCCC AGTGACACTT TTGATAGTAA CACGGACGCA
N ¥YS NNK L L CP S DT F DS NTUDA

Blastx: AcOrf-22 peptide [AcMNPV]; PIF-2; E value: 0,0; Identidad: 100%

A F

1 _CAACTGC GIGATCTCCA GCGCTGCAAA CGAGTTGACC TGCCAGGATG GCTTTTGCAA CGCCTCCGAC GCTTTGGTAA ACGCGCAGGC TCCGGACTTG
T D Q QC RDNUC VIS SAA NELT CQD G6FC NASD ALV NAMQ A PDIL

121 ATAGAATGCG ATCCCGCACT GGGTTTGGTT CACGTTTTCT CCGCCGGCGG AGATTTTGTC GTGTCTCAAA CATGCGTGAG CACGTACAGA GACTTGGTGG ACGATACGGG AACACCGAGG
¢ DPA L GLV HVF 8 a6 G DF § @ T CV 8T ¥ R LV DDT 6 T PR

241 CCTTATCTAT GCAACGACGG CCGGTTGAAT ATGAATTTGA ACACGGTGCA ATTTTCGCCG GACGCGTGCG ATTGTTCGAG CGGCTATGAA AAAATGm
L CND GRLN MNL NTV QFPSP DACDCS 56 7YE K P H & L

Blastx: AcOrf-115 peptide [AcMNPV]; PIF-3; E value: 1e-81; Identidad: 98%

pif-0

pif-1

pif-2
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1 ATGTTGTCAA TCATGTTGGC TATCGTGITT GTACTTTTCG TGTTAATTTA TTTAATAATT TCGATCAAAA ATCACCATCC ATTCTTACAT AGAATAGAAA CGCTAATACA AGATTTCAAC
M L S I M L A I VvV F VL P vV L I T EA S I K N H H PE P L ¥ R I E T L I Q D F N

121 ARCACATTGT TGTTTGGCGC GTATGTACAG ATTTACGATT TAAGCACGCC CGCCCGCACC GAACGATTGT TTATTATTGC GCCCGARAAT GTGGTGTTGT ATAATTTTAA CAARACGCTC .
N - Q Y 5 AART E R L F I I A P E N ¥ ¥V L ¥ N N K 3 l)lf;41
241 TATTATTACT TGGACTCGGC GAACGTGTTT TGTCCCAACG AGTTTAGCGT GACCACGTTC ACGCAATCCA CTATTAAAAC GATCAACGAG ACGGGAATAT ATGCCACCGC ATGCACGCCG

Y Y ¥ B S ANVE €PN BEFS YIPrTF T Q8§ TIEKTINEPTGEI YAT aLcTE

361 GTCAGCAGCT TGACGCTAAT TGAACATTTT GCAACATTAA AARATAACGT GCCCGATCAC ACGCTCGTTC TCGATGTGGT CGACCAACAG ATTCAATTCT CCATCCTCGA CGTCAT

E H ¥ ;& P DH T 0

Blastx: AcOrf-96 peptide [AcMNPV]; ODV-E28; E value: 2e-111; Identidad: 99%

1 ATGATTGACA ACATTTTACA ATTTTTTTTG AAARAACGTGC CTCAAGACAA
I D N I L 0 L X N ¥ P Q D

ATTAACAACT TGCAAGATGC AAATCATTTA ATCATTAGAA ACACGCGAAC AGGAACACGT
I i I NN L Q@ D A N H L Sl < R 2R T G T R

121 AGATTGTTTG AGTACGTCAA CAACTTTCAA CAGTTCTTAA ACACAATTAG AAACAACTTT AACGGTCCGT GCGCGAAACA CGACATGGGC GCATCTTGCG AAGACACCGA AGAACCTGCA

R F E e 0 L N T R N NF N D M 2 ) E E

241 GAGAAACACG CAGCTCAAAC ATTAGACGGC CACGACTGGG TGTTGGAAAG TAACGATTTT TGCATTTTTG TAAAACCTTT CATTTTGAAG AAGCACTATG ACATCATACA AAAGTATATT

K - S s 1 H D W v L E § N D > F I K K H Y ) K

361 AATTTTGAAG ATTTTTTCAA GAGCACCGAC CCTGGATACA
N F K D > G

F E D F F 8 T P G ¥ I

TTAACAAATG CGTGCAAGCG GGCGATTACT ATTATTGGCC CAACTGGCCC ARAAAGCAAG CTTTCTCTTT TAACGGATGG h /
Y P NWZP KEKQ a2F S FNGW e

481 CAGCTGTTTT TAAATATAAA ATTTGGAATT GTCATCGAAC CCACGATACC AATCATACAC AACARBABAC TAGGCCCTGT GGATTTGTTT GTGTTTGACC CTARATGTTT TCTCAACGTC
Q L F L N I V E P TI P I I 8B N K K L G P vV DL F V. F D 2 K € F L N V

A G D Y Y Y W

L F L NTI KVFGTI I E

601 GAGCTCAGCC TGCGCACGAA TCACGATCCG CCGCAAACGC TGTTTGTAAA TGGAAAAACC AAGTTTGACG ATTCTCACGA AGACTTGTTT ATACTCAAAA TGGCCGACGG CACTGTGGCC
R T i D ? P QO T T K F D I E T TLO% M A

721 ACGTGCAAAG TTAATGGCGA GCTGGTCAAT TCGGATAAAA ATTTTTTCAA TTACATTAGG GACGACATTA ATTTGGAGGA ATGCATTACG GTGCCCAAGT ACAAGCATAT CGTCAACGTC
C N G F V N $ DK N F F N Y R I N L E E € vV P K Y

841 AACCTCAAAA GCCTCAGAGT GTTCGAGAAC AACAATTTTG ACAAAAACGA CGTGGACTTG AGCGACACGC GTTCCAGAAA ACCGCGCATC GTACCCATTA TATCGGCGAGICAGCGAARAC
N L K S R V. F E N N N F L K N DV S B X R S R K P2 R I A B ¢ S A S S N

961 GCCGACCATA TA
A D H I

Blastx: HELICASA [AcMNPV]; E value: 0,0; Identidad: 99%

1 CCGECCEEET TCACCAATGT GCTCAACGCG CCCAGTGTAC GCAACATTGG AAACAACAGA TTTCAGCCGG GCTATCAACT ATCTAACAAC CAGTTTGTGA GCACTTCAGA CATAAACAGA
PoA T N VL NA P SV RN 3 1 F QP G 0 s N N O F V § }

N R ] i R

121 ATTACTCGTA ACARATGATGT CCCCAACATA CGCGGAGTAT TTCAGGGCAT TTCAGACCCT CRAATARACT CATTGAGCCA ATTGCGGCGC GTGGACAACG TGCCAGACTT TAATTACCAC
I TR NNUD V P N I 3 @ I N S L S Q1 vV D N D N Y

241 ACCAAGCAGA CGCGATCCAA TGCAGTCAAA CAAAACTTCC C
T 0 T S N A V K Q N F

‘GGARACCAA CGTGCGCACG CCCGAAGGTG TTCAAAACGC ACTGCAGCAA AACCCCCGTC TACATAGTTA CATGCAAAGC
E T 3 R T P E G V Q@ ) A L Q 0 N P R L M Q S

E G Q N A Q Q H S Y Q

361 TTAAAAGTAG GAGGAACGGG CATACTCTTG GCCACCGGCG GCTATTTCTT GTTTAGCGCC GCCACACTAG TACAAGATAT AATCAACGCC ATCAATAACA CCGGCGGAAG TTATTATGTG p’_f—5
L K V G 6 T G I L L A T G G ¥ F L F S A A T 1 V. Q@ L I I N 2 I N N T @ 6 S Y v

481 CAAGGTAAAG ACGCCGGAGAR AATCGCCGAG GCCTGCTTGT TATTGCAGCG CACTTGTCGT CAAGACCCCA ATCTAAATCA GTCGGATGTT ACCATTTGCC CATTCGACCC CTTGTTGCCT
5K \ 3 . A ( R ? ¢ R @ » L N ) S D V T P F I P F

601 AACAATC(

CAACATGTGC CAAGGATTCA ACTATGAAGT AGAAAAAACA GTTTGTCGCG
N oM Q G F N ¥YE ¥ E KT V C R

CAGCGATCC GTCCGCCGAC CCAGATTCGC CTCAATACGT AGATATTAGC
G P S A D P DS P Q v D I

721 GATCTTCCTG CGGGCCAAAC ACTCATGTGC ATCGAACCTT ACTCGTTTGG TGATTTAGTT GGCGACTTGG GTCTAGATTG GTTACTGGGC GATGAAGGTT TAGTCGGCAAR ATCGTCCARAC
P A G 0 M P Y S F 5 D 4 3 LW G K S S )

D I 3 D 3 L D W D E G 5

841 GTTAGTGACA GCGTCAGCGG CAAGTTAATG CCCCTCATAT GGCTCATCGE CG
V. S I 5 vV 8 K L M L W I 5

Blastx: ODV-E56 [AcMNPV]; PIF-5; E value: 0,0; Identidad: 99%

1 RATCTGEGACE CECTECETTE GCAAATACTG AATGGCGACG AAATCGAAGT GTCGCCAGAG CACCGTTCGT TAGCGTGGAG GGAGTTGATT ATAAACGTGG CCAGCAACAC GCCGCTCGAC

W ) I v W Q E V B 1 H R ¢ . W R s N N I PP L L

121 AACACGTTCA GAACAATGTT TCAAAAAGCC GATTTTGAARA ATTTCGACTA CAACACGCCG ATTGTGTACA ATTTAAAAAC AAAAACTTTA ACAATGTACA ACGAGAGAAT AAGAGCCGCG
| F R M F Q K A D F FE N F D Y N F V: 3Y N K ) MY N E R R A A

241 (CACAACAGAC CCGCTC
i N R P A

Figura 1l.3. Secuencias parciales de los genes pif de RanuMNPV. La figura resume la
informacién de secuencia nucleotidica obtenida luego de amplificar cada region génica con los primers
generalistas disefiados para los Alphabaculovirus del Grupo . El producto de PCR fue clonado en el vector
pGem-T Easy y luego secuenciado por el servicio de la empresa Macrogen (http://www.macrogen.com/).
Como los primers disefiados para pif-4 contenian datos de secuencias de este gen y del gen codificante
para la DNA helicasa, se incluyd este ultimo en la figura por ser informacién de secuencia novedosa. Se
indica la secuencia del primer fw con un recuadro rosado, y del rev con un recuadro violeta. A la derecha
se indica el nombre del gen parcialmente secuenciado y debajo de cada uno, la identidad obtenida al
realizar un BlastX (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

113



TGCTACCCGT TTCACGAGAC GGGCGTGGTG ACCAACCARA
C ¥YP?P FHE TGVV TNOQ

121 ACCATTTGGA CCGCGCGGCC GCCATGCGCG AGGGCGCCGA ARACAAAGTG CARTCGCCCG
Y H L DRAA A MR E GA ENIZXKUV Q S P

241 TCAACAGTCC CTATCTACGC ACCGAGGAGC ACACCATCAT GGGCGTGGAC GACGTGCCCG
F NS ¥ b R EFE EBE BT IT MGWRD DVWE

361 ACGAGGCGTA TTGCCGCCGC TTTGGACGCG AACTCGTCAA CGGCGGCTGC TCGTTGCGTT
N EA ¥ CRR FGR BELV NGGTC §L R

481 TGACAARACAA CATTTTTTCA GAGTTGCGCA ATTATGACTA TACGGCGCCG TCGCCGCTGC
L TN N1 F S LR B YD ¥TX P 8 FIL

601 ATCGCGCGAT AGATTGGGAC TTTGAAAAAC ATTTTTCCGA AACGCCCACG CTGCACCAGC
B RA I B RD ¥ EEK HPF g B TP T L &Q

721 TCAGCAAGAG TCCCATCGCG TACTCGGCGC GAGGCGCTGT GCGCGTCGTG CGAGCCGATC
F s XK s PIA Y SA RGA VRVV RATD

841 TCATAGAAGA GTACGCGCTC GTGTTTGGCA TCGCCGCCGA CATCGGGTTT GATATGATTT
F I 2 E Y AL VFG& I AA DIGPF DM

961 GCATGTTGGT GAGCACGTCT AAACGTGTCA CGGTGCGAAT GCTGGGGGAG ACGTACAAAG
R ML VS TS KRV TVR MLGE T3JYK

1081 CAATGACACG CATCGCCATC AAAGCCAGIT CCGTGGTGGG CGTGGCGCTC ATTTTGTTCA
T M T R:I A I XA S &VVY 6¥VAL I LF

1201

R E F
Blastx: P74 [Agraulis vanillae MNPV]; E value: 0,0; Identidad: 100%

1 CGTCAGGGGENTEEOGNACTG CCAGTTGTTT GATGAGGARA CGATCGTGCA GATGCGCGAC

R EG LAN CQZLTF DEE TIV Q MRTD

121 GACCGCGAAC GGGCGCGCTC GTGCAACCCC AACACGGGCG TGTGGCTATT GGCCGAGACG
D RE RAR S CNP NTG VWL L AET

241 ATGTACGRAG ACTGCAACGT GCCGGTCGGG TGTGCGCCGC ACGGACGCAT CGCCGATTTG
M ¥YE D CN VPV GG CAUP HGHR I AUDL

CTCCCTTTGG GTACACGCAA ACTTCGGAAA CCAGCGTGGC GTACGCGCAG CCAGCGTGCT
T PF 6 ¥ T © T8 & T 8§ ¥V & ¥ A @ £ C

AATTGACGTA CACGCTCAAC AACCAGTGCG TGTTGGTCGA TTCCACGTCC AAAATGTATT
E L T YTLN NQC VLV DS TS KMY

CGTTCAACGT GCGCCCCGAT CCCGACCCTT TGTTTCCCGA ACGGTTCAAG GGGGAGTTCA
A PN VRP2D P DP PP BERFEK G EF

GGTGGGAGTC GTTGATCGGG TTTGTGTTGG GCGACACGAT ATACGTGACG TTTAAAATGT
E ¢ L I BV E & BT I XV T FEMNM

TGCCGCCGCG ACCCACCGTC GACTCGAATG TTGTGTTGGC CGAGTGGCGC GCCGTGCGCG
L PP RPTV DSN ¥VVIL AEWR AVR

TCGGCATGGA AACGCACGAC GGCGTGTTGA TGCAATTGTC GTACACGGCC GAAACGGGTT
L66M ETHD 66 VL MQL S ¥ TA ETG

GAGCGATCAA TCGAGCTGGC GACGGTGGCG ACGATGATTT GGAGACAATC GTCTCGATGT
RAI NRAG DGG DDD LETTI VS M

TGACCGCTTT TAAAACRATG CTGAAAAAAA TCAACACRAC GCTGATTCCG GCGCTCAAAC
L TA FKTM L K I N ? T L I P A1 K

CGGCGCTGGT GCACTCCATC AACACGATTG CCGTCAARAC TCTGAGCACG GCCGCCAAGA
A AL VHSI NTTI AVIK TLST AAEK

CGCTGGCCGA TCTGGTGCTG GCGTTATGGG ACCCCTTCGG CTACAACAAC m:
T I, A P L VL AL ¥ DPFE G ¥ N P

GCCGACGGCA ACGAGCAGCC CATCACCATT CGCGCGGGCG AGTCGTATTG TTTTGCGCTG
B € ®N:EQ P I T I R AG E S§ ¥ T PF A Lk

GARRCGGGGT TTGCGCTGTT GTGCAGTTGT TTGCGACCGG GATTGGTGAC GCAATTGAAC
E TG FAL L CSC LRP GLV TOQTLN

AACGGCGACT TGCGTTGCGT GTGCAACGAG GGCTACGTGA GCGATTACGA TGCCGCCACC
N 66D L RC VCNE 6 ¥V S DY DAAT

361 GARACGCCGT TCTGCCGACC GCACACGGTG CGCGACGTGC TGTTCGACGA GACGTTTTTT
E T P PSR PEXY RRDV L ¥ D ETEF

481 TATCGTCGCT ATTTTCGCTT GGACGACGTT TGCGTGGTGG ACCCTTGTTC GGTAGACCCG
YRR ¥ FPFR LDDV CV ¥V DPC §V DEP

601 GTGAACGGGT GCAACTGCCC GGCGGTCGAC GGCTTACTGC CCGTGTTCAA CCGCCACACG
¥ NG CNC P A VD 6L L PV F NRIUEET

721 TTCAACGTGC ACATGCTTGC GCTTCAACAT GTCGATTACA RATTTTTCTG GGCGCGTCCC
F NV BEML ALQH VDY KPFTF WAR

841 GACCAGCGTT ACCGCACCAT GTTGTACCCG TTGCTCACCC CACACCCCGA CACGGCGGGA
D g R ¥R T L% P LikP P HBE DT ASE

961 AACATGACGC TGCCCGCGTC GCTGTTCGTG CTGTTCAAAT TGARARGRGCG CTCCACGTCG
T P A 5 L FV LFK L KE R ST S

Blastx: CFDNVgORF114 [CfDEFMNPV]; PIF-1; E value: 0,0; Identidad: 85%

1 PECTATCAAGUTAGTGATTGC GCTTTTTGTG TTTGCGCTGT TTTATATACT TATGTGGCCT
M Y Q ¥ L I A L F V F A L F Y 1 L MW P

121 RAACAGAATGG AGTACATTGA GGGGGTTATG CGGCGCAGAC ACTATGTTCC CATGGAGACG
N R M E Y I EG VM RRR HYV PMET

241 ATGTCTGTGC CTCTGTACGT GAGCGAAATT GATTTGCCCC TGTTCGACTG CAGCCAGGTT
M § ¥V B LY V. 8§ BT DL B L B D ¢SQ WV

361 GGGCACAAAC TGGCCACGGG CGGCTACTGC ACCACCAACA GTGTGCCGCG CGACTGCAAT
6 B K L AT 6 6 ¥ C T T N & ¥ P R DECAN

481 CGCTACTTTG CCGGCACCAA CAACATGACG CAGCTGGCGG GCCGCCAACA TTTCGACCAA
R Y F A GT NNMT QLA GROQ HFTDOQ

601 AACATTGCCA CCAACACGTT TCGTCGCAAT TGGGACGAGT TGTTGGCGGA CGGCTCGCGC
N I A2 T NT FRRN WDE L LA DGSR

721 CTTAATCCCC TCGAGTGTTT GCCGAACGTG TGCACCAACG TGAATTACGT CCACTCCACT
L ¥NP L EC L PNV CTN VNY ¥wHS T

841 CGCCACATTG TGCCCGGCGA CCCCACCTCC ATGTGCGCCA GCATTGTGGA CGGTCTGGAC
R H I v ® G R PFT S M C A s 1 Vv D G L D

961 AATTTTTCCA GCAACAAACT GCTGTGCCCC GTCGACACGT TCGACAGCAA CACGGATGCG
N F S 8§ NXK L L CP VDT F DS NTUDA

CCGCGCGCGC CGTGCGCCGA CGGGCAGGTG CGCCTCGACC ATCCCGGCCT CAACGATTAC
P RA PCA DGQEV RLD HPG L NDY

ATCAGCGGGC GACGCACGTC GGGCCGTTTG TTTCACAACA CGCTCGCCAA CGGCGAAGTG
I $6 RRT S GRL FHN TLA NG E V

GCGGACAACG GCATGGTGCG CCGCGGCACA CGCACCGTGG CCN\CGCGTG TCTGCAACCG
A DN GM YV RRGT R T V A A C L Q P

GACCACGCCG AGGTGGCGGA CGCGGACATG GTGTTTCAAG CCACCGTCGC TCAACTGAGC
E VA DADM VFQ ATV A QL §

ACGACGTTGG CCGGCAGCGG CGTGTTGAAA ATTTCCGTGT CTTACGACAC CGCGCTCAAA
T T L AGS 6 VL X I $¥ § YD TALK

TTTTATCGAG CGTTTGTCCA CATACAGCAC GGCCAACAAA ATTACAACGA AACGTTGACA
¥ R FY¥Y BT @H © Q 0 NMN¥'N B LT

TTACCCTCGG TGCGTTTCGA CACAAACCTC GGCACGCTGG CCGGCGAATC TTTCAAGTGC
R F DT NUL 6 TUL AGE S F K C

TGCGAGGATC CGAACGCAGT GTATTTTTTT GTGGGCGACG GCGACACGTA CGTGGTGAAC
ED PNA VY FTF V6D 6GDT Y V VN

CGCGARACGA GCGTCGTGCT CATGAACCTG AACCAGTGGA CGTGCATCGC CGAGGACCCG
RET 8 VYV L MNL NNgW® T C1I A EDE

ATTATGCCCG GCCAGAGCGA TCGAAACATC TTGTTCGATC GACTGCTGGG TCGCGAAGTC
I M P G QS DRNTI L FD RLIL G RTEV

CGGTTTGAAA TGCGTTGCAA CGCGCGCGAC AACAACAACA ACCTCATGTT TGTAAGTCCG
R FE MRCT NARD NNN NLTM F VS E

GTTCGGCCCG TGTTCGAATC GGGCGAGTGC GATTGCGGCG ACGAGGCGGT GACGCGCGTG
VRP VFE S GEC DCG DEA VTRV

GTCGCCACGG CGTCGCACCG ATTTCGCGTA GAGTGCGTAA ACACGCACAC GTCGATTAAC
VAT A SH RFRV ECV NTH T S5 1IN

A F A F

Blastx: PIF-2 [Dasychira pudibunda NPV]; PIF-2; E value: 0,0; Identidad: 87%

1 —CAAGTGC G'I’GGTGGCCA GCGCGGCCAA CGACCTGAGT
v T D Q Q@ C R D K A S A A N D L §

121 TCGGGGAARCG ATTGTGATCC GGCGCTGGGC CTGTTGCGCG TCTACACGGC CGCCGGCGAT
$ G N DCD PALG L LR VYT AAGD

241 GCGCGACCTT ACCTTTGCGA CGGTGGCGTG TTGCGACTCA ACTTGGACAC GACGCAGITT
A RP YLC DGGV LRL NLD TTZ QTF

361

TGCGACAATG GGTTTTGTAG CGCCACCAAC GCGCTGGCGG CGGGAACGCC GACTCCGGAC
¢C DN G F C S ATN A LA AGT P TUPD

TTTGTCGITT CACAAACATG CGTCAGCACG TACAGAGACT TGGTGGACGA TACGGGCGCT
¥ QT c Vv s T Y R D L v D DT G A

TCCGCCGACG CGTGCACGTG CGCCGACGGC TACGAAAAAT TGC!
S A D A C T C ADG Y E K I

Blastx: P\F [Choristoneura rosaceana alphabaculovirus]; E value: 6e-64; Identidad: 80%

pif-1

pif-2

pif-3
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1 ATGTTGTCCA TAATGTTGGC GATCGTGTTT CTGGTGGCGG TGTTTATGTA CGTTGTGTTG TCGCTAAAAA ACCACCATCC ATTCTTGGCC AAAATCCAAA CGCTGTTGCG CGATTTCGAC
M L § I ML A I V F AV > VvV ¥V L S L N R D F D

L V A F M X HH P2 F L A Q T L L

T > H 5 X P A R T E R L

121 AATACGCTAC TGTTCGGAAC GCACGTGCAA ATTTACGACT TCAGCACACC CGCACGAACC GAACGACTGT TTATTATTGC GCCCGAAARAC GTTGTGTTGT ACAATTTTGA CAAAACGCTA pl:f 4
N T L L F G 1 vV Q % D F 8T > A T R L A AP E ¥ ol S Y N F D ET & e

241 TATTACTACC TCGACTCGGC CAACGTGTTT TGCCCCAACG AATACACTGT AGCCAAATTC ACTCGCGCCA CCGTCCGCAC AATCAACGAC ACGGGCGTGT ACTCGACCGC TTGCACGTCC
Y ¥ X L D S A N V F C. B N E Y T vV A K F T R A T V R T I B D T 6V ¥ 5 T A C T §

5 A P D ): G

361 GTCGGCAGCC TGACGTTGAT TGAACATTTC GTCGGCCTCA AAAACAACGC GCCCGATTAC ACGCTCGTCT TGGACGCCGC CGATCAAATT CAGTTITTCCA TCCTGGACAT CAT
¥ = = I & 3 K N N : v D A A L -

Blastx: ORF58 [Hyphantria cunea NPV]; PIF-4; E value: 1e-99; Identidad: 85%

1 ATGGACAACA TTTTGTCGCG CCTGTTCAGA GACGTGACGA
M N I LS RL FR DV T

GTA

5CCGCC AACAGTTTGC CCGACACGH

CCGTCTGATA ATAATAA.

-TCGCGTCGA
5 S R R

121 TTGCTAGAGC ACGTGAACAA TTTCAAGCAA TTCTTAAACA

3 CGATGCGGCC GGCGCGTGCG CTGTTCACCA ACGCGCGCCG CTCTACGAGG ACGATAGCGA AATGCTCGAT
S A G c vV E Q L Y E D D S E M

B

241 GCCRATGACG AGAGGGCAAC GGACGCGTTT ACCCAARAGCG AACGCGTCAG CTTTGCCCGC CACTCGTTGG TGTTGGAARA CAACGATTTT TGTGTGTTTG TAAAGCCATT TTTGTTGARA
A ND ERA T DATF T Q ¢ R 5 F VL E NNUDTFEF CVF vV K P F 1L K

E S F ® B § & E

361 GAGCACTACG ATACGATCAA AAACTATTTG ARGCTGGACC AATTTTTGAA AAGTGAAGAT CCGCAACACA CCAACABATG CGTGCAGGCC GGCGACTATT GCTACTGGCC CAATTGGCCC e
EHBR Y DT < ) @ FL K S ED P QH T N ¥ Q A 6D Y C Y W N W P hl

481 GCGTCGCAGG CGGTGTCGTT CACCGGCTGG CAGCTGTATC TGTACATGGA GTTTGGCATT TGCGTGGAGC CGACTATTCC CATCATCCAC AACCGACGAT TGGGCGCCGT CGATCTTTTT
A S Q0 AV g WoQ ¥ Y M E F ; E P I P i N R ; \ L F

601 GTGTTCAACC CCAAAACGTT TTTAAACATT GAAATGAGCC TGTGCACCAA CGAGACGCCG CCCGTCAAGC TGTTTGTCAA CGGCAAATTT AATTTTGACA AGAAAAACGA CGCCAAACCG
Vv F N K T FLNTI EMS L CT NETU?P PV K L FV NGKYV F NTFD KK D A K P

721 GTGGAGAGTT

TGTTTGAGAT TAAAATGGCC AACGGCGCCA CGGCCACGTG CAAAATGGTC GCCAATTTGG TCAATTCGAA CAAAAATCTA TTTGAAGCGG TGCGCGACAA CATAAATCTG
8 L EBEE I K A N GA TAT CKMV A NL VNS NEKNIL FEA VRD NINTL

841 GAGGAATGCG TCACGACGCC CAAATACCGA CACGTTATCG
E : v T T P X Y B E Vv

ACGTGAACCT CACCAAGTTG CGCCAGTTTG CCGGTGATGG CGCGACGGCG GGAGCGTTGA CCGAGCGCGA GTTTCGCCCG
) VNI K Q F A G L G A A G & T E R F R P

961 CCCGCAGTCA CCACCATAAT TTCCGCCAGC AGTGAAAACG CCGACCCCAT A
P A T o1 1 D g S E N A D P I
Blastx: DNA helicase [Choristoneura rosaceana NPV]; E value: 0,0; Identidad: 78%

GCGA CATCAATCGC

L A P R N R X & ¥ D I B R

1 CCGGCGGEET TTACCAARTGT GCTAAACGCG CCCAGCACGC GCAATTTGGG CAACGGACGA TACGAACCCG GCTACAGTTT GTCCAACAAT CAGTTTGTCA GCG!

121 ATCACGCGCA GCAACGACGT GCCGCGCATA CGCARCGTGT TTAGAGGTAT CAACGATTCG CAAATCGATT CGCTGARACCG

GCTGCGGCGC GCCGACAACG TGCCCGACGC GGGCATGCAC
R S N P R R N = R G N DS QI D S i

R L R R A DN V PD A G M B

241 GTGAAACGCA CGCGCGCCGA CGCCGTGAAA CAAAATTTTC CCGAGACCAA TGTGCGCTCC GCCGACGGTG TGGACAACGC GTTGCGCCAA AACCCCCGCC TCAACACCTA TTTGCARAAT
VKR TRA DAVEK I P E T N V S A I v N A LR O N L NT Y I N

Q N ? R

361 GCCAAAACGG CCGGCGTCGT CACCTTGTTG GCGGGCGGAG CTTACCTGAC ATTTAGCGCG GCCACACTCG TGCAGGACAT CGTAAACGCA CTCAACAACA CGGGCGGCAG CTACTATGTG p’f‘5
A KT A G v T A GG A YL T F S A T L VvV Q I v N A N b T ¢ G 5 i

L L A D ¥ ¥

L N

481 CGCGGATCTG ACGCCGGCGR AACGGCGGAC GCGIGTCTGC TGCTACATCG CACGTGCCAG CGCGACCCCA ACATGARCAC GTCCGACGIG TCCATTTGCG CCAGAGACCC GCTCATTTCC
. B A I A L A s D v N P

R 5 D A H R T (i R : N M N R D & L I

601 GACACGGCAC AATTGCAGGC CATCTGCAAC GGGTTCAACT ACGAGCAGGA GCAAAGTGTG TGCCGGCAAA GCGATCCCGC CGCCGATCCC AACTCGCCGC AGTTTGTGGA CATTAGCGAT
L Q 0 AT ¢ N X ) Y B E Q& WV € RGQ 8 P A R D P N S P F ¥ Das 0

721 TTGTTGCCCG GTCAAACCAT CATGTGCATC GAACCCTACA ATTTGGGCGA TTTGATCGGT GATTTGGGCC TGGACCATTT GCTCGGCGAA GAAGGATTAR TCGGCAAATC GTCCAATTCC
I @ T I M C I E P 3 D H -

841 AGCGGTAGCA TCGGCAACAA GTTGATGCCC ATCATTATGC TCATCGGCG
5 . N K D I

Blastx: PIF-5 [Choristoneura murinana NPV]; E value: 5e-165; Identidad: 89%

1 BATGTGGGACE CGATGCGATG GCAAGTGTTG AGTGCCGACG AGGTGGAAGT GGCACCCGAA CACCGTGCGT TGGCTTGGCG CGAATTGATC GCARACGTGG CTCACAACAC GCCGCTCAAC
M W A M R W Q V L § A I E E vV A P H R A L A A N V A ¥ e B

121 TTTACGTTTC GCACAATGTT TCAGCGGGCC GATCTTGAAA ATTTCGACTA CAACACGCCA ATCGTGTACA ATGTCAAAAG CAGAGAGCTG ATCGTTCTCA ACGAAAGAAT AAGAGCCGCG
F T F T M F Q@ RA DL N FD ¥Y¥NTIT® I VY NV K SREIL I VLI NER IR A

R T R A E D 4 I I VL

241 CACBATAGGC CCGCCC
H N R A

Figura IIl.4. Secuencias parciales de los genes pif de AgvaMNPV. La figura resume la
informacién de secuencia nucleotidica obtenida luego de amplificar cada regién génica con los primers
generalistas disefiados para los Alphabaculovirus del Grupo . El producto de PCR fue clonado en el vector
pGem-T Easy y luego secuenciado por Macrogen (http://www.macrogen.com/). Como los primers
disefiados para pif-4 contenian datos de secuencias de este gen y del gen codificante para la DNA
helicasa, se incluyé este ultimo en la figura por ser informacion de secuencia novedosa. Se indica la
secuencia del primer fw con un recuadro rosado, y del rev con un recuadro violeta. A la derecha se indica
el nombre del gen parcialmente secuenciado y debajo de cada uno, la identidad obtenida al realizar un
BlastX (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Inferencia filogenética obtenida con el sistema desarrollado

Para realizar la validacion del sistema en cuanto a la determinacién de relaciones
filogenéticas y al posible uso como un método de asignacion taxondmica para
Baculoviridae, fue necesario compararlo con el método vigente (Jehle et al, 2006 [B]). Este
anadlisis fue realizado in silico utilizando los datos de secuencia gendmicas completas
presentes en la base de datos GenBank. Una vez obtenidas las colecciones de secuencias
aminoacidicas parciales derivadas de los hipotéticos productos de PCR (tanto para los 7
genes pif como para lef-8, lef-9 y poliedrina/granulina), se realizaron los alineamientos
multiples correspondientes, para luego generar los concatenados de secuencias para cada

coleccioén (Figura lII.5).

Como puede observarse, las inferencias filogenéticas obtenidas usando los dos
grupos de genes fueron equivalentes en los nodos no triviales, validando en consecuencia
la utilidad del sistema propuesto para la asignacion taxondmica en Baculoviridae. Se puede
observar, por ejemplo, la correcta separacidn entre los linajes a y b dentro de los miembros
del Grupo | de Alphabaculovirus, previamente reportado (Jehle et al, 2006, Miele et al,
2011). A su vez, el resultado fue congruente con la inferencia filogenética hecha con las
secuencias aminoacidicas completas de las proteinas PIF (Figura Il.1.E). La Unica diferencia
notable se observa en un miembro del género Betabaculovirus. En el andlisis basado en la
secuencia completa, AgseGV aparece distantemente relacionado con los otros miembros
de este género (Figura Il.1.E), mientras que con el andlisis de secuencia parcial de estas
proteinas, AgseGV se encuentra vinculado a PxGV (Figura IIl.5. E). Del mismo modo, el
analisis de la secuencia aminoacidica parcial de los genes lef-8, lef-9 y granulina (en este

caso), asocia de manera mas cercana a este virus con los demas (Figura III.5.F).
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Figura III.5. Validacion del sistema de asignacion taxonémica basado en concatenados
de fragmentos de secuencias PIF. Cladogramas realizados con concatenados aminoacidicos
alternativos para los géneros Alphabaculovirus (Grupo | y Il por separado) y Betabaculovirus. Las
inferencias filogenéticas se realizaron con el programa Mega-6 (Neighbor Joining tree; Bootstrap =
500; Modelo JTT; Distribucion Gamma calculada para cada set de datos; pairwaise deletion). A, C,
E- Arboles correspondientes al concatenado de secuencias de las proteinas PIF. B, D, F- Arboles
correspondientes al concatenado de secuencias de las proteinas Lef-8, Lef-9 y Poliedrina o

Granulina segun corresponda (Jehle et al, 2006 [B]).
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Teniendo presente que se obtuvo la informacién de secuencia parcial de los genes
pif para los virus RanuMNPV y AgvaMNPV, se realizé un andlisis filogenético incluyendo a
estas especies, a fin de obtener las relaciones filogenéticas con los miembros del Grupo | de
Alphabaculovirus (Figura Il.6). Los resultados indican una cercania entre RanuMNPV vy
AcMNPV, resultados congruentes con los obtenidos previamente (Rodriguez et al, 2012).
Tanto las comparaciones de secuencia de los genes evaluados como el comportamiento
bioldgico del virus, lo vinculan muy cercanamente con AcMNPYV, ubicandolo en el linaje b
del Grupo | de los Alphabaculovirus. Por otro lado, AgvaMNPV, también caracterizado
previamente, se incluyd en el linaje b del Grupo | de los Alphabaculovirus, siendo

coincidente con los resultados obtenidos al analizar la secuencia parcial de los genes pif.

