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Abreviaturas

°C: grados centígrados (Celsius) 
aa: aminoácido/s AcMNPV: Autographa californica multiple nucleopoliedrovirus 
BV: viriones brotantes o brotados (del inglés budded virus)
ddH2O: agua bidestilada
DNA: ácido desoxirribonucleico (ADN)
BEVS: sistema de expresión por baculovirus
BmMNPV: Bombyx mori MNPV (ver abajo)
BV: virion brotante
DAPI: 4′,6-diamidino-2-phenylindol
d p.i.: días post infección
emPAI: índice  de  abundancia  proteica  exponencialmente  modificado  (del  
inglés,exponentially modified Protein Abundance Index)
ESI:ionización por electrospray (del inglés, electrospray ionization)
d p.t.: días post transfección
GFP: del inglés green fluorescent protein, proteína verde fluorescente
GV: granulovirus
h: horas
Hi5: células de insecto High FiveTM 
h p.i.: horas post infección
h p.t.: horas post transfección
IRES: Sitio Interno de Entrada al Ribosoma, (del inglés, Internal Ribosome Entry Site) 
kDa: kilodaltons
kpb: kilopares de bases
min: minuto
mL: mililitro 
MNPV: Multicapsid Nuclear Polyhedrosis Virus (virus de la poliderovirus nuclear con 
múltiples cápsides por virión)
MOI: multiplicidad de infección (multiplicity of infection)
MOT: multiplicidad de transducción (multiplicity of transfection)
NC: nucleocápside
nm: nanómetros
NPV: nucleopoliedrovirus
OB: cuerpo de oclusión (del inglés occlusion body)
ODV: viriones derivados de oclusión (del inglés occlusion-derived virus) 
ON: toda la noche (del inglés overnight) usado para tiempos de 12-16 hs
ORF: marco abierto de lectura, (del inglés open reading frame)
pb: pares de bases
PBS: buffer fosfato salino (del inglés phosphate buffer saline)
PBST: PBS con Tween 0,1% (v/v) 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa (del inglés, polymerase chain reaction)
PEP: proteína de envoltura del poliedro
POLH: poliedrina
rBV: baculovirus recombinante
RIPA: del inglés, radioimmunoprecipitation assay buffer
RNA: ácido ribonucleico (ARN)
RNAi: RNA de interferencia 
rpm: revoluciones por minuto
s: segundo
SFB: suero fetal bovino
SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante. 
shRNA: del inglés short hairpin RNA
SNPV: simple nucleopoliedrovirus
UFLAg: células de insecto UFLAg-286
Tween 20: polisorbato 20
μl: microlitro
UV: ultravioleta
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VLP: del inglés virus like particle, partículas semejantes a virus
VSV: virus de la estomatitis vesicular (dle inglés, vesicular stomatitis virus) 
WB: western blot
wt: del inglés wild type, tipo salvaje
μm: micrómetros
μm: micromolar
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Resumen
 

En el contexto de este trabajo, los baculovirus son una herramienta de ingeniería genética 

accesible  en  los  laboratorios  de  biología  molecular  para  el  estudio  y  desarrollo  de  un 

sistema de expresión de proteínas heterólogas recombinantes en células de insecto (BEVS: 

baculovirus expression vector system). Durante más de cuatro décadas, el estudio se ha 

concentrado en generar sistemas de recombinación más eficientes, en su gran mayoría se 

han enfocado en una de las dos partes esenciales de este sistema BEVS: el baculovirus. 

Sin  embargo,  en  este  trabajo  nos  propusimos  investigar  y  desarrollar  la  parte 

complementaria del sistema: las células de insecto. 

En el primer capítulo se desarrolla la introducción general exponiéndose los objetivos de 

este trabajo donde se propone desarrollar herramientas aplicadas al mejoramiento de los 

baculovirus  como  plataforma  biotecnológica  para  el  cuidado  del  ambiente  y  la  salud 

humana.  Se  busca  obtener  líneas  celulares  de  insecto  monoclonales  que  expresen 

proteínas recombinantes para su incorporación final en los dos morfotipos baculovirales: en 

los cuerpos de oclusión para el desarrollo de bioinsecticidas y en los viriones brotantes para 

desarrollos en salud humana.

En  el  segundo  capítulo,  se  realiza  un  análisis  bioinformático  de  la  estructura  primaria, 

secundaria  y  terciaria  de la  proteína de la  envoltura  del  poliedro  (PEP)  del  baculovirus 

AgMNPV para evaluar los sitios de inserción de proteínas candidatas insecticidas.

En  el  tercer  capítulo,  se  describe  el  desarrollo  de  la  generación  de  líneas  celulares 

derivadas de lepidópteros que expresan proteínas recombinantes producto de la fusión de 

PEP o  alguno  de  sus  dominios  con  la  proteína  indicadora  GFP.  Este  estudio permitió 

mostrar la expresión y localización de la proteína quimérica en los OB de tipo salvaje de dos 

baculovirus AgMNPV (rango de huésped estrecho) y AcMNPV (rango de huésped amplio).

En el cuarto capítulo, se describen dos estrategias para mejorar la capacidad insecticida de 

los  baculovirus  de AgMNPV y  AcMNPV,  el  avance en el  desarrollo  de líneas celulares 
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empaquetadoras de proteínas activas y la generación de virus recombinantes de AcMNPV 

como prueba de concepto  para  evaluar  la  toxicidad  de proteínas insecticidas  en larvas 

susceptibles.  Adicionalmente,  se plantean estrategias para mejorar la formulación de los 

bioinsecticidas.

En el quinto y último capítulo, se discuten los resultados de líneas celulares derivadas de 

lepidópteros que expresan proteínas recombinantes para mejorar el uso de los baculovirus 

como vectores virales para la inmunización y futuras terapias.
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Introducción

Los  baculovirus  son  virus  patógenos  que  infectan  invertebrados  y  se  distribuyen 

ampliamente en el ambiente. El nombre baculovirus se deriva del latín  baculum,  que se 

refiere a las nucleocápsides (NC) en forma de bastón (aproximadamente 50 × 300 nm) 

características de estos virus. Los virus más estudiados son los que infectan a insectos del 

género  Lepidoptera  (polillas y mariposas),  y en segundo lugar Hymenoptera  (moscas de 

sierra) y Diptera (mosquitos). Diversos miembros de la familia Baculoviridae son utilizados 

como agentes  de  control  biológico,  ya  que  se constituyen  como excelentes  candidatos 

debido a su alta virulencia, especificidad,  factibilidad de producción y compatibilidad con 

otras medidas de control  de plagas (Moscardi,  1999;  Haase  et al., 2015).  El  cuerpo de 

oclusión  que  los  caracteriza  los  hace  estables  durante  largos  períodos  y  facilita  su 

aplicación  mediante  pulverizaciones  convencionales.  Además,  su  estrecho  espectro  de 

huéspedes y la ausencia de otros posibles efectos perjudiciales al ambiente, han permitido 

que  la  gran  mayoría  de  los  bioinsecticidas  comercializados  a  base  de  virus 

entomopatógenos  contengan  como materia  activa  virus  de la  familia  Baculoviridae. Los 

baculovirus también son bien conocidos en el área de la biotecnología, ya que se los ha 

utilizado  ampliamente  como  sistema  de  expresión  con  aplicaciones  que  van  desde  la 

expresión rutinaria de proteínas en laboratorios de investigación básica hasta la producción 

de vacunas y la terapia génica en la industria (Fabre et al., 2019; Felberbaum, 2015; López 

et al., 2018).

Biología de los Baculovirus

Los baculovirus tienen un genoma de DNA de doble cadena circular que varía entre los 80 a 

180  kpb.  Recientemente,  sobre  la  base  del  conocimiento  de  secuencias  de  genomas 

completos baculovirales y sus relaciones filogenéticas, se ha aceptado la división de esta 

familia  en  cuatro  géneros:  Alphabaculovirus (Nucleopoliedrovirus  NPV de  lepidópteros), 
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Betabaculovirus (Granulovirus  GV  de  lepidópteros),  Gammabaculovirus 

(Nucleopoliedrovirus NPV de himenópteros) y  Deltabaculovirus  (Nucleopoliedrovirus NPV 

de  dípteros)  (Herniou  et  al., 2011).  Estas  subdivisiones  reflejan  diferencias  en  (a)  la 

filogenia, según el análisis de los 38 genes  core o centrales; (b) especies hospedadoras 

permisivas; y (c) la manera en que los viriones se encuentran ocluidos o incrustados dentro 

de sus cuerpos de oclusión (Chateigner  et al., 2015;  Harrison  et al., 2018;  Jehle  et al., 

2006). A su vez, otros virus a DNA de doble cadena que infectan invertebrados (miembros 

de  Nudiviridae,  Hytrosaviridae,  Nimaviridae  y  el  género  de  Bracovirus de  la  familia 

Polydnaviridae)  comparten  un  subconjunto de  estos  38  genes  core o  centrales  de  los 

baculovirus,  lo que sugiere un ancestro común con los baculovirus o un intercambio de 

ciertos genes funcionales entre los mismos (Drezen  et al., 2017; Herniou & Jehle, 2007; 

Theze  et al., 2011). Se ha sugerido que existe una coevolución de los baculovirus y los 

huéspedes  que  infectan.  A  medida  que  se  secuencian  más  genomas  completos,  este 

proceso se ha demostrado de manera más convincente (Herniou et al., 2004; Rohrmann et 

al., 1981) y se refleja claramente en Figura 1.1 donde los linajes principales se agrupan en 

clados en función del insecto huésped que infectan (Bideshi  et al., 2000). En la filogenia, 

también se ha observado una división importante en el linaje de los NPV de los lepidópteros 

resultando en dos grupos principales, I y II (Zanotto et al., 1993). Estos dos grupos difieren 

significativamente en el contenido génico, sobre todo los NPV del Grupo I los cuales utilizan 

la glicoproteína GP64 como proteína de fusión en los viriones brotantes (BV), mientras que 

los NPV del Grupo II carecen del gen gp64 y utilizan la proteína denominada F (Pearson & 

Rohrmann, 2002). Adicionalmente, los NPV del Grupo I difieren en otros 11 genes (Miele et 

al., 2011). Se ha sugerido que el linaje del Grupo I se originó cuando una variante de NPV 

incorporó el gen gp64 lo que estimuló su evolución como un linaje distinto (Herniou et al., 

2001; Jiang et al., 2009). Si bien la amplia variedad de secuencias obtenidas en los últimos 

años  ha  permitido  ampliar  el  conocimiento  de  los  virus  que  infectan  lepidópteros,  se 

necesita más información sobre virus de otras órdenes de insectos para completar nuestra 

comprensión de la evolución del baculovirus.
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Ciclo infectivo

Una característica adaptativa de los baculovirus es su ciclo infectivo bifásico que resulta en 

la  producción de dos tipos de viriones físicamente diferentes,  generando dos progenies 

virales muy distintas (Figura 1.2a). Ambos viriones poseen un genoma idéntico, y difieren de 

manera notable en varios aspectos: se producen en compartimentos diferentes en la célula 

infectada,  sus  envolturas  están  compuestas  por  diferentes  membranas  y  proteínas  de 

membrana, y cada una cumple una función diferencial y esencial en el ciclo de infección en 

la naturaleza. Las progenies virales se conocen como: los cuerpos de oclusión (del inglés 

occlusion  bodies,  OB)  encargados de la  infección  primaria  y  los  viriones  brotantes  (del 

inglés, Budded Virus BV) encargados de la infección secundaria; los nombres se refieren al 

mecanismo de formación de la partícula viral. Dado que en este trabajo de tesis vamos a 

trabajar  con  baculovirus  del  género Alphabaculovirus,  desarrollaremos  la  introducción 

analizando  el  ciclo  infectivo  para  los  nucleopoliedrovirus,  más  específicamente  nos 

referiremos  a  los  estudios  sobre  el  virus  modelo  de  la  poliedrosis  nuclear  múltiple  de 

Autographa californica AcMNPV (Rohrmann, 2019; Van Oers et al., 2015).

El  ciclo  de  infección  comienza  cuando  una  larva  susceptible  ingiere  material  foliar 

contaminado con los OB. Cabe remarcar que los baculovirus se replican exclusivamente en 

insectos en etapa larvaria. La transmisión ocurre por vía oral, y los OB son los encargados 

de la transmisión horizontal del virus de insecto a insecto susceptible (Jehle  et al., 2006). 

Los OB y las partículas de alimento se transportan a través del intestino próximo y una vez 

que se alcanza al  intestino medio (Figura 1.2 a),  y debido a su pH alcalino  los  OB se 

desintegran  para  liberar  a  los  ODV  (del  inglés,  Occlusion  Derived  Virus ODV). 

Consecuentemente, los ODV llevan a cabo la infección inicial de las células columnares del 

epitelio  intestinal  de la  larva luego de atravesar la  membrana peritrófica,  una matriz  de 

quitina y proteínas, que se dispone a lo largo del intestino medio cuya alcalinidad (pH 10-11) 

predispone la disolución de los OB y la liberación de los ODV dentro del lumen (Slack & Arif, 

2007)  (Figura  1.2a).  Los  baculovirus  han  desarrollado  estrategias  para  debilitar  la 
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membrana peritrófica.  Una de ellas  consiste en la  liberación  de proteínas denominadas 

enhancins previamente empaquetadas dentro de los cuerpos de oclusión (Beck, 1997; Gallo 

et al., 1991; Hashimoto et al., 1991; Hoover et al., 2010; Hotchkin, 1981; Lepore et al., 1996) 

o presentes en la superficie de los ODV (Slavicek, 2005). Se trata de metaloproteasas que 

pueden llevar a cabo el clivaje de las proteínas MLP (del inglés,  mucin-like proteins) que 

unen las unidades de quitina de la membrana peritrófica. Existen además otros factores 

virales que debilitan la membrana peritrófica (Derksen, 1988; Levy et al., 2007).

Una  vez  avanzada  la  infección  mediada  por  los  ODV en  estas  células  epiteliales,  las 

nucleocápsides ingresan al citoplasma y se traslocan al núcleo donde se transcribe y replica 

el DNA viral (Figura 1.2b). El DNA genómico sintetizado se ensambla con proteínas virales 

específicas  para  formar  las  NC  en  el  núcleo.  Los  nucleocápsides  se  direccionan  a  la 

membrana citoplasmática donde se produce la brotación y los virus brotantes, responsables 

de  la  infección  sistémica  en  las  larvas  (Figura  1.2  b).  Dependiendo  de  la  especie  de 

baculovirus,  la mayoría de los tejidos dentro del  hemocele (epitelio  traqueal,  hemocitos, 

epidermis,  músculo,  cuerpo  adiposo,  etc.)  se  infectan  y  producen  BV  adicionales, 

extendiendo aún más la infección a través de la larva infectada (Engelhard  et al., 1994; 

Kirkpatrick  et  al., 1994;  Washburn  et  al., 1995).  Los  viriones brotantes  se producen  en 

cantidades sustanciales a partir de las 12-18 h p.i. (horas post infección) en cultivo celular 

(Milks  et al., 2003). Más adelante en la infección,  muchas nucleocápsides son retenidas 

dentro  del  núcleo  y,  posteriormente,  son  envueltas  por  una  membrana  derivada  de  la 

envoltura nuclear para generar los ODV (Braunagel & Summers, 2007). Estos viriones ODV 

recién envueltos en el núcleo se encierran en una matriz proteica que cristaliza para formar 

el  OB. Finalmente,  cuando el  hospedador  infectado muere los cuerpos de oclusión son 

liberados  al  medio  ambiente  (los  cuales  son  capaces  de  persistir  en  la  naturaleza), 

principalmente  en  el  suelo  y  hojarasca,  durante  largos  períodos  de  tiempo.  Esta 

permanencia  en  el  ambiente  constituye  una  fuente  de  inóculo  para  generaciones 

subsiguientes de la plaga y un medio de control  de la  densidad poblacional  del insecto 

(Kalmakoff et al., 1982).
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Figura 1.2. (a) Representación de la infección de los baculovirus en los tejidos del huésped. En el  
esquema se ilustra la etapa primaria y secundaria de la infección. La etapa primaria ocurre cuando el 
cuerpo de oclusión (OB) presente en el ambiente es ingerido por la larva comenzando un nuevo ciclo 
de infección. Cuando el OB alcanza el intestino medio se disuelve en el medio alcalino, liberando los 
ODV.  La  membrana peritrófica,  que protege a las  células epiteliales del  contacto  directo  con  el 
contenido intestinal,  es degradada por la acción de proteínas codificadas por el  virus y la célula 
hospedadora presentes en el OB, permitiendo el ingreso de los ODV en las células polarizadas del  
epitelio del intestino medio, liberando nucleocápsides al citoplasma. Después de la replicación viral y  
el ensamblaje de la nucleocápside en el núcleo (o el paso directo), las nucleocápsides se transportan 
y emergen de la membrana citoplasmática basolateral en forma de viriones brotantes. Los viriones 
BV pueden infectar algunas células directamente (células traqueales y hemocitos) o pueden circular 
en la hemolinfa,  infectando otros tejidos como el  cuerpo graso y el músculo.  Los ODV y OB se 
producen en todos los tipos de células y posteriormente se liberan cuando las células se lisan y la 
larva  se  disuelve  o  licua.  (b)  Representación  del  ciclo  de  vida  de  un  baculovirus  del  género 
Alphabaculovirus en células huésped no intestinales.  Después de la fusión y entrada de BV por 
endocitosis mediada por clatrina, es probable que los endosomas se transporten a lo largo de los 
microtúbulos. Luego de la acidificación del endosoma, se liberan nucleocápsides en el citoplasma 
(azul).  El  reclutamiento  del  complejo  Arp2/3  por  P78/83  da  como  resultado  el  inicio  de  la 
polimerización de actina que genera la fuerza propulsora para transportar las nucleocápsides por el 
citoplasma y atravesar el poro nuclear. Las NC que ingresan en el núcleo se desensamblan liberando 
el  genoma  viral  que  da  como  resultado  la  expresión  génica  viral,  la  replicación  del  DNA  y  el 
ensamblaje  de  nuevas  nucleocápsides  (azul  y  verde)  en  el  estroma  virogénico.  De  las  nuevas 
nucleocápsides, algunas están marcadas para salir del núcleo (azul) y otras para la producción de 
ODV (verde). Las nucleocápsides que salen del núcleo se observan en vesículas citoplasmáticas 
(vesículas de transporte). El transporte de nucleocápsides a la membrana plasmática podría estar 
mediada por microtúbulos, polimerización de actina o ambos. Las proteínas del complejo ESCRT 
podrían estar involucradas en la salida del núcleo, en brotación por la membrana plasmática, o en 
ambas. Las nucleocápsides destinadas a convertirse en el fenotipo viral ODV interactúan con las 
membranas  derivadas  de  la  membrana  nuclear  interna  (INM)  para  formar  los  ODV,  que 
posteriormente son ocluidos por la proteína del OB (poliedrina) para generar los cuerpos de oclusión. 
(Adaptado de: Blissard & Theilmann, 2018).

Nucleocápside

Las nucleocápsides de los ODV y BV son muy similares debido a que ambas contienen 

genomas  virales  completos  y  comparten  las  proteínas  estructurales  mayoritarias.  La 

nucleocápside (NC) está conformada por DNA superenrollado íntimamente asociado a la 

proteína P6.9 (Singh et al., 2014). Esta proteína con capacidad de unión a DNA participa en 

alto grado de la compactación que presenta el material genético viral. Por otra parte, la 

proteína VLF-1 (Ac77) (del inglés, very late factor VLF), está ubicada en la región terminal 

de la NC y tiene funciones estructurales tanto en los ODV como en los BV (Wang et al., 

2010) (Figura 1.3). Las nucleocápsides son polares: poseen una base en un extremo y una 

estructura apical tipo capuchón en el otro. Además de la proteína estructural mayoritaria de 
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la nucleocápside que posee homólogos en todos los genomas baculovirales, denominada 

VP39, existen varias proteínas minoritarias que son esenciales (Katsuma & Kokusho, 2017; 

Zhang et al., 2018). El ensamblaje de la nucleocápside en los virus generalmente se divide 

en dos pasos:  producción de proteínas de la  cápside y empaquetamiento genómico.  El 

mecanismo de ensamblaje presupuesto para las nucleocápsides en los baculovirus es el de 

un sistema dependiente de energía. En este sistema, primero se ensamblan las cápsides 

vacías, y luego el genoma es reconocido e incorporado a estas cápsides preformadas por 

bombas  impulsadas  por  ATP  (Zhao  et  al., 2019).  Dado  que  el  ensamblaje  de  la 

nucleocápside se realiza en el estroma virogénico (del inglés, virogenic stroma VS) en el 

núcleo de la célula huésped, todas las proteínas estructurales de las nucleocápsides deben 

transportarse al mismo y luego agregarse para formar las NC. El mecanismo exacto del 

transporte de las proteínas para las nucleocápsides no se ha dilucidado aún. Se sugiere que 

la proteína VP1054 es responsable de la correcta localización y de administración de las 

proteínas de la cápside (incluidas VP39, P78/83 y BV/ODV-C42) en el sitio de ensamblaje 

(Guan  et al., 2016). Además, se presume que BV/ODV-C42 interactúa con P78/83, una 

proteína asociada con la base de las nucleocápsides (Braunagel et al., 2001), para formar 

un complejo y facilitar el transporte desde el citoplasma al núcleo en las células de insectos 

(Wang  et  al., 2008).  Entre  otras  proteínas  de  importancia  que  están  presentes  en  los 

viriones se pueden citar a GP41 (Ac80), que se encuentra localizada entre la envoltura del 

virión  y  la  cápside,  constituyendo  una  estructura  denominada  tegumento  (Whitford  & 

Faulkner, 1992) que es requerida para el egreso de la nucleocápside del núcleo (Li  et al., 

2018). 