Alphabaculovirus Grupo | Figura l1.6. Inferencia
filogenética aislados RanuMNPV vy
AgvaMNPV. El arbol corresponde al

100 CfMNPV
10 ChocNPV concatenado de secuencias de las
o1 ChroNPV , K
% OpMNPV proteinas PIF de los virus del Grupo | de

PhcyNPV . g

il — ameney | Linaje Ib los Alphabaculovirus. Los parametros

" 65— AnpeMNPV-2 usados fueron equivalentes a los
HycuNPV . . . .

1 AgvaMNPV indicados en el pie de figura Ill.5. Se

ThorNPV-P2
MaviNPV
BmNPV L
Bomanpv.st| LiNAje la
BomaNPV-S2
RoMNPV
PlxyMNPV
AcMNPV
RanuMNPV

[ ASMNEY resaltan en verde los virus RanuMNPV y
100 CfDEFMNPV
EppoNPV AgvaMNPV

Estudios previos del aislamiento viral RanuMNPV, permtieron clasificarlo como una
variante genotipica del baculovirus AcMNPV. Las secuencias parciales de los genes
analizados de lef-8, lef-9, catepsina y quitinasa, otorgaron una identidad del 100% con la
secuencia de ACMNPV (Rodriguez et al, 2011). Sin embargo, los ensayos bioldgicos en larvas
revelaron un rango de hospedador alterado con respecto al de AcMNPV. Dado que la
infeccion primaria es crucial en la definicién de la capacidad infectiva y que el complejo PIF
es el responsable de dicha funcién, se realizaron alineamientos con la informacidon de

secuencia aminoacidica parcial obtenida en este trabajo de tesis (Figura Ill.7). Los resultados

118



muestran una alta conservacion de los residuos aminoacidicos de las regiones de las
proteinas evaluadas. Se detectaron 10 cambios no conservativos y 11 conservativos en
total, la mayoria de los cuales se hallaron en PIF-0 y PIF-6. La region evaluada de PIF-4
resultd ser la mas conservada, con solo un cambio conservativo, asi como también la regién
de PIF-2, con solo un cambio no conservativo. Si bien las diferencias fueron minimas, no es
posible predecir si las mismas tienen influencia en la especificidad de la infeccion. Se sabe
que las proteinas PIFs conforman un complejo en la envoltura de los ODVs (Peng et al, 2010,
2012), pero no se conoce la forma en que las mismas interactian, o qué residuos
aminoacidicos influyen en la especificidad de la infeccion. Tampoco se conoce el mecanismo
especifico por el cual ocurre la interaccién entre la maquinaria PIF y el hospedador, por lo
gue un pequefio cambio pordria alterarlo. Tal es asi que estudios previos demostraron que
la sustitucion de sélo 3 aminoacidos en posiciones especificas de la proteina DNA Helicasa
de AcCMNPV por otros presentes en el gen homdlogo de BmNPV, permitié ampliar el rango
de hospedador a larvas de Bombyx mori (Croizier et al, 1994). Por ello, es necesario
continuar con estudios moleculares, para asi establecer si dichos cambios podrian influir en

el rango de hospedador de los virus.
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Figura l1.7. Comparacion de secuencias PIFs de AcMNPV y RanuMNPV. Alineamiento multiple

de las secuencias aminoacidicas codificadas por las regiones amplificadas y secuenciadas con los
primers generalistas para los Alphabaculovirus del Grupo I. El alineamiento se realizé con el software T-
Coffee (PSI-Coffee; http://tcoffee.crg.cat/). ACN corresponde a las secuencias de AcMNPV y RNN a
RanuMNPV. Los cambios no conservativos se resaltaron en naranja, mientras que los conservativos, en
amarillo y verde claro, segin fueran menos conservados (.) o mas conservados (:), respectivamente.

Por otro lado, a partir de un analisis de variabilidad de secuencia aminoacidica de 31

core proteins, se deduce que las proteinas PIFs tiene un grado de conservacion de secuencia

variable, siendo PIF-2 la mas conservada y PIF-6 la mas variable (Figura 111.8). Mientras que
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LEF-8 y LEF-9, presentan un alto grado de conservacion (similar al de PIF-2), el resto de las
proteinas PIF son mas divergentes en la familia Baculoviridae, probablemente por su
estrecha asociacion con la evolucion de los hospedadores. Esto hace al sistema propuesto
mas robusto, ya que incluso podria utilizarse en el estudio evolutivo de genotipos de una
misma especie, tal el caso de RanuMNPV. Cabe destacar que el analisis fue llevado a cabo
con 31 de las 37 core proteins actualmente aceptadas (Miele et al, 2011). Las 6 nuevas core
proteins fueron descriptas al realizar una buUsqueda mas exhaustiva y resultaron ser las
menos conservadas dentro del este grupo dentro de la familia (Garavaglia et al, 2012), por
lo que el andlisis de variabilidad de las mismas resultaria alto, quedando ubicado a la

izquierda del grafico de la figura 111.8.
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Figura 111.8. Variabilidad core proteins. El grafico representa la variabilidad de la secuencia
aminoacidica de 31 core proteins descriptas en la familia Baculoviridae. Los histogramas muestran
las distancias promedio PAM (Point Accepted Mutation) 250 para cada core gen con su
correspondiente desvio estandar (Adaptado de Miele et al, 2011).

Comparacion de matrices de distancias entre el sistema PIF vy el

vigente

Con el fin de analizar las distancias entre las especies analizadas por el método

basado en la secuencia parcial de genes pif con el sistema de caracterizacidén vigente,
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basado en las secuencias parciales de los genes lef-8, lef-9 y poliedrina o granulina, se
realizaron matrices de distancias a partir de alineamientos de las secuencias nucleotidicas
parciales y concatenadas, aplicando el modelo de substitucion Kimura-2P, usando el

programa MEGA 6 (Jehle et al, 2006, Tamura et al, 2013). Se compararon las distancias
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obtenidas con cada método y para cada grupo definido

Betabaculovirus (Tabla 111.3-5).
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Se utiliz6 el programa MEGA 6 (Tamura et al, 2013)
para el calculo de la distancia de a pares utilizando

Kimura 2P como modelo de substitucién, un valor

de colores se citan a la izquierda de la tabla y se
remarcan aquellas con baja o mala diferenciacion,
junto con la imagen especular en el otro método de

Gamma de 0,5, complete deletion. Las referencias
clasificacion.

Buena diferenciacion entre dos especies,
poseen una distancia mayor a 0,05 unidades

Dudosa diferenciacion entre dos especies, poseen
una distancia menor a 0,05 pero mayor a 0,015 unidades

Mala diferenciacion entre dos especies,
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El andlisis de las matrices de distancia entre ambos métodos permitié validar el
sistema de clasificacién propuesto en base a secuencias parciales de los genes pif. Para el
caso del Grupo | de los Alphabaculovirus, los virus APN y AP2 (2 aislamientos diferentes
secuenciados del virus AnpeNPV) no pueden diferenciarse como especies con ninguno de
los dos métodos, permitiendo aseverar que corresponden a dos variantes del mismo virus.
Lo mismo se observa para el caso de PCN (PhcyNPV)-AP2 y PCN-APN como también entre
PXN-ACN (PIxyNPV, AcMNPV), RNN-ACN (RanuMNPV, AcMNPV), COR-CFN (ChocNPV,
CfMNPV), no logrando ser diferenciados con ninguna metodologia. Para el caso de ACN-
BO2 (BomaNPV-S2), el método actual permite diferenciarlos correctamente, mientras que
se convierte en distancia dudosa con el método badaso en pifs. Se pierde también certeza
en la diferenciacién entre BO2-PXN y BO2-RNN. Sin embargo, se obtuvo una mejor distancia
para el caso de BMN-BO2 (BmNPV, BomaNPV-S2), BMN-BO1 (BmNPV, BomaNPV-S1), BO1-

BO2, al utilizar el método basado en pifs (Tabla I1.3).

Para el caso del Grupo Il de los Alphabaculovirus, los resultados de las dos matrices
fueron equivalentes. Solo no lograron diferenciarse como especies a: los virus HA1-HA4
(HearNPV-C1, HearNPV-G4), dos variantes del mismo virus; HAS-HA1 y HAS-HA4
(HearSNPV), siendo que HAS es un virus aislado de Helicoperpa armigera SNPV, el mismo
hospedador que las variantes HA1 y HA4; HZN-HA1, HAZ-HA4 y HZN-HAS (HezeNPV), virus
aislado de la especie H. zea, en vez de H. armigera, como en los casos previos; HAN-MCB
(HearMNPV, MacoNPV-B); MC4-MCN (MacoNPV-90-4, MacoNPV-90-2), también dos

aislamientos del mismo virus recuperados de Mamestra configurata (Tabla I11.4).

Por utlimo, para el caso de los Betabaculovirus, se observa una diferenciacion
certera entre HAG- XCG (HearGV, XecnGV) con el método basado en pifs, que fue dudosa

con el método actual (Tabla III.5).
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Aplicacion del sistema en aislamientos virales de Colombia

Dentro del marco de un proyecto de colaboracién entre nuestro laboratorio
LIGBCM-AVI y el Laboratorio de Control Biolégico de la Corporacion Colombiana de
Investigacion Agropecuaria (CORPOICA), se aplicé el sistema desarrollado en este trabajo

de tesis doctoral a la caracterizacidon molecular de 3 aislamientos virales colombianos. .

La papa es un cultivo de alto interés agricola en Colombia. Por ende, resulta de vital
impotancia el control de las plagas que lo afectan. Las polillas de la familia Gelechiidae,
Orden Lepidoptera, constituyen una de las plagas de mayor importancia por ocasionar
grandes pérdidas a este cultivo. Las especies mas importantes como insecto-plaga dentro
de esta familia son Tecia solanivora, Tuta absoluta y Phthorimaea operculella (Figura 111.9).
Con el objetivo de desarrollar estrategias bioinsecticidas, se realizaron misiones en campo
dénde se recolectaron larvas afectadas con fenotipo asociado a baculovirosis. A partir de
ellas, se aislaron cuerpos de oclusién de morfologia granular (coincidente con el género
betabaculovirus). Estos aislamientos virales luego fueron propagados dentro del insectario
de CORPOICA mediante la multiplicacidn en larvas susceptibles, para mantener un stock
permanente, y fueron denominados: TesoGV (granulovirus que infecta Tecia solanivora),
TuabGV (granulovirus que infecta Tuta absoluta) y PhopGV (granulovirus que infecta

Phthorimaea operculella).

Figura 1II.9. Larvas de especies de lepidopteros de importancia para el cultivo de papa en
Colombia. La imagen muestra las principales especies dentro de la familia Gelechiidae que ocasionan
pérdidas en cultivos de importancia agrondmica en Colombia. A) Phthorimaea operculella (Fuente:
http://www.chemtica.com), B) Tecia solanivora (Fuente: André Pollet), C) Tuta absoluta (Fuente:
http://www.tutaabsoluta.es), D) Papas almacenadas infestadas con Tecia solanivora (Fuente: Georg-
August-Universitat Goéttingen).
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A partir de suspensiones de los cuerpos de oclusidon de estos tres aislamientos se
comenzé con la caracterizacién molecular basada en los genes pif con los primers
generalistas disefiados para el género Betabaculovirus. Teniendo en cuenta las condiciones
de reaccion y de ciclado térmico establecidas en la optimizacion previa, se realizaron los

ensayos de amplificacion y se obtuvieron los amplimeros correspondientes (Figura 111.10).
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Figura 111.10. PCRs de aislamientos virales de Colombia. Electroforesis en gel de agarosa 1%
p/v tefiido con bromuro de etidio de los productos de PCRs utilizando los primers generalistas para
Betabaculovirus, disefiados en este trabajo de tesis sobre los genomas purificados de los
aislamientos virales colombianos, TuabGV, TesoGV y PhopGV. Se indica con una flecha naranja los
productos amplificados y esperados para este grupo y debajo de cada gel, el gen pif detectado. A la
derecha se indican las pares de bases del marcador molecular utilizado como referencia de tamafio.
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De este modo, se obtuvo amplificacién para todos los pifs en todas las muestras.
Con el fin de encontrar similitudes con las especies virales ya secuenciadas, estos productos
fueron clonados en el vector comercial pGem-T Easy para luego de la transformacion y
seleccidn de colonias recombinantes, obtener la informacion de secuencia de varios clones

por virus y por fragmento pif.

Con esta informacion, se realizaron alineamientos y andlisis filogenéticos. Asi, se
realizaron cladogramas para cada pif en forma individual y para el concatémero de los 7
pifs. Para todas las secuencias obtenidas (salvo para pif-1), los resultados indicaron una gran
similitud con el virus PhopGV previamente descripto (GenBank, NC_004062; Taha et al,
2000), lo cual era de esperarse en particular para el aislamiento colombiano de PhopGV
(PhopGV_Col). Los otros dos, TuabGV y TesoGV, que infectan especies de la familia
Gelechiidae, fueron también encontrados relacionados cercanamente con PhopGV (Figura
[11.L11.A). Como se menciond previamente, se secuenciaron varios plasmidos recombinantes
conteniendo el producto de PCR de cada pif y de cada virus. En el caso de pif-1 se hallaron
dos secuencias diferentes al analizar varios clones positivos de un mismo virus. Con estos
resultados, se decidid ampliar la informaciéon para este gen pif, secuenciando mas clones
positivos para los 3 virus. La aparicién de dos secuencias claramente diferentes se mantuvo
y se denominaron secuencias Tipo | y Tipo Il. La secuencia Tipo | (611 bp) presentd una alta
similitud con la secuencia de pif-1 del virus PhopGV (GenBank, NC_004062; Taha et al,
2000), mientras que la Tipo Il (635 bp) presentd alta similitud con las secuencias de pif-1 de
los virus HearGV, PsunGV y XecnGV (GenBank,NC_010240 [Harrison y Popham, 2008],
NC_013772 [Zhang et al., 2009], NC_002331 [Hayakawa et al, 1999], respectivamente;).
Para los 3 aislamientos virales colombianos se encontraron las secuencias Tipo | y Tipo Il

(Figura ll1.11.B).
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Figura Ill.11. Cladogramas de Betabaculovirus con aislamientos colombianos. A) Cladograma
obtenido a partir del alineamiento de la secuencia aminoacidica correspondiente al fragmento amplificado
con los primers generalistas de pif-2 utilizando el programa MEGA 6, con el método de Neighbor-Joining y
un bootstrap de 1000 réplicas. Las distancias evolutivas fueron calculadas empleando las matrices de
Dayhoff, modelando la variacidn entre sitios con una distribucién gamma (parametro de forma = 2,25).
Todas las posiciones conteniendo gaps y datos perdidos fueron eliminadas. B) Cladograma obtenido a
partir de un alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas parciales correspondientes al producto
amplificado con los primers pif-1, empleando el mismo programa y parametros ya mencionados

Estos resultados podrian sugerir la existencia de una duplicacién génica del gen pif-
1 en el genoma viral o la co-existencia de dos genomas que, a nivel de los pifs, diferirian
solo en pif-1 (dentro de las regiones observadas). Por otra parte, tanto la secuencia
gendmica de TesoGV como la de TuabGV (obtenidas por 454; trabajo en preparacion)
presentan un solo gen pif-1. Globalmente ambas secuencias son muy similares a la de

PhopGV. Esto puede deberse a que en los ODVs haya dos genomas distintos en diferente
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proporcién y el mayoritario sea el similar a PhopGV, obteniendo muy pocos “readings” del
minoritario, los cuales se filtran por baja calidad durante el ensamblado. Una alternativa es
que, si el ensamblado se hizo respecto de una referencia (en este caso PhopGV) se hayan
descartado los “readings” no coincidentes, aun cuando su calidad fuera buena. Tampoco se
puede descartar la duplicacidn génica de pif-1 en un solo genoma, soportada por la similitud

de secuencias de los fragmentos de los otros 6 genes pif.

A partir del analisis de las secuencias parciales de los genes pif, surgié un interesante
trabajo para intentar discernir entre las dos hipétesis planteadas. Esto me permitié una

estancia de trabajo en el Centro CORPOICA dentro de mi doctorado.

¢ CO-EXISTENCIA DE GENOMAS O DUPLICACION GENICA DE PIF-1?

Considerando que las regiones Tipo | y Il del gen pif-1 presentaron una diferencia de
tamafio de 24 bp y que existid una secuencia continua diferencial entre ambas, se llevé a
cabo un disefio experimental para poder discernir entre las dos situaciones hipotetizadas.
Con el fin de obtener un dato cuantitativo de la proporcidn de secuencias Tipo | y Tipo |l
presentes en los ODVs de los betabaculovirus recuperados de las larvas de Tecia solanivora
y de Tuta absoluta, se diseiid un analisis basado en Tagman-Real Time PCR. Ademas, se
disefiaron primers incluyendo la zona en cuestidn para analizar el contexto génico de los
aislamientos, considerando las regiones presentes en los genomas secuenciados (Figura

111.12).

131



pLefic pqP-L
B B
PhOpGV I = = = Nz000 © = 2 | P = = Noooo e = Noooo '& i
: pP48c
PhopGV064 PhopGV070 ssDBP p48
=) & e & = &= &
p24 p38.7 pif-1 fgf-1 lef-6 PhopGV074
= PhopGV068  PhopGV071
lef-1
pLefic pgP-L
B %
HearGV I " " - IZDDH b = ot ll')ﬂn i = o Ismn = = g 'wnn g ) >
pP48c
hypothetical lef-1 hypothetical hypothetical
el e =) &= &
p38.7  hypothetical  pif-1 fgf-1 ssDBP p45
hypothetical €= ¢==
hypothetical lef-6 hypothetical
) Sonda Tipo |: S-P
o3 =
i—_— It

pgP-L

Tipo I: 241 bp

Figura 1ll.12. Disefio de primers RT-PCR y contexto génico pif-1. A) Esquema
representando los genes cercanos a pif-1 de los genomas de PhopGV y HearGV. Se indican los
primers pLeflcy pP48c, ambos generalistas para la amplificacidn de las regiones indicadas de los
genomas PhopGV, HearGV, PsunGV y XecnGV. También se indican los primers generalistas pgP-
L y pgP-R para la cuantificaciéon de las secuencias Tipo | y Il en un ensayo de Real Time PCR.
Sombreado en verde, se indican las regiones expandidas en B. B) Alineamiento multiple de
secuencias Tipo | y Il. En rosa se indica la region utilizada para el disefio del primer pgP-L; en
naranja, para el primerpgP-R; en celeste la zona donde se disefid la sonda especifica para
secuencia Tipo | y en verde, para secuencia Tipo Il. Debajo de la linea turquesa se indican los
tamanfos esperados de los productos de PCR usando los primers pgP-Ly pqP-R.

Para la realizacién de la Real Time PCR, se diseiid un juego de primers generalistas
(pgP-L y pgP-R) y dos sondas especificas (sondas tipo Tagmam: S-P -la letra P indica que

corresponde al fenotipo POG- y S-HPX —las letras HPX indican que corresponde al fenotipo
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HAG, PUG, XCG-(POG: PhopGV; HAG: HearGV; PUG: PsunGV; XCG: XecnGV). Los primers
fueron disefiados para que hibriden en ambos tipos de secuencias, flanqueando una region
del tercio 3’ de pif-1 que presenta una insercidon en las secuencias Tipo Il. El amplicén Tipo |
tiene 241 pb y debe ser detectado con la Sonda S-P; mientras que el amplicén Tipo Il tiene
268 pb y debe ser detectado con la Sonda S-HPX. Como se puede observar el la figura
[11.12.B, las sondas se disefiaron en las regiones especificas donde habria una insercién en

las secuencias Tipo Il con el fin de aumentar la especificidad del ensayo.

Para el estudio del contexto génico, se disefaron 2 primers generalistas en las
regiones que comprenden a los dos core genes mas proximos flanqueando pif-1. Estos
primers, que deberian hibridar en cualquiera de los 4 genomas, fueron denominados plLeflc
y pP48c (Figura 11l.12.A). A partir de alli, se compararian los resultados de un RFLP del

fragmento amplificado con lo esperado para los genomas secuenciados.

En la tabla I1l.6 se indican las secuencias de los primers y sondas antes mencionados.

Nombre del

primer Secuencia (5°-3")
pLeflc CAAASACTTGTYTGTCGAC
pP48c GTATACCKAGCATAGGTCT
pqgP-L TGCWTKCCSGACCCGTG
pgP-R SCCCARAAGAMYTTGAGRTC

Nombre de la

sonda Secuencia (5°-3)
S-P-HEX GCCAGCCACGTTAYCACC
S-HPX-FAM TACGGCCGAAACGATCCC

Tabla Ill.6. Primers y sondas. La tabla indica la secuencia nucleotidica de los primers y
sondas disefiados para la evaluacion de las secuencias Tipo | y Il del gen pif-1 halladas en los
aislados virales colombianos. En violeta se indica el fluoréforo asociado a cada sonda.

Con el disefio experimental planteado, y luego de purificar el genoma viral a partir
de las suspensiones de granulos, se realizd la puesta a punto de las PCRs. Los ensayos con

los primers pqP-L/pgP-R resultaron positivos para todas las muestras. Se evaluaron 2
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temperaturas de annealing (49°Cy 51°C), y en ambas, para el caso de PhopGV, se hallé una
banda inespecifica (Figura 11l.13.A). Por otro lado, se realizd6 la PCR con los primers
pLeflc/pP48c sobre muestras de TesoGV y TuabGV, dando resultados positivos (Figura

[11.13.B). Luego se realizd también con muestras de PhopGV, siendo también positiva.

A B

TuabGV

49°C 51°C

Figura I11.13. Amplificaciones con los primers disefiados A) Electroforesis en gel de agarosa 0,8%
p/v revelada con SYBRsafede los productos de PCRs realizadas con los pares de primers pqP-L/pqP-R. El
perfil de ciclado utilizado fue 1 ciclo a 942C 4 minutos; 35 ciclos a 922C 10 segundos, (492C o 519C) 15
segundos y 72°C 1,5 minutos; 1 ciclo a 722C 5 minutos. Las muestras Pos | y Pos Il corresponden a
controles positivos, siendo plasmidos conteniendo las secuencias tipo | y Il respectivamente; Neg
corresponde al control negativo. Se utilizé un marcador de peso molecular de 100 bp (L100bp). La flecha
verde indica el producto deseado. B) Electroforesis en gel de agarosa 0,7% p/v revelada con SYBR safe de
la PCR realizada con los primers pLeflc/pP48c sobre muestras de TesoGV y TuabGV. El perfil de ciclado
utilizado fue 1 ciclo a 949C 4 minutos; 35 ciclos a 929C 10 segundos, 522C 15 segundos y 682C 13 minutos;

Ensayo de Real Time PCR cuantitativa con sondas Tagman

Con la evaluacién positiva de los primers disefados, se procedié con la puesta a
punto de las reacciones de Real Time PCR. En primer lugar, se realizaron las curvas de
calibracion usando como patrones a los pldsmidos pGem-T Easy recombinantes

conteniendo como insertos las secuencias Tipo | y Il. La cuantificacién de referencia de los
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plasmidos se realizd por espectrofotometria (Nano-Drop 1000). Ademas del control
negativo clasico de toda reaccidén con agua en lugar de molde, se incluyé un control negativo
gue contenia el plasmido pGem-TEasy conteniendo el fragmento contrario en cada caso.
Por un lado, se corroboraba la no deteccidon del esqueleto del vector y por el otro, la
especificidad de la sonda por el Tipo | o Il segln correspondia. Ademas de las reacciones
mencionadas, también se incluyé la deteccién con una sonda Tagman especifica para el gen
granulina de todos los miembros virales de la familia Gelechiidae. Asi, se deseaba obtener
en cada muestra la cuantificacion total de las moléculas de genomas (midiendo copias de
granulina), y el nimero de moléculas conteniendo la regién pif-1 de Tipo | (midiendo con
las sonda S-P) y de Tipo Il (midiendo con la sonda S-HPX). Se realizaron las curvas de
calibracion con las tres sondas utilizadas y con sus respectivos moldes (Figura 111.14). Para

las 3 curvas, los coeficientes de correlacion fueron mayores a 0,97.

Sonda S-HPX-Fam e Sonda S-P-Hex y=:3.018x4 50,459
R?=0,9764 R?=0,0892

26 26 e

21

Ct (qRT-PCR)
Ct (gRT-PCR)
3
»

6 7, 8 9 10 11 6 7 7 8 8 9 9 10 10 11

log10 (nimero de moléculas) log10 (nimero de moléculas)

) y =-2,0634x + 30,841
Sonda granulina R?=0,9995

Ct (qRT-PCR)

0 2 4 6 8 10
log10 (nimero de moléculas)

Figura 111.14. Rango dinamico qRT-PCRs. Los graficos de la figura muestran las curvas de
calibracién realizadas para la deteccidon de muestras con la sonda TagMan S-HPX, S-P y granulina. Se
realizaron triplicados de cada concentracién de molde evaluada y el Ct indicado en el eje “Y” es el
promedio de las 3 medidas independientes. Se muestran también la ecuacion de la regresion lineal y
el coeficiente de correlacion de la curva patrén. Los moldes utilizados fueron para el caso de las
sondas S-HPX y S-P plasmidos linealizados conteniendo la secuencia Tipo | y Il, respectivamente y
cuantificados por Nano-drop, mientras que en la curva de granulina, se utilizé molde cuantificado por
la misma metodologia de genoma de PhopGV.
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Lo que se esperaba era que para el hipotético caso de la co-existencia de genomas,
la sumatoria de la cuantificacion de moléculas de Tipo | y de Tipo Il deberia ser similar a la
de granulina; mientras que si la situacion correspondia a una duplicacidn génica dentro de
un Unico genoma, la cuantificacion por medio de las 3 sondas deberia ser equivalente.
Ademas, cabe destacarse que las sondas se sintetizaron asociadas a 2 fluréforos diferentes

en su espectro de absorcion/emisidn con el fin de realizar el ensayo en simultaneo.

Con las hipotesis planteadas y las curvas de calibracién optimizadas para cada sonda,
se realizé la cuantificacion de las muestras conteniendo los aislamientos PhopGV, TuabGV
y TesoGV. Como primer resultado, no se logré la deteccidn en una reaccion con mezcla de
sondas, ya fuera que se haya utilizado como molde una mezcla equimolar de pladasmidos de
Tipo | y Il o con muestras de genomas. Las lecturas no otorgaban resultado alguno en la
lectura FAM. Sin embargo, cuando se realizd por separado, la deteccién dio positiva
demostrando que la co-existencia de las sondas en la misma reaccién no permitia la
correcta deteccion. Por ello, se decidié proceder con los ensayos en tubos individuales para

cada sonda.

Enlatablalll.7 se muestran los resultados de la cuantificacion de las muestras virales
resultantes con las 3 sondas utilizadas: granulina, S-P, S-HPX. Como se indica, no se obtuvo
deteccion en las muestras TuabGV y TesoGV con la sonda Tipo Il S-HPX, pero si para la
muestra de PhopGV. En cambio, para la sonda Tipo I, S-P, se obtuvo deteccidn en todas las

muestras.

Tabla 111.7. Cuantificacion muestras genomas virales mediante Real Time PCR. Resultado de
la cuantificacién del nimero de moléculas / ul de muestra de DNA de cada especie viral evaluada con
cada sonda Tagman. No se obtuvo deteccidn con la sonda HPX de las muestras TesoGV y TuabGV. En
la ultima columna de indica la sumatoria de moléculas Tipo | y Tipo Il detectadas.

Cuantificacion nimero de moleculas/ul genoma
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Muestr Sonda Sonda P Sonda HPX SumaP

a granulina Tipo | Tipo Il + HPX
1,03*10 1,03*10
TesoGV 1,28*10° / 0,00 7
2,85*10 2,85*%10
TuabGV 4,24*%108 6 0,00 6
3,63*10 5,02*%10
PhopGV 4,24*10’ e 1,39*10° &

En ningun caso la sumatoria del nimero de moléculas Tipo | mas |l fue equivalente
con la cuantificacién obtenida con la sonda granulina. Para el caso de TesoGV y TuabGV,
este resultado podria indicar que a pesar de no ser detectada, podria existir secuencia Tipo
Il. Ademas, este resultado seria mads viable para el caso de la co-existencia de 2 genomas
con las secuencias pif-1 similares, ya que en niguna de las cuantificaciones con las sondas
pif-1 los resultados obtenidos fueron equivalentes a los arrojados con la deteccidn de

granulina.

Dado que los resultados no fueron concluyentes, se decidié aprovechar la diferencia
de pares de bases entre los productos de amplificacién de Tipo | y de Tipo Il con los primers
utilizados para la Real Time PCR. Como fue indicado previamente, la secuencia de Tipo Il
presenta un mayor tamano respecto de la de Tipo |, resultando en un producto de 268 bp
contra otro de 241 bp, respectivamente (Figura 111.12.B). Como la diferencia de longitud no
seria resuelta por electroforesis en un gel de agarosa, se procedid a utilizar geles de
poliacrilamida. Para ello, se realizé una PCR end point con las muestras correspondientes y
los primers pgP-L/pgP-R y se resolvié en un gel de poliacrilamida 7% p/v revelado con
nitrato de plata (Figura Ill.15). Como se observa, los controles de los plasmidos de Tipo | y
de Tipo Il dieron sélo el fragmento esperado en cada caso. Por otro lado, se observa la
presencia de dos fragmentos en la muestra de TuabGV y PhopGV, siendo para la primera
muestra mas intenso el correspondiente al Tipo Il y para PhopGV, de mayor intensidad el
correspondiente al Tipo |. Para el caso de TesoGV, se visualiza un fragmento
correspondiente a la secuencia de Tipo |, y uno en muy baja proporcién correspondiente a

la de Tipo Il
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Este ensayo permitié demostrar la presencia de ambos tipos de secuencias en las
muestras, a pesar que con las sondas especificas no pudieron detectarse las secuencias de
Tipo Il en las muestras de TesoGV y TuabGV. La diferencia en intensidad podria justficarse
con la diferencia en la cantidad inicial de moléculas de cada tipo, aunque este es el resultado
de una PCR end point por lo cual deberia realizarse una PCR cuantitativa para determinarlo.
Sin embargo, la diferencia en cantidad podria suponer la existencia asimétrica de ambas

secuencias, coincidente con la mezcla de genomas conteniendo cada tipo de secuencia pif-
1.
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Figura 111.15. Diferenciacion de fragmentos de Tipo | y Il en una muestra amplificada.
Electroforesis en gel de poliacrilamida 7% tefiido con nitrato de plata de la amplificacién de las
muestras virales con los primers pgP-L/pgP-R. Se utilizaron como controles positivos muestras de los
pladsmidos p-GemT-easy conteniendo la secuencia Tipo | y Il. Como marcador molecular se utilizé un
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Evaluacion del contexto génico de pif-1

Con el fin de evaluar el contexto del gen en cuestidn, se realizé una PCR con los
primers plLeflc/pP48c sobre muestras de genomas de TesoGV, TuabGV y PhopGV (Figura
[11.12). A partir de alli se eligieron dos endonucleasas de restriccion (Hinfl y Haelll), capaces

de generar varios fragmentos que permitieran evaluar alguna diferencia entre las muestras.

Para el genoma secuenciado de PhopGV, se esperaban obtener 19 fragmentos con
la enzima Hinfl mientras que con Haelll, 8 fragmentos de restriccion. Luego de realizar la
digestion y corrida electroforética adecuada, se obtuvo el resultado del RFLP (Figura I11.16).
La resolucion de la electrofresis no fue la éptima, por lo que fue dificil estimar el tamafo de
los fragmentos. Sin embargo, se logré detectar una banda diferencial para PhopGV vy
TuabGV con respecto a TesoGV en el perfil con la enzima Haelll, mientras que se hallé una

banda diferencial en PhopGV con respecto a los demads con la enzima Hinfl.

Haelll Hinfl

Figura 1l.L16. RFLP  fragmentos

amplificados. Electroforesis en gel de agarosa

1,5% tefiido con Sybr Gold de los productos de

PCR amplificados con los primers plLeflc/pP48c
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El resultado del RFLP de los fragmentos permitid detectar la presencia de bandas
submolares diferenciales en algunos de los aislamientos virales, lo cual, podria realcionarse
con la co-existencia de un genoma mayoritario con otro acido nucleico minoritario. El
mismo podria corresponderse con un genoma similar, una versiéon defectiva, o un

fragmento de genoma viral.

Una de las causas que podria explicar estos resultados tiene que ver con la
posibilidad de una co-infeccidn viral en las larvas. Si bien las plagas de donde se aislaron los
virus son distintas, las 3 pertenecen a la familia Gelechiidae del Orden Lepidoptera, y si se
tiene en cuenta que las 3 estan presentes en la misma regién geografica, no seria extrafio
pensar en la posibilidad de co-infecciones virales. De hecho, estos resultados estarian en
concordancia con la publicacién de Espinel-Correal et al, 2010, en donde se describen
mezclas de genomas en aislamientos provenientes de Tecia solanivora, asi como también

de P. operculella.

Por otro lado, el mantenimiento de los aislamientos virales en el insectario de
CORPOICA se realiza infectando por via oral larvas susceptibles, contaminando alimentos
con suspensiones de granulos virales. Los 3 virus en cuestion infectan las 3 especies de
lepiddteros, por lo cual, se propagaban cuando era necesario, en la especie de larva que se
encontraba en el momento. Por ello, otra de las posibles causas podria corresponder a un

proceso de seleccion funcional mediado por el hospedador.

En un futuro, se propone la evaluacion de los aislamientos virales correspondientes
a distintos eventos de propagacion y evaluar si la misma influye o no en la organizacion

génica viral durante el desarrollo en distintos hospedadores.

En resumen, el sistema de clasificacién basado en genes pif desarrollado en este plan
de tesis fue de suma utilidad sobre las muestras virales de granulovirus aisladas en
Colombia. Ademads de lograr la correcta caracterizacion molecular de los aislamientos,
surgié un interrogante acerca de la naturaleza de los mismos, encontrandose diferentes
secuencias de un mismo gen en cada uno de los mismos. Luego de plantear dos posibles

escenarios, en el cual podrian existir mezcla de genomas o la duplicacién del gen pif-1, se
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disefiaron estrategias para dilucidarlo. Los resultados obtenidos, tanto por la técnica de
Real Time-PCR y electroforesis en geles de poliacrilamida, como de RFLP, sugieren la co-
existencia de 2 genomas, o al menos, la co-existencia de un genoma con otro acido nucleico

en menor proporcion.
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TEMPORALIDAD EN LA EXPRESION DE LOS GENES PIF DURANTE UN
CICLO DE INFECCION VIRAL

Como ha sido introducido, el ciclo de infeccién de los baculovirus comprende dos
etapas generales. La infeccién primaria en el intestino medio de las larvas, en donde se
hidrolizan los cuerpos de oclusién ingeridos, permitiendo la fusién de la envoltura de los
ODVs con la membrana de las células apicales, mediada por la interaccion de las proteinas
PIF con receptores especificos presentes en las células. La entrada de las nucleocapsides y
su translocacidn al nucleo, dan inicio a la producciéon de nuevas particulas virales dentro de
la célula. A partir de este momento, comienza la produccién de las particulas virales
brotantes, BVs, responsables de la diseminacidn de la infeccién por todas las células del

hospedador, dando lugar a la infeccion sistémica.

La produccién de nuevas particulas ocluidas, OBs, ocurre en las etapas finales del
ciclo de infeccién dentro de una célula, estrategia que le permite al virus la produccién de
alta cantidad de BVs en momentos tempranos del ciclo, aumentando la capacidad de
dispersion de la infeccién. Esto es posible gracias a la expresidon diferencial de los genes

baculovirales durante el ciclo infectivo (Berreta et al, 2013).

Dentro del grupo de genes tardios, se encuentra la expresidn de los genes pif, cuyos
productos forman parte de la envoltura de los ODVs. La estrategia viral que le permite una
transcripcion diferencial se basa en el uso de la RNA polimerasa Il celular para la expresién
de los genes virales necesarios al inicio de la infeccién, y varios de ellos actian como
factores de transcripcion para la expresidon sucesiva de otros genes (Bilen et al, 2007). Por
otro lado, existe una RNA polimerasa viral, responsable de la expresién de la mayoria de los
genes virales. Dentro de las secuencias reconocidas por esta polimerasa estan los genes pif

(Chen et al, 2013).
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Estudios de secuencias promotoras

Mediante andlisis basados en predicciones bioinformadticas y por estudios
transcriptomicos en células infectadas se han establecido los motivos de secuencias
promotoras caracteristicos de los baculovirus (Xing et al, 2005; Rohrmann, 2013; Chen et al,
2013). Para los genes tempranos, se han identificado dos secuencias principales que
conforman el promotor consenso: una secuencia tipo TATA-box y un iniciador de la
trascripcién (INR), aunque alguna o ambas pueden estar ausentes en ciertos promotores
tempranos (Friesen, 1997; Berreta et al, 2013). Una vez reconocida la region TATA-box, la
secuencia INR, cuyo motivo conservado es CAGT, determina el sitio de inicio de la
trascripcidn y asegura una correcta iniciacién incluso en ausencia de la secuencia consenso

TATA.

Para el caso de los promotores tardios, que son reconocidos por la RNA polimerasa
viral, mediante estudios de secuenciacién de transcriptos se ha encontrado un motivo
conservado que funciona como promotor tardio y como secuencia de inicio de la
transcripcion: (A/T/G)TAAG (Nobiron, et al, 2003; Xing et al, 2005; Rohrmann, 2013).
Ademas, se han descripto genes que presentan una combinacion de promotor temprano y
tardio. Por ejemplo para el caso de ATAAG se ha encontrado la variante TATAAGG, la cual
puede ser reconocida tanto por la RNA polimerasa celular como por la viral, estando
presente en aquellos genes que se expresan tanto en estadios tempranos como tardios del
ciclo infectivo (Xing et al, 2005). De las secuencias conteniendo el motivo TAAG, las
variantes mas prevalentes son ATAAG y GTAAG, seguida por TTAAG. La secuencia CTAAG,
no parece funcionar como INR tardio, y es la menos frecuente en las regiones upstream al
inicio de los ORFs (Xing et al, 2005). Sélo se ha reportado un caso en el que este motivo

funcionaria como INR tardio del gen pif-1 en el virus SSMNNPV (Simdn et al, 2005).
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Con la aplicacién de las tecnologias de secuenciacion de uUltima generacion se han
estudiado los transcriptomas de lineas celulares infectadas con algunas especies de
baculovirus y, de esta manera, se generd evidencia muy util para comprender la
temporalidad de la expresion génica viral a lo largo de un ciclo de infeccidn (Chen et al,
2013). Esto permitio asociar las secuencias consenso caracteristicas de los genes tempranos

y tardios, demostrando la existencia de los motivos antes mencionados.

Por estudios previos realizados en otras especies y conociendo que la localizacidn
de las proteinas PIF es en la envoltura de los ODVs, en esta seccidn se evalla la presencia
de los INR tardios caracteristicos asociados al reconocimiento por la RNA polimerasa viral
en las regiones upstream a las secuencias codificantes de los pifs en el virus AgMNPV-2D.
Para ello se realizd6 una busqueda del motivo consenso TAAG en los 300 nucledtidos
upstream al codén de inicio reportado para cada uno de estos ORFs, eligiéndose dicha
longitud en vista de analisis predictivos reportados y de estudios transcriptomicos previos
realizados en una linea celular infectada con AcMNPV en diferentes momentos del ciclo, a
partir de los cuales se dilucidé una distancia promedio de 169 nucleétidos entre el motivo
promotor/iniciador de la trascripcion (TSS) y el coddén de inicio ATG codificante (Xing et al,

2005; Chen et al, 2013).

Mediante tal analisis en AgMNPV-2D se logré localizar el motivo TAAG en todos los
pifs, incluso repetidas veces, siendo esto coincidente con una potencial expresidn
gobernada por la RNA polimerasa viral, encontrandose que la distancia respecto al inicio de

la traduccién fue variable (Figura IV.1).
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Figura IV.1. Analisis de motivos promotores. En la figura se esquematizan los marcos de
lectura abiertos (ORFs) de los 7 genes pif junto con los motivos de secuencia promotora consenso
TAAG, reconocida por la RNA polimerasa viral. El andlisis se realizé a partir del genoma de AgMNPV
(NC_008520), localizando los genes en cuestidon y buscando el motivo consenso hasta 300 nucleédtidos
upstream del inicio de la traduccién. Para cada caso, se indica el nucledtido predecesor al motivo TAAG
y la cantidad de nucledtidos entre el motivo y el coddn de inicio codificante (nucledtidos). Para el caso
de mas de un motivo promotor, se incluye la distancia entre ellos. También se muestran los ORFs de
genes adyacentes cuando el motivo se encuentra superpuesto. Para el caso de pif-5, se subrayo el
promotor consenso y se incluyd también la secuencia TATA encontrada. En pif-6, se incluy6 también el
motivo consenso TATAA.

De los 7 genes analizados, se encontraron 4 con motivos TTAAG (pif-0, pif-3, pif-4,
pif-6), 2 con el motivo GTAAG (pif-1, pif-5), 2 con el motivo ATAAG (pif-4, pif-5) y 2 con el
motivo CTAAG (pif-2, pif-3), el cual no ha sido caracterizado como posible promotor (Xing
et al, 2005). Para pif-3, pif-4 y pif-5 se localizaron 2 o mas motivos conservados de posibles
INRs tardios en la regidn evaluada. En los 3 casos, se localizé al menos un motivo presente

en la regidn upstream no codificante. Sin embargo, el motivo mas lejano del inicio de Ia
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traduccion de cada gen, estd solapado con regiones codificantes de genes vecinos, siendo
el gen bro para el caso de pif-3, p18 para pif-4 e ie-2 para pif-5 (Figura IV.1). El gen bro
(Baculovirus Repeated ORF), es un gen presente en NPVs y GVs de lepidépteros y en
CuniNPV, pero no en NPVs de himendpteros. Se encuentra en multiples copias segun el
baculovirus, y estaria involucrado en la produccién de poliedros (Bideshi et al, 2003;
Rohrmann, 2013). Por otro lado, el gen ie-2, presente sélo en los miembros del Grupo | de
los Alphabaculovirus, resulta tener efecto en la infectividad en larvas, ya que mutantes
virales carentes de este gen, provocaron este efecto cuando larvas susceptibles fueron
infectadas (Prikhod'ko et al, 1999). Ninguno de estos dos genes forma parte de los core
genes, por lo cual los eventos evolutivos no pueden ser correspondidos con la evolucién de
los genes pif, los cuales si forman parte de los core genes. De esta manera, se podria estimar
qgue los INRs encontrados para pif-3 y pif-5 que se encuentran solapados en las regiones
codificantes de estos genes, no serian las secuencias INR funcionales, existiendo una mayor
probabilidad para los INRs presentes en las regiones no codificantes. Lo mismo ocurre para
el caso de lef-3/pif-6, siendo que lef-3 tampoco es un core gene. Esta presente en los
baculovirus que infectan lepiddpteros y su ausencia es letal, ya que estd vinculada con el
proceso replicativo (Yu y Carstens, 2010). La razén que justifica la ausencia de este gen en
los baculovirus que infectan dipteros e himendpteros, radicaria en la presencia de una core
protein (ALK-EXQO) con funciones similares a las reportadas para LEF-3 (Rohrmann, 2013). En
este caso, tampoco podria vincularse la secuencia promotora presente en este gen vecino,
aungue fue el Unico motivo tardio detectado para pif-6. Segun estudios previos realizados
en AcMNPV, se detectd un transcripto de pif-6 a las 3 hpi (horas post-infeccion), y se
determind un motivo de promotor temprano 18 nucleétidos upstream del inicio de la
traduccién, coincidente con los estudios de 5" RACE (Li et al, 2008). A pesar de estos
hallazgos, la proteina no fue detectada hasta las 16 hpi. Chan et al, 2013 detectaron el
motivo TATAA en AcMNPV, cercano al inicio de transcripcion, aunque también encontraron
el motivo consenso tardio TAAG. Por lo tanto, se evalud, también, la presencia de este
motivo en la secuencia upstream del gen pif-6 de AgMNPV, y se encontrd una secuencia

consenso TATAA upstream del comienzo del ORF, aunque se encuentra solapada con el
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gen lef-3 adyacente (Figura IV.1). En contraposicion con todo lo anterior, el gen homélogo
en BmNPV, fue caracterizado como un gen tardio, detectandose el trascripto 12 hpi, con un

motivo TAAG 68 nucleétidos upstream al inicio del ORF (Xu et al, 2008).

El caso de pif-4 es diferente, ya que el motivo mds alejado estd solapado con otro
core gen, p18, el cual esta involucrado en la formacion del fenotipo BV y, por ello, los

eventos evolutivos de dichos genes podrian estar relacionados (Yuan et al, 2011).

Para pif-5, ademds del motivo INR tardio, se encontré un motivo TATA-box
consenso. Este ha sido caracterizado en los genes que se expresan durante todo el ciclo,
tanto por accion de la RNA polimerasa celular como de la viral (Chen et al, 2013). Sin
embargo, por estudios previos en AcCMNPV, el motivo de promotor temprano localizado no
seria activo ya que no se han detectado transcriptos antes de las 16 hpi (Braunagel et al,
1996, Rashidan et al, 2005). Por otro lado, estudios transcriptémicos del virus AgMNPV,
revelaron que, en lineas generales, los genes tardios y muy tardios son detectados mediante
técnicas de RT-PCR mas temprano que en otros baculovirus cuando se realiza la infeccidn
in vitro en la linea celular UFL-Ag-286. Los autores consideran como probable explicacion
que la replicacion viral dentro de la célula comienza antes que en otros sistemas (Oliveira

et al, 2013).

Con el fin de complementar los hallazgos de los posibles motivos INRs, se decidié
evaluar la estabilidad de la doble hélice en la regidn upstream de cada gen pif. Con la
hipdtesis de que la regién promotora es ricaen A-T vy, por ende, de menor estabilidad, y
gue la zona del inicio de la traduccién corresponde a una regidn mas estable, se evalud la
estabilidad de 250 nucleétidos upstream del inicio de la traduccion y 50 nucledtidos
downstream. El calculo de la estabilidad se evalu6 mediante el AG, en ventanas de 5

residuos (Santalucia, 1998; Figura IV.2).
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Figura IV.2. Estabilidad de la doble hélice en el entorno upstream de los genes pif de AgMNPV.
Los graficos indican la estabilidad relativa calculada por ventana de 5 residuos. Los valores se expresaron
en AG (kcal/mol). Los picos de los graficos indican las regiones de menor estabilidad y los valles, las mas
estables. Se indica con linea verde el inicio de la traduccién de cada pif y con rosa, los motivos tardios o
tempranos hallados. A) pif-0, B) pif-1, C) pif-2, D) pif-3, E) pif-4, F) pif-5, G) pif-6.

Para los genes pif-0, pif-3, pif-4, pif-5 y pif-6 se detectaron zonas mas estables
coincidentes con el ATG que determina el inicio de la traduccidn, correspondientes a
regiones con valores de AG bajos, mientras que los motivos promotores, se
correspondieron con regiones menos estables, con valores de AG mas elevados (Figura IV.2.

A, D-G). Esto aporta mas solvencia a las predicciones antes realizadas. Sin embargo, esta
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situacion no fue la hallada para el caso de pif-1 y pif-2, en los que las zonas donde se
localizaron el inicio de la traduccidon y los motivos INR propuestos no presentaron
diferencias evidentes en cuanto a los valores de AG. En particular, el ATG no fue equivalente
en cuanto a la estabilidad respecto de los otros genes pif, dando en estos casos valores

menos estables (Figura IV.2.By C).

A pesar de los resultados de estabilidad descriptos, es necesario realizar ensayos
transcriptdmicos que posibiliten reconocer el impacto real de estas secuencias en la

expresion de los genes pif y asi comprobar la funcionalidad de los motivos hallados.

Diseflo de Reverse Transcription quantitative PCR para genes pif de

AgMNPV

Continuando con la caracterizacion de este grupo de genes tardios, se decidid
analizar el perfil de expresion de estas secuencias durante un ciclo de multiplicacién viral,
para asi visualizar si la temporalidad de aparicidon de los transcriptos se encontraba asociada
con la esperada para los genes tardios baculovirales. En tal sentido, se eligié un
procedimiento molecular cuantitativo basado en PCR en tiempo real, para lo cual se
procedid con el disefio de pares de primers especificos destinados a la deteccién de cada
uno de los transcriptos pif del virus AgMNPV-2D. Cabe mencionar que, en este caso, la
caracterizacion se realizd sobre seis de los pifs, pif-0 a pif-5, ya que al momento de realizarse

el ensayo eran los Unicos descriptos.
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p74-fw TTGATTACACGTTGCG 19 4

pif acc 7 211
-0 p74- GGTTGCGCATAAGCTA 18 >
rev CG 5
pif-1- GTTCGCTTGATTGATG 22 >
pif fw TGCACC 0 247
-1 pif-1- GCTCGTTACCGTTTGC 20 >
rev ATCG >
pif-2- TCATGCGCCGCAGGCA 20 6
pif fw TTAC 0 218
-2 pif-2- CCCGTTGACTACGTAA 23 >
rev GTGTCAC 2
pif-3- GCATACGCGCCTCCTA 19 6
pif fw TGG 3 240
-3 pif-3- CGCGTAGATGCGCAAC 18 6
rev AG 1
pif-4- CGCTCTATTACTACCT 23 5
pif fw GGACTCG 2

. 209
4 Tabla IV.1. PrinPen;_sALbifs para reaf Hrite PERE SECRban las secuentdas de los prir6ners disefiados

para llevar a cabo Iasr%\fmla igicaciones de los ség genes pif, asi como sus caracteristicas. La busqueda se

llevd a cab,g).fon lasec erEaa del virus AgMﬁﬁ’%%@?E%éﬁFeG&ﬁGenBank (NQ£D08520)5También seincluye

i W
la secggncia de los primnglsf_lttilizados para el control interno del gen de actina celular de UEL-Ag-286. 199

- CGGCCGAACGCACATT 18 6
rev AG 1
5
fw-act ACGGAACCTCTCGTTA 23
Ac CCGATGG 6 120
tina 5
rev-act TGCTATGTTGCCCTGG 22
ACTTCG 4

Para el disefio se tuvieron en cuenta las consideraciones necesarias para el uso de
primers en Real Time PCR, en cuanto a la longitud de los oligonucledtidos y al producto de
amplificacién esperado. En la tabla IV.1 se citan lo primers disefiados para llevar adelante el

ensayo.

GENERACION DE PATRONES Y CURVAS DE CALIBRACION

En primera instancia se realizaron PCRs de punto final utilizando cada par de primers
y DNA del genoma de AgMNPV-2D como molde de reaccion. El fin era controlar el correcto

funcionamiento de los primers y obtener el producto de la PCR para luego clonarlo en un
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vector comercial, secuenciarlo para certificar la identidad y utilizarlo como molde para los
controles positivos y curvas de calibracidn en los ensayos mediante Reverse Transcription-

Quantitative PCR (RT-qPCR).

En todos los casos, la PCR de punto final resulté positiva con el perfil de ciclado
evaluado, no presentando fragmentos de amplificacion inespecifica, lo cual es fundamental
para el uso de las mismas en una RT-qPCR (Figura IV.3). Los amplicones obtenidos fueron
recuperados y clonados en el vector comercial PGemT-Easy (Promega) y secuenciados para

verificar la identidad. En todos los casos, se obtuvo el fragmento esperado.

p74 pif-1 pif-2 pif-3 pif-4 pif-5

+ - o+ - + - 150 + - B - + - LSO

Figura IV.3. PCR de punto final con los primerspifs disefiados. Electroforesis en gel de agarosa
1% p/v tefiido con bromuro de etidio de los productos de PCR realizados con genoma de AgMNPV-2D
como DNA molde y con los primerspifs disefiados en este trabajo de tesis. EL perfil de ciclado utilizado
fue 2 min a 94°C; 35 ciclos de: 10 seg a 92°C, 15 seg a 57°Cy 30 seg a 72°C; 3 mina 72°C. Se observa la
presencia de banda Unica en todos los casos. El gel contiene un marcador de peso molecular 50 bp (PB-
L).

Para utilizarlos como calibradores, los plasmidos conteniendo los insertos anteriores
fueron linealizados mediante una digestién con la endonucleasa de restriccion Pstl y
cuantificados utilizando Nanodrop-1000y Qubit (ThermoFisher). A partir de alli, y realizando
diluciones seriadas, se establecieron las curvas de calibracion para la posterior
cuantificacién de transcriptos pifs. La puesta a punto de cada curva se realizé en un rango
de masa de plasmido patrén entre 0,001 pgy 10 pg, lo que corresponde a un rango dindmico

de 300-3000000 moléculas. Por otro lado, se realizaron triplicados para cada punto de
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concentracion, siendo cada valor establecido el promedio de las mediciones individuales de

Ct (Figura IV.4).
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Figura IV.4. Curvas de calibracion Real Time PCR. Curvas de calibracién obtenidas para
las gRT-PCRs correspondientes a cada gen pif y actina. Las mismas se realizaron con los primers
especificos a cada pif y el plasmido linealizado conteniendo cada fragmento especifico. Los valores
de Ct indicados corresponden al promedio de 3 mediciones independientes por cada
concentracion. Se indican también la ecuacion derivada de la regresion lineal y el coeficiente de

Se procedié del mismo modo con el fragmento de actina correspondiente al genoma
de la linea celular UFL-Ag-286. El objetivo de su determinacién fue la normalizacidn de las

muestras de RNA total derivado de células infectadas que se utilizarian para determinar la
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cantidad de mRNAs pifs, siendo asi el estandar interno de los ensayos que se describen a

continuacion.

CINETICA DE TRANSCRIPCION DE GENES PIF EN AGMNPV

Una vez optimizada la reaccidon de gRT-PCR para cada gen pif y actina celular, se
realizé una cinética de infeccién. Para ello, se expusieron con viriones brotantes (BVs) de
AgMNPV-2D (multiplicidad de infeccion o MOI= 10) a células UFL-Ag-286 creciendo en
monocapa. A distintos tiempos post-infeccién (entre 0-36 hs con intervalos de 3 hs) se
descarté el medio condicionado y se cosecharon las células. En el tiempo analizado, se
lograron obtener 13 muestras, comenzando con tg, correspondiente a la muestra sin
infectar, y finalizando con t13, la muestra correspondiente a las 36 hs post-infeccion. A partir
de estas muestras se realizé la extraccion de RNA total (Figura IV.5.A). En este momento fue
imprescindible controlar la ausencia de DNA viral y celular contaminantes, ya que seria
detectado con el sistema de RT-PCR, dando asi una sobreestimacion de la cantidad de
transcripto. Para verificar esto, se realizé una PCR convencional utilizando como molde de
reaccidon cada una de las extracciones de RNA total con los primers pif (Figura IV.5.B). Como
se obtuvo amplificacidn, se realizé un tratamiento extensivo con DNAasa | (RNAasa free).
Para verificar el correcto desempefio de la hidrélisis, se repitieron las PCRs con cada par de
primers y utilizando la muestra tratada como molde de la reacciéon, no obteniéndose
amplimeros detectables mediante electroforesis (Figura IV.5.C). Una vez realizado este
control, se volvié a sembrar en un gel de agarosa un pequeno volumen de cada muestra
tratada, con el fin de verificar la integridad de las muestras de RNA después del tratamiento
efectuado mediante electroforesis, cuyo resultado fue coincidente con el encontrado en la
primera extraccion. Asi, con la informacion de integridad de RNA y ausencia de DNA viral y
celular, se continud con la transcripcién reversa (RT) de las 13 muestras, utilizando
oligonucleétidos poli-T para la sintesis de cDNA de los RNAs mensajeros presentes en el
extracto. Se realizd un control por PCR endpoint utilizando uno de los pares de primers pif
para demostrar la presencia de cDNA en las muestras (Figura 1V.5.D). En este control ya es
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posible visualizar la presencia diferencial de molde inicial, traducida en la intensidad de
bandas de producto de PCR reveladas, siendo mas intensa en los tiempos finales del ciclo

viral.

A- RNA total de las muestras (horas post-infeccion)
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Figura IV.5. Purificacidon y preparacion muestras RNA. Se esquematizan los pasos en la extraccion
del RNA desde la recuperacion de la monocapa de células infectadas en los distintos tiempos. Las imagenes
muestran electroforesis en gel de agarosa 1% p/v tefiido con bromuro de etidio de: purificacién de RNA
total de las células infectadas con Ag-MNPV en distintos tiempos (A); PCR utilizando primers especificos
pif-2 con muestras diluidas de la extraccion de RNA (B); PCR con primers pif-1 de las muestras luego del
tratamiento con DNAsa | (C); PCR con primers pif-4 sobre las muestras de cDNA obtenidas de cada tiempo
de reaccidn.

Finalmente, con el cDNAy con las muestras de DNA obtenidas en una segunda etapa
de purificacién de las muestras de la cinética de infeccidn, se realizaron las reacciones de
gRT-PCR para cada uno de los pifs y para actina. Asi, los resultados se normalizaron con el

estandar interno, y si bien se sabe que existen varias copias del gen codificante para actina

155



en el genoma celular, como en todos los casos se utilizd la misma linea y el mismo repique,
el dato sirvié para realizar la comparacién entre las muestras. A partir de ello se construyé
el grafico de la figura IV.6. Se detectd la presencia de RNA mensajero de todos los pif a lo
largo del ciclo infectivo. En todos los casos se visualizé la presencia mayoritaria después de
las 18 horas de infeccidn, confirmando su clasificacidn como genes tardios. También se
detectd una diferencia en cuanto a la cantidad de transcriptos y pico maximo de presencia
de cada uno, siendo pif-1 el de mayor cantidad detectada y pif-2 el menor. Si se toma en
cuenta la cantidad de RNA total en la célula y sabiendo que entre las 24 y 48 horas post-
infeccion los niveles de mRNA de los genes poliedrina y p10 representan el 24% vy el 7,5%
del total del transcriptoma celular (Chen et al, 2013), los resultados obtenidos en niveles de
transcriptos de genes pif por célula resultaron ser muy bajos. Sin embargo, la funcién de
estas proteinas en el ciclo infectivo estd asociada a una actividad de reconocimiento
especifica, mientras que la proteina Poliedrina representa un componente estructural
abundante del fenotipo viral, no resultando extrafios los altos niveles de este transcripto
para la biosintesis de un gran nimero de moléculas de péptido. Las proteinas PIF estan
presentes conformando un complejo en la envoltura de los ODVs, y son las responsables
del contacto entre el virus y su hospedador, con lo cual es probable pensar que no son
necesarias grandes cantidades de estos polipéptidos. Estos resultados son compatibles con
otros ensayos de transcriptos pif ya estudiados, en los que se ha demostrado que son de
bajo nivel de expresion (Kuzio y Faulkner, 1989; Braunagel et al, 1996; Gutierrez et al, 2004;
Belaich et al, 2006).

Para el caso de pif-5, si bien se encontraron 2 motivos secuenciales, TATA-box
(temprano) y TAAG (tardio) (Figura IV.1), no se logré detectar la presencia temprana del
transcripto correspondiente. Nuevamente, este resultado es coincidente con estudios
previos realizados en AcMNPV, en el cual se detectd, mediante otras técnicas moleculares,

el transcripto de este gen pif a las 18 hs post-infeccion (Braunagel et al, 1996).
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Figura IV.6. Cinética de transcripcion de genes pif. Resultados obtenidos al realizar la
cuantificacidn de los transcriptos pif en las muestras obtenidas durante el ciclo viral. Los ensayos
de gRT-PCR fueron realizados en el equipo Cepheid Smart Cycler. |as reacciones de PCR se llevaron
a cabo con la Maxima Syber Green gPCR master mix (Fermentas) y con cada par de primers pif o
actina. Los resultados fueron normalizados segun la deteccion del transcripto de actina en cada
muestra. Los valores representan el promedio de duplicados o triplicados de las muestras.

Con estos resultados, y sumando la informacién del gen pif-6, se podria realizar un
ensayo de RACE 5°con el fin de caracterizar el sitio de inicio de la trascripcién (TSS) y

comparar los resultados con las predicciones bioinformaticas llevadas a cabo.

Se han realizado estudios transcripcionales de los genes pif en diferentes
baculovirus. La tabla IV.2 resumen la informacién disponible en bibliografia, incluyendo los

resultados obtenidos en este trabajo.
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Inicio Maximo

Especie transcripcion transcripcion Referencia
(hpi) (hpi)
w0
AcMNPV 12 16-20 Kuzio et al, 1989
CcfGv 24 48 Rashidan et al, 2005
AgMNPV 19-21 21 Belaich et al, 2006
AgMNPV 9 48 Oliveira et al, 2013
NeabNPV 6 24 Duffy et al, 2007

AgMNPV 12

36 Este trabajo

SpliMNPV 12 24 Gutierrez et al, 2004
STMNPV 48 72 Simon et al, 2005
AgMNPV 3 9 Oliveira et al, 2013

AgMNPV 12/18 Este trabajo

HaMNPV 24 72 Fang et al, 2006
AgMNPV 5 9/13 Oliveira et al, 2013
AgMNPV 24 27 Este trabajo
AcMNPV 12 72 Lietal, 2007
AgMNPV 3 9 Oliveira et al, 2013
AgMNPV 6/18 21 Este trabajo

BmNPV 12 72 Xu et al, 2006
AgMNPV 3 5 Oliveira et al, 2013
AgMNPV 18 27 Este trabajo

cfGv 24 96 Rashidan et al, 2005

AcMNPV 16 36 Braunagel et al, 1996
AgMNPV 3 13 Oliveira et al, 2013
AgMNPV 18 21 Este trabajo
AcCMNPV 3 48 Li et al, 2008

BmNPV 12 24 Xu et al, 2008
AgMNPV 5 9 Oliveira et al, 2013

Tabla IV.2. Transcripcion de genes pif. La tabla indica las hpi donde comienza la
transcripcion, asi como su deteccion mdaxima. Se citan los trabajos de los cuales se obtuvo la
informacion.
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Se observa una gran variabilidad en cuanto a los resultados obtenidos para cada pif
en los diferentes virus. Olivera et al, 2013 detectaron la presencia de los transcriptos en
momentos mas tempranos del ciclo infectivo, siendo 3 hpi el menor tiempo detectado.
Estos resultados son los mas disimiles respecto de lo descripto en la bibliografia para otras
especies virales, aunque argumentan que la pronta aparicién de transcripto se podria deber
al rapido inicio de la replicacién detectado cuando se propaga en la linea celular UFL-Ag-
286, 2 hpi, valor previo al descripto en otras especies virales (Castro et al, 1997; Habib y

Hasnain, 2000).

En este trabajo se detectd la presencia de transcriptos de pif-1 y de pif-3 en baja
cantidad a las 6 hpi. Si bien estos resultados no son coincidentes con los esperados para la
expresion de genes tardios y muy tardios, la cantidad relativa por célula detectada fue
minima. Por otro lado, estos resultados estan relacionados con los hallados previamente en
el mismo sistema virus-hospedador (Olivera et al, 2013). Si bien no se ha reportado la
presencia en las particulas virales de proteinas virales relacionadas con los eventos de
transcripcion, si se ha detectado la expresién temprana de genes. Aun cuando no esta claro
cual seria el mecanismo, estos eventos podrian sugerir que las particulas virales llevan en
su estructura proteinas que permiten tales eventos (Rohrmann et al, 2013; Chan et al,

2013).
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CARACTERIZACION DE LOS DOMINIOS ESTRUCTURALES Y
FUNCIONALES DE LAS PROTEINAS PIF. ESTUDIOS GENERALES
PREDICTIVOS Y PARTICULARES SOBRE PIF-0

Siguiendo con el estudio del grupo de genes pif y con el fin de comprender como
funcionan sinérgicamente para lograr la infeccidn per os, se continud con la caracterizaciéon
de las proteinas codificadas por ellos. A lo largo de este capitulo se llevé a cabo un estudio
bioinformatico predictivo de similitud relativa, dominios de direccionamiento y de anclaje
a membrana. Por otro lado, se analizé en mayor detalle a la proteina PIF-0 con el fin de

disefiar un modelo viral genéticamente modificado con utilidad mejorada bioinsecticida.

Estudios composicionales de las proteinas PIF

A partir de la informacion de secuencia de los baculovirus presente en la base de
datos GenBank, se obtuvieron las secuencias codificantes de las proteinas PIF del Grupo |
de los Alphabaculovirus, grupo que contiene el baculovirus modelo de esta tesis AgMNPV,

para realizar los analisis bioinformaticos.

Asi se logré determinar el grado de homologia, presencia de posibles dominios
transmembrana, sefales de exportacién nuclear, el Peso Molecular (PM) y el Punto

Isoeléctrico (PI) para las proteinas PIF (FiguraV.1).

En primera instancia se realizé un analisis de similitud relativa (Figura V.1). Los
resultados muestran que la proteina PIF-2 es la mas conservada, con un promedio de 0,74,

mientras que la de menor similitud corresponde a PIF-3, con un valor de 0,57. Sin embargo
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en todos los casos se evidencian subregiones de alta conservacidn y otras muy divergentes,

representadas como picos y valles en el grafico.

Como se sabe por estudios previos, todas las proteinas PIF descriptas estdn
presentes en la envoltura de los ODVs (Faulkner et al, 1997; Slack et al, 2001; Perera et al,
2007; Song et al, 2008; Hou et al, 2013; Torres Braconi et al, 2014; Xu et al, 2011; Wang et
al, 2011; Zhang et al, 2015). Ademas, y particularmente para PIF-0 de AcMNPV, se sabe que
la regidn carboxilo terminal (Ct) es la responsable del anclaje a la membrana, mientras que
la region amino terminal (Nt) queda expuesta al exterior del ODV siendo la responsable de
la actividad bioldgica (Slack y Lawrence, 2005; Slack et al, 2008; Peng et al, 2011). Viendo la
importancia que tendria la asociaciéon a la membrana, se realizaron estudios predictivos
sobre las posibles regiones transmembrana contenidas en las proteinas PIF de AgMNPV,

representadas en la figura V.1 (TMHMM, http://www.expasy.org/proteomics). En tal

sentido, para todas se logré predecir la presencia de probables dominios que atravesarian
la envoltura lipidica. Por ejemplo, para PIF-0 se localizaron 3 regiones entre los aminoacidos
435-457, 590-609 y 613-630, estimando una region comprendida entre los aminoacidos 1-
434 como ectodominio, coincidente con los estudios previos mencionados. Para el caso de
PIF-1, se predijo un dominio transmembrana entre los aminoacidos 2-24 y un ectodominio
entre los residuos 25 a 531. Del mismo modo resultd para PIF-2 y PIF-3, con un ectodominio
entre los aminodcidos 23-382 y uno transmembrana entre 5-22 para PIF-2 y dominio
extracelular entre 30-203 y transmembrana entre 7-29 para PIF-3. Para PIF-4, se predijo
también un dominio transmembrana en la regiéon Nt (aminoacidos 4-22), aunque la region
comprendida entre los residuos 23-174 seria un endodominio. Se ha localizado la proteina
PIF-4 tanto en la envoltura de ODVs como de BVs, demostrando la presencia de un dominio
transmembrana (Xu et al, 2006; Fang et al, 2009). Sin embargo, la orientacién del dominio
Ct no fue analizada. Si se sabe que se asocia con el complejo PIF mediante interacciones no
covalente débiles (Peng et al, 2012). Para PIF-5, se predijo un dominio transmembrana en
la regiéon Ct (residuos 320-342), dejando un ectodominio Nt entre los aminoacidos 1-319 y

una pequena region interna, entre 343-370. Finalmente, la predicciéon para PIF-6 de
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AgMNPV corresponde a un dominio transmembrana entre los residuos 94-116, sugiriendo

un dominio interno entre los residuos 1-93 y una pequena regién externa, entre 117-132.

Dada la localizacién de las proteinas PIF en la envoltura de los ODVs, es l6gico asumir
la presencia de sefiales que localicen las proteinas en el nucleo, lugar en donde se genera
el fenotipo viral mencionado. En ningln caso pudo predecirse la existencia de una sefial de
localizacion tipica nuclear (o NLS del inglés Nuclear Localization Signal), caracterizada por
ser secuencias ricas en aminodacidos bdsicos mono o bipartitas. Sin embargo, si pudieron
predecirse la presencia de sefiales de exportacion nuclear o NES (Nuclear Export Signals), la
cual se asocia al transporte desde el nucleo hacia el citoplasma, mediante procesos
dependientes de energia (ExPASy, NetNES, http://www.expasy.org/proteomics; Elfgang et
al, 1999). En la figura V.1, se indican las sefiales NES. Se lograron predecir para PIF-0
(residuos 448-455), PIF-1 (6-15), PIF-2 (10-13), PIF-3 (10-16) y PIF-6 (103-109), pero no para
PIF-4 y PIF-5.
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Figura V.1. Predicciones bioinformaticas para proteinas PIF de AgMNPV. Se realizaron el analisis
de similitud relativa, calculo de PMy Pl de las 7 proteinas PIF de los Alphabaculovirus del Grupo I. Para ello
se realizaron alineamientos multiples en ClustalX y posterior analisis de homologia relativa asignando valores
arbitrarios (1 para indentidad; 0,5 y 0,25 para diferentes grados de conservacidn; 0 para no identidad). Para
el célculo de PM y PI se utilizé el software Compute PI/MW, www.expasy.org/tools). Ademas, se realizaron
predicciones de dominios transmembrana y sefales de exportacion nuclear para las proteinas de
AgMNPV.Para la sefial de exportacion nuclear, Netnes 1.1 server (http://www.expasy.org/proteomics) y
dominios transmembrana, TMHMM (http://www.expasy.org/proteomics).
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PIFS EN AGMNPV

Con el objetivo de completar el analisis de localizacién de las proteinas PIF, se realizd
un ensayo de Western Blot de fracciones de ODVs. Para ello se utilizaron suspensiones de
poliedros de AgMNPV, a partir de las cuales se aislaron los viriones infectivos del fenotipo
tardio, los ODVs. Para obtener una informacion mas especifica, se realizdé un tratamiento
con NP-40 para separar, después de una utracentrifugacién en colchdn de sacarosa,
fracciones contiendo por un lado la envoltura de los ODVs y por el otro, las nucleocapsides
(Yin et al, 2003). Dado que no se disponia de anticuerpos especificos para la deteccién de
cada una de las proteinas PIF, se utilizé un suero policlonal anti ODV de AgMNPV, obtenido
luego de inocular un conejo con dichas particulas (Mengual Gomez, 2013). Como las
proteinas PIF se encuentran en la envoltura del ODV, se esperaba que el suero recuperado

sea reactivo contra las mismas (Figura V.2).