Virion brotante

Los viriones brotantes contienen una única nucleocápside y estructuralmente poseen en su 

envoltura una proteína con actividad fusogénica y mayoritaria: GP64 o GP67 (Whitford  et 

al., 1989) y/o la proteína de fusión EFP o F (Lung et al., 2002; Pearson & Rohrmann, 2002; 
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Westenberg et al., 2004). Estas proteínas se encuentran implicadas en la brotación y en el 

reconocimiento y la entrada de los BV en las células del hospedador (Hefferon et al., 1999; 

Oomens  &  Blissard,  1999).  Como  mencionamos  anteriormente,  la  proteína  GP64  se 

encuentra presente únicamente en los NPV del  grupo I,  mientras que en este grupo la 

proteína  F,  aunque  presente,  ha  perdido  aparentemente  las  funciones  asociadas  a  la 

envoltura  del  virión  (Whitford  et  al., 1989).  En  cambio,  en  los  NPV  del  grupo  II  (y 

posiblemente  en los  GV) la  proteína F desempeña las  funciones descriptas para  GP64 

(Bulach  et al., 1999; Slack  et al., 2004; Wormleaton  et al., 2003; Zanotto  et al., 1993). A 

diferencia  de  los  ODV,  la  envoltura  de  los  BV  se  adquiere  a  partir  de  la  membrana 

plasmática de la célula durante el proceso de brotación y contiene un número menor de 

proteínas virales  (Figura  1.3).  La  envoltura  del  BV de AcMNPV además de la  proteína 

mayoritaria contiene al menos seis proteínas de membrana adicionales codificadas por el 

virus en menores proporciones. Entre ellas: la proteína tipo F (Ac23), v-Ubi (Ac35), GP37 

(Ac64),  ODV-E25  (Ac94),  ODV-E18 (Ac143)  y  BV/ODV-E26 (Ac16)  (Deng  et  al., 2007; 

Wang et al., 2010). Se ha reportado que GP64 es esencial para la entrada de viriones en la 

célula hospedadora, y que ODV-E25 y ODV-E18 son esenciales para la generación de la 

partícula  viral  infectiva  (McCarthy & Theilmann,  2008;  Rohrmann,  2019;  Volkman  et  al., 

1984).  Si  bien las restantes proteínas de envoltura (Ac23,  v-Ubi,  GP37 y BV/ODV-E26) 

pueden afectar los niveles de producción de BV, no son esenciales para la producción o la 

infectividad de BV. 
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Figura 1.3. Comparación de la composición proteica de los fenotipos: virión brotante (BV) y virus 
derivado de oclusión (ODV) entre el virus de la poliedrosis nuclear múltiple de Autographa californica 
(AcMNPV) y el virus de la poliedrosis nuclear de Helicoverpa armigera (HearNPV). Las proteínas se 
anotan principalmente a partir de los análisis proteómicos (Deng  et al., 2007; Wang  et al., 2010), 
entre otros. Las proteínas se enumeran junto a las representaciones de viriones BV y ODV. Las 
proteínas  de  la  envoltura  o  asociadas  con  nucleocápsides  se  subdividen  en  grupos  que  son 
específicos del fenotipo (ODV o BV) o comunes a ambos. Las proteínas en común a AcMNPV y  
HearNPV se muestran en azul. El análisis detallado de las proteínas HearNPV (Hou  et al., 2013) 
mostró  que  algunas proteínas  se  encuentran  en  la  envoltura  y  la  nucleocápside  (indicadas con 
asteriscos), lo que sugiere que pueden ser proteínas de tegumento. Se utilizó la nomenclatura de 
AcMNPV para todas las proteínas de la figura (columna de AcMNPV o HearNPV) a menos que la 
proteína sea específica  de HearNPV,  en cuyo caso se usa el  nombre de la  proteína HearNPV. 
(Adaptado de: Blissard & Theilmann, 2018).
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Cuerpos de oclusión

Una consecuencia importante de la naturaleza cíclica de las poblaciones de insectos es que 

sus patógenos pierden el acceso a su hospedador natural, ya sea estacionalmente o por 

períodos  de  tiempo  mucho  más  largos.  Los  virus,  en  general,  han  desarrollado  varias 

estrategias  para  asegurar  su  supervivencia  hasta  que  reaparezcan  sus  anfitriones.  Por 

ejemplo, pueden quedar presentes en los huevos o en las pupas de los insectos durante el 

invierno, o pueden persistir en huéspedes alternativos, o permanecer de manera estable 

fuera del huésped en el ambiente. Aunque existe evidencia de la persistencia baculoviral 

dentro de los insectos hospedadores (Rohrmann,  2019),  la estabilidad fuera de la  larva 

hospedante  debido  a  la  encapsulación  del  virión  por  una matriz  proteica  parece ser  la 

estrategia común de todos los baculovirus.  Los miembros de la familia  Baculoviridae se 

caracterizan  por  su  presencia  en  cuerpos  de  oclusión  llamados  poliedros  para  NPV  y 

gránulos o cápsulas para GV. Los poliedros tienen aproximadamente 0.6–2 μm de diámetro, 

mientras que los gránulos tienen forma ovalada con diámetros de aproximadamente 0.2–0.4 

μm (Ackermann & Smirnoff, 1983). Los cuerpos de oclusión (OB) son altamente estables y 

pueden resistir la mayoría de las condiciones ambientales normales, lo que permite que los 

viriones mantengan su capacidad infectiva por un tiempo prolongado. Incluso, la evidencia 

sugiere que pueden sobrevivir al paso a través del tracto gastrointestinal de las aves, lo que 

puede facilitar su dispersión (Entwistle  et al., 1978; Hostetter & Bell, 1985). El cuerpo de 

oclusión consiste en una matriz cristalina compuesta de una proteína llamada polihedrina en 

NPV y  granulina  en GV.  Aunque  tienen  nombres  diferentes,  estas  dos proteínas  están 

estrechamente relacionadas.

Unas  20  horas  después  de  iniciado  el  ciclo  infectivo  el  estroma  virogénico  sufre  una 

retracción y tiene lugar la producción de ODV. El anillo nuclear se expande y el espacio es 

ocupado  por  nuevas  nucleocápsides  que  luego,  en  el  mismo  núcleo,  adquieren  una 

envoltura lipídica para convertirse en ODV. Es comprensible, por lo tanto, que la estructura 

de la  bicapa  perteneciente  a  los  ODV guarde cierta  relación con la  membrana nuclear 
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interna en cuanto a su composición lipídica (Braunagel & Summers, 1994). La membrana de 

los ODV, al igual que la de los BV, contiene varias proteínas virales integrales y asociadas 

(Figura 1.3).

Una característica destacada de los ODV dentro de los poliedros es su organización en 

agregados simples o múltiples de nucleocápsides dentro de la envoltura (Figura 1.3 y 1.4). 

Por  ejemplo,  en algunos NPV puede haber  entre 1  y  15 nucleocápsides por  envoltura, 

distinguiéndose  así  como  simples  (SNPV)  y  múltiples  (MNPV)  (Ackermann  &  Smirnoff, 

1983; Hughes & Addison,  1970). En contraste, los granulovirus GV contienen una única 

nucleocápside por envoltura, aunque en algunas excepciones se ha observado más de una 

(Falcon & Hess, 1985). 

Figura  1.4.  Micrografías  electrónicas  de  barrido  de  cuerpos  de  oclusión  de  NPV  y  GV  (Panel 
izquierdo). Panel derecho: Micrografías electrónicas de cortes ultrafinos de cuerpos de oclusión (nc: 
nucleocápside). Adaptado de Rohrmann, 2019.
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Componentes de los cuerpos de oclusión

Poliedrina/Granulina:  La polihedrina y la granulina  están estrechamente relacionadas y 

son los principales componentes estructurales de los cuerpos de oclusión (poliedrina en 

NPV y  granulina  en  GV).  La  caracterización  del  marco  de lectura  abierto  (ORF) de  la 

poliedrina  en  diferentes  especies  virales  mostraron  un  tamaño  aproximado  de  250 

aminoácidos (~30 kDa) siendo una de las proteínas virales más conservadas. Las mismas 

forman una red cristalina cúbica que encierra o rodea a los viriones (ODV) (Figura 1.4). Los 

genes ortólogos de poliedrina/granulina se encuentran presentes en los géneros  Alpha-, 

Beta-  y  Gammabaculovirus pero  no  en  los  Deltabaculovirus  (CuniNPV). 

Sorprendentemente, CuniNPV tiene una proteína del cuerpo de oclusión tres veces más 

grande que la poliedrina y no presenta homología de secuencia con la poliedrina de otros 

baculovirus (Afonso et al., 2001; Perera et al., 2006).

 

Proteína de envoltura del poliedro: El OB está rodeado por una cubierta externa llamada 

envoltura  del  poliedro  (del  inglés,  polyhedron  envelope  PE)  formada principalmente  por 

carbohidratos  asociados  a  una  fosfoproteína  de  34  kDa  (Ac131).  La  función  de  esta 

proteína denominada proteína de envoltura del poliedro (del inglés,  polyhedron envelope 

protein PEP) parece ser la de sellar la superficie de los poliedros y mejorar su estabilidad, 

ya que la deleción en esta proteína genera OB con una superficie rugosa o interrumpida y la 

envoltura  del  poliedro  parece  estar  fragmentada  o  no  existir  (Rohrmann,  2019).  En  el 

capítulo 2 se desarrollan con más detalle las características de esta proteína.

Entre los factores asociados a los OB se puede citar a la proteína Ac68, que pareciera estar 

involucrada  con la  morfogénesis  del  poliedro  ya que la  deleción de su homólogo en el 

baculovirus BmMNPV genera OB carentes de viriones (Xu  et al., 2008). La proteína P10 

(Ac137) es requerida para la correcta formación de los poliedros y cuando es fosforilada se 

la  encuentra  asociada  a  microtúbulos  (Carpentier  et  al., 2008;  Raza  et  al., 2017).  La 
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deleción de P10 en el genoma viral ocasiona la malformación de poliedros y la formación de 

una envoltura del poliedro incompleta (Gross  et al., 1994). Las proteínas VEF (del inglés, 

Viral  Enhancing  Factors  o  enhancins)  pueden  aparecer  asociadas  a  los  OB en  ciertos 

baculovirus; son metaloproteasas que en el caso de TnGV llegan a representar el 5% de la 

masa  del  OB  (Hashimoto  et  al., 1991).  Estas  proteasas  facilitan  la  infección  viral  por 

disrupción de la membrana peritrófica (MP) del hospedador (Hoover  et al., 2010; Jiang & 

Xia, 2014; Lepore et al., 1996; Ohba & Tanada, 1983).