10 pul muestra 20 ul muestra
MW  FS NC ENV FS NC ENV

95 kDa
72 kDa

55 kDa

43 kDa

34 kDa

26 kDa
17 kDa

Figura V.2. Localizacion de proteinas en ODVs de AgMNPV. Placa radiografica revelada con
biolumina (PB-L) de un ensayo de Western blot, utilizando anticuerpos anti-ODVs de AgMNPV-2D como
anticuerpo primario y un anticuerpo anti-conejo-HRP como secundario. La membrana fue expuesta 3
minutos a la placa radiografica. Se agregd a la imagen las bandas correspondientes al peso molecular
(MW, Page Ruler, Fermentas). Las muestras corresponden a la fraccion soluble de la suspensidén de ODVs
(FS), la fraccion correspondiente a nucleocapsides (NC) y a envoltura de ODVs (ENV). Se sembraron 10y
20 pl de muestra en los 3 casos. 1) Coincide con el PM de Poliedrina (29 KDa). 2) Coincide con el PM de
PIF-0 (74 kDa). 3) No coincide con ninguna proteina PIF, pero si con ODV-66 (66 kDa), proteina presente
en la envoltura de ODV. 4) Coincide con el PM de Poliedrina (29kDa)
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La fraccidn soluble representa el sobrenadante que se obtuvo luego de la
precipitacion de los ODVs. Los resultados de western blot indicaron una alta carga proteica
reactiva al suero policlonal correspondiente a los ODVs vy, en particular, se destaco la
presencia de una banda coincidente con el PM de la proteina mayoritaria de los cuerpos de
oclusion, Poliedrina. Las fracciones correspondientes a nucleocapsides (NC) y envoltura de
ODVs (ENV), en cambio, fueron muy poco reactivas. Hay que tener en cuenta que, con la
ultracentrifugacion, la muestra sufrié una dilucién importante. Sin embargo, se verificd la
presencia de proteina en los extractos obtenidos. Aunque las nucleocdpsides estan
asociadas a una alta carga proteica, en especial a VP39, no se obtuvo marca. El suero anti-
ODV primario podria no contener anticuerpos que reconozcan los epitopes asociados a esta
proteina. Por otro lado, en la fracciéon ENV si se obtuvo marca cuando se inocularon 20 pl
de muestra (Figura V.2). En particular se logré asociar una de ellas con el PM de PIF-0, 74
kDa. Se obtuvo otra clara marcacién, pero su PM no coincidié con los esperados para las
proteinas PIF. Sin embargo, coincide con la proteina ODV-E66, de 66 kDa, presente en la
envoltura de los ODVs (Hong et al, 1994, 1997). Si bien esta proteina no es parte de las core
proteins, ha resultado ser esencial para el establecimiento de la infeccidon primaria en
AcMNPV, por lo que su presencia es crucial en la envoltura de los ODVs, al igual que las PIFs
(Xiang et al, 2011 [B]). A pesar de haber realizado una exhaustiva purificacién, también se
detectd una banda coincidente con el PM de Poliedrina, resultado probable de una traza

presente en la muestra.

A excepcion de PIF-0, no se obtuvieron marcas correspondientes a las otras
proteinas PIF. Este resultado podria correlacionar con la poca cantidad de proteinas PIF
presentes en la envoltura. De hecho, ensayos de inmunodeteccién con particulas de oro

detectaron unas pocas sefiales por ODV de AcMNPV (Peng et al, 2010).
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Con toda la informacién predictiva y experimental, sumada a la obtenida de
bibliografia, se propuso un modelo de distribucion y orientacion de las proteinas PIF en la
envoltura de los ODVs (Figura V.3). Se considerd un core compuesto por PIF-1, PIF-2 y PIF-
3, que interaccionan junto con PIF-0 y PIF-4 para conformar el Complejo PIF (Peng et al,
2010; 2012). Todas con excepcion de PIF-0 tendrian un dominio transmembrana, que
delimitaria el ectodominio y el endodominio. PIF-0 contendria 3 dominios transmembrana,
exponiendo un gran ectodominio Nt. PIF-4, presentaria segln las predicciones un
endodominio mayor, correspondiente con el funcional, al igual que PIF-6, proteina que
interaccionaria mas débil con el complejo. PIF-5, estaria sin interaccidon con el complejo,

posiblemente llevando a cabo funciones sinérgicas con el mismo.

Cara

exterior ODV ¢ N ( Cg Ct ct ]
p Nt ‘ Nt ct Ectodominios
(= \ t L =
2
§3
2 0 e DOMIinios
E E transmembrana
s - A : Nt _
2 ct
Ct Ct < Nt»( Endodominios
Cara Nt Nt
interior ODV PIF-5 PIF-0 PIF-1 PIF-2 PIF-3

Figura V.3. Topologia probable para las proteinas en la membrana del ODV.
Esquema que representa la posible distribucion de las proteinas PIF en la membrana del
ODV: Se tuvo en consideracion las predicciones bioinformaticas y la informacién
experimental obtenida y recuperada de bibliografia.

PIF-0 en Alphabaculovirus

Una de las proteinas PIF mejor descripta en su asociacién con el rango de
hospedador vy, por ende, con la infectividad oral especifica es P74 o PIF-0. Se decidié como
parte de un estudio funcional de esta proteina y, con el objetivo de utilizar regiones o
dominios particulares de la misma para realizar modificaciones que amplien o restrinjan el

rango de hospedador, analizarla mas en profundidad en los Alphabaculovirus. En primera
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instancia, se determind la similitud relativa, tal y como se describié previamente (Figura
V.1). Luego se evalud la presencia de dominios transmembrana y sefiales de localizacidn
nuclear NES, para los representantes de este género. Con ello se logré generar un modelo
de PIF-0 consenso para los Alphabaculovirus (Figura V.4). En todos los casos analizados se
encontraron 3 dominios transmembrana, como también sefiales NES, aunque las mismas
variaron en la cantidad de aminodcidos involucrados entre especies. De todos modos, se
localizaron cerca del dominio transmembrana mas cercano a la regidn Nt de la proteina. Por
otro lado, se encontrd préximo a esta sefal una triada aminoacidica conservada, WDP, que,
al analizarse en funcién de su secuencia nucleotidica, resulté ser una regién conservada y
con la presencia de un sitio de restriccién BamHI en casi todos los genomas (Figura V.4). La
Unica variacién encontrada del sitio GGATCC, fue en la posicion “T”, en la que en algunos
genomas se encontraba una “C”, facilmente sustituible mediante una mutacién puntual.

Este sitio conservado fue el seleccionado para establecer dos grandes regiones de PIF-0 y
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GENERACION DE QUIMERAS PARA PIF-0

Con el objetivo de evaluar la funcionalidad de las regiones amino y carboxilo
terminal de PIF-0, se utilizo el sitio BamHI (presente en la triada WDP) para la generacién de
quimeras entre genes de distintas especies virales sin afectarse el marco de lectura. Asi, a
través de este sitio puede facilmente separarse el Ectodominio mas la primer Regidn
transmembrana (denominado a partir de aqui como DOM-Nt), de los Endodominios Ay B

mas las otras Regiones transmembrana (denominado a partir de aqui como DOM-Ct).

Con el disefio propuesto y en base a las predicciones realizadas y a los estudios
previos, se puede inferir que el dominio amino terminal de la proteina PIF-0 es el
responsable de la especificidad de interaccién con el hospedador y el carboxilo terminal,
del anclaje a la membrana, pudiéndose, entonces, intercambiar el dominio activo Nt, que
estaria involucrado en la definicion del rango de hospedador, por otro dominio equivalente
de otro baculovirus, con el fin de modificar el rango de hospedador. Para la evaluacién de
estas funciones, se plantearon dos grandes objetivos experimentales. Por un lado, la
seleccion de especies virales representantes de los Grupos | y Il de Alphabaculovirus para la
generacion de las quimeras de PIF-0 y, por el otro, la modificacién genética de un genoma
viral para eliminar el gen PIF-0 wild type y poder incluir las versiones modificadas para

evaluar el rango de hospedador.

Para esto se propuso una estrategia basada en la generacién de un bacmido
AcMNPV knock-out para el gen pif-0 (basado en el bacmido del sistema Bac to Bac,
Invitrogen), el cual seria complementado por variantes quiméricas de dicha proteina. Los
candidatos para el estudio fueron los genes pif-0 de AcMNPV y AgMNPV (Alphabaculovirus
del Grupo |), y SeMNPV y HearMNPV (Alphabaculovirus del Grupo Il).

Las quimeras se obtuvieron mediante la amplificacion de los ORFs de los 4 genomas,
y posteriores rondas de clonado. Se generaron construcciones en el vector PFastBAC-dual
(Life Techologies, 2015), que contiene dos promotores del baculovirus AcCMNPV, p10 y

poliedrina, ambos tardios y fuertes (Figura V.5.A y B). Bajo el primero se inserté el ORF de
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gfp (Green Fluorescence Protein), con el fin de seguir la infeccidn a través de fluorescencia.
En tanto, bajo el promotor poliedrina se insertaron las variantes de pif-0, ya sea en su
versién integra, quimérica o sélo la regién Nt de los virus utilizados (Figura V.5.B). Por otro
lado, se construyeron plasmidos basados en el vector PFastBAC HTB (Life Techologies, 2015)
con laregion Nt o Ct del gen pif-0 de AcCMNPV fusionada a la proteina fluorescente DSRED?2,
con el fin de localizarla en el interior de la célula en el entorno de una infeccion sobre una

monocapa celular susceptible. (Figura V.5.A).

Para los genes pif-0 de AgMNPV, SeMNPV y HearMNPV, el sitio BamHI se encontraba
naturalmente, mientras que en AcMNPV el mismo se introdujo mediante una mutacién

puntual de C por T sobre el ORF clonado previamente en un vector adecuado.
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Figura V.5.Construcciones de las variantes de pif-0. A) Esquema representativo de los
plasmidos obtenidos con las variantes del gen pif-0, en sus versiones integra, quimérica o Nt. También
se muestran las fusiones con la proteina DsRED. B) Detalle de las versiones de pif-0 integra, quimérica
y Nt con los virus representantes del género Alphabaculovirus: AcMNPV (Ac), AgMNPV (Ag), SeMNPV
(Se), HearMNPV (Ha). La nomenclatura “AcAc” indica la versidn integra de pif-0 de AcMPNC; “AcSe”
indica la version quimérca de pif-0 con regién Nt de AcMNPV y Ct de SeMNPV; “Ac” indica la version
Nt de pif-0 sélo con la regidn Nt de AcCMNPV vy asi sucesivamente.
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ESTUDIOS DE LOCALIZACION SUBCELULAR DE PIF-0

Con las construcciones generadas en el vector pFastBAC HTB conteniendo las
guimeras de las regiones de PIF-0 junto a la proteina fluorescente DsRED2, se procedid a
generar los ACMNPV recombinantes mediante los eventos de transposicion en bacterias y
posterior transfeccion de los bacmidos en células de insecto Sf9 (Life Techologies, 2015; Sf9

-ATCC® CRL-1711™-),

Para ello, se partié de un baculovirus modificado con capacidad de replicar en
bacterias al contener un origen de replicacion reconocido por la maquinaria bacteriana,
ampliamente utilizado para la facil generacién de virus recombinantes y con un disefio
particular que permite la expresion de proteinas heterdlogas, el bacmido bMON14272
basado en el Alphabaculovirus AcMNPV cuyo desarrollo derivé en la comercializacién del
sistema Bac to Bac (Luckow et al, 1993; Life Technologies). Con este sistema se generaron
las variantes recombinantes del virus, que contenian alguna de las versiones de pif-0

fusionadas con DsRed previamente mencionadas (Figura V.5.A).

Asi se obtuvieron los virus recombinantes AcCMNPV_pifONt-DsRed, AcMNPV_DsRed-
pifOCt, AcMNPV_DsRed. Con ellos se infecté una monocapa de células Sf9 y luego de 48
horas se visualizaron en microscopio de fluorescencia (FiguraV.6.A-B). Los resultados
demostraron la presencia de la proteina DsRed, y su localizacion diferencial cuando esta
fusionada a la porcién Nt o Ct de la proteina PIF-0 de AcMNPV. En el caso de la fusién con
el dominio Nt se observd una distribucién citoplasmatica. De hecho, en las imdagenes
obtenidas luego de fijar las células, se aprecid la distribucién de la fluorescencia alrededor
del nucleo (localizado por su tincién con DAPI), mientras que cuando estaba fusionada con
el dominio Ct, la fluorescencia se localizé mayoritariamente en el nucleo, co-localizando con
la marca del DAPI (Figura V.6.A). Estos resultados concuerdan con las hipdtesis planteadas,
ya que la ausencia de dos de los dominios transmembrana en la fusién Nt dificulté la
localizacion nuclear caracteristica de PIF-0, dando lugar a una distribucion de fluorescencia

por toda la célula. Faltaria realizar un ensayo de microscopia confocal para evaluar si la
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distribucién de la fusion DsRed-PIFOCt se da inespecificamente dentro del nucleo o se

localiza en la membrana nuclear.
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Figura V.6. Microscopia de fluorescencia AcMNPV quimeras PIFO/DsRed. Resultados de las
microscopias de fluorescencia obtenidos sobre monocapas de células Sf21 infectadas con los AcCMNPV
recombinantes que expresan las fusiones entre los dominios de la proteina PIF-0 y DsRed. A) Monocapa
infectada y fijada con glutaraldehido, visualizada en campo claro, filtro DAPI y rojo; la ultima columna
corresponde al solapamiento de la imagen en DAPI y rojo. Aumento 1500X. B) Monocapa infectada y
visualizada en campo claro vy filtro rojo con un aumento de 600X. La ultima columna corresponde al
solapamiento de las imagenes previas.

173



GENERACION DE UN ACMNPV DEFECTIVO EN PIF-0

Para la evaluacién de las quimeras de PIF-0 construidas, fue necesario contar con
una variante viral que carezca de la proteina PIF-0 wild type. Para ello, se propuso
interrumpir al gen pif-0 del bAcmido AcMNPV, con el fin de establecer un sistema rapido de
incorporacion de los genes quiméricos pif-0, ya que la insercién se llevaria a cabo del mismo
modo que el clonado del sistema Bac to Bac. Para ello se diseiidé una estrategia basada en
recombinacion homodloga de doble punto, co-transfectando un plasmido donor y el
bacmido de AcMNPV en una linea celular susceptible (Sf9 o Sf21). El plasmido donor
contenia parte de la secuencia del gen de pif-0 del virus AcCMNPV interrumpido con la
secuencia codificante para la proteina Poliedrina de AcMNPV vy el gen de resistencia al
antibiotico cloranfenicol (Figura V.7). Luego de realizar la co-transfeccién y de recuperar el
sobrenadante conteniendo los virus BVs mutantes y wild type, se realizd una purificacion
del DNA gendmico contenido en las mismas, tal y como se detalla en materiales y métodos.
Luego, se trasformaron bacterias DH10B electrocompetentes con el DNA viral purificado y
se realizaron selecciones en placas conteniendo los antibidticos kanamicina y cloranfenicol,
ademas de IPTG y el compuesto X-gal, para encontrar aquellas variantes virales con su
sistema de seleccién Bac to Bac intacto y que contengan las resistencias a los dos
antibioticos. De esta manera, se buscaba encontrar las variantes del bacmido que hayan
incorporado las secuencias del plasmido donor. Finalmente, se realizd un diagnéstico
genotipico, con el fin de corroborar la recombinacidn esperada. La figura V.7 esquematiza

todo el disefio de trabajo.
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Figura V.7. Disefio experimental para la generacion del bacmido AcMNPV knockout para
pif-0. Esquema de trabajo que representa los pasos necesarios para la obtencion del sistema basado
en el bacmido ACMNPVpolh+/p7s-. El primer paso consistié en la co-transfeccion de genoma purificado
del bacmido AcMNPV con el plasmido donor a células Sf21, conteniendo la secuencia para lograr la
interrupcidn del gen pif-0 con el gen poliedrina y resistencia a cloranfenicol (1). Luego, andlisis
fenotipico, presencia de poliedros en las monocapas infectadas (2). Posteriormente, aislamiento del
genoma de las particulas BVs recuperadas por ultracentrifugacion en colchdn de sacarosa (3) y
trasformacidn del DNA a bacterias E.coli DH10B (4). Finalmente, busqueda de colonias en placas de
LB suplementado con kanamicina, cloranfenicol, IPTG y X-Gal y control por PCR de las colonias azules

(5).
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Luego de la co-transfeccidn en las células Sf9 y transcurridos 10 dias, se visualizaron
las células al microscopio dptico y se observaron células conteniendo cuerpos refringentes,
coincidentes con las imagenes esperadas con la presencia de poliedros (Figura V.8). A partir
de alli se continud con la purificacién del genoma contenido en las particulas virales BVs,
concentradas mediante ultracentrifugacion en un colchdn de sacarosa 30% p/v, para luego
transformar a las bacterias electrocompetentes DH10B. Asi se aislaron mas de 100 colonias
de las placas de LB suplementadas con kanamicina, cloranfenicol, IPTG y X-gal, de las cuales
sélo algunas contenian una construccidn con las caracteristicas genotipicas esperadas. El
clon #20 fue uno de ellos, y con las PCRs realizadas se obtuvieron los resultados esperados

para el evento de recombinacion de doble punto en la regidn esperada (Figura V.8).
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Figura V.8. Andlisis fenotipico y genotipico de la busqueda del bacmido AcMNPV
recombinante. Se respetaron los numeros utilizados en la Figura V.7 para referenciar el paso
evaluado. 2) Microscopia en campo claro de una monocapa de células Sf21 10 dias después de ser
co-transfectadas con el DNA del bacmido de AcMNPV vy el plasmido donor para obtener el bacmido
ACMNPV 74 /poliedrina+. Aumento 400X. 5) PCR con los sets de primers indicados en la Figura V.7, en
donde se indican los tamafios de producto esperado en cada caso. Las muestras utilizadas como
molde de reaccion: #20 (clon numero 20 aislado de la placa de LB); PD (plasmido donor); Ac-wt
(bacmido AcMNPV); Neg (control negativo); L1kbp (ladder 1 kbp, PB-L).
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Con varios candidatos seleccionados, se transfectd el DNA purificado de las bacterias
DH10B en monocapas de células Sf9 con el fin de obtener virus BVs y OBs funcionales. Sin
embargo, con ninguno de los clones analizados se logré observar mediante microscopia
invertida en campo claro cuerpos refringentes dentro del nucleo de las células, como
tampoco se observaron las caracteristicas de citopatologia tipicas esperadas de la infeccién

con baculovirus.

Si bien los resultados fenotipicos iniciales y los genotipicos realizados sobre ciertos
clones candidatos fueron los esperados, no se logré obtener un stock viral a partir del DNA

purificado de los mismos con ninguno de los candidatos.

Para poder completar los estudios funcionales con las quimeras de PIF-0 es
necesario obtener el bacmido modificado, con el gen pif-0 ausente y asi evaluar mediante
ensayos biolégicos en diferentes larvas si se modifica el rango de hospedador al cambiar los

dominios de PIF-0 por otros de diferentes especies.

Si se comprueba la factibilidad de la modulacion del rango de hospedador con la
modificacion del dominio Nt de PIF-0, se podria generar una plataforma viral facilmente
modificable que permita seleccionar el rango de hospedador para una aplicacién
bioinsecticida. Ante el surgimiento de una nueva plaga de lepidéptero por cruce de barreras
fitosanitarias, o por la aparicién de poblaciones nativas resistentes a plaguicidas quimicos
y/o a plantas transgénicas Bt, se contaria con un sistema eficiente basado en control
bioldgico y que podria ser especialmente dirigido al insecto problema. Esta estrategia posee
ventajas respecto a los pesticidas quimicos en cuestiones de impacto ambiental vy
especificidad al hospedador, y a los largos tiempos que insume la produccion de un vegetal
transgénico, por lo que es importante continuar investigaciones y desarrollos en el area del

control bioldgico de plagas agricolas.
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DESARROLLO DE UNA  PLATAFORMA  CELULAR PARA
COMPLEMENTAR VIRUS DEFECTIVOS EN PIF-O

Como ya se ha mencionado, una de las principales aplicaciones de los baculovirus es
su utilidad como bioinsecticidas. Por ello, existen productos comerciales basados en la
capacidad de estos virus para el control de insectos plagas que producen importantes
pérdidas en cultivos de interés en la agricultura. La principal ventaja que poseen es la
inocuidad, ya que se ha demostrado que no afectan otras especies, incluido el ser humano.
Sin embargo, la especificidad estrecha de hospedadores hace que los productores no los
elijan como alternativa al control quimico, ya que un Unico quimico tiene la capacidad de
controlar varias plagas al mismo tiempo, resultando no ser competitivos en estas
condiciones. Aqui es donde surge el Manejo Integrado de Plagas como la alternativa mas
adecuada para implementar el uso del biocontrol. Otra de las limitaciones que poseen los
baculovirus esta vinculada con los tiempos de letalidad. El ciclo infectivo en las larvas puede
demorar hasta 7-10 dias en producir la muerte de la misma, y durante ese tiempo el insecto
continda desfoliando los cultivos, no resultando la metodologia util para la erradicacion
rapida de las plagas. Una alternativa encontrada, fue la incorporacién a los genomas
baculovirales de genes codificantes de toxinas. Esto se realizé mediante procedimientos de
ingenieria genética buscando disminuir los tiempos de letalidad media (TLso). Entre algunas
de las evaluadas, figuran las bien conocidas toxinas de Bacillus thuringiensis (toxinas BT),
gue han sido utilizadas también en el desarrollo de plantas transgénicas resistentes a
insectos (Wong et al, 1992; El-Menofy et al, 2014). También se han incorporado
neurotoxinas, resultando en una considerable reduccién de TLso (Mccutchen et al, 1991;
Regendra et al, 2006), como también diversas proteasas (/shimwe et al, 2015) o hasta
incluso, genes de otros baculovirus que potencien el efecto insecticida (Gramkow et al,

2010).
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Con estas mejoras ha surgido el interrogante acerca del uso de virus manipulados
genéticamente por el ser humano para el control de pestes ya que, si bien los sistemas de
control estan perfectamente regulados, cabe la posibilidad de que existan intercambios
génicos no deseados que otorguen estos genes a otras especies. Por ende, una opcidn para
el uso de estos baculovirus es desarrollar un sistema controlado de dispersién, evitando que
los virus modificados perduren en la naturaleza por mas de un ciclo infectivo. Una de las
alternativas para lograrlo es interrumpir la expresidn de alguno de los genes pif ya que, sin
ellos, la infeccién primaria no ocurre. En consecuencia, al generarse virus defectivos en la
infeccidn per os por carencia del sistema PIF completo, se torna necesario generar un
sistema de empaquetamiento que le provea el polipéptido necesario. De esta manera, se
podran producir virus infectivos por ingesta (complementados en el sistema
empagquetador), pero al no codificar para la proteina interrumpida, la progenie viral surgida
de la misma en la naturaleza no tendra la capacidad de infectar nuevos insectos. Asi, este
sistema permitiria el control de la dispersidn de variantes virales mas toxicas, inexistentes
en la naturaleza, pero que serian Utiles para el uso bioinsecticida al resultar en un mayor

grado de virulencia.

En este capitulo se describirdn los resultados correspondientes al desarrollo del

sistema de dispersidon controlado propuesto en este trabajo.

Eleccion de linea celular y gen de seleccion

El modelo de estudio de este trabajo es el nucleopoliedrovirus multiple de Anticarsia
gemmatalis (AgMNPV), el cual puede ser multiplicado in vitro. La linea UFL-Ag-286,
desarrollada a partir de embriones de Anticarsia gemmatalis (huevos de dos o tres dias) es
la linea celular mas adecuada para su produccion (Sieburth and Maruniak, 1988 [A]; Castro
etal., 1996). Otra linea celular utilizada es la High Five™ (BTI-TN-5B1-4), derivada de células

ovaricas de larvas de Trichoplusia ni. Debido a que ambas proveen un alto rendimiento de
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particulas virales, se decidio utilizarlas para el desarrollo de las lineas celulares productoras

de la proteina PIF a interrumpir para empaquetar virus defectivos.

La estrategia implicd la construccion de un plasmido que contenia los elementos
necesarios para expresar el gen pif elegido mas un gen que permitiera la seleccién de las
células que lo produzcan. Se esperaba la recombinacién ilegitima de dicho plasmido de
manera tal de generar una linea celular transgénica de produccidn continua de la proteina

heterdloga elegida.

Dada la disponibilidad de células al momento de empezar los ensayos, se decidio

empezar a trabajar con High Five™,

Por estudios previos desarrollados en nuestro laboratorio, se decidié descartar el
uso de neomicina como antibidtico selector, ya que varias lineas celulares de insectos
presentan resistencia al antibidtico G418. En vistas de ello, la presidn de seleccién elegida
fue puromicina. Para evaluar la susceptibilidad de las células elegidas se realizé una curva
de DLso(Figura VI.1). Con los datos obtenidos se realizd un grafico de viabilidad celular en
funcién de la concentracion de puromicina (Figura VI.1.B). En base a este andlisis se
determind que para la linea celular High Five™, la DLso era de 1,13 pg/mL de puromicina.
Para asegurar una correcta selecciéon de las células transfectadas con la construccién que
contendria el gen de resistencia para este antibidtico, se decidid utilizar en los siguientes

ensayos una concentracion de 6 pig/mL de antibidtico.
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Figura VI.1. Toxicidad de puromicina para High Five™ . A) El gréfico indica los valores de
absorbancia obtenidos luego de la medicion a 570 nm de monocapas expuestas a diferentes
concentraciones de puromicina: 0- 0,5- 1- 1,5- 2 ug/mL. Una placa de 96 wells sembrada con células High
Five™ se expuso a cada condicion (8 réplicas). 6 dias post-inoculacidn se fijaron y tifieron las células, para
luego disolver el cristal violeta en una solucidn adecuada para medir absorbancia a 570 nm. B) Teniendo
en cuenta que los valores de absorbancia obtenidos sin el agregado de puromicina correspondieron al
100% de viabilidad, se relativizaron los valores con a estos. Asi se determind el valor de DLso.

Eleccion de los componentes sintacticos del gen empaquetador

Para la construccién del plasmido recombinante a utilizar en la obtencidn de la linea
celular transgénica se consideraron dos factores: la forma de seleccionar a las células
recombinantes y la proteina PIF de AgMNPV que se expresaria. El gen selector ya estaba
determinado por la buena curva de toxicidad obtenida por el antibiético puromicina,

sumado a la disponibilidad de bibliografia que informaba su uso como gen de seleccién en
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lineas deinsecto (McLachlin y Miller, 1997; Fatyolet al, 1998; Iwaki et al, 2003; Volohonskyet
al, 2015). Por ello, se decidid trabajar con el gen puromycin acetyltransferase (pac), quien

confiere resistencia a este antibiotico.

En cuanto al gen pif a expresar, continuando con la linea de investigacién de este

trabajo de tesis, se eligié a pif-0 o p74.

Por otro lado, se realizé la eleccion de la secuencia promotora bajo la cual se
expresarian las proteinas, tanto PIF-0 como la del ORF PAC. Los promotores de los genes
tempranos de los baculovirus son reconocidos por la RNA polimerasa celular, lo cual,
permitiria la eleccién de alguno de los mismos como reguladores de la expresidon de los
genes en cuestion. Sin embargo, cuando se utilice la linea celular transgénica derivada para
la propagacion de los virus recombinantes, y el DNA del virus ingrese y transloque al nucleo,
se podria generar algun tipo de recombinacién, ya que las secuencias de los promotores
también se encuentran en el genoma viral. Esto podria llevar a que el genoma del virus
adquiera secuencias no deseadas. Por ello, se considerd al promotor hsp70 de Drosophila
melanogaster como candidato para ser utilizado. El gen hsp70, por sus siglas en inglés heat
shock protein, forma parte de un grupo de genes que responden principalmente ante estrés
térmico, codificando chaperonas que facilitan la maduracion de las proteinas, mediante
union y estabilizacién de las mismas (Beckmann et al, 1992; Wimmer, 2003, Gross et al,
2009). Se ha comprobado que a 37°C este promotor ya es activo, por lo que ha sido utilizado
en la expresion heterdloga de proteinas en mamiferos, ya que la temperatura éptima de
crecimiento de éstas células permite su activacion, mientras que las Heat Shock Proteins
propias requieren temperaturas superiores a los 42°C (Kust et al, 2014). Ademas, se ha
comprobado su funcionalidad tanto en lineas celulares de insecto (Lan y Riddiford, 1997;
Sah et al, 1999; Kimura et al, 1999) como en larvas de lepidépteros (Uhlirova et al, 2002;
Wimmer, 2003; Soares y Ribeiro, 2005).

Con el fin de probar la actividad del promotor hsp70 elegido, se realizé6 una
construccion plasmidica adecuada. Para ello se partid de un vector basado en el plasmido

pcDNA3, al cual se le habia eliminado la secuencia promotora caracteristica del gen
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temprano de citomegalovirus (CMV) y en su reemplazo se introdujo el promotor hsp70.
Luego de una serie de clonados moleculares a partir de este vector y pEGFP-N3 ( ),
se obtuvo un pldsmido conteniendo la secuencia del ORF de eGFP bajo el promotor a
evaluar (Figura VI.2.A). Posteriormente, se realizé una transfeccion con el lipido Cellfectin®
( ) sobre monocapas celulares de High Five™ y UFL-Ag-286. Transcurridas 24 hs,
se realizé microscopia de fluorescencia para verificar la funcionalidad del promotor hsp70.
Para ello, se realizd la visualizacidn sin estimulo térmico y sometiendo a las células a37°C o
42°C durante 30 minutos. Para ambas lineas celulares, se obtuvo sefial de fluorescencia
intracelular luego del estimulo a 42°C (Figura VI.2.A). Sin embargo, la cantidad de células
fluorescentes fue baja. Una de las posibles explicaciones tiene origen en la baja tasa de
células transfectadas, limitante comun en estas células. A pesar de ello, se logré evidenciar
actividad del promotor hsp70 y cabe aclararse que tanto para las células sin estimulo como

las sometidas al shock térmico a 37°C, no se logré visualizar fluorescencia.

También, y con el fin de verificar la actividad de este promotor en células en estado
de infeccién, se decidié introducir el gen indicador en estudio en un baculovirus. Asi se
construyd un AcMNPV recombinante empleando el sistema Bac to Bac (AcMNPV/polh
/hspGFP*) y las células Sf9, el cual fue evaluado mediante microscopia de fluorescencia
(Figura VI.2.B). Como se observa en la figura, se comprobd la expresion de GFP, y por lo

tanto, la actividad positiva del promotor hsp70 durante una infeccion.
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Figura VI.2. Evaluacién de la actividad del promotor hsp70 en las lineas celulares High Five™,
UFL-Ag-286 y Sf9. A) Se indica el plasmido construido para la evaluacion de la actividad del promotor
hsp70, con el gen indicador GFP. El plasmido fue transfectado en una monocapa celular de High Five™y
UFL-Ag-286. Se evalud la fluorescencia después de 24 hpt (horas post-transfeccion) y luego de un
estimulo térmico (37° o 42°C). Las microcopias se realizaron con un microscopio invertido de
fluorescencia; se muestran las obtenidas con el shock térmico a 42°C (aumento: 400X). B) Evaluacién de
la actividad del promotor a través de un virus recombinante Ac-MNPV_polh-/hspGFP+ que fue
transfectado para la obtencidén de un stock viral y luego infectado en una monocapa de células Sf9. Las
imagenes demuestran la actividad del gen indicador (aumento: 200X).

Una vez elegido y evaluado el promotorhsp 70, se realizaron las construcciones de
los plasmidos necesarios para la obtencidn de lineas celulares que expresen la proteina PIF-
0: p(hsp)-p74-puro (Figura VI.3). El mismo promotor fue utilizado para la expresion de la

resistencia a puromicina, codificado en el gen pac.
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Figura VI.3. Disefio de la construccion del plasmido de transferencia. El esquema representa los
pasos de clonado molecular necesarios para la construccion del vector p(hsp)-p74-puro, conteniendo el
gen selector a puromicina y el gen para la expresion de P74. Se indican en los plasmidos la posicién de los
sitios de restriccion utilizados para el clonado molecular. En p(hsp)-p74-puro se indica el sitio de restriccién
Bglll, utilizado para linealizar el plasmido previo a la transfeccién. A) Electroforesis en gel de agarosa 1%
p/v de las digestiones con BamHI de clones obtenidos para la busqueda de la orientacién de clonado
necesaria, o P1. Se utilizaron dos marcadores de peso molecular: L1kbp y L400 (PB-L). La tabla superior
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Generacion de la linea transgénica

Con el pldsmido de transferencia generado, se procedid a la transfeccion en la linea
celular High Five™. Para ello se utilizo el reactivo Cellfectin® ( ) y siguiendo las
recomendaciones del fabricante, se realizé la transferencia horizontal de p(hsp)-p74-puro
(previamente linealizado con la enzima de restriccion Bglll) sobre una monocapa al 70% de
confluencia. Las células se dejaron en reposo por 48 horas, para luego comenzar con la
presién de seleccidn. Para ello, a partir de ese momento y hasta la obtencién de células con
crecimiento normal, se realizé el cambio de medio suplementado con puromicina (6 pug/mL)
cada 4 dias. Con el fin de potenciar la expresién de la resistencia al antibidtico activando el
promotor hsp70, 4 horas antes del cambio de medio, se sometieron a las células a un shock
térmico a 42°C por 30 minutos. Después de 3 meses, y de evidenciar gran mortalidad de las
células, se comenzaron a visualizar clones celulares creciendo activamente (Figura VI.4.Ay
B). Como el objetivo era la obtencion de una linea celular clonal, todas las células viables se
recuperaron y sembraron en una placa de 48 pocillos y, mediante dilucidon terminal, se

lograron obtener varias lineas de células High Five™ resistentes a la presidn de seleccidn.

Finalmente, se procedid con la caracterizacion molecular de uno de los clones
celulares (Hi5-C41/625), elegido porque poseia el fenotipo mas similar a la linea wild type en
cuanto a morfologia al microscopio dptico y tiempos de duplicacién celular (Figura V1.4.C).
Previamente, se realizaron 5 repiques del clon con el fin de eliminar vestigios de plasmidos

gue hayan quedado episomales.
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Figura VI1.4. Lineas celulares transgénicas. La figura muestra las imagenes de microscopia
invertida en campo claro de los clones obtenidos luego de transfectar una linea celular High Five™ con el
plasmido de transferencia (A). Las flechas amarillas sefialan la poblacion clonal obtenida luego de 3 meses
de mantener las células con la presion de seleccién puromicina (6 pig/mL). B) Aumento a 100X de una de
las poblaciones clonales. Luego se realizaron diluciones terminales con el fin de separar las poblaciones.
Se trabajo especialmente con el clon Hi5-C4_1/625 (C).

Esta caracterizacién involucré varios estudios. En primer lugar, se realizaron PCRs
sobre aislamientos de DNA celular utilizando dos parejas de primers, una para detectar la
secuencia de pif-0y la otra para el gen actina (Figura VI.5.A). Cabe aclarar que como en este
caso se trata de una linea celular derivada de Trichoplusia ni, no se utilizaron los primers de
actina generados para las células UFL-Ag-286, sino un par de oligonucledtidos disefiados a
partir un alineamiento multiple de secuencias disponibles del gen actina de lepiddpteros,
denominados InsAct5 e InsAct3 (Miele, 2014). De este modo y utilizando la informacidn de
actina de Trichoplusia ni (GenBank: JF303662.1), se predijo un tamaino de amplicén de 691
bp.

Los resultados de los ensayos de PCR mostraron amplificacion con los primers p74
cuando los moldes utilizados fueron el gDNA derivado del clon Hi5-C4_1/625 y el vector de
transferencia p(hsp)-p74-puro; y en cambio no evidenciaron amplimeros cuando el molde

fue gDNA derivado de células High Five. En tanto, para el caso de los primers de actina, se
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obtuvo amplificaciéon cuando el DNA molde derivé de alguna de las lineas celulares, pero no

asi cuando se utilizé al vector de transferencia.

Por otro lado, se realizaron ensayos de Southern blot sobre el gDNA de las células
wild type y transgénica (previamente digeridas con BstEll y resueltas en una electroforesis
en gel de agarosa 1% p/v) utilizando como sonda un fragmento de pif-0 (Figura VI.5.B). El
resultado mostré la deteccion positiva de pif-0 en el genoma del clon Hi5-C4_1/625, pero
no en High Five. La enzima de restriccion BstEll permitia la generacidén de gran cantidad de

fragmentos de restriccién, motivo por el cual fue seleccionada.

Por ultimo, se realizé un ensayo de Western blot utilizando un suero policlonal anti-
ODV de AgMNPV (Mengual Gémez, 2013) (Figura VI.5.C). De este modo, se logré detectar
en el clon transgénico una senal positiva que se corresponde con el peso molecular de la
proteina P74, resultado no detectado en el proteoma de la linea wild type. Asi, este
conjunto de estudios experimentales mostrd que las células transgénicas contienen el gen

p74 y lo expresan correctamente en forma constitutiva.

Se han realizado pasajes sucesivos del clon Hi5-C4_1/625 hasta el numero 50 (en
presencia de puromicina), para evaluar a futuro la estabilidad de la expresién de la proteina

viral.
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Figura VI.5. Caracterizacion molecular de la linea empaquetadora para P74. A) Electroforesis en
gel de agarosa 1% p/v dénde se sembraronproductos de PCRrealizados sobre el genoma del clon
transgénico Hi5-C4_1/e25 con los primersp74 (p74-atg, p74-247c) y los primersdeactina (InsAct5, InsAct3).
Como control se incluyd DNA de la linea wild type y el vector de transferencia p(hsp)p74-puro. Se utilizaron
ladders 50 bp y 100 bp (PB-L). B) Ensayo de Southern blot sobre el genoma de las células digeridas con
BstEll, utilizando como sonda un fragmento del gen p74 de AgMNPV. C)Ensayo de Western blot sobre
extractos proteicos de las lineas celulares con anticuerpos policlonales anti-ODVs de AgMNPV (dil 1/7500-
desarrollados en nuestro laboratorio) como anticuerpo primario y goat anti-rabbit IGG HRP (dil 1/10000-
Santa Cruz Biotechnology) como secundario, utilizando biolumina como revelador (PB-L).
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Generacion de un AgMNPV defectivo en pif-0

El disefio para la obtencion del virus AgMNPV defectivo en pif-0 se basd en un
procedimiento de recombinacion homodloga de doble punto. Para ello, es necesario
desarrollar un vector de transferencia adecuado que contenga un gen selector de
recombinantes flanqueado por secuencias especificas del gen a ser interrumpido (Hou et al,

2002; Wang et al, 2003; Yao et al, 2007).

Durante el trabajo, se evaluaron 3 versiones como vector de transferencia, dos
basadas en origenes de replicacion procariotas para la seleccidn de los virus recombinantes

y una basada en la expresion de la proteina B-Galactosidasa (Figura VI.6).

El primer disefio evaluado consistid en el desarrollo de un plasmido que contenia la
secuencia codificante para pif-0 interrumpido con las secuencias correspondientes al origen
de replicacién plasmidico p15A y al gen de resistencia a cloranfenicol, derivadas del
plasmido pX21 (GenBank: KF155405.1). La figura VI.6.A muestra la construccidén generada,
gue luego de ser linealizada con la enzima de restricciéon Hindlll, se co-transfecté con
genoma de AgMNPV en una monocapa de células UFL-Ag-286. Con ello se esperaba
favorecer la recombinacién de doble punto, ya que, al ocurrir un Unico evento, el genoma
viral resultaria en una topologia lineal que lo convertiria en inviable. De este modo,
transcurridos 6 dias de la transferencia horizontal y visualizando por microscopia déptica la
sintomatologia citopdtica concordante con una infeccién por baculovirus, se recuperé el
medio condicionado conteniendo las particulas virales BVs. Se esperaba que las mismas
contuvieran genoma wild type, mientras que algunas, genoma recombinante producto de
la doble recombinacion. Para realizar esta seleccion se aislé el genoma viral y se transformo
en bacterias E. coli DH10B, las que luego fueron sembradas en placas de LB sélido
suplementado con cloranfenicol, dado que se esperaba que el genoma recombinante de
AgMNPV funcionara como bacmido (Figura VI.7- 1 y 2-). De las colonias bacterianas
obtenidas se aislé el DNA utilizando procedimientos tradicionales para la obtencidn de

bacmidos, y se realizd una caracterizacién molecular con el fin de determinar la integridad

191



del genomay la presencia de la interrupcion de pif-0. Para ello se realizaron ensayos de PCR
utilizando primers especificos para diferentes regiones de AgMNPV, las cuales se
encuentran equidistantes entre si, permitiendo evaluar 4 polos del genoma viral. La figura
VI.8.A muestra los genes virales estudiados y los primers asociados, asi como los resultados
obtenidos para 4 clones. Al comparar estos resultados con los arrojados cuando el molde

de PCR fue DNA del AgMNPVwild type, se dedujo que el DNA de los clones recombinantes
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u u ol

»
7 7 cc;ﬁzl1

ORI Pplasmido donor
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(10181 bp)
ORI CmR
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Figura VI.6. Plasmidos donores para la generacion del AgMNPV_p74def.A) Plasmido donor a
base del origen de replicacidon p15A y resistencia a cloranfenicol, flanqueado por las secuencias de p74 up
y down. Se indica el sitio de restriccion Hindlll utilizado para la linealizacion del plasmido. B) Plasmido
donor que incluye las regiones up y down de p74 interrumpidas por el vector pBeloBAC11. Se indica el
sitio de restriccion Hindlll utilizado para la linealizacion del plasmido. C) Plasmido donor que incluye las
secuencias up y down de p74 interrumpidas por el gen selector ielprom/LaczORF/ielterm. Se indican los
sitios de restriccidon Notl y Xhol utilizados para la linealizacién del plasmido.

no estaria integro. Para los primers odv-e66 no se obtuvo amplificacidon, mientras que con

los primers egt solo el clon #4 dio el resultado esperado.

La caracterizacion molecular también incluyé un andlisis por PCR de la regién p74,
para evaluar las modificaciones nucleotidicas incorporadas (Figura VI.8.B). Los clones #1 y
#4 resultaron con un producto del tamafio esperado para los virus que sufrieron la
recombinacion homdloga. Ademads, no se detecté en estos clones el producto esperado

para los virus wild type, sugiriendo la ausencia del gen p74 continuo.

A pesar de los resultados desfavorables obtenidos con la caracterizaciéon molecular
de los polos de AgMNPV, se transfecté DNA de los clones #1 y #4 sobre una monocapa de

UFL-Ag-286. Lamentablemente, no se observaron las caracteristicas fenotipicas
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caracteristicas de una infeccion por el baculovirus AGMNPV. Se realizaron varias rondas de
infeccidn a partir de los medios condicionados obtenidos, partiendo de la hipétesis de una
baja carga viral en el medio condicionado. Sin embargo, no se obtuvieron resultados de

presencia viral (Figura VI.7 -1y 2-).

En base a estos resultados se considerd que el origen de replicacién plasmidico p15A
presente en el vector de transferencia no seria el adecuado para una correcta estabilidad
del genoma viral en E. coli. EIl mismo posibilita un nimero de copias de entre 15-25
moléculas por célula, lo cual puede considerarse alto para la estabilidad genotipica de un
megapldsmido. Por estas razones, se procedid a probar como alternativa el origen MiniF (1-
2 copias) presente en el vector pBeloBAC (GenBank: U51113), ya que es el mas reportado
en bibliografia para la generacién de baculovirus recombinantes (Luckow et al, 1993; Zhao

et al, 2003, Wang et al, 2003; Motohashi et al, 2005).
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Figura VI.7. Disefio para la generacion de AgMNPV_p74def. El disefio consistiéo en la co-
transfeccién de genoma de AgMNPVwild type y el vector donor en una monocapa de UFL-Ag-286 (1). Para
el caso de los plasmidos Ay B de la Figura VI.6, se recuperaron los BVs, purificaron DNA para transformar
bacterias E.coli DH10B. A las colonias crecidas en la placa de LB suplementada con IPTG/x-gal y
cloranfenicol se les realizé una extraccion de los megaplasmidos y fueron caracterizadas molecularmente
y/o transfectadas en células UFL-Ag-286 (2). Para el caso del plasmido C de la Figura VI.6, a los wells en
donde se realizé la transfeccion se les agregd agarosa 1,5% p/v y medio completo suplementado con X-
gal, para seleccionar las células infectados con los virus capaces de precipitar el reactivo por presentar
actividad galactosidasa. Se recuperaron los tacos de agarosa azules, en una solucién de medio GRACE's
sin suero y fueron propagados en nuevas monocapas celulares (3).
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Para ello se procedid del mismo modo que antes, generando una construccién que
contenia parte de la secuencia codificante para pif-0 interrumpida con el origen MiniFy la
resistencia al antibidtico cloranfenicol (Figura VI.6.B). El esquema de trabajo fue igual al
citado previamente para el plasmido pLow-p74 y al disefio experimental presente en la
figura VI.7 (1 y 2). Se lograron clones bacterianos, pero los megaplasmidos purificados
(bdcmidos de AgMNPV) no lograron generar sintomatologia de infeccién al ser
transfectados en células UFL-Ag-286. Del mismo modo, la caracterizacién molecular no
arrojoé resultados concluyentes, sembrando dudas de la eleccién del disefio de interrupcién

de p74 basado en la generacién de un bacmido bacteriano.
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Figura VI.8. Caracterizacion molecular virus AgMNPV-p74def obtenidos a partir del plasmido
donor pLow-p74. A) PCRs disefiadas para la deteccion de regiones del genoma AgMNPV vy verificar su
integridad. Se utilizaron primers que amplificaban zonas de los genes p74, egt, odv-e66 y DNA helicasa. La
tabla indica la secuencia de los pares de primers y el tamafio del producto esperado en cada caso. A la
derecha se muestran electroforesis en geles de agarosa 1% p/v del anélisis de diferentes clones obtenidos
con los conjuntos de primers mencionados. Se incluyé como control positivo DNA de AgMNPVwild type. B)
PCR disefiada para la caracterizacién de la region modificada. Se indican en la tabla los primers elegidos,
con su secuencia y el tamafo del producto esperado para el virus recombinante y wild type. A la derecha,
electroforesis en gel de agarosa 1% p/v con PCRs sobre clones obtenidos y controles positivos de
AgMNPVwt (wt) y plasmido donor (v).

En funcién de ello, se planted como opcidn interrumpir el gen viral con algln sistema
gue posibilitara la seleccién de los recombinantes directamente en las células de insecto.
De esta forma, se construyd el plasmido pz-p74-lacZ (Figura VI.6.C), el cual posibilitaria la
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expresion de B-galactocidasa bajo la accion del promotor del gen je-1 de AGMNPV (Bilen et
al, 2007), facilitando en consecuencia la seleccion de los recombinantes en las células UFL-
Ag-286 mediante el uso del reactivo X-gal. En esta oportunidad para la co-transfeccién con
el genoma viral, el plasmido donor fue digerido con las enzimas de restricciéon Notl y Xhol.
A diferencia de las aproximaciones antes descriptas, en esta oportunidad luego de llevarse
a cabo la transfeccidn se les agregd a las células una capa de agarosa 1,5% p/v con el fin de
disminuir la movilidad de los BVs, y medio de cultivo suplementado con el sustrato de la

enzima (Figura VI.9).

Cumplido el tiempo de incubacién, los focos de infeccién mostrando color azul
producto de la modificacién del X-gal por la accion de la B-galactocidasa fueron recuperados
utilizando un sacabocados, y posteriormente almacenados con medio de cultivo sin suero,
con el fin de liberar las particulas BVs. A partir de alli, se intento aislar de forma clonal al
virus recombinante, realizando infecciones en nuevas monocapas de UFL-Ag-286 repitiendo
el procedimiento de la agarosa. Sin embargo, luego de sucesivas rondas nunca se logro
obtener una monocapa celular con todos los focos de infeccién de color azul en presencia
de X-gal. A pesar de haber realizado multiples estrategias de concentracién de los virus

recombinantes, no fue posible aislarlo de manera clonal para realizar los ensayos siguientes.

L

» 9

40X

Figura VI.9. UFL-Ag-286 transfectada con genoma de AgMNPV y plasmido donorpz-p74-
lacZ. Microscopia invertida en campo claro de la monocapa de UFL-Ag-286 co-transfectada con el
genoma de AgMNPV y el plasmido donor pz-p74-Lacz linealizado con los sitios de restriccién Notl y
Xhol, suplementada con X-gal. La imagen muestra la formacion del precipitado azul en aumento
40X y 400X. En la imagen 400X se visualizan también los cuerpos refringentes dentro de las células,
caracteristicos de los poliedros.
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Como se ha descripto, se han evaluado diferentes estrategias basadas en la
recombinacién homdloga en la célula hospedadora para la generaciéon del virus
AgMNPV_p74def. Sin embargo, ninguna nos permitié aislar el virus con el genotipo

pretendido.

Complementacion de variantes virales defectivas en pif-0

Si bien el objetivo establecido era complementar un virus AgMNPV defectivo en p74,
dado que no fue posible obtenerlo de manera aislada, se procedié a caracterizar la
funcionalidad del clon celular transgénico Hi5-C4_1/625 empleando un virus AcMNPV

defectivo en p74 (Zhou et al, 2005).

En funcién de lo anterior, se produjeron Obs de AcCMNPV y AcMNPVdefp74 mediante
ensayos de infeccion tanto en células High Five como en Hi5-C4_1/625. Luego, se
cuantificaron al microscopio con el uso de una camara de Neubauer y se prepararon
soluciones conteniendo cantidades especificas de OBs junto con sacarosa y Coomassie
brilliant blue para realizar bioensayos en larvas (Hughes et al, 1986; Jones et al, 1993, 2000).
De este modo, se buscaba analizar si los virus AcCMNPV_defp74 recuperaban el fenotipo
infectivo per os al ser propagados en la linea celular empaquetadora. Para ello se emplearon
larvas de Rachiplusia nu, hospedador susceptible a la infeccion de AcMNPV, y larvas de

Anticarsia gemmatalis, especie de la que se aislé el baculovirus AgMNPV.

En la figura VI.10 se representa un esquema del experimento realizado con larvas

del segundo estadio de ambas especies de lepiddpteros.
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Figura VI.10. Disefo experimental de los bioensayos. Esquema que muestra el flujo de trabajo
realizado para la obtencion de los cuerpos de oclusién de los virus ACMNPV_wt y AcMNPV_p74def
propagados en las lineas celulares High Five wild type (Hi5_wt) y Hi5-C4_1/625 (p74+). Luego de la
infeccidn, se recuperaron los OBs y fueron cuantificados. Los bioensayos se realizaron alimentando larvas
del segundo estadio de Rachiplusia nu y Anticarsia gemmatalis, por contaminacion con OBs en una
solucién con sacarosa 1%, empledndose 20 y 24 larvas por ensayo, respectivamente. A los 11 dias, se
evidencié supervivencia o mortalidad de las mismas.

Para las larvas de Rachiplusia nu, se encontré que aquellas inoculadas con la solucion
vehiculo arrojaron un valor de 85,7% de supervivencia, mostrando su inocuidad. En cambio,
los virus AcMNPV_p74def propagados en las células transgénicas (Hi5-C4 1/625) fueron
infectivos por ingesta, logrando una sobrevida del 5,6% de la poblacién tratada, mientras
que el mismo virus propagado en las células no modificadas produjo una sobrevida del 80%,
similar a las del control sin virus. Para el caso del grupo de larvas alimentadas con los OBs
derivados de AcMNPV_wt propagado en la linea High five, la supervivencia fue del 0%
(Figura VI.11.A). En consecuencia, estos resultados mostraron la reversién del fenotipo no
infectivo por via oral que caracteriza al virus AcMNPV_p74def, cuando el mismo fue
multiplicado en células transgénicas que expresan constitutivamente a la proteina P74 de
AgMNPV. Lo interesante del resultado no sélo es que las células Hi5-C4 1/625 actuan
adecuadamente, sino que también fue posible recuperar la infectividad de un virus

utilizando una proteina PIF de otra especie.

Por otro lado, en los bioensayos realizados en larvas de Anticarsia gemmatalis los

resultados no fueron concluyentes. No se detectaron diferencias aparentes de sobrevida en
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los diferentes ensayos realizados. En este caso, se probaron 2 dosis, una igual a la utilizada
para los ensayos en Rachiplusia nu, 6,25x10° OBs/mL, y otra mayor, 6,25x10” OBs/mL, que
correspondieron a unaingesta de 1000 y 10000 OBs/larva, respectivamente. En ninglin caso
se detectaron diferencias en la sobrevida de las larvas, salvo para el grupo control
alimentado con poliedros de AgMNPV producidos en células UFL-Ag-286. Por el contrario,
en todas las condiciones donde se utilizaron AcMNPV y AcMNPVdefp74 se hallaron
mayoritariamente larvas y pupas transcurridos los 11 dias del andlisis (Figura VI.11.B). Sin
embargo, como aparecieron algunos cadaveres, se procedidé a su diseccidén para visualizar
si presentaban una poliedrosis. En tal sentido, se encontrd que una de las larvas muertas
tratadas con AcMNPV_p74def propagado en Hi5-C4 1/625 presentaba cuerpos refringentes
concordantes con las imagenes esperadas de una suspension con poliedros (Figura VI.11.C).
Esto podria suponer una reversion del fenotipo viral defectivo. Sin embargo, debe
considerarse que la DLso de AcMNPV wild type en larvas de Anticarsia gemmatalises mayor
a 5,5x10° OBs (Chikhalya et al, 2009), mientras que en este trabajo se utilizaron dosis de

1x103 y 1x10% OBs.
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Figura V.11. Resultados bioensayos en larvas. A) El grifico corresponde a los resultados
obtenidos en los bioensayos en larvas de Rachiplusia nu. Los grupos indicados fueron: control de solucion
vehiculo (control), virus ACMNPV_wt propagado en Hi5_wt (Ac wt/Hi5wt), virus AcCMNPV_p74- propagado
en Hi5_wt (Ac p74-/Hi5wt) y virus AcCMNPV_p74- propagado en Hi5_p74+ (Ac p74-/Hi5p74+). Se indica el
porcentaje de supervivencia de cada grupo. B) Grafico resultante de los bioensayos en larvas de Anticarsia
gemmatalis. Se evaluaron 2 dosis, 6,25x10% 6,25x10’0Bs/mL. Los grupos evaluados fueron: Ac p74-
/Hi5p74+; Ac p74-/Hi5wt; Ac p74-/Hi5wt; virus ACMNPV_wt propagado en Hi5_p74+ (Ac wt/Hi5p74+);
virus AgMNPV propagado en UFL-Ag-286 (Agwt/UFL-Ag-286). Los porcentajes de supervivencia se indican
como la suma de larvas vivas mas pupas. C) Larva muerta del grupo Ac p74-/Hi5p74+ y microscopia Optica

Cc

LARVA Ag MUERTA DEL
GRUPO Ac p74-/HI5_p74+

de un extendido del interior de la larva diseccionada (aumento 1000X).

En resumen, se logré revertir el fenotipo del virus ACMNPV_p74def, cuando este fue

propagado en células High Five transgénicas que expresan constitutivamente el gen p74 de

AgMNPV. A pesar de ser especies diferentes, se obtuvieron porcentajes de mortalidad

similares a los obtenidos con el virus AcMNPV wild type. De este modo, y a pesar de no

haberse logrado aislar un AgMNPVdefp74, las células modificadas genéticamente para

empaquetar virus defectivos han mostrado ser exitosas.
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Conclusiones y persepectivas
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Los resultados presentados en el marco del trabajo de la presente tesis doctoral
permitieron desarrollar una nueva metodologia para identificar y clasificar aislamientos
pertenecientes a los géneros Alpha- y Betabaculovirus, basada en PCR y en la secuencia
aminoacidica parcial de los genes pif, asi como también, obtener inferencias filogenéticas
equivalentes a las que se logran utilizando las metodologias clasificatorias vigentes. Por otro
lado, se profundizé en el conocimiento sobre estos genes en el virus AgMNPV: a nivel
génico, evaluando su distribucidn en la familia Baculoviridae y determinando las posibles
regiones promotoras; a nivel transcripcional, determinando su cinética de expresion
durante el ciclo infectivo; y, a nivel proteico, a través de la prediccidon de estructuras
secundarias y probable localizacién de las proteinas en la estructura viral. Por ultimo, se
realizé un analisis en particular de la proteina PIF-0 (P74), iniciando la evaluacion sobre la
funcionalidad de los dominios amino y carboxilo terminal, logrando asociar la regidn

carboxilo terminal con la localizacién nuclear de la proteina.

En cuanto a los objetivos planteados asociados a investigacion aplicada, se
desarrollé un clon celular transgénico basado en High Five que expresa la proteina PIF-0 de
AgMNPV, con el fin de funcionar como linea empaquetadora de variantes virales defectivas
en este gen. Ademas, se obtuvieron virus AgMNPV mutantes para pif 0, pero no se logré el
aislamiento clonal de los mismos. Sin embargo, se realizaron ensayos biolédgicos en larvas
con virus AcMNPV defectivos en pif-0 propagados en el clon celular transgénico, los cuales

demostraron el correcto funcionamiento de las células empaquetadoras.

En este apartado se discutirdn los resultados obtenidos, como asi también las

perspectivas a futuro.
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GENES PIF EN VIRUS DE INSECTO Y SU LOCALIZACION GENOMICA

Con el fin de determinar si las asociaciones filogenéticas basadas en la secuencia
aminoacidica de los genes pif se correspondia con las obtenidas a partir del analisis de todas
las core proteins, se realizaron cladogramas utilizando la secuencia de las proteinas
agrupadas segun su funcién bioldgica. Asi, se determind que los polipéptidos PIF
clasificaban a los baculovirus en los cuatro géneros actualmente aceptados (Alpha-, Beta-,
Gamma- y Deltabaculovirus), otorgando también la subclasificacién en Grupo | y Il para los
alphabaculovirus, incluidos los linajes a y b del primero, del mismo modo que sucede
cuando el andlisis se realiza con todas las core proteins (Miele et al, 2011). Sin embargo, se
detectéd una diferencia en la relacidon entre los distintos géneros en el cladograma,
observandose que en todos los analisis realizados en base a las proteinas asociadas a la
replicacion, transcripcion y ensamblaje (como asi también el de las core proteins) generan
una primera division que separa al género Deltabaculovirus del resto, mientras que cuando
el estudio se hace con las proteinas PIF, la primera separacion divide a los Alpha- y
Betabaculovirus por un lado, y a los Gamma- y Deltabaculovirus por el otro. Este cambio
supone claras diferencias entre las proteinas asociadas a la infectividad oral de los
baculovirus que infectan lepiddpteros de los que infectan himendpteros y dipteros,
pudiendo expresar eventos evolutivos diferentes entre estos grupos en cuanto a la

maquinaria asociada a la infectividad per os.

Los estudios filogenéticos que asocian la evolucién de los baculovirus y de los
insectos ha permitido inferir que un virus ancestral de las familias Baculoviridae y
Nudiviridae era capaz de infectar Holometabola, ancestro de los Ordenes Diptera,
Coleoptera, Lepidoptera e Himenoptera, el cual ya presentaba un estadio larval y
metamorfosis completa, evidenciando un virus con capacidad infectiva por via oral de las
larvas. Eventos posteriores de diferenciacién viral surgieron posiblemente como una
adaptacion a la diversificacion de los hospedadores (Thézé et al, 2011). Esto eventos de
diversificacion pudieron incluir eventos de co-evolucién entre los patdgenos y sus

hospedadores; aunque, en realidad, podria también establecerse que la evolucién de los
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insectos forzd la adaptacion de los virus ancestrales, favoreciendo la diversificacion en las
diferentes familias. Para estas adaptaciones resulta fundamental que los virus fijen
variantes alélicas adecuadas para los genes que codifican a las proteinas involucradas en la
interaccion especifica inicial con las células del hospedador. Los andlisis realizados en este
trabajo de tesis podrian indicar la evolucidn diferencial de las maquinarias de infeccién
primaria, dénde una poblacién ancestral acumulé cambios para adaptarse a la infeccién per
os de los Ordenes Lepidoptera, Himenoptera y Diptera, mientras que otros eventos

posteriores permitieron la diversificacion entre los géneros Alpha- y Beta-.

En cuanto a la localizacién de los genes pif dentro del genoma viral, no se hallé una
distribucién caracteristica en forma de cluster génico a pesar de que sus productos cumplen
su rol en conjunto. Sin embargo, la distribucién fue muy conservada en los miembros del
Grupo | de Alphabaculovirus, y en menor medida en el género Betabaculovirus. En tanto, el
Grupo Il de Alphabaculovirus presentéd la menor conservacién, encontrdndose dos
escenarios de organizacién. Estos resultados suponen que estas secuencias no requeririan
encontrarse fisicamente cercanas para generar sus productos, mostrando la independencia

de sus regiones regulatorias del contexto genémico.

SISTEMA DE CLASIFICACION Y DETECCION DE LOS BACULOVIRUS EN
BASE A LOS GENES PIF

En virtud que la filogenia basada en los pifs muestra un agrupamiento de la familia
Baculoviridae equivalente a la generada por el uso de todos los core genes, se desarrollé un
sistema de identificacion y clasificacion de baculovirus basado en la secuencia aminoacidica
parcial de estos genes. Para ello, se disefiaron primers para la amplificacion parcial de pifs
mediante PCR en los miembros de tres agrupamientos: Alphabaculovirus de Grupo |;
Alphabaculovirus de Grupo Il; y Betabaculovirus. Los mismos funcionaron con éxito cuando
se utilizaron algunas especies representativas de cada grupo con genoma secuenciado,

siendo AgMNPV y AcMNPV, representantes del Grupo | de Alphabaculovirus, SeMNPV vy
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SfMNPV representantes del Grupo Il y CpGV y EpapGV como representantes de
Betabaculovirus. Por otro lado, la comparacién de los cladogramas obtenidos a partir de los
amplicones pifs respecto a los generados en base a la secuencia parcial de los genes lef-8,
lef-9y poliedrina o granulina (Jehle et al, 2006 [B]), que hoy en dia constituye la técnica gold
standard para dar una primera identidad a los baculovirus, no evidenciaron diferencias

notorias.

De acuerdo a la definicion propuesta por el Comité Internacional sobre Taxonomia
de Virus (ICTV), una especiacion viral debe ser considerada como un proceso continuo en el
tiempo, por ende, una Unica secuencia divergente no permite definir a dos virus de distintas
especies (van Regenmoertel, 2000; Jehle et al, 2006 [B]). Para el caso particular de los
baculovirus, los pardmetros que definen especies no estan bien determinados. Sin
embargo, su distincidn se basa en el rango y especificidad a los hospedadores, perfiles de
restriccion de DNA, secuencia de varias regiones del genoma y considerando las similitudes
en predicciones de secuencia aminoacidica (Herniou et al, 2012). Con estas consideraciones,
Jehle et al, 2006 [B] determinaron que la evaluacién de la distancia genética entre
concatenados de secuencias nucleotidicas parciales de los genes lef-8, lef-9 vy
poliedrina/granulina, permitian asignar como especie o no a un nuevo aislamiento viral. De
esta manera, al evaluar el parametro Kimura-2P, si el valor entre dos virus es menor a 0,015,
se consideran variantes de una misma especie; si el mismo es mayor a 0,05, se consideran
dos especies; en tanto, los valores intermedios requieren de otras pruebas para determinar
la especiacion. Basado en este concepto, se evaluaron las distancias entre los concatenados
de secuencia parcial de genes pif de los virus considerados en la filogenia. En general, los
resultados obtenidos por ambos métodos clasificatorios fueron equivalentes. Sélo se perdio
especiacion entre AcMNPV y BomaNPV-S2, ya que el método basado en pifs dio una
distancia 0,03, valor dudoso segun lo considerado previamente. Lo mismo ocurrié para los
pares BomaNPV-S2/PIxyNPV y BomaNPV-S2/RanuMNPV. Sin embargo, se obtuvo
diferenciaciéon de especies en BmNPV/BomaNPV-S2, BmNPV/BomaNPV-S1 vy
HearGV/XecnGV, virus no diferenciacios segun las distancias obtenidas con la metodologia

anterior.
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Para comprobar la utilidad del método, se emplearon los virus RanuMNPV y
AgvaMNPV, ambos caracterizados previamente en nuestro laboratorio, pero sin
informacién de secuencia gendmica completa. Asi, pudieron realizarse analisis filogenéticos
para estos aislamientos en base a los pifs, los cuales fueron congruentes con los obtenidos
previamente (Rodriguez et al, 2011, 2012). Para el caso de AgvaMNPV, cuyo hospedador es
Agraullis vanillae, mariposa diurna perteneciente a la familia Nymphalidae, se encontré una
gran distancia evolutiva con los virus mas cercanos del Linaje b dentro del Grupo | de
Alphabaculovirus, asi como también, el analisis de distancias determind la identidad de
especie para este virus. Esto mismo se observd al analizar la distancia obtenida por el
concatémero lef-8, lef-9 poliedrina/granulina. Sin embargo, para el caso de RanuMNPV, los
estudios previos determinaron que RanuMNPV era una variante genotipica del virus
AcMNPV, ya que los valores de las distancias obtenidas fueron bajos (Rodriguez et al, 2012).
Sin embargo, se ha determinado un rango de hospedador diferente entre ambos
aislamientos. Por ello, se esperaba que el andlisis basado en la secuencia parcial de pifs
permita diferenciarlos. Sin embargo, el estudio de las distancias no lo determind de esta
manera. Al analizar en detalle la secuencia nucleotidica de las regiones evaluadas, se vio
gue existieron pocos cambios puntuales entre ambas secuencias. Esa diferencia no seria
suficiente para clasificar a RanuMNPV como una especie, aunque esta variante presenta un
rango de hospedador levemente alterado con respecto a AcCMNPV (Rodriguez et al, 2012).
Para PIF-0, PIF-1 y PIF-3, los cambios aminoacidicos puntuales estuvieron localizados en la
region del ectodominio predicho para esas proteinas. Estos cambios podrian influir en la
interaccidon especifica del complejo PIF con su receptor, y asi, modificar el rango o
especificidad de hospedadores. Esta consideracidon deberia ser comprobada con estudios
de mutaciones puntuales en el virus ACMNPV y posteriores ensayos de infeccidn en larvas.
Por otro lado, los cambios hallados en PIF-2 y PIF-5 coinciden con las regiones
transmembrana predichas, no evidenciando, en principio, efecto alguno en la infeccién. Por
ultimo, tanto PIF-4 como PIF-6 presentaron cambios puntuales en el endodominio predicho,

los cuales podrian influir en la cascada de interacciones intracelulares generadas luego de
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la adsorcion primaria, influyendo en la especificidad. Estos cambios también deberian ser

analizados con un ensayo apropiado.

Por otro lado, el método aqui propuesto también se evalud entres aislamientos
virales de Colombia (PhopGV, TesoGV y TuabGV) denominados en funciéon de los
lepiddpteros a partir de los cuales se los aisld. En estos casos también el método permitié
agrupar los virus dentro del género Betabaculovirus. Llamativamente, se hallaron en los tres
aislamientos dos secuencias diferentes para el gen pif-1, lo que permitié establecer un
trabajo de colaboracién con el Laboratorio de Control Bioldgico de CORPOICA, Colombia,
para dilucidar entre dos hipétesis: la co-existencia de dos genomas; o la existencia de genes
paralogos para pif-1. Estas hipdtesis estan basadas en situaciones similares ya descriptas en
la familia Baculoviridae. Para el caso de co-infecciones, se describid en aislamientos virales
de Choristoneura fumiferana, en los que se demostrd la existencia de 2 genomas virales,
CfMNPV y CfDEFMNPV. Este ultimo virus requiere de la presencia de CfMNPV para lograr la
infeccion per os en Choristoneura fumiferana, resultando en una relacidn similar a la
parasitaria (Arif et al, 1984; Lauzon et al, 2005). En Betabaculovirus, también se hallaron
eventos de co-infeccidn en aislamientos de campo; tal fue el caso de aislamientos de GVs a
partir de larvas de Tecia solanivora, en los que se detectd la presencia de cantidades
submolares de otro genoma viral (Espinel-Correal et al, 2010), asi como también evidencia
de transferencia génica interespecies (SFMNPV-ColA y SpltNPV), resultado de eventos de
co-infecciones naturales (Barrera et al, 2015). Con respecto a la existencia de genes
paralogos, existe una familia multigénica presente en varias familias de virus de
invertebrados y en bacteriéfagos, los genes bro (Baculovirus repeated open reading frame),
presentes en multiples copias en el genoma. En baculovirus se hallaron en varias especies
de NPVs y GVs de lepiddteros, y estarian involucrados en la produccion de poliedros. Los
analisis filogenéticos realizados sugieren que la duplicacidon génica se debe a eventos de
recombinacion de genomas virales, asi como también de la adquisicion de genes por
transferencia horizontal a través de la evolucion (Bideshi et al, 2003). De este modo, los dos

escenarios planteados fueron previamente descriptos en la familia Baculoviridae.
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Si bien los resultados obtenidos no fueron concluyentes, fueron mas coincidentes
con la hipétesis de la co-existencia de 2 moléculas de DNA viral, quizas un genoma funcional
(portando todos los pifs) y otro acido nucleico defectivo portador de la variante para pif-1.
Esto resulta coincidente con estudios previos realizados sobre aislamientos de larvas de
Tecia solanivora y Phthorimaea operculella, en los cuales se hallaron mezclas de genomas
virales en diferentes proporciones a partir de 5 aislamientos obtenidos en campo de larvas
de Tecia solanivora. Los diferentes aislamientos virales, presentaban diferencias al
comparar el RFLP obtenido con las muestras y con el genoma del virus PhopGV, ademas de
presentar bandas submolares que, finalmente comprobaron que correspondian a otro
genotipo viral (Espinel-Correal et al, 2010). Una cuestidon que se estd evaluando es la
posibilidad de que los insectos criados en el insectario dénde se propagaron PhopGV,
TesoGV y TuabGV posean virus cripticos que incrementen su replicacion ante la presencia
de otro baculovirus. Por ejemplo, se ha descripto que secuencias de Rhopalosiphum padi
virus poseen actividad promotora criptica en células Sf21 infectadas con baculovirus,
potenciando la expresion de ciertos genes, que en ausencia de baculovirus, no estarian

activos (Wu et al, 2008).