Regulación temporal de la expresión génica

La  regulación  temporal  de  la  expresión  de  los  genes  virales  ha  sido  estudiada 

principalmente en el baculovirus modelo AcMNPV. En este virus la expresión tiene lugar en 

forma de cascada, en la cual la expresión de los genes en una determinada etapa requiere 

la  presencia  de  los  productos  génicos  de  la  etapa  anterior.  La  expresión  genética  del 

baculovirus puede ser dividida en tres fases temporales: fase temprana, tardía y muy tardía 

(Tabla 1.1) (Rohrmann, 2019; Romanowski & Ghiringhelli, 2001). 
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Tabla 1.1. Etapas en la infección con NPV. La expresión de los genes de los baculovirus ocurre en 
forma de cascada (factores codificados en una etapa son necesarios para el desarrollo en las etapas 
posteriores) y se divide en tres etapas: temprana, tardía y muy tardía. La transcripción de genes 
tempranos depende de la RNA polimerasa celular aunque, con la excepción de los genes inmediatos,  
requiere de factores adicionales codificados por el virus. La replicación del DNA es un requisito para  
la expresión de genes tardíos y muy tardíos, los cuales se transcriben utilizando la RNA polimerasa 
viral. (Adaptado de: Romanowski & Ghiringhelli, 2001).

Genes tempranos

Los  genes  tempranos  pueden  subdividirse  en  dos  categorías:  tempranos  inmediatos  y 

tempranos retrasados (genes α y β). Ambos son transcriptos por la RNA polimerasa II de la 

célula huésped. Los genes α y β difieren en sus promotores y en las secuencias activadoras 

a distancia (del inglés, enhancers). Los genes tempranos inmediatos son expresados dentro 

de los 30 min post infección una vez que el DNA viral ha alcanzado el núcleo (Chisholm & 
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Henner, 1988). Los genes tempranos retrasados requieren de la unión de transactivadores 

virales  (sintetizados  previamente)  a  los enhancers para  alcanzar  niveles  máximos  de 

expresión. Los promotores de estos genes se asemejan a los promotores de los genes del 

huésped: tienen un motivo TATA box típico y un sitio de inicio de la transcripción CAGT que 

se  ubica  25-31  pb  downstream del  motivo  TATA box y  son  reconocidos  por  extractos 

nucleares de células no infectadas (Hoopes & Rohrmann, 1991). La secuencia CAGT está 

involucrada en la eficiencia del inicio de transcripción, probablemente influyendo sobre la 

afinidad por el factor de transcripción TFIID (Pullen & Friesen, 1995). En la fase temprana 

inmediata la transcripción es llevada a cabo por la RNA polimerasa II del hospedador. Los 

principales genes de fase temprana inmediata incluyen ie-1, ie-0 e ie-2 y subunidades de la 

polimerasa propia del baculovirus. 

Replicación

La replicación del DNA se produce en el núcleo de la célula infectada, el virus expresa sus 

propios genes para este proceso durante la etapa temprana. Los elementos que actúan en 

cis requeridos para la replicación (origen de replicación u ori) han sido identificados por el 

análisis  de genomas defectivos obtenidos luego de varios  pasajes  virales  en cultivo  de 

células  de  insecto  (Kool  et  al., 1994;  Lee  &  Krell,  1994)  y  por  ensayos  de  replicación 

transitorios  (Leisy  &  Rohrmann,  1993;  Pearson  et  al., 1993).  La  actividad  del  ori fue 

encontrada en los baculovirus por estar asociada con las regiones homólogas (del inglés, 

homologous  region,  hr)  (Lu & Miller,  1995).  Las  hr contienen  secuencias  palindrómicas 

interespaciadas con repeticiones directas cortas capaces de formar estructuras secundarias 

y se encuentran dispersas a lo largo del genoma del baculovirus. Estas secuencias también 

pueden actuar como enhancers transcripcionales (Friesen, 1997). La presencia de las hr es 

una característica común de los baculovirus, sin embargo, no todo está aclarado acerca de 

ellos (Berretta & Romanowski, 2008). Además de los ori tipo hr, se identificaron secuencias 

no-hr con actividad ori  mediante  ensayos  de replicación  transitoria  en los  genomas del 

nucleopoliedrovirus  de  Orgia  pseudotsugata  (Pearson  et  al., 1993),  de  Autographa 
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californica (M.  Kool  et  al., 1994),  de  Spodoptera  exigua  (Heldens  et  al., 1997)  y  de 

Spodoptera litura (Huang & Levin, 1999). Estos ori, llamados de tipo no-hr, carecen de las 

secuencias palindrómicas o repeticiones encontradas en los  ori tipo hr.  Los  ori no-hr de 

diferentes baculovirus no tienen homología estructural entre ellos ni semejanza con los ori 

tipo hr en el mismo genoma. Sin embargo, poseen elementos básicos que se encuentran en 

el consenso de los  ori eucariotas tales como múltiples repeticiones invertidas y directas, 

palíndromes y secuencias ricas en AT (DePamphilis, 1993). A diferencia de los ori tipo hr, la 

presencia y distribución de motivos de estructura secundaria dentro de las secuencias ori 

no-hr es probablemente más importante para la actividad que la secuencia primaria en sí 

misma.  Los  elementos  que  actúan  en trans requeridos  para  la  replicación  del  DNA 

baculoviral  incluyen,  entre otros, la DNA polimerasa viral  (dnapol), p143 (helicasa), lef-1 

(DNA primasa) y  lef-2,  cuatro genes que han sido encontrados en todos los baculovirus 

secuenciados hasta el  momento (Herniou  et al., 2003).  Se han identificado cinco genes 

esenciales (p143, ie-1, lef-1, lef-2, y lef-3) y cinco genes estimulantes de la replicación del 

DNA (dnapol, p35, ie-2, lef-7, y pe38) en AcMNPV (Crouch & Passarelli, 2002). En ensayos 

de replicación transitoria, los plásmidos con hr replican a una alta tasa (Leisy & Rohrmann, 

1993). En otros estudios, un plásmido basado en el pUC, sin ninguna secuencia viral  ori, 

replica en células de insectos infectadas formando concatémeros y/o integrándose en el 

genoma viral (Wu et al., 1999). Estas observaciones sugieren un mecanismo de replicación 

de  DNA  tipo  círculo  rodante,  mientras  que  Kool  et  al., (1995)  sugieren  una  posible 

combinación de los mecanismos de círculo rodante y tipo theta. Oppenheimer & Volkmann 

(1997)  fueron  capaces  de detectar  múltiples  fragmentos  de  genoma de  una  unidad  de 

longitud en proceso de replicación, sugiriendo que AcMNPV replica en una manera cabeza-

cola vía un mecanismo de círculo rodante.
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Genes tardíos y muy tardíos 

Entre las 8 y las 24 h p.i. ocurre la transcripción y expresión de genes tardíos (o genes γ), la 

producción de proteínas estructurales y la formación de BV. Estos genes, así como también 

los genes muy tardíos (o genes δ), tienen un sitio de inicio de la transcripción invariante y 

universal (A/G/T)TAAG y son transcriptos por la RNA polimerasa codificada por el propio 

virus,  la  cual  es  insensible  a  la  α-amanitina,  a  diferencia  de su homóloga  en  la  célula 

huésped. Además, en estudios de expresión transitoria se demostró que dieciocho genes de 

AcMNPV son esenciales para lograr niveles de expresión óptimos de un gen indicador bajo 

el control de promotores tardíos y muy tardíos (vp39, p6.9, polh, p10) (Lu & Miller, 1995). En 

la fase tardía se expresan, entre otros, aquellos genes que codifican proteínas estructurales 

dando comienzo a la etapa de ensamblaje de nucleocápsides (NC) en el núcleo de la célula 

infectada (Fraser, 1986). La expresión génica muy tardía comienza alrededor de las 18-24 h 

p.i. y se caracteriza por un dramático incremento de la transcripción y expresión de genes 

muy tardíos, y la reducción de la transcripción de genes tardíos. En los promotores muy 

tardíos, a diferencia de los tardíos, el nivel de expresión no depende del contexto inmediato 

en  el  que  se  encuentra  la  secuencia  TAAG sino  de  una  secuencia  denominada burst 

sequence que se localiza entre el sitio de inicio de la transcripción y el codón de inicio de la 

traducción. En los promotores muy tardíos esta secuencia es rica en AT e influye en la 

actividad  del  promotor.  Esta  región  interactúa  con  proteínas  celulares,  las  cuales  son 

imprescindibles para asegurar altos niveles de transcripción de genes tales como poliedrina 

(polh)  o granulina (gra),  p10 y otros que codifican proteínas necesarias para formar los 

cuerpos de oclusión (Braunagel et al., 1997). El producto del gen p10 está asociado con la 

formación de extensas estructuras fibrilares en el núcleo y citoplasma de células infectadas 

(Quant-Russell  et  al., 1987;  Van  Der  Wilk  et  al., 1987).  Dado  que polh y  p10  no  son 

necesarias para la transmisión de baculovirus en cultivo celular y que se expresan en altos 

niveles  durante  la  infección,  sus  promotores  han  sido  utilizados  para  el  desarrollo  de 

vectores de expresión. 
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Manejo integrado de plagas

El control de insectos plaga en el mundo agrícola ha sido históricamente integral, hasta que 

se generalizó  el  uso de los insecticidas  sintéticos.  En ese momento,  la  mayoría de los 

entomólogos  creyó  que  el  problema  de  las  plagas  se  iba  a  resolver  de  una  manera 

definitiva. Sin embargo, luego de los primeros años posteriores a la síntesis y el uso masivo 

de  los  insecticidas  químicos,  comenzaron  a  surgir  varios  problemas  entre  los  que  se 

destacan  la  resistencia  de  los  insectos  a  los  insecticidas,  el  surgimiento  de  plagas 

secundarias (que antes de la aplicación del insecticida no ocasionaban daños importantes) 

y el abatimiento de poblaciones de aves y mamíferos que forman parte de las cadenas 

tróficas. Junto con estos impactos negativos para la estabilidad ecológica se empezaron a 

detectar perjuicios a la salud humana. De esta forma, con el tiempo comenzó a formarse 

una conciencia  ecológica  colectiva  y  se  inició  una discusión que dio  como resultado la 

primera conceptualización del manejo integrado de plagas (MIP). El MIP tiene como objetivo 

proteger al máximo las cosechas, al menor costo y con el mínimo riesgo al hombre, los 

ecosistemas y la biósfera.

Como sistemas de biocontrol el MIP puede incluir el:  

• Control del fitoparásito (control químico, físico, mecánico y legal).

• Manejo de los niveles tróficos (control biológico).

• Manejo del hospedante (control genético, cultural y legal).

El control biológico de plaga puede definirse como la regulación de una especie que ha 

adquirido la categoría de plaga por otro organismo vivo que es introducido al ambiente de 

manera exógena. Los insectos, aparte de sus predadores naturales, tienen como enemigos 

muchos patógenos  naturales  que  incluyen  bacterias,  hongos,  nematodos y  virus.  Estos 

microorganismos,  cuando son administrados artificialmente,  pueden controlar  de manera 
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efectiva la  población  de la  plaga,  incluso de manera permanente,  si  es que la  especie 

patógena  logra  establecerse  de  forma  estable.  El  control  biológico,  además,  reduce  la 

exposición  de  los  trabajadores  del  campo  a  agroquímicos  peligrosos  y  disminuye  la 

contaminación ambiental y de los alimentos elaborados con estos productos. La utilización 

de insecticidas microbianos es probablemente el método de control biológico más difundido 

y económico.     

A  pesar  de  que  se  conocen  unas  15  familias  diferentes  de  virus  capaces  de  infectar 

insectos, los pertenecientes a la familia de los baculovirus han sido los más utilizados como 

bioinsecticidas (Haase et al., 2015). Estos virus son altamente específicos, con frecuencia 

limitados a una única especie hospedadora, lo que supone ventajas en relación al nivel de 

bioseguridad  y  alteración  del  nicho  ecológico.  En  un  comienzo,  los  tiempos  de  acción 

relativamente  lentos,  que  condujeron  a  los  usuarios  (acostumbrados  a  los  insecticidas 

químicos  de  rápida  acción)  a  catalogarlos  de  inefectivos  y  las  dificultades  técnicas  y 

económicas  limitaron  la  expansión  comercial  y  la  aplicación  a  gran  escala  de  los 

baculovirus.  Sin  embargo,  la  actitud  de  desconfianza  fue  revirtiendo  y  la  aplicación  de 

baculovirus comenzó a ser una alternativa atractiva para la protección de cultivos a largo 

plazo. Hasta la fecha, el proyecto más exitoso ha sido el implementado en Brasil, con la 

administración del baculovirus AgMNPV a más de dos millones de hectáreas de cultivos de 

soja  (Moscardi,  1989,  1999).  Este proyecto  ha revitalizado el  interés en los baculovirus 

como bioinsecticidas y gradualmente muchos países de América Latina han incrementado 

sus líneas de investigación en el tema (Tabla 1.2) (Cherry & Williams, 2001; Haase et al., 

2015; Saxena, 2008).

En nuestro país, durante la campaña 2003 se realizó en el  Valle Inferior del Río Negro 

(Prov. de Río Negro), la primera experiencia de control de la plaga de manzanos y perales 

“carpocapsa” (Cydia pomonella)  mediante el  uso del granulovirus  homónimo (CpGV).  El 

producto utilizado fue Carpovirus Plus, registrado en la Argentina por el INTA (Resolución 

ex-SAGPyA  N°1.269).  Durante  más  de  7  años,  se  desarrolló  un  trabajo  intensivo  y 
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sostenido de evaluación de la eficacia de control en las distintas regiones productoras de 

nuestro país. Dados los resultados positivos de su aplicación, su uso sigue en aumento. 
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Lepidópteros plagas de interés agronómico 

Anticarsia gemmatalis

La  "oruga  de  leguminosas",  Anticarsia  gemmatalis (Lepidoptera:  Noctuidae),  es  un 

lepidóptero  noctuido  nativo  de  América.  En  nuestro  país,  se  encuentra  en  el  Norte,  la 

Mesopotamia  y  la  región  Pampeana.  Las  mayores  infestaciones  se  producen  en  las 

provincias de Córdoba y Santa Fé (Iannone, 2007). Esta observación resulta coincidente 

con la mayor área sembrada de soja, su planta predilecta. Además, puede encontrarse en 

maní, alfalfa, poroto y otras plantas diferentes a leguminosas que incluyen algodón, trigo, 

lino y algunas hortalizas. Esta plaga es infectada por un nucleopoliedrovirus (AgMNPV), el 

cual  es  ampliamente  utilizado  como  bioinsecticida  en  Brasil  y  Paraguay,  habiéndose 

realizado aplicaciones experimentales en Argentina, Bolivia y Uruguay (Levy  et al., 2007; 

Moscardi, 1999; Oliveira et al., 2006).

Autographa californica

El  "gusano  gris  de  alfalfa",  Autographa  californica (Lepidoptera:  Noctuidae),  es  un 

lepidóptero noctuido ampliamente distribuido en Estados Unidos y el norte de México. Las 

larvas  se alimentan  de hojas  de  más de 50  géneros  de  plantas  herbáceas  y  arbustos 

leñosos; las legumbres como la alfalfa y el trébol son huéspedes comunes (Pogue, 2005). El 

virus  de  la  poliedrosis  nuclear  múltiple  de Autographa  californica  (AcMNPV)  posee  un 

amplio espectro de infección. Este virus ha sido aislado del gusano gris de la alfalfa en la 

década del 70 y se han registrado 31 especies del orden Lepidoptera susceptibles al mismo 

(Granados & Federici, 1986; Vail  et al., 1971). A su vez, la gran mayoría de los estudios 

detallados sobre biología del baculovirus se han centrado en este baculovirus deviniendo 

como virus modelo y como vector de expresión. Esto ha sido estimulado por su capacidad 

de  replicar  en  células  de  insecto  de  Spodoptera  frugiperda  (Vaughn  et  al., 1977)  y 
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Trichoplusia ni (Hink, 1970). Posteriormente, el desarrollo del sistema bácmido, que permitió 

la  producción  de  baculovirus  recombinantes  mediante  la  transposición  de  plásmidos 

recombinantes  en  el  genoma  de  AcMNPV  incorporado  en  un  cromosoma  bacteriano 

artificial,  habilitó  la  manipulación  del  genoma de AcMNPV en  bacterias  (Luckow  et  al., 

1993). La adaptación de esta tecnología para realizar deleciones y mutaciones dirigidas a 

genes esenciales de los baculovirus proporcionó un método para el estudio de la biología de 

AcMNPV (Je et al., 2001).

Spodoptera frugiperda

La  “oruga  cogollera”,  Spodoptera  frugiperda (Smith)  (Lepidoptera:  Noctuidae),  es  una 

especie polifitófaga nativa del trópico, con amplia distribución geográfica, desde Argentina y 

Chile,  hasta  el  sur  de  Estados  Unidos.  En  maíz,  prefiere  hojas  y  brotes  tiernos, 

especialmente  los  cogollos.  Entre  los  cultivos  frecuentemente  atacados  se  destacan  el 

algodón, el sorgo, la soja, el girasol y el maíz (Polanía et al., 2007). Es la plaga principal del 

noroeste y noreste argentino (Willink  et al., 1994). Los maíces de siembra tardía son los 

más afectados y se requieren hasta 3 aplicaciones de insecticidas para controlar la plaga 

(Sosa, 2002). Las larvas son activas de noche y de día, atacan a la planta de maíz actuando 

como cortadoras, defoliadoras y cogolleras según el momento de su desarrollo, produciendo 

daños directos cuando se alimentan de los granos de la espiga (Willink et al., 1994).

Baculovirus  recombinantes  para  la  expresión  de  proteínas 
heterólogas 

Dado que los genes polh  y p10 no son necesarios para la transmisión de baculovirus en 

cultivo  celular  y  que  poseen  altos  niveles  de  expresión  durante  etapas  tardías  de  la 

infección, sus promotores han sido ampliamente utilizados para el desarrollo de vectores de 

expresión.  La  región  codificante  de  estos  genes  puede  ser  reemplazada  por  genes 

exógenos  o  heterólogos  que resultan en altos  niveles  de producción  de la  proteína de 
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interés  (Van Oers  et  al., 2015;  Vlak  et  al., 1990).  Se ha desarrollado  una variedad de 

mejoras tecnológicas que simplificaron los procedimientos tediosos para generar y aislar los 

virus recombinantes y convirtieron al sistema de expresión basado en baculovirus en un 

método seguro y de fácil manipulación (Fabre et al., 2019; Haase et al., 2015; Kost  et al., 

2005).  Además,  los  baculovirus  han  sido  utilizados  para  el  desarrollo  de  estrategias 

basadas en la exposición de péptidos y proteínas de interés en la superficie viral, así como 

para la transducción de células de mamífero utilizando diferentes construcciones génicas. 

Estos tópicos serán desarrollados más adelante.

Vectores virales para la inmunización y terapia génica

De  manera  paralela  al  control  biológico,  se  ha  estudiado  el  segundo  fenotipo  en  los 

baculovirus: los viriones brotantes. La capacidad de los mismos de replicar en cultivo celular 

de insectos (Goodwin et al., 1970), convirtió a los baculovirus en una herramienta eficaz de 

ingeniería genética para el estudio y desarrollo de un sistema de expresión de proteínas 

recombinantes (del inglés, baculovirus expression vector system BEVS) (Smith et al., 1983). 

En la  década de 1990 se demostró  que el  genoma baculoviral  es capaz de transducir 

células de mamífero y expresar de forma transitoria las proteínas recombinantes que se 

encuentran bajo la influencia de un promotor fuerte y activo en estas células, como, por 

ejemplo,  el  promotor del gen temprano ie1 del  citomegalovirus humano (CMV-IE),  entre 

otros. El genoma viral en la célula de mamífero es degradado en los días sucesivos y es 

incapaz de integrarse en el genoma celular exceptuando la condición en la que se aplica 

externamente una presión de selección (Boyce & Bucher, 1996;  Carbonell  et al., 1985). 

Actualmente se reconoce la capacidad de los baculovirus de transducir líneas celulares de 

vertebrados  tanto  in  vivo como  in  vitro existiendo  una  lista  de  células  permisivas  muy 

extensa (Kost & Condreay, 2002), incluyendo células madres (Airenne et al., 2010; Ho et al., 

2005; Lin et al., 2010). El virus de la poliedrosis nuclear múltiple de Autographa californica 

(AcMNPV) es el más utilizado en el ámbito de la terapia génica, con un genoma de 134 kpb, 
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con una nucleocápside de un tamaño de 15-40 x 200-300 nm y con capacidad de transducir 

un amplio espectro de células de mamífero (Makkonen et al., 2015; Makkonen et al., 2013). 

Es  importante  señalar  que  el  mecanismo  exacto  de  transducción  en  estas  células  se 

continúa  investigando.  Sin  embargo,  para  ciertos  tipos  celulares  la  eficiencia  de 

transducción  es  baja  comparada  con  otros  vectores  virales,  es  por  ello,  que  se  han 

diseñado estrategias para mejorar esta capacidad en los baculovirus. Una de ellas, plantea 

el  uso  del  virus  de  la  estomatitis  vesicular  (VSV)  un  rhabdovirus  oncolítico  cuya 

glicoproteína G (VSV G) ha sido ampliamente utilizada para pseudotipar virus terapéuticos 

(Kolangath et al., 2014). En los próximos capítulos se ahondará en este tema.