Cabe destacar que actualmente se estd analizando la informacion derivada de la
secuenciacion gendmica de los tres aislamientos, resultado que permitira aportar nuevas

evidencias mas concluyentes para alguna de las dos hipdtesis planteadas.

TEMPORALIDAD EN LA EXPRESION DE LOS GENES P/F DURANTE UN
CICLO DE INFECCION

Como antes se discutid, los genes pifs serian independientes de la situacion de
contexto, y por ende, sus regiones regulatorias serian compactas asegurando asi estabilidad
ante los recurrentes cambios estructurales que padecen los genomas de los baculovirus
(Miele et al, 2011). Por otro lado, dado que las proteinas del complejo forman parte del

fenotipo ODV, su transcripcidén deberia ser posterior a la produccién de la maquinaria
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transcripcional del virus, presentando en consecuencia motivos de secuencia tipicos para
genes tardios (Xing et al, 2005; Simon et al, 2005; Chen et al, 2013; Wang et al, 2011; Hou
et al, 2013; Torres Braconi et al, 2014; Zhang et al, 2015). En tal sentido, la busqueda de
secuencias INR tardias en las regiones upstream de los ORF de los genes pif permitio
detectar al menos un motivo caracteristico. Con el fin de dar mas sustento a las
predicciones, se evalud la estabilidad de la doble hélice del dsDNA en las regiones
adyacentes al inicio de traduccidn, bajo el supuesto que las regiones promotoras son menos
estables para facilitar el trabajo de la RNA polimerasa (Rangannan y Bansal, 2009). Se
hallaron motivos tardios para los 7 pifs, dentro de la regidon upstream hasta 250 nucleétidos.
Para los casos de pif-3, pif-4 y pif-5 se localizaron 2 o0 mas motivos conservados de posibles
INRs tardios en la regidn evaluada. En los 3 casos, se localizé al menos un motivo presente
en la regidn upstream no codificante, coincidentes también con zonas de mayor estabilidad
con respecto al inicio de la traduccién. Para pif-0, se encontrd solo un motivo, pero también
coincidente con el criterio de menor estabilidad. Sin embargo, en pif-1 y pif-2, si bien se
hallaron motivos tardios presentes en regiones upstream no codificantes, la prediccion de
estabilidad no arrojo diferencias entre la regiéon promotora y la de inicio de la traduccidn.
Esta situacién debe ser comprobada con ensayos in vivo que determinen la actividad
promotora de las secuencias predichas. Por ultimo, en pif-6 se localizaron 1 motivo tardio
lejano (mas de 200 pb del ATG) y 1 motivo temprano mas cercano, ambos de menor
estabilidad, pero dentro de la regiéon codificante del gen adyacente lef-3, gen no
perteneciente a los core gene, pero esencial para los baculovirus que infectan lepiddpteros,
sugiriendo la hipdtesis de herencia conjunta de los genes lef-3/pif-6 en este grupo de

baculovirus.

Todos los resultados de predicciones bioinformdticas deben ser corroborados
mediante ensayos apropiados de evaluacion de la actividad promotora de las regiones

propuestas (Bilen et al, 2007).

Por otro lado, se realizé una cinética transcripcional de los genes pif durante un ciclo
de AgMNPV en células UFL-Ag-286, para determinar el momento donde comienzan su

transcripcion y establecer el punto de expresién maxima. Los resultados fueron
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comparados con los hallados en bibliografia para otras especies baculovirales, resultando
bastante variable. Suele establecerse que la expresidon de los genes tardios comienza casi
en simultdneo con la replicacidn viral, aproximadamente a las 6-10 hpi dependiendo de la
especie, mientras que la expresion de los genes muy tardios ocurre después de las 18 hpi
(Berreta el al, 2013). En particular y en nuestros ensayos, para pif-0, pif-2, pif-4 y pif-5 la
expresion coincidié con la correspondiente a los genes tardios/muy tardios, comenzando
después de las 12 hpi, y con picos maximos a las 21, 27 o 36 hpi. Sin embargo, los
transcriptos de pif-1 y pif-3 fueron detectados en una pequefia cantidad a las 6 hpi,
momento temprano para lo esperable en este grupo de genes. Sin embargo, la expresion
continua fue a partir de las 18 hpi, con picos maximos a las 21 hpi, en un modo similar a los
anteriores. Estos resultados fueron consecuentes con los reportados por Oliveira et al,
2013, en el mismo sistema virus-hospedador. Dado que se ha visto que los baculovirus
pueden transportar en sus particulas a algunas de sus factores esenciales para la
transcripcion y replicacidn, seria posible explicar la pronta expresidon de algunos genes
tardios. Sin embargo, aln no existe evidencia contundente de que alguin baculovirus porte
a la RNA polimerasa viral conformada con todas sus subunidades, y por tanto, continua
siendo una incégnita el rol que cumplirian dichas proteinas en las etapas tempranas de la

infeccion (Rohrmann et al, 2013; Chan et al, 2013; Hou et al, 2016).

En sintesis, los resultados obtenidos aportaron evidencia experimental que los genes
pif de AgMNPV, propagado en la linea celular UFL-Ag-286, presentan un patron de

expresion mayoritariamente muy tardio (Berreta el al, 2013; Rohrman et al, 2013).
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CARACTERIZACION DE LOS DOMINIOS ESTRUCTURALES Y
FUNCIONALES DE LAS PROTEINAS PIF. ESTUDIOS GENERALES
PREDICTIVOS Y PARTICULARES SOBRE PIF-0

Los genes pifs, dispersos en todos los genomas baculovirales y de expresion tardia,
generan proteinas estructurales del viridon ocluido. Los estudios predictivos realizados en
este trabajo en base a las secuencias aminoacidicas permitieron localizar regiones
transmembrana en los 7 PIFs, como asi también, sefiales de exportacion nuclear (NES) para
PIF-0, PIF-1, PIF-2, PIF-3 y PIF-6, resultados congruentes con la localizacién previamente
determinada (Song et al, 2008; Xu et al, 2011; Hou et al, 2013; Torres Braconi et al, 2014;
Zhang et al, 2015). Si bien estas sefiales no fueron halladas para PIF-4 y PIF-5, no se descarta
la existencia de alguna sefial del tipo NLS (Nuclear Localization Signal), que no pueda ser
predicha para esta familia viral con las bases de datos existentes. Por ello, en el laboratorio,
se estd evaluando la obtencion de un modelo in silico que pueda predecir estas sefiales para

los baculovirus (Cerrudo, no publicado).

Para el caso particular de PIF-O0 de AgMNPV se realizaron estudios de localizacion
subcelular utilizando virus AcCMNPV recombinantes, los cuales expresaban quimeras entre
la fraccion amino terminal fusionada a la proteina indicadora Dsred (p74Nt-Dsred), o Dsred
unida a la regién carboxilo terminal de P74 (Dsred-p74Ct). Los ensayos detectaron la
presencia en el nucleo de Dsred-p74Ct, regidn predicha como la responsable del anclaje a
membrana dado que contiene los dominios transmembrana predichos. En tanto, la quimera
p74Nt-Dsred presentd una localizacidon citoplasmatica, no logrando co-localizar la sefal
fluorescente con la fraccidén nuclear. Estos resultados son coincidentes con los estudios
previos realizados para esta proteina, los cuales demostraron que la regién de anclaje es Ct
y la Nt presenta la actividad responsable de infectividad oral (Slack et al, 2001, Slack et al,
2010). Particularmente en el trabajo realizado por Slack et al, 2010, se evalué la
complementacion de virus AcMNPV defectivos en p74, en los que un fragmento Nt y soluble
del producto de dicho gen recuperd el fenotipo infectivo per os, cuando se produjeron los

OBs en lineas celulares adecuadas sumando la transfeccidon de plasmidos que expresaban
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variantes truncadas de la proteina. A futuro, seria apropiado realizar ensayos de
microscopia confocal, para determinar si la fluorescencia detectada para la quimera Dsred-
p74Ct esta distribuida por todo el nucleo o sélo en la membrana nuclear, siendo esta ultima

opcioén la esperada.

En el contexto anterior, quedan por concluirse los ensayos asociados a las versiones
recombinantes de AcMNPV portando quimeras del gen p74, derivadas de la fusién entre
dominios de especies diferentes. Estos estudios permitirdn arrojar mas luz sobre el rol
funcional de esta proteina, lo cual quizds posibilitard a futuro proponer versiones de virus

modificados en el rango de hospedador.

DESARROLLO DE UNA PLATAFORMA  CELULAR PARA
COMPLEMENTAR VIRUS DEFECTIVOS EN PIF-0

Dado que la proteina P74 es una de las mds importantes del complejo PIF (Faulkner
et al, 1997; Zhou et al, 2005, Slack et al, 2001; Peng et al, 2011), y en vistas de que su
presencia es vital en el éxito de la infeccidn primaria, se decidié generar un sistema celular
empaquetador para complementar variantes virales defectivas en este gen. En tal sentido,
se obtuvo un clon celular transgénico derivado de la linea comercial High Five™, el cual
expresa la proteina P74 (PIF-0) del virus AgMNPV de manera constitutiva incluso durante
una infeccion baculoviral. Ello se logré al introducir como regidon promotora a la secuencia
gue controla la expresidon de una proteina de shock térmico de Drosophila melanogaster.
Como ya fue mencionado, la eleccién de este promotor se basd en el funcionamiento del
mismo en células de insecto, y su potencial activacién térmica, resultando funcional aun en
el contexto infectivo (Lan y Riddiford, 1997; Sah et al, 1999; Kimura et al, 1999; Kust et al,
2014).

Para evaluar la actividad de la proteina P74 producida por las células transgénicas,
se realizaron ensayos bioldgicos de complementacion de virus AcMNPV wt y defectivos en

p74 (Faulkner et al, 1997). Asi, se obtuvo reversién del fenotipo cuando se infectaron larvas
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de Rachiplusia nu con virus defectivos propagados en las células empaquetadoras. Es
necesario repetir los ensayos con grupos de larvas dentro de cada condicién para obtener

los andlisis estadisticos respaldatorios. De todas maneras, estos resultados resultan de gran

Figura VII.1. Alineamiento PIF-0 de
ACMNPV y AgMNPV. La figura
muestra los resultados del
s AENNVQSAEETYTPNNQCVMYDSTSKMYENS PYLRTEEHT THGYDDVPAFNVRPDEDPL alineamiento multiple de PIF-0 de los
N T virus AcCMNPV y AgMNPV realizados
con ClustalW2. Los aminodcidos
celestes corresponden a la region
amino terminal de la proteina. Las dos
zonas resaltadas en gris, fueron las de
mayor variabilidad de las secuencias.
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AGN# SDVIKDFDET TLJFO

RMEFMQYTFRQNTLLSMNKENNNENQTILGLFATNT
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interés, ya que se logrd revertir la actividad infectiva con una proteina derivada de otra
especie. Al evaluar la conservacién aminoacidida de las secuencias de PIF-0 de ambos virus,
se localizaron dos regiones de mayor variabilidad (Figura VII.1). La primera, corresponde a
la region comprendida entre los aminoacidos 241 y 301, correspondientes a la regién amino
terminal. Por ende, esta regidn podria estar involucrada en la especificidad a hospedadores,
ya que la regién amino terminal de PIF-0 comprende dicha actividad. La otra regidon variable
comprende parte de la zona carboxilo terminal, cuya funcién descripta es de anclaje.
Nuestros estudios mostraron que la proteina PIF-0 de AgMNPV fue capaz de revertir el
fenotipo deficiente de infeccidn per os del virus ACMNPV _defp74, ello nos lleva a suponer
gue esos cambios presentes en la secuencia no impedirian la correcta interaccion de PIF-0

con el complejo PIF y, en consecuencia, la infeccion per os en larvas de Rachiplusia nu.

Por otro lado, se realizaron los ensayos en larvas de Anticarsia gemmatalis,

hospedador poco susceptible a la infeccién de AcMNPV (Chikhalya et al, 2009). Las dosis
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evaluadas no permitieron establecer mortalidad en los controles positivos, por lo que
habria que repetir el ensayo con mayores dosis. Sin embargo, un punto de conflicto es la
preparacion de las suspensiones de la solucién con OBs, ya que dosis muy altas de OBs/mL
generan una solucion muy densa y dificil de manipular. Tal vez se podrian realizar ensayos
con otro tipo de protocolos de alimentacion, como por ejemplo la contaminacién de la dieta
artificial, lo cual nos independizaria de la preparaciéon de soluciones muy densas (Jones,

2000).

Dado que las células empaquetadoras para P74 se disenaron con el fin de
complementar a una variante de AgMNPV defectivo en el gen que produce a dicha proteina,
se llevaron a cabo ensayos de mutagénesis gendmica los cuales mostraron un éxito dispar.
Para ello, las construcciones genéticas construidas para interrumpir el gen pif-0 se
generaron conteniendo sistemas selectores de mutantes de facil visualizacion (replicon
procariota o B-galactosidasa). Uno de los plasmidos utilizados, pLow-p74, presenté el origen
de replicacién de bajo nimero de copias procariota p15A (GenBank: KF155405.1). Luego de
los ensayos de recombinacion y dado que no fue posible aislar el genoma modificado, se
intentd con el pBelo-p74, conteniendo el origen de replicacién de simple copia MiniF
(GenBank: U51113), aunque tampoco fue posible aislar el virus mutante. Con respecto al
primero, la causa podria asociarse a la inestabilidad del megaplasmido formado (genoma
viral replicativo en E.coli DH10B) dado que esta secuencia produciria entre 15 a 25 copias,
lo cual puede ser perjudicial para moléculas de dsDNA grandes (Preston, 2003). En tanto, el
uso del miniF fue a priori mas alentador, ya que habia sido utilizado previamente para la
generacién de bacmidos en otras especies de baculovirus (Luckow et al, 1993; Zhao et al,
2003; Wang et al, 2003; Motohashi et al, 2005). Sin embargo, tampoco pudieron
seleccionarse los mutantes. Por ello surgié la inquietud acerca de la tolerancia de secuencias
del virus AgMNPV en E.coli, ya que ha sido reportado que algunas secuencias son muy
dificiles de replicar y sostener en bacterias (Razin et al 2001; Godiska et al, 2010; Kimelman
et al, 2012; Sagy et al, 2014). Atendiendo a esta posibilidad se empled un tercer sistema
selector (B-galactosidasa) que no implicaba el pasaje del genoma baculoviral en bacterias.

Su empleo resultd exitoso dado que se obervaron focos de infeccién en células UFL-Ag-286
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con actividad B-galactosidasa en presencia del reactivo X-gal. Sin embargo, esta vez el
problema resulté en el aislamiento de los virus recombinantes dado que no se pudo
disponer a los mismos puros libres del virus silvestre. Para facilitar esto, seria conveniente
realizar la doble recombinacién homaéloga en células entre el genoma viral y la construccién
genética que otorgarad la interrupcion a p74, pero previamente linealizando al genoma en
la regién involucrada en la mutacién para disminuir la posibilidad de replicacién del
silvestre. Valiéndose de esta opcion se mejora fuertemente la tasa de éxito en la seleccién
y aislamiento de mutantes, como lo prueban experiencias previas (Kitts et al, 1990; Kitta y
Possee, 1993; Zhao et al, 2003). El problema en nuestro caso estd en la ausencia de un sitio
de restriccién uUnico en el gen p74 de AgMNPV. Como alternativa, se podran evaluar nuevas
tecnologias como el sistema CRISPR/Cas9, que ya se ha utilizado en la edicién de genomas
grandes de dsDNA (Suenaga et al, 2014; Dong et al, 2016) como también en genomas de

células de insectos (Wei et al, 2014).

Dada la importancia de la agricultura en la Argentina, el desarrollo de tecnologias
para el mejoramiento de los cultivos resulta de gran importancia. En este punto, uno de los
principales desafios es el control de las plagas que atacan a los cultivos y, en particular, por
la gran siembra que se da en nuestro pais, de la soja. Dadas las desventajas previamente
introducidas acerca del uso del control quimico, surge como alternativa importante dentro
de los programas de manejo integrado de plagas la aplicacién del control biolégico. Por ello,
el desarrollo de tecnologias que permitan mejorar enemigos naturales de las plagas en
cuanto a las limitaciones que poseen en rango de hospedador, tiempos de letalidad y
permanencia en campo, resultan prometedoras. Es por ello, que este trabajo se centrd en
el estudio del virus AgMNPV, naturalmente infectivo para la plaga Anticarsia gemmatalis,
una de los principales causantes de pérdidas en cultivos de soja en nuestro pais (Aragon,
2002; Massaro el al, 2008). Dentro de las mejoras como elemento de control biolégico, es
importante el estudio de los genes responsables en la infeccién primaria, puerta de entrada

indispensable para el desarrollo de la infeccion.

Esta tesis contribuyd en la clasificacion de nuevos aislamientos baculovirales

basados en las secuencias de estos genes. Ademads, se amplio el conocimiento de los genes
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pif del virus AgMNPV en cuanto a sus niveles de expresion. Pero lo mas interesante es que
se dejaron planteados dos escenarios para el disefio de productos bioldgicos destinados al
uso bioinsecticida. Uno de ellos estd basado en el virus AcMNPV, resultando prometedora
la facil manipulacion del genoma viral para producir variantes mutantes capaces de ingresar
mediante infeccién per os en larvas de un lepidéptero no permisivo. De este modo, si el
virus que logré transducir es capaz de replicar y generar formas brotantes, se habra logrado
alterar el rango de hospedador y asi contribuir en la reduccién del uso indiscriminado de
agentes quimicos con naturaleza insecticida. Por otro lado, se sentaron las bases para el
desarrollo de una plataforma de generacidon de virus AgMNPV incapaces de dispersarse
naturalmente, pero que al ser empaquetados en una linea celular adecuada, resultan
funcionales para completar un ciclo de infeccion. Estos virus controlados, podran
modificarse genéticamente incorporandoles genes que disminuyan los tiempos de letalidad
o que alteren el rango de hospedador, no resultando en un riesgo ambiental al presentar
un sistema de control de la dispersion. Con los avances en la tecnologia, sobre todo en base
a los nuevos desarrollos de edicién gendmica, estos objetivos podran convertirse en

realidad en un corto plazo.
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métodos
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En este Capitulo se detallan las metodologias y materiales utilizados para el trabajo
expuesto. En primer lugar, un apartado con la descripcién de los materiales y métodos
generales y a continuacién uno con particularidades disefiadas y utilizadas para este

trabajo.

GENERALES

Plasmidos, cepas bacterianas, lineas celulares y enzimas utilizadas

En todas las etapas que involucraron la construccion de plasmidos por clonado
molecular se utilizaron como base los plasmidos comerciales pZErO-2 (Invitrogen),
pBlueScript-SK (Stratagene), pCDNA3 (Thermo Fisher Scientific), pBeloBacll (New
EnglandBiolabs), pGEM-T Easy (Promega), pET22b(+) (Novagen), pQE30 (QuiaGen),
pFastBac™ Dual, pFastBacHT A, By C (Thermo Fisher Scientific).

Las cepas de Escherichia coli empleadas en las etapas de clonado fueron Top10
(Invitrogen), DH10B (Invitrogen) y DH10-Bac (Invitrogen) (Tabla VII.1). Los eventos de
transformacién se realizaron mediante electroporacién (BioRad) o shock térmico. Los
cultivos bacterianos se realizaron en medio LB (Luria-Bertani: Triptona 10 g, NaCl 10 g,
Extracto de levadura 5 g, agar-agar 1,5 % para medios sdlidos; Britannia) en presencia de
los antibidticos ampicilina, kanamicina y cloranfenicol (Sigma) (Tabla VII.2). Todas las
purificaciones de DNA plasmidico se realizaron mediante la técnica de miniprep por lisis

alcalina (Green y Sambrook, 2012).
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Topl0 F- mcrA A( mrr-hsdRMS-mcrBC) Utilizadas para el clonado y
®80lacZAM15 A lacX74 recAl araD139 A( preparacidn de plasmidos. Tienen alta
araleu)7697 galUgalKrpsL (StrR) endAl nupG  eficiencia de transformacién. Se le

eliminaron los genes RecA (una
recombinasa) y endA (una DNAsa que
puede disminuir el rendimiento)
(Invitrogen)

DH10B F— mcrA  A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Disefiada para la propagacion
®80lacZAM15 AlacX74 recAl endAl araD139 de clones con grandes insertos de DNA

A(ara leu) 7697 galUgalKrpsLnupG A— (Durfee et al, 2008) (Invitrogen)
DH10 F— mcrA  A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Utilizadas para  producir
Bac ®80lacZAM15 AlacX74 recAl endAl araD139 baculovirus recombianantes para la

A(ara leu) 7697 galUgalKrpsLnupG A— expresion de proteinas eucariotas. Los

/PMON14272 / pMON 7124 baculovirus pueden también ser
aislados y transfectados en células de
insecto para producir particulas virales
infectivas. Estas bacterias contienen el
bacmido parental bMON14272 vy el
plasmido helper pMON 7124

Tabla VII.1.Cepas bacterianas usadas en el presente trabajo. La tabla cita las cepas bacterianas
utilizadas en este trabajo. Se indica el nombre de la cepa en la primera columna, el genotipo
correspondiente en la segunda y las caracteristicas generales en la ultima.

Las etapas de clonado molecular se llevaron a cabo mediante protocolos estandar
(Green y Sambrook, 2012). En lineas generales, se realizaron digestiones enzimaticas con
endonucleasas de restriccion, de acuerdo a las recomendaciones de los fabricantes (New
England Biolabs, Promega, Fermentas) y para desfosforilacion de extremos de DNA, la
fosfatasa alcalina (Fermentas). Para la ligacion de extremos de DNA compatibles su utilizé
la enzima del fago T4 (Fermentas), mientras que para modificaciones de extremos de DNA
lineales se uso utilizando el fragmento de Klenow (Invitrogen) o la enzima PFU polimerasa

(PB-L).
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Antibiético

Concentracion solucion

Concentracion final de

stock uso
Ampicilina 100 mg/mL 100 pg/mL
Kanamicina 50 mg/mL 50 pg/mL
Cloranfenicol 34 mg/mL (etanol) 34 ug/mL
Tetraciclina 12 mg/mL (etanol) 12 pg/mL
Puromicina 1mg/mL Seguin experimento

Tabla VII.2. Antibidticos utilizados y sus concentraciones de stock y trabajo

Oligonucleotidos

Los oligonucledtidos utilizados como primers en las reacciones de PCR fueron

disefiados ad hoc y tercerizados en su sintesis (Invitrogen, Macrogen), los cuales pueden

observarse en la Tabla VII.3. En los casos donde se introdujeron secuencias de

reconocimiento para endonucleasas de restriccién, se incorporaron los nucledtidos

sugeridos para optimizar la digestidon enzimdtica (New England Biolabs). A lo largo de este

trabajo de tesis se realizaron multiples reacciones de PCR, por lo cual, se indican en detalle

los nombres tal como aparecen en los resultados.

P74-ATG
P74- Xbal

P74-Xhol

Phn-BamHI
Phn- Hindlll

ATGGCAGTATTGACCGCCGT

CAGGCTCTAGAGAAACTCGCGCGGAAACAT

GCCGCTCGAGCGCGGGTGCGANAGCATG

CGCGGATCCTATGCCAGATTATAC

CCCAAGCTTATACGCGGGGCCGGT

AgMNPV
Alpha- y
Betabaculovirus
Alpha- vy
Betabaculovirus
AgMNPV
AgMNPV
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Phn- Hindlll

iel-

fw(PromH)

iel-rev
OrflE1-5’
Pzf3nocod
P74-STOPc
P74-247c
P74650

Fw-

ACT_336-358

REV-

ACT_434-455

pSeFw
pSeRev
pHaFw
pHaRev
pFwp74Ac
pRevBamAc
pFwBamAc
pRevp74Ac
pAC_upXhol
pAC-

downXbal

InsAct5

InsAct3

polyT

Hel-76511

Hel-76831c
EGTa-14577

CCCAAGCTTTTAATACGCGGGGCCGGT AgMNPV
CCCCAAGCTTGATTGTCGGTGAGCGTTGCGCGT AgMNPV
CATAGAGATTCCGCCA AgMNPV
CGGGATCCATATGAAACGAATTGACAATTACCG AgMNPV
GTGGCGGAATCTCTATG AgMNPV
AGCCGCAAGTAAAGTYA AgMNPV
TTGGACACCACACCCGT AgMNPV
GTTGGGTGACACGCTTTATGT AgMNPV
ACGGAACCTCTCGTTACCGATGG UFL-Ag-
286
TGCTATGTTGCCCTGGACTTCG UFL-Ag-
286
ATCAGATCTGCTATGCTCACTTTTGTAGAC SeMNPV
ATCAAGCTTATTCCGAATAGAGATTGTCGTAC SeMNPV
ATCAGATCTTTCATGTCGAATATCATTTATATAC HaMNPV
ATCAAGCTTATGTGTATAAATTGTGGTACC HaMNPV
GAAGATCTATGGCGGTTTTAACAG AcMNPV
TAACCGAACGGATCCCATAGCGC AcMNPV
GCGCTATGGGATCCGTTCGGTTA AcMNPV
CCCAAGCTTAAAATAACAAATCAATTG AcMNPV
GACGGCTCGAGTATAGTACCGCTGCGCATAG AcMNPV
GACGGTCTAGACACTAACGACAGTGATG AcMNPV
GAAGATGACACAGATCATGT High Five,
UFL-Ag-286
GGCGAGGATCGATCCACCGAT High Five,
UFL-Ag-286
CCGGATCCTCTAGAGCGGCCGC(T) 17V mRNA
eucariota
AGGTGGTTAACGTGTCCGA AgMNPV
TTCTGACCGGCAGCGATCT AgMNPV
TAATCGGCAAACGCCTCTAC AgMNPV
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EGTb- CGATGCGGCAAACAAACAAC AgMNPV

14837c

ODVé66a- GCAACGGCACGCTATATTC AgMNPV
38963

ODV66b- AATGCGTCGCGTCATTGTC AgMNPV
39168c

Tabla VII.3. Primers utilizados en el trabajo de tesis. En la tabla se detalla la secuencia
nucleotidica de los primers utilizados.

Reacciones de PCR

Las reacciones de PCR (Polymerase Chain Reaction) se realizaron utilizando la DNA
polimerasa termoestable de Thermus aquaticus, en un ciclador térmico para tubos
(Eppendorf) y en un volumen final de 10 uL salvo que se indique lo contrario. Las
concentraciones finales de reactivos en las que se llevaron a cabo los ensayos de PCR fueron
las siguientes: MgCl, (PB-L) 1,5mM; dNTPS’s (PB-L) 0,2mM; Primers 1uM c/u; Taq (PB-L)
0,05 U.

Las polimerasas utilizadas fueron Taq Pegasus, PFU (PB-L) y High Fidelity Platinum
Tag (Invitrogen), segun consideraciones de los fabricantes. Las reacciones se llevaron a cabo
en un ciclador térmico para tubos (Eppendorf). Para la generacién de cDNA se utilizé una

Transcriptasa Reversa SuperScript Il (Invitrogen).

Los ensayos de PCR en tiempo real que se realizaron con Master Mix SyBrGreen
(Fermentas) en un ciclador SmartCycler (Cepheid), mientras que las PCRs en tiempo real con
sondas Tagman se realizaron con DNA polimersa GoTaq (Promega) en el ciclador BioRadIQ5

(BioRad). En ambos casos la concentracion de primers usada fue de 0,25uM.
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Mantenimiento de células de insecto y virus

Se utilizé la linea celular de insectos UFL-Ag-286 (Sieburth & Maruniak, 1988) como
hospedador para multiplicar los viriones de AgMNPV-2D y AgMNPV-SF (Maruniak, 1989;
Claus et al, 1993), aislamientos brasilefio y argentino, respectivamente. En tanto, se
utilizaron las lineas celulares Sf9 (ATCC® CRL-1711™), Sf21 y High Five™ (Invitrogen; BTI-TN-
5B1-4) para la multiplicacion de los virus ACMNPV y sus derivados. En ciertos experimentos
se utilizd también la linea High Five™ para la multiplicacién de virus AgMNPV. En todos los
casos, las células se mantuvieron a 27°C (estufa MIR 5531, SANYO) en monocapa con medio
GRACE’s completo (Invitrogen), suero fetal bovino 10% (Bioser). También se agregd
gentamicina (80 ug/mL), y una mezcla de antibiéticos y antimicéticos (Invitrogen) a partir
de un stock 100X. Asi, la multiplicacién de los virus en su fenotipo de formas brotantes (BV)
se realizé mediante infeccion de cultivos de células adecuadas, creciendo en monocapa.
Para este propodsito, se utilizé una multiplicidad de infeccion (MOI, de Multiplicity of
Infection) de 0,1. A las 72 horas se recolecté el medio de cultivo condicionado y se clarificd
en una centrifuga clinica (Universal 3C, Hettich Zentrifugen) a 1000 rpm durante 10
minutos. Los sobrenadantes clarificados fueron conservados en heladera a 4°C y su titulo
se determind mediante infeccidén y recuento de placas en monocapas de células adecuadas.
Para tal fin, células creciendo en policubetas de 6 pocillos (Sarstedt) a una confluencia del
60% fueron infectadas con 400 pL de BVs en medio de cultivo sin suero (diluciones 1073, 10°
4107, 10°%, 107), e incubadas durante 1 hora a 27°C. Luego, se retird el indculo viral, se
agregaron 2mL de medio de cultivo completo con agarosa 1,5 % p/v (SeaPlague Agarose,
Cambrex), y una vez solidificado lo anterior, se introdujeron otros 2 mL de medio completo.
Las placas se incubaron durante 9 dias a 27°C y luego fueron tratadas con solucion de
fijacién (Formaldehido 4% en PBS 1X: NaCl 8 g, K;HPO4 0,2 g, KCI 0,2 g, pH 7,5) durante 1
hora. Finalmente, se retiraron los tacos de agarosa y se tifieron las monocapas con soluciéon
de tincion (azul de metileno 0,8%, Etanol 48%,KOH 0,005%). El titulo resultante se
determindé mediante la utilizacién de la siguiente férmula: UFP/mL = N2 placas x (Volumen
del indculo)? x (Factor de dilucion), donde UFP indica las Unidades Formadores de Placa.
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En tanto, los fenotipos BVs de todos los cultivos de células infectados in vitro con
baculovirus, se concentraron a partir de los sobrenadantes clarificados mediante
ultracentrifugacion a través de un colchdn de sacarosa (30% p/v) a 24000 rpm (4°C) durante

75 minutos (ultracentrifuga Beckman L80, rotor SW28).

Electroforesis

Las verificaciones de las distintas reacciones que involucraron moléculas de DNA se
realizaron mediante electroforesis (EC-Apparatus) en geles de agarosa (0,5-2%; PB-L), en
presencia de Buffer TAE 1 X (stock 50X: Tris 2 M; acido acético 57,1 mL; EDTA 0,05 M),
tincidn con Bromuro de Etidio (Sigma, stock 20000X: 10 mg/mL) y utilizando marcadores de
tamafio comerciales como patrones de referencia (Ladder 50 pb, Ladder 100 pb, Ladder 400
pb, Ladder 1kbp, genoma de A/Hindlll, genoma de A/EcoRI-Hindlll; PB-L). El revelado se
realizé mediante exposicidon del gel con una ldmpara de luz UV y las imdgenes de cada
electroforesis se digitalizaron mediante el programa Kodak Digital Images (Kodak). Las
corridas electroforéticas se llevaron a cabo entre 80-120V por el tiempo necesario (30

minutos-2 horas).

El analisis de perfiles proteicos se realizd por electroforesis en geles de
poliacrilamida desnaturalizante entre 10-12%, SDS-PAGE (minivertical gel system, EC-
Apparatus; Miniprotean lll, BioRad), con el sistema buffer Tris-Glicina (Green y Sambrook,
2012). Las muestras se prepararon en Sample Buffer (2X: bromophenol blue 0,2 %, glicerol
20 %, SDS 4 %, DTT 200 mM, Tris 100 mM pH 6,8). Las electroforesis se resolvieron aplicando
20 mA durante 30 minutos y luego 40 mA durante 1,5 horas por gel. La visualizacién del
resultado se realizé mediante tincion con Coomasie Brilliant Blue R250 (Sigma). Se utilizo el

marcador de peso molecular Page Ruler (Fermentas).

Purificacion de DNA
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A continuaciéon se detallan las estrategias utilizadas para aislar DNA a partir de
distintas fuentes. Una vez finalizado el protocolo, la cuantificacién de acidos nucleicos se

realizé por medio de un espectrofotémetro (Nanodrop-1000; ).

PURIFICACION A PARTIR DE GELES DE AGAROSA

Las purificaciones de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa resueltos
mediante electroforesis se realizaron utilizando el sistema Concert Nucleic Acid Purification

system ( ) segln especificaciones del fabricante.

PURIFICACION DE DNA GENOMICO VIRAL A PARTIR DE VIRUS BROTANTES

Los BVs recuperados de ultracentrifugaciones en colchones de sacarosa 30% v/v, se
resuspendieron en buffer de lisis [Tris 10 mM, EDTA 10 mM, SDS 0,25%, Proteinasa K
( ) 500 pug/mL] y se incubaron a 37°C durante toda una noche. Posteriormente, se
realizaron extracciones con fenol, cloroformo y una precipitacion alcohdlica estandar
(Green y Sambrook, 2012). Los precipitados de DNA gendmico se disolvieron en Buffer TE
(Tris 10 mM, EDTA 1 mM) o agua bidestilada estéril y se conservaron a 4°C. La integridad se
analizd6 mediante electroforesis en geles de agarosa 0,6% p/v y tincion con Bromuro de

Etidio ( ).

PURIFICACION DEL ADN GENOMICO VIRAL A PARTIR DE LOS CUERPOS DE OCLUSION (OBS)

Se realizaron extracciones de DNA presente en suspensiones de cuerpos de oclusidn,
ya sea de los derivados de los NPVs (poliedros), o de los GVs (granulos). Para ello se
mezclaron 100 uL de la suspension purificada con 100 pL de Na>COs3 0,5M, 50 uL de SDS

10% y 250 pL de agua bidestilada. Se incubd en un bafio térmico a 60°C por 10 minutos, o
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hasta observar pérdida de turbidez en el tubo. Luego se adicionaron 50 pL de Proteinasa K
(10 mg/mL) e incubaron 15 minutos mas. A partir de alli se prosiguié con extracciones de
fenol, cloroformo y una precipitacién alcohdlica estandar (Green y Sambrook, 2012). Los
precipitados de DNA gendmico se disolvieron en Buffer TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) o agua
bidestilada estéril y se conservaron a 4°C. La integridad se analizé6 mediante electroforesis

en geles de agarosa 0,6% y tincidn con Bromuro de Etidio.