En cuanto a la bioseguridad de los baculovirus como bioinsecticidas y vectores virales en 

seres humanos se realizaron estudios en los cuales se incorporan cuerpos de oclusión (OB) 

en la dieta alimenticia de personas voluntarias y se demostró que no existe una respuesta 

inflamatoria, o alergia o efectos secundarios luego de 5 días post ingestión (Heimpel et al., 

1973).  Estos  estudios  se han extendido  a  diferentes  modelos  animales  para evaluar  la 

citotoxicidad,  irritación  de  la  piel,  entre  otros,  y  en  todos  los  casos  no  se  observaron 

respuestas adversas (Jin et al., 2008; Kost & Condreay, 1999). Esta evidencia, sumada al 

hecho de que hasta la fecha no se ha reportado la infección en algún organismo fuera del 

filo Arthropoda es que se los clasifica como un producto bioseguro para su aplicación en el 

desarrollo  de  bioinsecticidas,  vacunas  de  DNA,  inmunoterapia  (Provenge®),  y  terapia 

génica (Fabre  et al., 2019; Haase  et al., 2015). Actualmente este sistema es considerado 

una de las  herramientas más eficientes  para el  desarrollo  de ciencia  básica  y  para las 

grandes empresas farmacéuticas en el área de vacunología y terapia génica. A la fecha, 

existen  nueve  productos  comercializados  internacionalmente  desarrollados  con  la 

tecnología BEVS y muchos más se encuentran en la fase de desarrollo y/o ensayos clínicos 

(Cox, 2012; Fabre et al., 2019).
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El  presente  trabajo  doctoral  plantea  generar  estrategias  y  avances  para  el  diseño  y 

aplicación  del  sistema BEVS.  Nos  centraremos en mejorar  la  plataforma de  células  de 

insecto  mediante  modificaciones  genéticas  que  permitan  complementar  en  trans a  los 

baculovirus  salvajes  con  proteínas  recombinantes  y,  de  esta  manera,  obtener  virus 

decorados en su superficie.  A su vez, también generar células de insecto que permitan 

mejorar  el  proceso  de  purificación  para  favorecer  el  estudio  y  producción  de  proteínas 

recombinantes, más específicamente para el desarrollo de vacunas VLP (del inglés,  Virus 

Like Particles). Los resultados de este trabajo podrían además tener implicancia en otros 

campos relacionados con la producción de proteínas en cristales para su estabilización o 

para su acción con fines terapéuticos, permitiendo la liberación sostenida de la proteína 

fusionada durante largos períodos de tiempo dentro de un organismo.
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Objetivos

Objetivo general

Desarrollo  de  herramientas  aplicadas  al  mejoramiento  de  los  baculovirus  como 
plataforma biotecnológica para el cuidado del ambiente y la salud humana. 
Se planea obtener líneas celulares de insecto monoclonales que expresen 
proteínas recombinantes para su final incorporación en los dos morfotipos 
baculovirales:  en  los  cuerpos  de  oclusión  para  el  desarrollo  de 
bioinsecticidas y en los viriones brotantes para el  desarrollo  de terapias 
génicas.

Objetivos específicos

Análisis  bioinformático  predictivos  para  evaluar  el  efecto  de  la  inserción  de 
polipéptidos en la proteína estructural del cuerpo de oclusión PEP (proteína 
de la envoltura poliédrica) del baculovirus AgMNPV.

Desarrollo de líneas celulares que expresen proteínas quiméricas producto de la 
fusión  de  una  proteína  estructural  del  cuerpo  de  oclusión  (PEP)  de 
AgMNPV con proteínas candidatas para su uso como bioinsecticida.

Producción de cuerpos de oclusión del baculovirus y evaluación de los parámetros 
bioinsecticidas  de  los  cuerpos  de  oclusión  que  contienen  proteínas 
quiméricas en su estructura.

Desarrollo  de  líneas  celulares  que  permitan  mejorar  el  sistema  de  expresión 
Baculovirus-células  de  insecto  para  el  desarrollo  de  vacunas  y  terapias 
génicas.

Evaluación de la eficiencia en la transducción de los viriones brotantes mejorados 
en células tumorales de mamíferos.
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Introducción    

Como se ha mencionado en la introducción general, los baculovirus se dividieron en dos 

grandes  grupos  según  la  morfología  de  sus  cuerpos  de  oclusión  (OB):  los 

nucleopoliedrovirus (NPV) y los granulovirus (GV). Actualmente la familia viral es dividida en 

cuatro géneros:  Alphabaculovirus,  comprendiendo a los NPVs que infectan lepidópteros; 

Betabaculovirus, agrupando a los GV que infectan lepidópteros; Gammabaculovirus, con los 

NPV que infectan himenópteros (avispas); y finalmente,  Deltabaculovirus, que comprende 

temporalmente a un único NPV que infecta dípteros (mosquitos). Los OB de los NPV se 

denominan “poliedros” ya que esta es la forma que adoptan los cristales, mientras que los 

cristales ovoides de los GV se denominan “gránulos”. Siguiendo con esta nomenclatura, la 

proteína  mayoritaria  de  los  poliedros  se  conoce  como  “poliedrina”  (POLH)  y  la  de  los 

gránulos  como “granulina”,  ambas con un peso molecular  aproximado de 30 kDa.  Una 

diferencia  importante  es  que  los  poliedros  ocluyen  varios  virus/viriones  derivados  de 

oclusión (ODV), mientras que los gránulos ocluyen un único virión (Jehle et al., 2006; Slack 

&  Arif,  2007).  Los  baculovirus  son  especialmente  atractivos  como  agentes  de  control 

biológico debido a su estrecho rango de huéspedes y a la larga persistencia en el ambiente. 

En el suelo y follage, los baculovirus se encuentran como OB recubiertos por una envoltura 

denominada envoltura del poliedro (del inglés,  polyhedron envelope PE). La misma está 

compuesta  de  carbohidratos  y,  principalmente,  de  la  proteína  de  envoltura  de  poliedro 

(PEP)  también conocida como PP34,  una fosfoproteína de 34 kDa que forma múltiples 

láminas  alrededor  de los  OB representando  aproximadamente  un tercio  de su volumen 

(Sajjan & Hinchigeri, 2016). Se observó que la deleción del gen que codifica para la proteína 

PEP (pep) genera cuerpos de oclusión con una apariencia porosa, sin la envoltura completa 

y poco resistentes (Gross et al., 1994; Sajjan & Hinchigeri, 2016) (Figura 2.1). Es importante 

destacar  que las características de la  proteína de la  envoltura  (Chiu  et  al., 2012) y las 

razones que subyacen a su papel en la estabilidad de los OB en el ambiente siguen siendo 

aún desconocidas. 
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Figura 2.1.  Comparación de la estructura de los cuerpos de oclusión con y sin la proteína PEP 
(flechas  negras).  Micrografía  generada  mediante  microscopía  electrónica  de  barrido  SEM (A)  y 
microscopía de fuerza atómica AFM (B) de los OB de BmMNPV. Adaptada de Sajjan & Hinchigeri, 
2016.

Los primeros estudios realizados por Minion y col. (1979), permitieron separar la envoltura 

poliédrica de las proteínas de la matriz y nucleocápsides. Los análisis espectrofotométricos 

y la tinción histoquímica demostraron que la envoltura estaba compuesta de carbohidratos; 

contenía 60,9% (p/p) de hexosa, 29,1% (p/p) de pentosa y cantidades significativas de ácido 

urónico 8,4% (p/p) y hexosamina 1,6% (p/p), con nulo contenido proteico. Whitt  & Manning 

(1988), fueron los primeros en determinar la existencia de una fosfoproteína en la envoltura 

del  poliedro,  la  cual  podría  estar  asociada  a  la  poliedrina  por  enlaces  disulfuro  que 

involucran a los residuos cisteína al demostrar que PEP es sensible al tratamiento con el 

compuesto  dodecilsulfato  sódico  (SDS)  y  un  agente  reductor.  Además,  evaluaron  la 

localización subcelular de esta proteína en el transcurso de la infección, observando que 

comenzaba  a  acumularse  a  las  15 h  p.i.  y  que  se localizaba  en  el  núcleo  celular.  En 

contraste,  Gombart y col. (1989),  establecieron por inmunofluorescencia  que la proteína 

PEP se localiza tanto en el citoplasma como en el núcleo (entre las 24 y 60 h p.i.) con un 

incremento progresivo en el citoplasma durante el ciclo infectivo. El aumento de la marca 

fluorescente lo asocian a varios factores. Por un lado, a la producción continua de PEP con 
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una baja tasa en el transporte hacia el núcleo ó por el contrario, al aumento del volumen del 

núcleo a expensas de una disminución del volumen del citoplasma (concentrando así su 

contenido)  o  a  una  combinación  de  ambos.  Por  su  parte,  Zuidema  y  col.  (1989), 

demostraron una colocalización entre la proteína PEP y los espaciadores electrón-densos 

(del  inglés,  electron-dense  spacers)  hipotetizando  que  estas  estructuras  podrían  ser  el 

nacimiento de la envoltura (MacKinnon et al., 1974). A su vez, dado que estos espaciadores 

electrón-densos  a  menudo  se  encuentran  asociados  con  estructuras  fibrilares  y  estas 

estructuras contienen a la proteína viral P10, se comenzó a estudiar la relación entre PEP, 

P10 y la formación de la envoltura del poliedro (Van der Wilk & Vlak, 1987). La proteína viral 

P10 es un componente abundante en las estructuras fibrilares que se encuentran tanto en 

el núcleo como en el citoplasma y la cual se expresa en etapas muy tardías de la infección. 

Lee  y col.  (1996), analizaron tejidos de larvas infectados y determinaron que existe una 

continuidad progresiva entre las estructuras fibrilares nucleares, los espaciadores electrón-

densos y la envoltura del poliedro en desarrollo. Además, P10 y PEP colocalizan con estas 

estructuras lo que sugiere que ambas son requeridas en el ensamblaje de la envoltura. Sin 

embargo, existe controversia en este punto, ya que se asociaba la colocalización a una 

reactividad  cruzada  entre  el  anticuerpo  anti-PEP  y  las  estructuras  fibrilares  y,  por 

consiguiente,  sería incorrecto establecer  que PEP colocaliza  con estas estructuras  (van 

Lent  et al., 1990). Independientemente de la interpretación, en los estudios posteriores en 

los se utilizaron los anticuerpos anti-P10 y los mismos anticuerpos anti-PEP se confirmó que 

tanto los espaciadores electrón-densos como las envolturas de poliedro en las larvas de 

OpMNPV contienen ambas proteínas (Gross et al., 1994). Esas observaciones sugieren que 

las estructuras fibrilares, donde normalmente se forman los espaciadores electrón-densos, 

están asociados al ensamblaje de la envoltura del poliedro. Los mutantes en el gen de la 

poliedrina  muestran  una  desregulación  de  la  síntesis  o  ensamblaje  de  proteínas 

normalmente involucradas en la formación de la envoltura. Sin embargo, la expresión de 

P10 y PEP no se vio afectada, lo que indica que los eventos de desregulación ocurren solo 

en la etapa de ensamblaje.  Es decir, los espaciadores electrón-densos y las estructuras 
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fibrilares  continúan  formándose  pero,  debido  a  la  falta  de  poliedros,  estas  estructuras 

terminan ensamblandose sobre sí mismas (Lee et al., 1996).

Figura 2.2. Inmunomarcación con partículas de oro coloidal utilizando un microscopio electrónico de 
transmisión (TEM) en tejidos de la larva de  S. frugiperda  infectadas con AcMNPV salvaje (panel 
izquierdo) y con el virus AcMNPV(PH-) deficiente en la proteína POLH (panel derecho). Adaptado de 
Lee et al., 1996.

Por  otro  lado,  los  estudios  respecto  a  la  capacidad  insecticida  mejorada  de  poliedros 

deficientes en la envoltura del poliedro también han generado discordancia.  Ignoffo y  col. 

(1995), mostraron que la interrupción del marco de lectura abierto (del inglés, open reading 

frame  ORF) del gen  pep con la incorporación del  gen  lacZ produce virus mutantes con 

mayor capacidad insecticida en larvas de Trichoplusia ni. Este aumento en la infectividad lo 

explican proponiendo que la presencia de una envoltura porosa, no completamente cerrada, 

permitiría una rápida liberación de los cuerpos derivados de oclusión (ODV) en el intestino 

medio  de  larva,  y  como  consecuencia,  el  inicio  de  la  infección  se  vería  acelerado  en 

comparación con el virus salvaje. En cambio, Bianchi et al., 2000, no observó diferencias en 

la velocidad de infección con el virus deficiente en PEP en larvas de  Spodoptera exigua. 

Este estudio, sugirió que la eficiencia de la liberación de ODV en el intestino medio larval no 

Página 60



Cap. 2: Estudio bioinformático de la proteína de envoltura del poliedro, PEP          Ma. Laura Fabre - Tesis doctoral 

sería un factor limitante en el tiempo de infección. Finalmente, Lua y col. (2003), estudiando 

la  sensibilidad  de los  OB al  tratamiento  con SDS determinaron  que la  integridad  de la 

envoltura del poliedro es vital para la actividad biológica de los mismos, ya que asegura la 

retención de viriones, que de otra forma serían expulsados y perdidos previo al inicio de la 

infección. Lo interesante de este trabajo, fue que demostraron que los poliedros producidos 

in vitro son muy sensibles al tratamiento con SDS, con un 80% de los poliedros dañados 

incluso con exposición al detergente por tiempos cortos (5 minutos). Por el contrario, solo el 

20%  de  los  poliedros  producidos  in  vivo mostraron  evidencia  de  daño  al  SDS.  Esta 

diferencia entre fenotipos, no la asocian a posibles mutaciones en el gen de pep debido a 

que el fenotipo se observa en el segundo pasaje en cultivo celular y logra revertirse con un 

único pasaje en larvas susceptibles. Se requiere mayor investigación para establecer si el 

cambio se debe a una diferencia en el perfil de expresión de genes virales clave o debido a 

un entorno intracelular inadecuado, como, por ejemplo, la disponibilidad de azúcares clave 

para la formación de la envoltura del poliedro.

En la década que siguió, el estudio de la proteína de envoltura pareció estancarse y los 

esfuerzos  fueron  direccionados  al  estudio  de  la  proteína  P10  (Carpentier  et  al., 2008; 

Graves  et al., 2019). Más recientemente se publicaron dos trabajos sobre PEP.  Li y col. 

(2015),  quienes  determinaron  que  el  extremo  N-terminal  de  PEP  es  suficiente  para  la 

formación de la envoltura del poliedro, y que no es posible complementar un virus deficiente 

en PEP con proteínas homólogas. Por otro lado, Sajjan & Hinchigeri (2016), analizaron en 

profundidad la estructura del poliedro por microscopía de fuerza atómica y establecieron 

que la envoltura ocupa el 30% del OB y que se organiza en múltiples láminas de PEP a las 

cuales relacionaron directamente con el rol de protección en el ambiente.

Un estudio tridimensional de PEP es esencial para comprender en detalle su función a nivel 

molecular  y  proporcionar  la  información  necesaria  para  el  desarrollo  de  las  estrategias 

experimentales de aplicación encaradas en este trabajo de tesis. La aplicación de técnicas 

bioinformáticas  para  este  fin  es  de  gran  utilidad  siendo  las  técnicas  ampliamente 
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reconocidas en el ámbito científico.  En este primer capítulo se analiza a la proteína de 

envoltura  del  poliedro  PEP  del  virus  de  la  poliedrosis  nuclear  múltiple  de  Anticarsia 

gemmatalis (AgMNPV) perteneciente al género más amplio de la familia Baculovirideae, los 

Alphabaculovirus. En este capítulo se busca actualizar la caracterización de la proteína PEP 

realizando un análisis bioinformático descriptivo que permitirá obtener información de su 

estructura primaria, secundaria y terciaria con herramientas de libre acceso desarrolladas 

en los últimos años. 
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Objetivos específicos

   

● Análisis  de las regiones conservadas por alineamiento múltiple de la proteína de 

envoltura del poliedro PEP de los Alphabaculovirus.

● Análisis filogenético de la proteína de envoltura del poliedro PEP para los géneros 

Alpha- y Betabaculovirus.

● Análisis de la estructura primaria y secundaria de PEP de AgMNPV: secuencias de 

localización transmembrana,  la  presencia  de dominios conservados y secuencias 

blanco de modificaciones postraduccionales.

● Modelado de la estructura 3D de la proteína de envoltura del poliedro de AgMNPV.
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Materiales y métodos

Análisis bioinformático

Alineamiento múltiple 

Para la obtención de las secuencias homólogas a la proteína de envoltura del poliedro de 

AgMNPV se analizaron 47 genomas baculovirales. Se seleccionaron 75 genes, 42 de ellos 

agrupan  las  proteínas  PEP1,  PEP2  y  PEP/P10  correspondientes  al  género  de 

Betabaculovirus y 33 a los genes pep del género de Alphabaculovirus (Tabla S1). Una vez 

obtenido el conjunto de secuencias homólogas, el alineamiento se construyó con el software 

ClustalO (https://toolkit.tuebingen.mpg.de, Larkin et al., 2007) con los siguientes parámetros: 

multiple  alignments;  gap  opening 10,  gap  extension 0±05,  matriz  de  sustitución: 

BLOSUM62.  A  continuación,  el  alineamiento  múltiple  se  curó  manualmente  usando  un 

editor de secuencias Jalview  (Waterhouse  et al., 2009). Por otro lado, los resultados del 

alineamiento de a pares de las secuencias homólogas de PEP se grafican con un análisis 

de componentes principales  (del  inglés,  principal  component  analysis  PCA) que permite 

visualizar  grupos  de  proteínas  según  su  similitud  de  secuencia.  Los  componentes  son 

generados por una descomposición de vectores propios de la matriz formada a partir de 

puntuaciones de similitud por pares entre cada par de secuencias. La matriz de sustitución 

utilizada  para  el  cálculo  fue  la  BLOSUM62  y  los  cálculos  se  realizaron  en  Jalview 

(http://www.jalview.org) y python3 .

Análisis filogenético

Se realizó un análisis filogenético de las proteínas PEP. El método estadístico utilizado para 

la construcción del árbol filogenético es el de máxima verosimilitud (del inglés,  Maximum 

Likelihood ML)  (Fisher, 1922). Este último selecciona aquel árbol que presenta el mínimo 

camino con cambios  evolutivos  (“pasos”  evolutivos)  que se requieren para explicar  una 
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determinada matriz de caracteres (Farris, 1970). La matriz de sustitución utilizada es la JTT 

(Jones et al., 1992) y la robustez del árbol se estima por el método no paramétrico boostrap 

(500 replicas). El programa utilizado para el análisis filogenético fue el MEGA X (Kumar et 

al., 2018).

Caracterización de los motivos proteicos

Los motivos proteicos son secuencias cortas y conservadas (10-20 aminoácidos) que a su 

vez forman los dominios proteicos. En la base de datos PROSITE, estos motivos se definen 

como  expresiones  regulares  o  patrones,  reglas  o  perfiles  dependiendo  del  método  de 

predicción utilizado (https://prosite.expasy.org/, Sigrist et al., 2013). La base de datos ELM: 

Eukaryotic Linear Motif, fue utilizada para predecir motivos lineales para los sitios de unión a 

proteínas (http://elm.eu.org/, Gouw et al., 2018). Para la localización celular se utilizaron los 

siguientes predictores: PSORT II (https://www.psort.org/), que busca posibles señales de 

retención de ER o localización nuclear.  SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), 

que predice posibles sitios de escisión de péptidos en la secuencia N-terminal,  posibles 

péptidos señal de la vía secretoria, señales de localización celular, entre otras. La interfaz 

InterProScan proporciona una búsqueda amigable para la obtención de motivos proteicos, 

familias  de  dominios  y  sitios  funcionales  ya  que  integran  todas  las  bases  de  datos 

mencionadas  anteriormente  (http://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/,  Jones  et  al., 

2014) Para visualizar la conservación de cada posición en la secuencia aminoacídica se 

utiliza  el  servidor  web Consurf  (https://consurf.tau.ac.il/).  La visualización gráfica permite 

explorar  regiones  funcional  o  estructuralmente  importantes,  utilizando  como  entrada  un 

alineamiento múltiple curado y un árbol filogenético. 

Análisis de la estructura secundaria

Para  la  predicción  de  la  estructura  secundaria  se  utilizó  PSIPRED 

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/)  que trabaja  con los  perfiles  calculados por  PSI-BLAST 

para predecir la estructura secundaria con una precisión promedio del 76%. Cada predictor 
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divide la estructura secundaria en tres clases:  α-hélice (H), cadena beta o extendido (E) y 

coil (C) (Buchan & Jones, 2019). 

Predicción de regiones coiled-coil

Los  motivos  coiled-coil poseen  un  patrón  repetido  de  7  residuos  de  aminoácidos 

hidrofóbicos  y  polares  formando  α-hélices  anfipáticas  exponiendo  los  aminoácidos 

hidrofílicos  al  exterior  de  la  estructura.  El  patrón  se  designa  abcdefg,  estando  a y  d 

ocupadas por aminoácidos hidrofóbicos, mientras que  e y  g son aminoácidos hidrofílicos 

(Lupas et al., 1991). Los métodos predictivos para estos motivos se basan en una matriz de 

peso de posición específica (del inglés,  Position Specific Scoring Matrix  PSSM) con una 

longitud fija o ventana (28, 21 y 14 residuos); o en un Modelo oculto de Markov  (del inglés, 

Hidden Markov Model  HMM), sin ventana. Se utilizó el predictor PCOILS con una matriz 

PSSM, y el  predictor Marcoil  con una matriz HMM  (Lupas, 1997). Todos los programas 

utilizados  se  encuentran  en  la  web  y  son  de  libre  acceso.  (https://toolkit.tuebingen. 

mpg.de/#/tools/). 