PURIFICACION DE DNA GENOMICO A PARTIR DE LINEAS CELULARES Y SOBRENADANTE DE
CULTIVO

Para la purificacion del DNA gendmico a partir de lineas celulares se cosecharon
mecanicamente células confluentes cultivadas en condiciones estandar (Frascos de 75 cm?)
utilizando un rastrillo plastico (Cell Scraper Orange Scientific), las cuales después fueron
concentradas en una centrifuga clinica (Universal 3C, Hettich Zentrifugen) a 1100 xg durante
1 minuto. Los precipitados celulares obtenidos se lavaron luego con PBS 1X y, en forma
posterior a repetir la centrifugacion, se resuspendieron en 300 puL de Buffer de Lisis L (Tris-
HCl pH 7,5 0,4 M; EDTA 0,1 M; SDS 0,1 %; Proteinasa K 200ug/mL). Luego de incubar toda
una noche a 37°C, se realizaron extracciones con fenol y cloroformo, y una precipitacién

alcohdlica estandar (Green y Sambrook, 2012).

PURIFICACION DE DNA PLASMIDICO

Todas las minipreparaciones se realizaron utilizando la técnica estandar de lisis
alcalina (Green y Sambrook, 2012). Este procedimiento se empled para aislar plasmidos a

partir de células bacterianas.

Cuando fue necesario preparar grandes cantidades de pldsmidos, se incubaron 50

mL de medio LB en erlenmeyers de 100 mL con el antibidtico adecuado, inoculados con un
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cultivo en fase exponencial conservado en 20 % v/v de glicerol a -80 °C, a 200 rpm vy a 37°C
durante toda la noche. Luego se centrifugd a 5000 rpm durante 10 minutos a 4 °C y se
agregaron 10 mL de solucién isoténica de lavado (solucidn | de miniprep, Green y Sambrook,
2012). Se resuspendié por agitacion suave, y se agregaron 10 mL de solucidn de ruptura
celular (soluciéon Il de miniprep), se mezclé por inversidon y se incubd 5 minutos a
temperatura ambiente. A continuacién se agregaron 10 mL de Solucién lll de miniprep y se
mezcld por inversidn. Se centrifugd a 5000 rpm durante 10 minutos a 4 °C y se recuperé el
sobrenadante. Se agregaron 0,5 volumenes de cloroformo y se centrifugd a 5000 rpm
durante 10 minutos a 4 °C. Se recuper?6 la fase acuosa, se agregé 1 volumen de isopropanol
y se incubd 5 minutos a -80 °C. Se centrifugd a 12000 rpm durante 20 minutos en el rotor
JA-14 (Beckman J2-MCCentrifuge) a 4 °C, se descartd el sobrenadante, se lavé con 1 ml de
etanol 70% y se centrifugd a 16000 x g durante 5 minutos. Se descarté el sobrenadante y se
secd el precipitado. El mismo se disolvié en 200 pL de agua desionizada estéril (incubando
5 minutos a 50 °C), se agregaron 10 pL de RNAsa A (50 mg/ml) y se incubé a 37 °C durante

30 minutos.

Purificacion de RNA total a partir de cultivos celulares infectados

Monocapas de células UFL-Ag-286 creciendo en frascos de 75 cm? (Sarstedt) e
infectadas con AgMNPV (MOI correspondiente al ensayo), fueron cosechadas al tiempo de
incubacién requerido por el objetivo planteado mediante rastrillaje mecdnico (Cell Scraper
Orange Scientific). Las células asi obtenidas se concentraron luego mediante centrifugacion
a 1000 rpm durante 10 minutos, se resuspendieron en 100 pL de Bio-Zol (PB-L) y se continud
con la extraccion segun consideraciones del prestador. Se resuspendio el RNA purificado en
buffer TE y se verificd la calidad por electroforesis en geles de agarosa 1% v/v y

cuantificacion por espectrofotometria (Nanodrop-1000; Thermo Scientific).
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Purificacién de proteinas a partir de monocapa celular

Se realizaron 2 lavados con PBS 1X, 2 con PBS 0,5X y 2 con PBS 0,1X a la monocapa
celular a partir de la cual se realizo la purificacion de proteinas. Se agregaron 2 mL de un
buffer de lisis (Urea 9M, tritén X-100 1% v/v), agitando suavemente hasta resuspensién de
toda la monocapa. Se realizd una centrigacién a 10000 xg por 20 minutos con el fin de
precipitar DNA vy lipidos. Se recuperd el sobrenadante y se cuantificé por el método de
Bradford (Ernst y Zor, 2010). En el caso que fue necesario, las muestras proteicas fueron
precipitadas con acetona fria a razén de 1:5 (muestra:acetona), incubadas onvernight a -

20°Cy centrifugadas a 10000 xg en frio.

Southern Blots

Los ensayos de hibridacion de &acidos nucleicos (Southern blot), se realizaron
utilizando membranas de nylon (Hybond-N+, ) mientras que
las sondas se obtuvieron mediante marcacion enzimatica con la enzima fosfatasa alcalina.
Tanto el marcado de la misma, como los procesos de pre-hibridacion, hibridacidn, lavado y
revelado, se realizaron utilizando el sistema AlkPhosdirect, Genes Images (Amersham
Pharmacia) y placas de radiografia (Kodak Medical X-ray Film, Green-MXG plus). Las
transferencias del material desde los geles resueltos por electroforesis a las membranas se
realizaron por el método de capilaridad (Green y Sambrook, 2012)o la aplicacion de presion
positiva (Posiblot Pressure Blotter & Pressure Control Station, Stratagene), con tratamiento
previo del gel empleando soluciones estandar (Green y Sambrook, 2012). En todos los casos,
las hibridaciones se realizaron a 55°C mediante calefaccion seca y agitacion constante

(Autoblot minihybridization oven, BELLCO Glass INC) durante 16 horas.

Reacciones de secuenciacion
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Todas las reacciones de secuencia se realizaron mediante el procedimiento
automatico de Sanger en la empresa Macrogen Company (Macrogen). En cada caso
particular se utilizaron los primers adecuados, pero en general se emplearon los

oligonucledtidos universales correspondientes a Sp6, T7 y T3.

Observaciones microscopicas

Las observaciones por microscopia dptica se realizaron en un microscopio invertido
(Nikon Eclipse TS100), y en un microscopio invertido de fluorescencia (Nikon Eclipse TE2000
equipado con una cdmara CCD). En todos los casos donde fue requerido, se utilizé aceite de

inmersion (Sigma).

Ensayos de transfeccion

Los ensayos de transfeccidn se realizaron siempre sobre monocapas de células al 60-
80% de confluencia, utilizando el reactivo basado en lipidos Cellfectin Il (Thermo Fisher
Scientific), segun las recomendaciones del fabricante. Para las transfecciones de DNA
plasmidico, el mismo se purificd previamente mediante protocolos estdndar mas un paso

final de precipitacion con PEGsooo (Green y Sambrook, 2012).

Western blots

Los perfiles proteicos resueltos mediante electroforesis en geles desnaturalizantes
de acrilamida (SDS-PAGE), en general con una trama de 12% para la regién separadora, se

transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Hybond-P, Amersham Pharmacia Biotech)
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mediante transferencia semi-seca a partir de la aplicaciéon de 50 mA durante 1 hora ( ).
Luego, las membranas se lavaron con PBST (Buffer salino de fosfato con Tween 20 0,1% v/v)
para posteriormente ser bloqueadas con PBST 5% p/v de Blocking (Amersham Pharmacia),
en agitacién constante a 4°C durante toda una noche. Finalmente, las membranas se
incubaron con el anticuerpo primario correspondiente y luego el anticuerpo secundario
adecuado, realizando lavados intermedios con solucién PBST. El revelado se realizd

mediante la utilizacién de Bio-Lumina, segun consideraciones del fabricante (PB-L).

Programas bioinformaticos utilizados

La busqueda y adquisicién de secuencias similares se realizé mediante la utilizacion
de los programas BlastN, BlastP y tBlastN, a través del servidor gratuito del GenBankK
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Los alineamientos multiples se realizaron, en forma local,
con el programa Clustal X, utilizando los pardmetros Gap opening 10 y Gap extension 0,1,
para el alineamiento de a pares, y Gap opening 10 y Gap extension 0,05, para el
alineamiento multiple (Thompson et al, 1994, 1997) o con el servidor T-Coffee y pardmetros
estandar (http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:psicoffee). Las similitudes relativas fueron
calculadas usando los simbolos del Clustal X (*, : y .) como la secuencia de ingreso, en una
estrategia basada en ventanas solapadas. La suma de los valores para cada residuo en cada
ventana (11 aminodcidos) fue dividida por la longitud de la misma y el valor resultante se
asignd a la posicién central para generar los plots (Ghiringhelli no pubicado). Se
establecieron arbitrariamente valores de +1 para la identidad (*), +0,5 y +0,25 para
diferentes grados de conservacion de residuos (: y ., basado en PAM 350) y -1 para residuos
no idénticos (Eldridge et al, 1992). Los estudios filogenéticos se realizaron utilizando el
programa MEGA 6 (Tamura et al, 2013) con los siguientes pardmetros: UPGMA; bootstrap
con 500 réplicas; gap/missing data=pairwaise deletion; model=aminodcidos —matriz
dayhoff-; patterns among sites=same —homogeneous-; rates among sites=different -gamma

distributed-; gagmma parameter= calculado en casa caso.
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Para el estudio de distancias filogenéticas, se calcularon matrices a partir de los
alineamientos multiples de secuencias nucleotidicas, determindndose en cada caso el
parametro Gamma (Neighbor-joining tree; Substitution model: Tamura-Nei model;
complete deletion). La distancia entre pares de secuencias finalmente se estimo utilizando
el MEGA6 y Kimura 2P como modelo de substitucidon (Substitution model:Kimura 2-
parameter; substitution to include: d: transitions + tranversions; gamma distributed: valor

calculado; complete deletion).

Para realizar la busqueda de patrones y motivos en secuencias aminoacidicas se
utilizé el servidor InterProScan de la suite http://www.expasy.org. Los analisis de estructura
secundaria fueron realizados utilizando el servidor JPred2
(http://www.ebi.barton.ac.uk/JPred2). En tanto, los perfiles de homologia relativa fueron
calculados utilizando un conjunto de programas disefiados y escritos por P. D. Ghiringhelli

(no publicados) y graficados utilizando el programa Sigmaplot 4.0 (JandelScientific).

El calculo de la estabilidad de la doble hélice de DNA se realizé a través del calculo
de AG (kcal/mol) segun calculos descriptos (Santa Lucia, 1998) y con ventanas de 5

nucledtidos.

ESPECIFICOS

En este apartado se detallan las metodologias especificas utilizadas para el

cumplimiento de los objetivos de este plan de tesis de doctorado.

Estudios bioinformaticos de pifs

‘ FILOGENIA DE GENES PIFS
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Para realizar los analisis bioinformaticos, se utilizé la informacion de secuencia

completa de los genomas de los baculovirus presentes en la base de datos
GenBank(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y citados en la tabla VII.4. La misma contiene las
abreviaciones empleadas de las especies virales, tanto en su forma extendida, como el

codigo de 3 letras.

Para la generacion de los dendogramas basados en secuencias codificantes, se
realizaron alineamientos tal y como se detalla en la metodologia general para luego generar
archivos conteniendo las secuencias antes alineadas en forma de concatémeros (Jehle et al,
2006 [A]). Esta metodologia se aplicd para los casos en los que se realizaron inferencias
filogenéticas basadas en dos o mds secuencias codificantes. Los arboles filogenéticos se
construyeron con el programa MEGA 6 (Tamura et el, 2013), con los parametros detallados
previamente. En tanto, el pardmetro gamma fue calculado para cada conjunto de datos y

es mencionado en cada arbol filogenético mostrado en esta tesis.

Ne Nombre Sigla GenBank \ Siglas
AlphabaculovirusGrupo |
1 Antheraea-pernyi_MNPV_lIsolatel2 AnpeMNPV EF207986 AP2
2 Antheraea-pernyi_NPV_lIsolateZ AnpeNPV NC_008035 APN
3 Anticarsia-gemmatalis_ MNPV AgMNPV NC_008520 AGN
4 Autographa-californica_ MNPV_CloneC6 AcMNPV NC_001623 ACN
5 Bombyx-mandarina_NPV-S1 BomaNPV-S1 NC_012672 BO1
6 Bombyx-mandarina_NPV-S2 BomaNPV-S2 JQ071499 BO2
7 Bombyx-mori_NPV_IsolateT3 BmNPV NC_001962 BMN
8 Choristoneura-fumiferana_MNPV CfMNPV NC_004778 CFN
9 Choristoneura-fumiferana-Def MNPV CfDEFMNPV NC_005137 CDN
10 Choristoneura-occidentalis_NPV_IsolateBC1 | ChocNPV KC961303 COR
11 Choristoneura-rosaceana_NPV_IsolateNB1 ChroNPV KC961304 CRN
12 Epiphyas-postvittana_NPV EppoNPV NC_003083 EPN
13 Hyphantria-cunea_NPV HycuNPV NC_007767 HCN
14 Maruca-vitrata_NPV MaviNPV NC_008725 MVN
15 Orgyia-pseudotsugata_ MNPV OpMNPV NC_001875 OPN
16 Philosamia-cynthia-riciniNPV PhcyNPV JX404026 PCN
17 Plutella-xylostella_ MNPV _lsolateCL3 PIxyMNPV NC_008349 PXN
18 Rachiplusia-ou_MNPV RoMNPV NC_004323 RON
19 Thysanoplusia-orichalceaNPV_P2 ThorNPV-P2 NC_019945 TON
AlphabaculovirusGrupo Il
1 Adoxophyes-honmai_NPV AdhoNPV NC_004690 AHN
2 Adoxophyes-orana_NPV AdorNPV NC_011423 AON
3 Agrotis-ipsilon_ MNPV AgipMNPV NC_011345 AIN
4 Agrotis-segetum_NPV AgseNPV NC_007921 ASN
5 Apocheima-cinerarium_NPV ApciNPV FJ914221 APO
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6 Chrysodeixis-chalcites_ NPV ChchNPV NC_007151 CCN
7 Clanis-bilineata_NPV_lsolateDZ1 CIbiNPV NC_008293 CBN
8 Ectropis-obliqua_NPV_StrainAl EcobNPV NC_008586 EON
9 Euproctis-pseudoconspersa_NPV_Strain EupsNPV NC_012639 EUN
Hangzhou
10 Helicoverpa-armigera_ MNPV HaMNPV NC_011615 HAN
11 Helicoverpa-armigera_NPV_StrainC1 HaNPV-C1 NC_003094 HA1
12 Helicoverpa-armigera_NPV_StrainG4 HaNPV-G4 NC_002654 HA4
13 Helicoverpa-armigera_SNPV_StrainNNgl HaSNPV NC_011354 HAS
14 Helicoverpa-zea_NPV HezeNPV NC_003349 HZN
15 Leucania-separata_NPV_StrainAH1 LeseNPV NC_008348 LSN
16 Lymantria-dispar_MNPV LdMNPV NC_001973 LDN
17 Lymantria-xylina_ MNPV LyxyMNPV NC_013953 LXN
18 Mamestra-configurata_NPV_Strain90-2 MacocNPV-90-2 | NC_003529 MCN
19 Mamestra-configurata_NPV_StrainA90-4 McNPV-90-4 AF539999 MC4
20 Mamestra-configurata_NPV_StrainB McNPV-B NC_004117 MCB
21 Orgyia-leucostigma_NPV_IsolateCFS77 OrleNPV NC_010276 OLN
22 Spodoptera-exigua_ MNPV SeMNPV NC_002169 SEN
23 Spodoptera-frugiperda_MNPV_lIsolate3AP2 | STMNPV-3AP2 NC_009011 SF2
24 Spodoptera-frugiperda_MNPV_Strain19 SfMNPV-19 EU258200 SF9
25 Spodoptera-litura_ll_MNPV SpliMNPV-II NC_011616 SLN
26 Spodoptera-litura_MNPV_StrainG2 SpliMNPV-G2 NC_003102 SL2
27 Trichoplusia-ni_SNPV TnSNPV NC_007383 TNN
Betabaculovirus
1 Adoxophyes-orana_GV AdorGvV NC_005038 AOG
2 Agrotis-segetum_GV AgseGV NC_005839 ASG
3 Choristoneura-occidentalis_GV ChocGV NC_008168 COG
4 Clostera-anachoreta_GV ClanGV NC_015398 CAG
5 Cryptophlebia-leucotreta_GV CrleGV NC_005068 CLG
6 Cydia-pomonella_GV CpGV NC_002816 CPG
7 Epinotia-aporema_GV EpapGV NC_018875 EAG
8 Helicoverpa-armigera_GV HearGV NC_010240 HAG
9 Phthorimaea-operculella_GV PhopGV NC_004062 POG
10 Pieris-rapae_GV PiraGV GQ884143 PRG
11 Plutella-xylostella_GV PxGV NC_002593 PXG
12 Pseudaletia-unipuncta_GV_StrainHawaiin PsunGV EU678671 PUG
13 Spodoptera-litura_GV_StrainK1 SpliGV NC_009503 SLG
14 Xestia-c-nigrum_GV XecnGV NC_002331 XCG
Gammabaculovirus
1 Neodiprionabietis NPV NeabNPV NC_008252 NAN
2 Neodiprionlecontei NPV NeleNPV NC_005906 NLN
3 Neodiprionsertifer NPV NeseNPV NC_005905 NSN
Deltabaculovirus
1 Culexnigripalpus NPV CuniNPV NC_003084 CNN

Tabla VII.4. Genomas baculovirus de secuencia completa. En la tabla se indican el nombre,
abreviatura y el nimero de acceso en GenBank de los baculovirus utilizados para los ensayos

hininfAarmA+icAan
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DISENO DE PRIMERS PIFS GENERALISTAS Y ENSAYOS DE PCR PARA GENOTIPIFICACION
VIRAL

Con el fin de establecer un sistema de deteccién y caracterizaciéon basado en los
genes pifs, se diseflaron primers generalistas para cada uno de los 7 pifs, definiendo tres
conjuntos de oligonucleétidos: uno para la deteccion de especies pertenecientes al Grupo |
de los Alphabaculovirus; otro para las especies del Grupo Il del mismo género; y el tercero
para la deteccidn de Betabaculovirus. Para ello, se realizaron alineamientos multiples de las
secuencias codificantes de cada gen empleando ClustalX con los parametros estandar (en
el caso de pif-4 se incluyd una region adyacente no codificante y el gen contiguo DNA
helicasa), separados en los 3 grupos mencionados y utilizando la informacion reportada en
cada genoma (tabla VII.4). Posteriormente se construyeron perfiles de similitud relativa
empleando una estrategia basada en ventanas de longitud 17 desplazadas de a un residuo
por vez. Se asignaron valores arbitrarios de +1 para la identidad, y -0,5 para la ausencia de
identidad. La sumatoria se normalizé por la longitud de la ventana y el valor resultante se
asignod a la posicién central. Las regiones elegidas para el disefio de los oligonucledtidos
fueron aquellas con valores de similitud mayores a la media global, y fueron analizadas con
el software Sequence logos (Crooks et al, 2004). Para un mejor comportamiento de los
primers (tabla lll.1, de la seccidon de resultados pagina Xx) se introdujeron ambigiiedades,
las cuales incluyeron variantes de oligonucledtidos con diferentes residuos (segun
variabilidad) en iguales proporciones relativas, mas la introduccion de inosinas en las

posiciones de mayor variabilidad.

La puesta a punto de los ensayos de PCR se llevd a cabo utilizando como moldes de
reaccion los genomas extraidos de viriones de AgMNPV (preparado en nuestro laboratorio)
y AcCMNPV (provisto por el Dr. Herrero-Sendra, Laboratorio Genética Bioquimica vy
Biotecnologia, Universitat de Valencia, Espana), ambos del Grupo | de Alphabaculovirus; de
SeMNPV, provisto por el Dr. Herrero-Sendra y SfMNPV, provisto por la Dra. Gloria Barrera,
Laboratorio de Control Biolégico, CORPOICA, Colombia (Grupo Il de Alphabaculovirus); y de
CpGV y EpapGV, provistos por la Dra. Sciocco-Cap, IMyZA-CCVyA, INTA, Argentina
(Betabaculovirus). Como enzima de sintesis, se utilizé Tag DNA polimerasa mas los reactivos
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estandar (PB-L). Los perfiles de amplificaciéon térmica para cada par de primers son
indicados utilizando un cédigo de colores (respetado en la figura I11.2). El estudio de PCR
para los genes pifs baculovirales también se realizé para los genomas de RanuMNPV y
AgvaMNPV, provistos por la Dra. Sciocco-Cap (Rodriguez et at, 2011; 2012), y para TesoGV,
TuabGV y PhopGV, provistos por la Dra. Gloria Barrera. En estos casos y dado que no se
contaba con informacion de secuencia previa, los productos de PCR se clonaron en el vector

comercial p-GemT-easy (Promega) y luego se secuenciaron utilizando los primers T7 y Sp6

(Macrogen).
ciclado naranja ciclado celeste
2 2
94°C min 94°C min
1 1
92°C 0 seg 92°C 0 seg
2 x 35 2 x 35
55°C 0seg ciclos 52°C 0seg ciclos
2 2
72°C min 72°C min
5 5
72°C min 72°C min
ciclado violeta ciclado amarillo
2 2
94°C min 94°C min
1 1
92°C 0 seg 92°C 0 seg
2 x 35 2 x 35
50°C 0 seg ciclos 45°C 0 seg ciclos
2 1
72°C min 72°C min
5 5
72°C min 72°C min

Tabla VII.5 Perfiles de ciclado para los ensayos de PCR con los primers generalistas. Se indican
las temperaturas y tiempos de cada reaccion. Se respetd el cédigo de colores empleado en la figura 111.2.

FILOGENIA A PARTIR DE LA SECUENCIA PARCIAL DE GENES PIF Y LEF-8/LEF-9/ POLIEDRINA-
GRANULINA

Los cladogramas basados en las secuencias aminoacidicas correspondientes a los

fragmentos amplificables por PCR utilizando primers generalistas para los pif (esta tesis) o
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para lef-8/lef-9/poliedrina-granulina (Jehle, et al, 2006[B]), se realizaron de manera
equivalente a lo previamente descripto para los genes enteros, empleando el programa
MEGA 6 (Tamura et el, 2013). Cabe sefialarse que como los amplimeros de los diferentes
grupos experimentales establecidos (Alphabaculovirus Grupo |, Alphabaculovirus Grupo Il y
Betabaculovirus) para el estudio de los genes pif mediante PCR no son equivalentes en
posicion génica y longitud, cada analisis filogenético se realizé por separado. La distancia
entre pares de secuencias se estimo utilizando Kimura 2P como modelo de substitucién y

criterios definidos en Jehle, et al, 2006[B].

Caracterizacion molecular de aislamientos de granulovirus

colombianos

DISENO DE REAL TIME PCR CON SONDAS

En base a la coexistencia de dos amplimeros con secuencia diferente para el gen pif-
1 de TesoGV, TuabGV y PhopGV (resultado revelado por los ensayos de PCR utilizando los
primers generalistas antes descriptos, y la posterior secuenciacion de los productos), se
disefio una Real Time PCR con 2 sondas Tagman (Roche) especificas y un mismo par de
primers (tabla 111.6 de la seccidn resultados, en pagina XX). Los ensayos se llevaron a cabo en
el termociclador “Multicolor Real Time PCR” (BIORAD 1Q5), en un volumen final de
25 L conteniendo los primers pqP-Ly pgP-R (0,5 uM), 1,5mM de MgCl,, GoTaq polimerasa
1 U (Promega), 200 UM dNTP’s y molde. El perfil de ciclado fue: 1 ciclo de 95°C por 3
minutos, 35 ciclos de 95°C durante 10 segundos, 52°C por 45 segundos y finalmente 72°C
por 30 segundos. Los parametros de calidad del ensayo se establecieron utilizando
pldsmidos con los amplimeros insertados (en pGemT-Easy). La concentracidon de sonda FAM

y HEX fue de 0,1 uUM.

GELES POLIACRILAMIDA DE DNA
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Para resolver los dos amplimeros derivados del uso de los primers generalistas para
pif-1 cuando se usaron como moldes de reaccidén los genomas de TesoGV, TuabGV y
PhopGV, se utilizaron geles de poliacrilamida 7% p/v. Para ello, se realizaron PCRs end point
utilizando los primers pgP-L y pgP-R y DNA de cada aislado viral en un termociclador Biorad.
En este caso al perfil de ciclado citado previamente se le adiciond una extension final de 2
minutos a 72°C. La electroforesis se realizé6 en una cuba Sequi-Gen GT (BioRad) por 60

minutos a 45 W. La tincidn se realizd con kit comercial de nitrato de plata (Promega).

RFLPS FRAGMENTOS PLEF1C/PP48C

Para evaluar el contexto del gen pif-1 en TesoGV, TuabGV y PhopGV, se realizé una
PCR con los primers plLeflc/pP48c, que amplifican la regién conteniendo el gen pif-1
(graficado en la figura l11.12.A, seccidn resultados, pagina xx). Al ser un fragmento de 8 kpb,
se utilizé la polimerasa Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen) y las condiciones de
reaccion indicadas por el proveedor. El perfil de ciclado térmico utilizado fue: 1 ciclo a 94°C
por 4 minutos; 3 ciclos a 92°C por 10 segundos, a 54°C por 15 minutos, a 68°C por 13

minutos; y 1 ciclo a 68°C por 10 minutos.

Una vez comprobada la presencia de un uUnico producto mediate electroforesis
analitica en gel de agarosa 0,7% p/v, se precipito la muestra por metodologia estandar y se
realizaron las digestiones con las enzimas de restriccion Hinfl y Haelll (Invitrogen). Las
reacciones se realizaron en un volumen final de 20 pL y segun las consideraciones del
proveedor. Los tubos se incubaron overnight a 37°C. Luego se sembraron las muestras en
un gel de agarosa 1,5% p/v y se realizé una electroforesis a 23V por 15 horas. El revelado se

realizé con Sybr Gold (Life Technologies).

Promotores de los genes PIFS

‘ ESTABILIDAD DE LA DOBLE HELICE DEL DNA
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Para el analisis de la estabilidad de la doble hélice del dsDNA, se tomaron 250
nucledtidos upstream y 50 downstream del ATG inicial correspondiente a cada gen pif de
AgMNPV. Con estas secuencias, se realizé el cdlculo del AG por ventanas de 5 nucledtidos,

desplazados de a uno, calculado a 298K y 50 mM Na* (Santa Lucia, 1998).

REVERSE TRANSCRIPTION QUANTITATIVE PCR PARA GENES PIF DE
AGMNPV

Con el fin de evaluar la temporalidad de la expresién de los gene pif en el ciclo
infectivo, se disefid un sistema basado en transcripcidn reversa y Real Time PCR cuantitativa

(GRT-PCR).

PLASMIDOS PARA LA CURVA DE CALIBRACION

En primera instancia se disefiaron los primers para detectar 6 de los genes pif (pif-0
a pif-5), que fueron los reportados en el momento de realizar el ensayo, y los primers para
la deteccidn del gen actina propio de las células UFL-Ag-286 (Tabla IV.1). Se realizé una PCR
convencional en un ciclador térmico (Eppendorf) en concentraciones estandar de reactivos
(citadas previamente) y con el siguiente perfil de ciclado: 1 ciclo a 94°C por 2 minutos; 35
ciclos a 92°C por 10 segundos, 57°C por 15 segundos, 72°C por 30 segundos; 1 ciclo a 72°C
por 3 minutos. Los productos fueron visualizados y purficados a partir de una electroforesis
preparativa de agarosa 1% p/v, se recuperaron los tacos de agarosa y se aislé el DNA
mediante sistemas basados en cromatografias (BioAmerica). Posteriormente, los productos
de amplificacion se clonaron en el vector comercial pGemT-easy (Promega) y la cepa de E.
coli TOP10, confirmandose su identidad mediante reacciones de secuenciacion con los

primers Sp6 y T7 (Macrogen).

CURVA DE CALIBRACION REAL TIME PCR
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Los plasmidos calibradores fueron aislados de las bacterias mediante miniprep por
lisis alcalina (Green y Sambrook, 2012). Luego, fueron linealizados con la enzima de
restriccion Pstl, mezcla que fue después sometida a una extraccion con cloroformo y a una
precipitacion alcohdlica, para disolverse en agua estéril. La cuantificacion fue realizada con
Nano-Drop 1000 y Qubit (Thermo Fisher Scientific). Se estimaron el nimero de moléculas
en cada caso, y posteriormente se realizaron diluciones seriadas entre 0,001 pg/pL y 10
pg/KL (300-3000000 moléculas; por triplicado) para estudiar el rango dindmico, la eficiencia
y la sensibilidad de la qPCR. La reacciones se realizaron en un Smart Cycler (Cepheid),
utilizando Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix (2X) (Fermentas) en un volumen final de
25 UL, conteniendo primer foward y reverse 0,3 UM y el siguiente perfil de ciclado: 1 ciclo
a 95°C por 5 minutos, 40 ciclos de 92°C por 10 segundos, 60°C por 20 segundos, 72°C por
30 segundos.

TEMPORALIDAD EN LA EXPRESION DE LOS GENES PIF DE AGMNPV

Se utilizaron 13 frascos de 175 cm? con una monocapa de células UFL-Ag-286 al 80%
de confluencia, crecidas en las condiciones antes descriptas. Se expusieron con un stock
viral de AgMNPV-2D a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 10, con el fin de sincronizar
la infeccidn, luego se comenzd con la colecta de las células cada 3 horas y durante 36 horas.
Esta toma de muestra consistid en seleccionar al azar uno de los frascos infectados,
descartar el medio de cultivo, lavar la monocapa con PBS 1X, y resuspender las células en 3
mL de Bio-zol (PB-L). Luego, se incubd la suspension por un minuto a temperatura ambiente
para agregarse después 200 UL de cloroformo. Se mezclé vigorosamente (sin vortex) por 15
segundos y se incubd otros 2 minutos. Posteriormente, se centrifugé a 12000 xg por 15
minutos y a 4°C, para repetir el procedimiento de extracciom sobre la fase acuosa una vez
mas. Finalmente, se agregaron 500 UL de isopropanol, se mezclé por inversidn, se incubd a
temperatura ambiente por 10 minutos, y luego se centrifugd a 12000 xg por 10 minutos a
4°C. El precipitado fue lavado con 1 mL de etanol 75 % v/v para después disolver el pellet
en 25 UL de agua estéril RNAsa free. Las muestras fueron conservadas a -20°C. Se
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cuantificaron mediante espectrofotometria (Nano-Drop-1000) y se controld su integridad
mediante electroforesis en gel de agarosa 1% p/v. Las contaminaciones con DNA se
verificaron mediante ensayos de PCR con el par de primers pif-1_fw'y pif-1_rev (tabla IV.1,
seccion resultados, pagina xX) y utilizando como molde 1 L de muestra, mientras que su
reduccién se logré mediante tratamiento con DNAsa |-RNasa free- (Fermentas), segun

consideraciones del proveedor.

La reaccion de sintesis de cDNA se llevd a cabo utilizando la Transcriptasa reversa
SuperScript I (Invitrogen) y un oligonucleétidos poliT (tabla VII.3). Se mezclaron 1jg de
RNA con 1pg de poliT en un volumen de 10 ML. Se calenté a 65°C por 5 minutos, y
rapidamente en hielo por 2 minutos. Se realizd una segunda mezcla de 10 UL con Buffer 1X,
DTT 10 UM, SuperScript 11l 1 U, dNTP’s 1 mM. Se agregd esta nueva mezcla a la que se dejo
en hielo y se incubd por 1 hora a 50°C en un termociclador (Eppendorf), dejando la
temperatura de la tapa a 60°C. Como control de sintesis, se realizaron ensayos de PCR con

el par de primers pif-4_fwy pif-4_rev(tabla IV.1, seccidn resultados, pagina xx).

Ademas de recuperar el RNA total de cada frasco de la cinética, se recuperd también
el DNA total. Luego de la extraccién con cloroformo, se procedié trabajando con la fase
acuosa para la obtencién del RNA como antes se menciond. La fase orgdnica y la interfase,
se utilizaron para recuperar las muestras de DNA. Para esto, se adicionaron 300 UL de etanol
absoluto, se mezcld por inversidn y se incubd a temperatura ambiente por 3 minutos.
Luego, las muestras fueron centrifugadas a 2000 xg por 5 minutos a 4°C. Al pellet
recuperado se le realizé un lavado con citrato de sodio 0,1M en etanol 10% v/v. Se incubd
por 30 minutos a temperatura ambiente, mezclando periédicamente. Luego, se centrifugd
a 2000 xg por 5 minutos a 4°C, se resuspendid el pellet en 1,5 ml de etanol 75% v/v y se
incubd nuevamente 15 minutos a temperatua ambiente. Finalmente, se realizd una
centrifugacién a 2000 xg por 5 minutos a 4°C, se seco el pellet para disolver el DNA con 400
ML de NaOH 8mM. Estas muestras fueron utilizadas para normalizar el nimero de células

utilizando el gen actina de UFL-Ag-286.
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Asi, con las muestras de cDNA y las de gDNA celular se realizaron las reacciones de
Real Time PCR, con los primers pifs y actina, respectivamente. Se realizaron triplicados en

las mismas condiciones de reaccién citadas para la curva de calibracion.

Localizacion PIFS en viriones ODVS

Para la localizacién de las proteinas PIF en los cuerpos de oclusién se realizd el
fraccionamiento de los viriones ODV de AgMNPV para luego realizar un ensayo de Western
blot. Para ello, se partié de una monocapa de células UFL-Ag-286 infectada con AgMNPV
(MOI:10) en un frasco de 25 cm?. Transcurridos 7 dias, se descarté el medio de cultivo y se
realizé un lavado con PBS 1X, para luego resuspender y levantar la monocapa celular con 1
mL de PBS 1X. Se realizé una centrifugacion a 3000 xg por 5 minutos. Se descarté el
sobrenadante y el pellet de células fue resuspendido en 500 pL de Triton X-100 0,2% v/v,
con ayuda de vértex. Luego, se centrifugd a 2500 xg por 10 minutos, se descartd el
sobrenadante y se resuspendid el pellet en 250 L de SDS 0,5% y 200 UL de agua estéril. Se
sometid la muestra a vértex por 1 minuto. Se descarté el sobrenadante y se lavo el pellet
con 300 L de agua estéril. Los OBs obtenidos se resuspendieron en 100 UL de COsNa;
0,1M/NaCl 0,5M (pH 11). Se realizé una incubacién a 37°C por 2 horas, para luego
centrifugar la muestra a 16000 xg por 30 minutos. Los ODVs recuperados se resuspendieron
en 250 YL de NP-40 1% / Tris 10 mM (pH 8,5) y se incubd a temperatura ambiente y en
agitacion suave por 30 minutos. Las nucleocdpsides fueron sedimentadas por
centrifugacién a 150000 xg por una hora mediante ultracentrifugacion en colchdn de
sacarosa y resuspendidas en 50 pL de buffer TE 0,1X. El sobrenadante de la centrifuacidn,
que contenia la fraccion de envoltura, fue precipitada con acetona fria (1 volumen de
muestra y 4 volimenes de acetona), incubacién a -20°C y posterior centrifugacion a 10000

xg por 20 minutos. El pellet se resuspendié en 50 UL TE 0,1X (Adaptado de Yin et al, 2003).
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Las muestras fueron utilizadas para el western blot con los anticuerpos primarios
anti-ODV (Dilucién 1/7500) y secundario anti-conejo (Dilucién 1/10000), tal y como fue

detallado previamente en metodologias generales.

Construcciones plasmidicas para las quimeras PIF-0

Se detallan los pasos para la construccién de los plasmidos para evaluar la
funcionalidad de los dominios amino y carboxilo terminal de PIF-0, que dieron lugar a las

construcciones indicadas en la figura V.5.

PQ-30 CON REGIONES NTY CT DE PIF-0

Se partié de las construcciones pQ-30_ORF PIF-0 de cada virus (Belaich, 2008). En
resumen, se disefiaron primers para la amplificacién de los ORFs correspondientes, que
fueron clonados en el vector pQ-30 (Quiagen) por digestién de los productos amplificados
y del vector con las enzimas de restriccidon EcoRl y Hindlll. Para el caso de AcCMNPV, que no
contenia un sitio BamHI en la posicién 119699 para la separacion de las regiones Nt y Ct, el
mismo fue incorporado mediante PCR. Para ello, el dominio Nt fue amplificado utilizando
los primers pFwp74Ac y pRevBamAc y el dominio Ct fue amplificado con los primers
pFwBamAcy pRevp74Ac (Tabla VII.3). En ambos casos, las codiciones de reaccién fueron las
estandar y el perfil de ciclado fue: 1 ciclo a 94°C por 5 minutos; 35 ciclos a 92°C por 10
segundos, a 55°C por 15 segundos, a 72°C por 2 minutos; 1 ciclo a 72°C por 7 minutos. El
producto amplificado Nt fue clonado en el vector pGemT-easy (Promega), mientras que el
producto Ct fue clonado en el vector p-ZErO-2 (Invitrogen), mediante digestién del inserto
y vector con las enzimas BamHI y Hindlll. Luego, la region Nt fue liberada del vector pGemT-
Easy por digestion enzimatica con Pstl y BamHI, y clonada en el vector pZ_p74Ct, abierto
con las mismas enzimas. De esta forma se obtuvo el plasmido pZ-p74Acmut. El ORF
completo fue clonado en el vector pQ-30 por digestién con Bglll, dando el plasmido pQ-
30_AcAc.Para el caso de AgMNPV, se realizé el clonado directamente al vector pFastBacHTB

(Invitrogen).
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Para las versiones pQ-30 Ntp74, se partio de los plasmidos pQ-30_SeSe, pQ-
30_HaHa y pQ-30_AcAc (aquellos que contenian el ORF P74 completo) y se realiz6 una
disgestién con las enzimas EcoRl y BamHI, cuyo producto fue ligado al vector pQ-30,
previamente digerido del mismo modo, para asi generar la construcciones pQ-30_SeNt, pQ-

30_HaNt y pQ-30_AcNt, respectivamente.

PFB-GFP_INTEGRAS, AMINO TERMINAL P74 Y QUIMERAS P74

Para la generacidn de las construcciones en el vector pFastBac Dual, conteniendo el
gen indicador eGFP, previamente clonado bajo el promotor p10 (Belaich, 2008), se siguieron

los siguientes pasos:

pFB-PIFO_integra: para SeMNPV, HaMNPV y AcMNPV, se partio de las
construcciones pQ-30-PIFO correspondientes, las que fueron digeridas con las enzimas
EcoRly Hindlll y clonadas en el vector pFastBac dual (Invitrogen) - eGFP(pFB-GFP), digerido
del mismo modo, para dar las construcciones pFB-SeSe, pFB-HaHa y pFB-AcAc,

respectivamente.

Para el caso de AgMNPV, primero se generd la version pFB-AgNt. Se partié de un
vector pCDNA3, el cual no contenia el promotor CMV y que se le habia incorporado un
promotor hsp70 (pCDNA3*), que tenia clonado el ORF de P74 de AgMNPV, previamente
amplificado con los primers P74-ATG y P74-STOPc (Tabla VII.3), dando el plasmido
pCDNA*p74Ag (Belaich, 2008). El plasmido pCDNA3*p74Ag fue sometido a digestidon con
BamHI y EcoRV y el fragmento conteniendo el extremo 5" del marco de lectura p74 fue
ligado al vector pZErO-2, previamente tratado del mismo modo, generandose asi la
construccion pZ-p74Nt. Posteriormente, se tratd al pldsmido anterior con EcoRV y Kpnl, de
modo tal de recuperar el inserto y ligarlo al vector pFastBACHTb (Invitrogen), previamente
digerido con Stul y Kpnl para asi generar la construccion pFB-Ag. Luego, tomando
nuevamente el pldsmido pCDNA*p74Ag, se realizé una digestidon con las enzimas EcoRV y
Kpnl con el fin de liberar el ORF PIF-0 completo. Paso seguido, se clond el fragmento
recuperado en el vector pZErO-2, previamente tratado del mismo modo, generandose asi
la construccion pZ-p74Ag. Posteriormente, este plasmido fue sometido a digestion con Pst
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| y Kpn |, para asi recuperar el fragmento conteniendo el extremo correspondiente al

carboxilo terminal de la proteina, y luego ligarlo al pldasmido pFB-Ag, previamente digerido

del mismo modo, para asi generar la construccion pFB-AgAg.

pFB-PIFO_Nt: en este caso, se partid de las construcciones pQ-30Ntp74, pQ-

30_SeNt, pQ-30_HaNt y pQ-30_AcNt, las cuales fueron digeridas con las enzimas EcoRl y

Hindlll, y el inserto conteniendo el extremo 5 del marco de lectura p74 fue ligado al vector

pFB-GFP, previamente digerido del mismo modo, para asi generar las construcciones pFB-

Se, pFB-Ha y pFB-Ac, respectivamente. El caso de pFB-Ag fue citado previamente.

pFB-PIFO-quimeras:

pFB-SeAg: el plasmido pZ-p74Ag fue digerido con Hindlll y BamHlI, y el
fragmento conteniendo el extremo 3" del marco de lectura p74 fue ligado al
fragmento mayor del producto de la digestién del plasmido pQ-SeSe con las
mismas endonucleasas, para asi generar la construccion pQE-p74SeAg
(Belaich, 2008). Este plasmido se sometid a digestion posterior con EcoRl y
Hindlll, y el inserto conteniendo el extremo 5° del marco de lectura p74 fue
ligado al vector pFB-gfp, previamente digerido del mismo modo, para asi
generar la construccidn pFB-SeAg.

pFB-SeHa: pasos correlativos a los citados previamente para pFB-SeAg pero
partiendo del plasmido pQE-HaHa para liberar el extremo Ct de p74 de
HaMNPV.

pFB-SeAc: pasos correlativos a los citados previamente para pFB-SeAg pero
partiendo del plasmido pQE-AcAc para liberar el extremo Ct de p74 de
AcMNPV.

pFB-HaSe: el plasmido pQE-SeSe fue digerido con Hindlll y BamHI, y el
fragmento conteniendo el extremo 3" del marco de lectura p74 fue ligado al
fragmento mayor del producto de la digestion del plasmido pQE-HaHa con
las mismas endonucleasas, para asi generar la construccién pQE-HaSe

(Belaich, 2008). Este plasmido se sometid a digestion posterior con EcoRI y
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Hindlll, y el inserto conteniendo el extremo 5° del marco de lectura p74 fue
ligado al vector pFB-gfp, previamente digerido del mismo modo, para asi
generar la construccidon pFB-HaSe.

pFB-HaAg: pasos correlativos a los citados previamente para pFB-HaSe pero
partiendo del plasmido pZ-p74Ag para liberar el extremo Ct de p74 de
AgMNPV.

pFB-HaAc: pasos correlativos a los citados previamente para pFB-HaSe pero
partiendo del plasmido pQE-AcAc para liberar el extremo Ct de p74 de
AcMNPV.

pFB-AgSe: el plasmido pQE-SeSe fue digerido con Hindlll y BamHlI, y el
fragmento conteniendo el extremo 3" del marco de lectura p74 fue ligado al
fragmento mayor del producto de la digestién del pldsmido pFB-AgAg con las
mismas endonucleasas, para asi generar la construcciéon pFB-AgSe.
pFB-AgHa: pasos correlativos a los citados previamente para pFB-AgSe pero
partiendo del pldsmido pQE-HaHa para liberar el extremo Ct de p74 de
HaMNPV.

pFB-AgAc: pasos correlativos a los citados previamente para pFB-AgSe pero
partiendo del plasmido pQE-AcAc para liberar el extremo Ct de p74 de
AcMNPV.

pFB-AcSe: el plasmido pQE-SeSe fue digerido con Hindlll y BamHI, y el
fragmento conteniendo el extremo 3" del marco de lectura p74 fue ligado al
fragmento mayor del producto de la digestidn del plasmido pQE-AcAc con
las mismas endonucleasas, para asi generar la construccién pQE-AcSe. Este
pldsmido se sometié a digestidn posterior con EcoRI y Hindlll, y el inserto
conteniendo el extremo 5" del marco de lectura p74 fue ligado al vector pFB-
gfp, previamente digerido del mismo modo, para asi generar la construccién

pFB-HaSe.
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= pFB-AcHa: pasos correlativos a los citados previamente para pFB-AcSe pero
partiendo del plasmido pQE-HaHa para liberar el extremo Ct de p74 de
HaMNPV.

= pFB-AcAg: pasos correlativos a los citados previamente para pFB-AcSe pero
partiendo del plasmido pz-p74Ag para liberar el extremo Ct de p74 de
AgMNPV.

PFB CON DSRED2 Y NT O CT P74 DE ACMNPV

pFB-dsred: se digirié el plasmido pDsred2-N1 (Clontech) con las enzimas BamHI y
Notl, para liberar el ORF dsred2 y clonarlo en el vector PFasBacHTB (Invitrogen),

previamente digerido con las mismas enzimas, para dar lugar al plasmido pFB-dsred.

pFB-dsredp_74Ct: se digirio el plasmido pFB-AcAc con las enzimas BamHI y Hindlll
para liberar el fragmento correspondiente a la regién carboxilo terminal de p74. El
fragmento fue clonado en el vector pZErO-2, previamente digerido con las mismas enzimas,
para generar el plasmido pZ-p74Ct. Luego, este plasmido fue sometido a digestion
enzimatica con EcoRl y Hindlll y luego de recuperar el fragmento Ct de p74 fue tratado con
el fragmento Klenow (Invitrogen) para llevar los extremos a romo, segin consideraciones
del proveedor. Por otro lado, el vector pFB-dsred fue digerido con Xhol también tratado con
el fragmento Klenow, para luego ligar la regiéon p74 Ct. Después de realizar el control por

RFLP de la orientacidn requerida, se obtuvo el plasmido pFB-dsred_p74Ct.

pFB-p74Nt_dsred2: a partir del vector pZ-p74Acmut, que contiene el ORF de p74 de
AcMNPV con la incorporacion del sitio BamHI, se realizé una digestién con las enzimas Apal
y BamHlI, se recuperé la fraccidn 5'correspondiente a la regién amino terminal del gen p74
y se clond en el vector pDsred-N1, previamente digerido con las mismas enzimas. Asi se
obtuvo el vector pP74-Dsred. Este plasmido fue digerido con la enzima Notl, para liberar la
secuencia codificante para la proteina de fusion p74Nt-dsred2 y ser clonado en el plasmido
pZErO-2, previamente digerido con la misma enzima. Luego se seleccioné la orientacién que
se requeria, para tener en el extremo 5’el sitio de restriccién Xbal y en el 3’el sitio Hindlll.
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Asi, este plasmido fue digerido con estas enzimas y clonado en pFastBacHTB, también

digerido con las mismas enzimas, obteniéndose el plasmido pFB-p74Nt_dsred2.

Localizacion subcelular de PIF-0

Para el estudio de localizacion subcelular se utilizaron los plasmidos con las regiones
amino y carboxilo terminal de p74 de AcMNPV fusionadas al ORF de Dsred2, previamente
descriptas. Para ello, se generaron los bacmidos recombinantes de AcMNPV de acuerdo al
sistema Bac to Bac (Invitrogen) y consideraciones del proveedor. Se obtuvieron los virus
recombinantes derivados: Ac_dsred2, Ac_dsredp_74Ct y Ac_p74Nt_dsred2. Cabe aclarar,
que como control negativo de las microscopias, se utilizé el stock viral del bacmido AcCMNPV
wild type. Con los virus generados se realizaron transfecciones con el reactivo Cellfectin Il
(Invitrogen) en una monocapa celular Sf9, sembrada en una placa de 6 wells. Transcurridos
6 dias de la transfeccion, se recuperaron los medios condicionados, los cuales fueron
utilizados para realizar una ronda de infeccién en un frasco de 75 cm? de células Sf9, para
obtener un stock viral y titularlo. A partir del mismo se realizaron las infecciones para las

visualizaciones por microscopia de fluorescencia.

Para el caso de la observacion directa de la monocapa infectada, un frasco de Sf9 de
25 cm? se infectd con cada virus recombinante a una MOI=10 y transcurridos 5 dias, se
visualizaron en el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse TE2000. Para el caso de la
visualizacién de células fijadas, se procedid preparando una placa de 6 wells con un
cubreobjetos de vidrio estéril en cada pocillo. Se sembraron las células Sf9 y se dejaron
crecer hasta una confluencia del 80%. Luego se realizd la infeccion a una MOI=10.
Transcurridos 5 dias, se retird el sobrenadante y se realizaron 2 lavados con PBS 1X. A partir
de un stock de glutaraldehido 25% v/v en PBS 1X, se prepard una solucién al 2,5% (dilucién
1/10) y se cubrié la monocapa. Se incubd 1 hora al resguardo de la luz, se retird la solucién
y se realizd un lavado con PBS 1X. Los vidrios con las células fijadas se montaron en un
portaobjetos, fijdndolos al mismo, previo agregado del reactivo de tincién de ndcleos DAPI

(Sigma). A partir de alli se realizé la microscopia de fluorescencia antes descripta.
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Generacion de un ACMNPV defectivo en PIF-0

PLASMIDO DONOR PZ-P74UP_PHN-CAT_P74DOWN

Para la construccion del plasmido de transferencia para la generacion de un bacmido
AcMNPV knockout para p74, se partié del plasmido comercial pGemT-easy, el genoma de
AcMNPV vy el pldsmido pz-p74Acmut. En primer lugar, se realizd una PCR con los primers
pAc_upXhol y pAc_downXbal (Tabla VII.3) sobre el genoma de AcMNPV con el fin de
amplificar la regidn que contiene el gen poliedrina completo. Las condiciones de reaccion
fueron estandar y el perfil de ciclado fue: 1 ciclo a 94°C por 2 minutos; 35 ciclos a 92°C por
10 segundos, a 55°C por 15 segundos, a 72°C por 2,15 minutos; y 1 ciclo a 72°C por 10
minutos. El producto de amplificacion fue clonado en el vector pGemT-easy y se verificd su
orientacidn para utilizar la que contenia los sitios de restriccion Nsil y Sall en la regién
upstream al promotor poliedrina, obteniéndose el plasmido pGT-phn. Asi, se digirié dicho
plasmido con las enzimas mencionadas, como asi también se liberd el fragmento “down”
de p74 de AcMNPV con las mismas enzimas del plasmido pz-p74Acmut. Este fragmento fue
ligado con el vector pGT-phn digerido, para generar el plasmido pGT-phn_downp74. Luego,
se obtuvo el fragmento phn_downp74, al digerir el plasmido pGT-phn_downp74 con las
enzimas Sacl y Xhol. Este fragmento fue clonado en el vector pz-p74Acmut, que fue digerido

con Sacl y Sall, para dar lugar al plasmido pz-upp74_phn_downp74.

A partir del plasmido PBS-CAT-2, que contenia el gen codificante para la resistencia
a cloranfenicol en el vector comercial pBlueScript ( ), se obtuvo la
presidn de seleccidn en bacterias. Este plasmido fue digerido con BamHI y Hindlll, liberando
el fragmento codificante para la resistencia, tratado con Klenow y clonado en el vector pz-
upp74_phn_downp74, previamente digerido con Sall y también tratado con Klenow, dando
lugar a la generacién del plasmido pz-upp74_phn_cat_down74. El mismo fue linealizado
con la enzima Sacl para los ensayos de co-transfeccién con el genoma del bacmido de

AcMNPV(Luckow et al, 1993).
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ENSAYO DE CO-TRANSFECCION, TRANSFORMACION Y ANALISIS GENOTIPICOS

Se transfectaron el genoma del bacmido de AcMNPV (Luckow et al, 1993),
previamente purificado a partir de un stock viral por ultracentrifugacion de las particulas
BVs, con el pldsmido donor linealizado, a razén de 10 veces mas moléculas de éste que de
genoma, con el objetivo de que en todas las células que ingrese genoma, haya plasmido
donor. La transfeccion se llevd a cabo en un well de placa de 6 sembrado con células Sf9
con un 60% de confluencia con el reactivo Cellfectin Il y teniendo en cuenta las
consideraciones del proveedor. Transcurridos 7 dias y habiendo visualizado cuerpos
refringentes por microscopia 6ptica, se recuperd el medio condicionado y se realizod la
purificacion de DNA a partir de losBVs. Luego, se realizaron transformaciones en E. coli
DH10B electrocompetentes, y posterior incubacién a 37°C por 1 hora a 200 rpm, para luego
plaguear en LB sdlido suplementado con kanamicina, cloranfenicol, X-gal e IPTG. Se
seleccionaron las colonias azules para los controles moleculares, los cuales fueron
sometidos al analisis genotipico por PCR. Para ello se utilizaron los primers indicados en la
figura V.7.5, los cuales se indicaron como 1, 2, Ay B. El primer 1 corresponde a pAc_upXhol,
el 2 a pAc_downXbal, el A apFwp74Acy el B a pRevBamAc(Tabla VII1.3). Las PCRs llevadas a
cabo combinaron los siguientes pares de primers: 1-2, 1-B y A-B. La tabla VII.6 resume las

reacciones de PCR realizadas para el analisis genotipico de los virus recombinantes, que
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fueron realizadas con la polimerasa termoestable High Fidelity Platinum Taq en las

condiciones antes descriptas.

Linea celular High Five™ transgénica

‘ ESTUDIOS DE TOXICIDAD DE PUROMICINA ENHIGH FIVE™

En una policubeta de 96 wells se sembraron células UFL-Ag-286 (20-30% de
confluencia) en medio completo. A las 24 horas se agregaron 200 uL de diferentes

concentraciones del antibidtico puromicina (8 replicados para cada una, Sigma): 0 ug/mL,

0.5 pg/mL, 1 pg/mL, 1.5 pg/mL, 2ug/mL. Como blanco del ensayo se reservé una fila

Nombre del Nor’nbrfe . . Tamano producto (bp)
. segun Fig  Perfil de ciclado
primer
V.7
ZAC;“’DX?(Z' / ; 94°C por 2 min (x1);|  NA 1626
P ;- OW;h 7 i 92°C por 10's, 55°C
£ Rc-gp : ——por155,68°Cpors  NA 3915
p :v ‘;TA E 7 min (x35); 68°C por
e i) 10 min (x1) 1393 4498
pRevBamAc B

Tabla VII.6. Analisis genotipico bacmidosAcMNPV recombinantes. Se detallan los conjuntos
de primers usados en el control genotipico de los clones azules recuperados luego de la co-
transfeccién y transformacion.

completa de la policubeta libre de células. Luego, a las 72 horas se cambid el medio con
iguales concentraciones de antibidtico (200uL). Cumplida una semana, se realizaron lavados
con PBS 1X (x2), para después incubarse con 150 uL/well de solucion de fijacion (4%
formaldehido en PBS 1X) e incubar 30 minutos. Transcurrido el tiempo se retird la solucién
de fijacién y se agregaron 300 [LL de cristal violeta 0,1% y se incubd por 2 minutos. Se retird

el sobrenadante y se lavd 2 veces la monocapa con PBS 1X. Se resuspendieron las células
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en una soluciéon de etanol 10% - 4cido acético 5% en agua (200 pL). El resultado se leyd en

espectofotémetro a 570 nm (Lector de microplacas Asys UVM 340, Biochrom US).

ENSAYO DE ACTIVIDAD DEL PROMOTOR HSP70

Para evaluar la actividad del promotor hsp70, se partié de un plasmido pCDNA3 sin
el promotor CMV y con la secuencia promotora de hsp70, pCDNA* (Belaich, 2008). Por otro
lado, se linealizé el vector comercial pEGFP-N3 (Clontech) con Hindlll y se clond al vector
pCDNA*, linealizado con la misma enzima. Se selecciond la orientacién del vector fusionado
que se requeria mediante RFLP con BspHI. Luego, se digirié con la enzima Notl, se religd el
plasmido resultante, y se seleccioné mediante transformacidén en bacterias y plaqueo en LB
con Ampicilina. Asi se obtuvo el pldasmido phsp-eGFP, el cual se utilizé para transfectar 1 ug
con Cellfectin a monocapas celulares en placa de 6 wells de UFL-Ag-286 y High Five™. Luego
de 24 horas, se realizd un estimulo térmico, sometiendo a las células a: 25°C (control no
inducido), 37°C y 42°C por 30 minutos. Después de 4 horas se visualizaron al microscopio

de fluorescencia.

Para la generacién del bacmido AcMNPV conteniendo la secuencia correspondiente
al promotor hsp70- ORF eGFP, se partid de la construccidon phsp-eGFP. Para ello, se digirid
a phsp-eGFP con las enzimas de restriccion BspHI y Sacl, y se ligd al vector pFastBacDual,
digerido con las enzimas Ncol y Sacl, que liberan la zona promotora de polH y p10,
generandose la construccion pFastBac-hsp-gfp. Utilizando el sistema Bac to Bac
(Invitrogen), se realizé la transposicion siguiendo las recomendaciones del fabricante, para
obtener un bacmido con la construccién hsp70-GFP-sv40polyA (AcMNPV/polh"/hspGFP?).
Se realizé la transfeccidon con Cellfectin a una monocapa de Sf9 para generar el primer
indculo viral, el cual se multiplicé en posteriores ensayos de infeccion. La visualizacién se

realizé en microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse TE2000).

PLASMIDO DE TRANSFERENCIA P(HSP)P74-PURO

Para la generacién de la linea transgénica que exprese el gen p74 de AgMNPV, junto

con la resistencia al antibiético Puromicina, se disefié un plasmido donor. Se partié del
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plasmido pCDNA*(p74), sin el promotor CMV y con el promotor hsp70, y con el ORF p74 de
AgMNPV (Belaich, 2008). Por otro lado, se contaba con un plasmido p(hsp)-puro, esqueleto
del vector p-ZErO-2, con la secuencia del promotor hsp70 y el ORF correspondiente al gen
de resistencia a Puromicina (Belaich, 2008). La figura VI.3 resume la estrategia de clonado
utilizada. El vector pCDNA*(p74) fue digerido con la enzima Stul, mientras que el plasmido
p(hsp)-puro se linealizé con la enzima Notl y sus extremos fueron tratados con Klenow para
llevarlos a romo. Se ligaron ambos productos, verificdndose la identidad con la enzima
BamHI. El plasmido fusién elegido fue digerido con las enzimas Scal y Stul, liberando el
fragmento no deseado, que incluia la resistencia a ampicilina. Luego de la religacién y
transformacién, se seleccionaron las colonias sensibles a ampicilina y resistentes a
kanamicina. La identidad del plasmido se corrobord mediante RFLP con la enzima Pvull,
dando lugar al pldasmido p(hsp)p74-PURO. El mismo fue digerido con la enzima Bglll para

linealizarlo antes de transfectarlo en la linea celular.

LINEA CELULAR HIGH FIVE TRANSGENICA

Con el plasmido p(hsp)p74-PURO linealizado con Bglll, se procedid a la transfeccién
en la linea celular High Five™. Para ello se utilizé el reactivo Cellfectin® (Invitrogen) y
siguiendo las recomendaciones del fabricante, se realizd la transferencia horizontal de
p(hsp)-p74-puro sobre una monocapa al 70% de confluencia en una placa de 6 wells. Las
células se dejaron en reposo por 48 horas, para luego comenzar con la presién de seleccion.
Para ello, a partir de ese momento y hasta la obtencidn de células con crecimiento normal,
se realizd el cambio de medio suplementado con puromicina (6 ug/mL) cada 4 dias. Con el
fin de potenciar la expresion de la resistencia al antibidtico activando el promotor hsp70, 4
horas antes del cambio de medio, se sometieron a las células a un shock térmico a 42°C por
30 minutos. Después de 3 meses, y de evidenciar gran mortalidad de las células, se
comenzaron a visualizar clones celulares creciendo los cuales fueron seleccionados por

dilucion terminal.

CARACTERIZACION MOLECULAR DE LAS CELULAS TRANSGENICAS PARA PIF-0
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Se realizdé una PCR utilizando como molde al gDNA del clon celular transgénico,
denominado Hi5-C4_1/625, y de la linea parental. Como control se utilizé DNA del plasmido
donor p(hsp)p74-PURO. Se emplearon 2 pares de primers, P74-ATG, P74-247c e InsAct5,
InsAct3 (Tabla VII.3). El primer par para la deteccion de p74 y el segundo para la deteccion
de actina. Ambas reacciones se llevaron a cabo en condiciones estdndar y el perfil de ciclado
fue 1 ciclo a 94°C por 2 minutos; 35 ciclos a 92°C por 10 segundos, a 59°C por 15 segundos,

a 72°C por 30 segundos; 1 ciclo a 72°C por 3 minutos.

Por otro lado, se realizé un Southern blot, con gDNA de las mismas lineas celulares
citadas previamente, como asi el control del plasmido donor. Para ello, se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa 1% p/v de los gDNA digeridos con la enzima de restriccién
BstEll, mientras que el plasmido p(hsp)p74-PURO fue linealizado con la enzima Bglll, y
utilizado como control positivo de la reaccion. La sonda se realizé por digestiéon con EcoRI
del mismo plasmido, y se recuperd el fragmento correspondiente a parte del ORF p74. La
electroforesis se realizé a 130 V por 1 hora y luego se continud con el procedimiento citado

previamente en metodologias generales.

Por dltimo, se realizd el ensayo de Western blot. Para ello, se purificaron las
proteinas totales de una monocapa celular de un frasco de 75 cm?, tal y como fue descripto
previamente. Se utilizaron como muestras la linea celular High Five, y los clones Hi5-C4_1/625
y Hi5-C4. Se sembraron en un SDS-PAGE 12%, y luego se realiz6 el Western blot con anti-
ODVs de AgMNPV dilucién 1/7500 (Mengual Gémez DL, 2013) como anticuerpo primario y
anti-rabbit IGG HRP (Sigma) diluciéon 1/10000 como anticuerpo secundario, siguiendo el

procedimiento antes descripto.

AGMNPV defectivo en PIF-0

CONSTRUCCION PLASMIDOS DONORES

Para la obtencidn del virus AgMNPV defectivo en p74 se generaron 3 plasmidos

donores diferentes. La construccion pLow-p74, contenia las secuencias up y down de p74,
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interrumpida con la secuencia del origen de replicacion bacteriano p15A y el gen de
resistencia al antibidtico cloranfenicol (Figura VI.6.A, seccidn resultados, pagina Xx; Belaich,
2008). El plasmido donor pLow-p74 fue linealizado con la enzima Hindlll para la

transfeccion.

En tanto, el plasmido donor pBelo-p74, contenia las mismas regiones up y down de
p74, interrumpidas con el Origen de replicacién bacteriano de simple copia miniF (Shizuya
et al, 1992) contenido en el plasmido pBeloBAC (New EnglandBiolLabs) y el gen de
resistencia al antibidtico cloranfenicol (Figura VI.6.B, seccidn resultados, pagina xx). Para
obtenerlo, se digirié pLow-p74 con las enzimas Xbal y EcoRV, recuperando las regiones up
y down de p74. Por otro lado, se digirio el plasmido comercial pBeloBAC11 con las enzimas
de restriccion Hindlll y Sfol, eliminado una pequefia fraccién del MCS (Multiple Cloning Site).
Tanto el plasmido linealizado como la regién p74 recuperada, fueron tratadas con Klenow
para compatibilizar extremos y ligadas. Se seleccioné el plasmido pBelo-p74 por
transformaciéon de E. coli DH10B y seleccién en placas de LB suplementadas con
cloranfenicol. El pldsmido donor pBelo-p74 fue linealizado con la enzima Hindlll para la

transfeccion.

El tercer plasmido construido fue el pz-p74-lacZ, basado en las secuencias up y down
de p74 interrumpidas por un gen que expresa la proteina B-Galactosidasa. Para ello, se
utilizé un plasmido pcDNA* conteniendo la secuencia completa del gen p74 de AgMNPV,
pCDNA*(pp74) (Belaich, 2008). El mismo fue digerido con las enzimas Sall y Notl,
recuperando una regién conteniendo gran parte del gen p74 (1783 bp), que fue clonada en
el vector pBlueScriptSK(+) (Stratagene), previamente digerido con las mismas enzimas,
dando lugar al plasmido PBS-p74. Esta construccion se digirid con las enzimas Sacl y Xhol,
recuperando el fragmento correspondiente al gen p74, el cual fue clonado en el vector
pZErO-2 (Invitrogen), previamente digerido con las mismas enzimas, para dar lugar al
plasmido pz-p74. Por otro lado, se contaba con el plasmido p-ie1-lacZ, le cual contenia el
ORF de lacZz, bajo el promotor y terminador del gen iel de AgMNPV, funcional en bacterias
(Bilen, 2007). El plasmido fue digerido con las enzimas Xbal y Xhol, recuperando un

fragmento de 4485 bp correspondiente al gen promies-lacZ, el cual fue tratado con Klenow
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para generar extremos romos. Por otro lado, el plasmido pz-p74, fue digerido con EcoRlI,
recuperando el esqueleto del vector conteniendo regiones up y down de p74 (3926 bp), el
cual también fue tratado con Klenow. Luego se ligaron ambos fragmentos para dar lugar al
pldsmido pz-p74-lacZ. El mismo fue digerido con Xhol y Notl para ser transfectado como

vector donor.

RECOMBINACION HOMOLOGA Y SELECCION DE RECOMBINANTES

Los plasmidos pLow-p74, pBelo-p74 y pz-p74-lacZ fueron co-transfectados lineales
junto con DNA de AgMNPV (relacién 10:1) sobre una monocapa de UFL-Ag-286 al 60% de
confluencia utilizando Cellfectin, segun consideraciones del fabricante. Para el caso de los
pldsmidos pLow-p74 y pBelo-p74, se recuperé el medio condicionado 5 dias post-
transfeccidn para purificar DNA a partir de los BVs. El DNA recuperado fue transformado en
E.coli DH10B y posterior seleccion en LB sdélido suplementado con Cloranfenicol. Se
seleccionaron todas las colonias alli crecidas para realizar los analisis genotipicos. Para el
caso del vector pz-lacZ-p74, luego de agregar la mezcla del reactivo de transfeccion y el DNA
pero antes de suplementar con medio completo a las células, se adiciond una capa de
agarosa 1,5% p/v, y una vez gelificada, se incorporé el medio. Ademas, se adicioné X-gal
(Life Technologies) a una concentracion de 0,2 mg/ml final, con el fin de visualizar focos de
precipitacion azules. Luego de una incubacién de 7 dias, se recuperaron con sacabocado
estéril las regiones de agarosa conteniendo los precipitados azules. Los tacos de agarosa se
resuspendieron en medio GRACE’s sin suero, con el fin de eluir losBVs contenidos en el
mismo. Se utilizd ese stock viral para realizar infecciones en nuevas monocapas de células,
realizando diluciones seriadas 1/10 para seleccionar el virus clonal azul por dilucién

terminal.

CARACTERIZACION GENOTIPICA DE LOS GENOMAS RECOMBINANTES SELECCIONADOS

Para validar genotipicamente los virus AgMNPV defectivos en p74, se disefiaron

diferentes PCRs para comprobar la integridad del genoma y verificar el evento de
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recombinacion homadloga. Para ello, se eligieron 4 regiones representantes del genoma,
equidistantes entre si, abarcando 4 extremos (Miele, 2014). Para ello, se utilizaron los pares
de primers Hel-76511/Hel-76831c, egta-14577/egtb-14837c, odv66a/odvebb, p74-
ATG/p74-247c en reacciones de PCR con los clones seleccionados (Tabla VII.3). EL perfil de
ciclado fue 1 ciclo a 94°C por 3 minutos; 35 ciclos a 92°C por 10 segundos, a 59°C por 15
segundos, a 72°C por 30 segundos; 1 ciclo a 72°C por 3 minutos. Por otro lado, la PCR para
la validacion de la recombinacion se realizé con los primers p74-ATG/p74-Xbal(Tabla VII.3).
El perfil de ciclado fue 1 ciclo a 94°C por 3 minutos; 35 ciclos a 92°C por 10 segundos, a 60°C
por 15 segundos, a 72°C por 4 minutos; 1 ciclo a 72°C por 10 minutos. Los resultados se

evaluaron mediante electroforesis en gel de agarosa.

Complementacion de variantes virales defectivas en PIF-0

Los virus AcMNPV defectivo en p74 (AcLP4)y AcMNPV wild type HR3 (Faulkner et al,
1997) fueron cordialmente suministrados por el Dr. Salvador Herrero-Sendra, del
Laboratorio Genética Bioquimica y Biotecnologia del Departamento de Genética de la
Universitat de Valencia, Espafia. Para realizar los ensayos de complementacién, se
infectaron monocapas de célulasHigh Five y del clon transgénico Hi5-C4_1/625 (frascos de 75
cm? al 80 % de confluencia), con ambos virus, a una MOI=0,1. Pasados 7 dias, se descartaron
los medios condicionados y se recuperaron los OBsa partir de las células, tal y como fue
descripto previamente. Se cuantificaron por microscopia 6ptica (marca, el del mariano) y

camara de Neubauer.

Las larvas utilizadas para los ensayos bioldgicos, Rachiplusia nu y Anticarsia
gemmatalis, fueron donadas por el Insectario del Instituto de Microbiologia y Zoologia
Agricola (IMyZA), INTA Castelar, Argentina, en el contexto de un trabajo de colaboracion
con la Dra. Alicia Sciocco-Cap. En todos los casos, se utilizaron larvas del segundo estadio,

mantenidas luego de la eclosién de los huevos con dieta artificial (Bell et al, 1981).
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Para los ensayos en larvas de Rachiplusia nu, se tomaron 20 larvas por experimento.
Brevemente, los animales se expusieron a los virus por ingesta de los OBs utilizando el
método de droplet feeding (Hughes et al, 1986; Jones et al, 1993, 2000). Para ello se
prepararon soluciones de sacarosa 1% p/v y Coomasie brilliant blue al 0,5% p/v, que se
utilizé para resuspender los virus en una dosis de 6,25x10°0Bs/mL. Se alimentaron las larvas
del segundo estadio con las soluciones preparadas y una vez visualizada la ingesta por
presencia de coloracién azul, fueron trasladadas a placas de 24 wells con dieta artificial

estéril, colocandolas en celdas aisladas e incubadas en camaras a 28°C.

Para el caso de los ensayos en Anticarsia gemmatalis, se utilizaron los mismos
preparados de OBs, pero se evaluaron 2 dosis por condicién, 6,25x10°0Bs/mL vy
6,25x10’0Bs/mL. Cada grupo contenia 24 larvas del segundo estadio. El ensayo se realizé

igual que el citado previamente.

Los ensayos se extendieron 11 dias post- ingesta, transcurridos los cuales se evalud
mortalidad o supervivencia. Dentro del grupo de las que sobrevivieron, se encontraron,
también las que pasaron al estadio de pupa. Se graficaron lo porcentajes de muertos/vivos

en funcién del total de larvas por ensayo.
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