Predicción de desorden

Las regiones intrínsecamente desordenadas (IDR, del inglés intrinsically disordered region) 

pueden predecirse ya sea utilizando redes neuronales o máquinas de soporte vectorial (del 

inglés,  support  vector  machines SVM).  El  método SVM es utilizado  en el  servidor  web 

CSPRITZ  (http://protein.bio.unipd.it/cspritz/,  Walsh  et  al., 2011),  el  cual  combina  la 

búsqueda por homología de secuencia y la información de la estructura cristalina, aquellas 

regiones que no se encuentran cristalizadas y analizadas por la técnica de difracción de 

rayos X.
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Modelado de la estructura terciaria

La predictores de estructura terciaria (3D) de una proteína se basan en el modelado por 

homología. El programa que se utilizó fue I-TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu

/I-TASSER/),  el  cual  se desarrolla  en 4 etapas:  identificación del  molde,  ensamblaje  de 

fragmentos estructurales, refinamiento atómico a nivel estructural e interpretación funcional 

basado en la estructura. La estimación de la exactitud del modelo se computa como  C-

score. Los valores de C-score varían entre -5 y 2; para un plegamiento correcto se espera 

un C-score > –1,5  y un TM-score > 0,5  (TM-score es una medida de la similitud entre dos 

estructuras terciarias diferentes) (Roy et al., 2010; Yang & Zhang, 2015). 
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Resultados

Alineamiento múltiple

La inferencia filogenética a partir de secuencias homólogas es una método eficiente para 

obtener información sobre la identidad y función de una proteína (Koonin, 2005). La premisa 

general considera que las secuencias con alta similitud evolucionaron de un antepasado 

común y, por lo tanto, comparten la misma función. Es importante remarcar que la similitud 

a veces puede referirse a la  secuencia  completa o a una parte de la  misma; lo  último 

generalmente corresponde a un dominio específico de la proteína. En este trabajo, para el 

análisis de alineamiento múltiple de secuencias homólogas a la proteína PEP de AgMNPV 

se seleccionaron homólogos de 33 Alphabaculovirus (Figura 2.3). A partir de este análisis, 

se  observó  que  la  secuencia  de  aminoácidos  presenta  una  gran  divergencia,  con 

porcentajes de identidad que varían entre 28 - 98%. Asimismo, se destacan dos regiones 

con posiciones de aminoácidos conservadas en más del 50% de las secuencias (coloreadas 

en escala de rojos) y otras muy diversas (sin colorear). En estas últimas regiones donde el 

alineamiento múltiple es variable se observa una zona en el centro de la secuencia donde la 

composición de aminoácidos es rica en residuos prolina (P), serina (S) y arginina (R) y cuya 

longitud de secuencia varía entre los 12 y 50 aminoácidos y otra zona hacia el extremo C-

Terminal rica en residuos glicina (G) o alanina (A) con longitudes entre 4 y 10 aminoácidos.
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Figura 2.3. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de PEP de 33 baculovirus del género 
Alphabaculovirus (Tabla S1) usando ClustalO (https://www.ebi.ac.uk/) con los parámetros estándar y 
la edición con el programa JalView, los residuos de aminoácidos con un 50-100 % de conservación 
se resaltan en escala  de rojos.  La proteína PEP de AgMNPV se marca en rojo  y  la  secuencia 
consenso se detalla en el panel inferior.

Análisis filogenético

Las proteínas PEP son altamente conservadas en la familia Baculoviridae; sin embargo, la 

evolución las afecta de manera diferente y, por ello,  nos propusimos realizar un análisis 

filogenético ya que es muy escaso lo que se ha estudiado de esta familia de proteínas. A 

continuación, se incorporaron secuencias homólogas a PEP del género Betabaculovirus al 

alineamiento  múltiple  de  la  sección  anterior.  Se  analizaron  en  total  47  genomas 

baculovirales  y  se  seleccionaron  75  genes:  a  las  33  secuencias  de  PEP  del  género 

Alphabaculovirus se le adicionan 42 proteínas homólogas obtenidas de los 14 genomas 

seleccionados de los Betabaculovirus (Tabla S1.1). A partir de este análisis, se observó que 

los géneros Alpha- y Betabaculovirus expresan un número diferente de genes pep. Mientras 

que los primeros expresan un único gen, los segundos expresan tres genes homólogos: 

pep-1,  pep-2  y  pep/p10. El alineamiento múltiple de secuencias de aminoácidos entre la 

proteína de PEP de AgMNPV  y otras 74 secuencias homólogas se utilizó para construir el 

árbol filogenético con el método de máxima verosimilitud (Figura 2.4). A partir del análisis 

filogenético, se observa que las proteínas se agrupan en  clusters en concordancia con la 

filogenia  de  la  familia Baculoviridae siguiendo  la  subdivisión  evolutiva  en  género;  esto 

sugiere un origen monofilético para la proteína PEP. 
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Dada la complejidad que presenta un alineamiento múltiple de 75 secuencias divergentes, 

se decidió graficar un alineamiento de a pares de las secuencias homólogas de PEP en un 

análisis de componentes principales (PCA), ya que puede revelar relaciones entre grupos 

de secuencias que no se pueden observar en un árbol binario (Figura 2.5). 

Figura 2.5. Análisis de componentes principales (del inglés, principal component PC: PC1 y PC2) de 
los alineamientos de a pares de las 75 secuencias de PEP homólogas. El alineamiento y la matriz del 
PCA se realizó con el programa Jalview (http://www.jalview.org) y el gráfico en python 3.

En este gráfico se puede observar el "espacio de similitud" entre las secuencias homólogas 

de  PEP,  donde  la  mayor  cercanía  entre  los  puntos  representa  una  mayor  similitud  de 

secuencia aminoacídica y una mayor distancia una mayor disimilitud. En concordancia con 

el árbol filogenético presentado anteriormente, se puede observar que las proteínas PEP se 

agrupan  de  acuerdo  al  género  de  la  familia  Baculoviridae.  Como  se  mencionó 
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anteriormente,  el  género  Betabaculovirus expresa  3  proteínas  PEP  homólogas 

denominadas: PEP1, PEP2 y PEP/P10. Es interesante destacar cómo estas proteínas PEP 

poseen una gran dispersión en el espacio (Figura 2.5). La alta similitud de secuencia entre 

las proteínas PEP1 y PEP2 pero no así con PEP/P10 podría suponer la duplicación del gen 

pep producto de un evento de recombinación intragénica que resultara los genes  pep1 y 

pep2. En concordancia, la separación marcada en el árbol filogenético entre estas tres PEP 

sugiere que posiblemente  pep1 y  pep2 sean genes parálogos y que pep/p10 haya sido 

adquirido  en  un  evento  evolutivo  independiente.  Por  otra  parte,  en  el  gráfico  PCA  se 

destaca  que  el  grupo  de  genes  pep1 presenta  una  gran  dispersión  en  el  "espacio  de 

similitud" en comparación con el resto de los genes  pep analizados lo cual muestra una 

mayor disimilitud entre las secuencias (Figura 2.5). Es importante remarcar que si se piensa 

en un posible evento de duplicación para  pep1 y pep2 la presión evolutiva sobre las dos 

copias podría no ser la misma, permitiéndole a una de ellas, posiblemente pep1, acumular 

mutaciones sin que el virus pierda la función. También podría ser que la mayor disimilitud 

entre las secuencias  pep1  sea una consecuencia de la especificidad de la función y su 

adaptación dependiendo del huésped y de las condiciones ambientales.

Siguiendo con esta hipótesis, la duplicación de genes permitiría generar proteínas nuevas 

con funciones similares que actúen en asociación en los procesos biológicos. Es por ello 

que  se  quiso  evaluar  si  los  tres  genes  pep  en  los  betabaculovirus  se  traducen  y  sus 

productos forman parte de los cuerpos de oclusión o si, por el contrario,  alguno presenta la 

característica de pseudogen. Para ello, se analizaron los datos proteómicos de los cuerpos 

de oclusión de  Spodoptera frugiperda GV y  Epinotia  aporema GV obtenidos en nuestro 

laboratorio (Masson et al., 2019) y se observó que PEP1, PEP2 y PEP/P10 están presentes 

en ambos virus, lo que demuestra que los tres genes se expresan y que serían funcionales 

en la biología de los betabaculovirus.
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Análisis de la estructura secundaria

PSIPRED  es  el  método  más  popular  y  vanguardista  para  la  predicción  de  estructura 

secundaria en las proteínas y es por ello que se decidió utilizar su flujo de trabajo para el 

análisis de PEP de AgMNPV. En la Figura 2.6a. se muestra la composición de aminoácidos 

donde se observa que la mayoría del tipo aromático y las cisteínas se concentran en la 

región N-terminal.  Se ha establecido que este tipo de aminoácidos poseen una función 

importante en cuanto al arreglo estructural de las proteínas (Anjana et al., 2012; Makwana & 

Mahalakshmi, 2015). Es por ello que una composición mayoritaria de estos residuos en la 

región N-terminal sugiere la presencia de un dominio globular y sitios putativos para formar 

enlaces  disulfuro.  Por  otro  lado,  la  región  C-terminal  presenta  una  composición  de 

aminoácidos uniformemente distribuida del tipo polar, pequeños no polares e hidrofóbicos. A 

su vez, se observan repeticiones continuas y discontinuas de heptámeros compuestos por 

aminoácidos  hidrofóbicos  lo  que  sugeriría  una  estructura  tipo  coiled-coil;  en  la  próxima 

sección se desarrolla con más detalle.  En la Figura 2.6b, se muestra la predicción de la 

estructura secundaria de la proteína, donde se observa una mayoría de estructuras de tipo 

α-hélice (H, 69,28%), con solo dos segmentos del motivo cadena beta o β-strand (E, 1,37%) 

y un 29,35% de estructuras coil (C). Continuando con el flujo de trabajo, se utilizó el servidor 

DomPred que predice la unión putativa entre dos dominios. La predicción de un único pico 

en el gráfico refiere a una única discontinuidad en la secuencia lo que indicaría la existencia 

de dos dominios en ambos extremos del polipéptido ("Material suplementario", Figura S1.1). 

Finalizando con el flujo de trabajo propuesto en PSIPRED, se caracterizó esta región entre 

los dominios putativos con el programa DISOPRED3 ("Material suplementario", Figura S1.1) 

la cual sugiere una estructura desordenada, rica en aminoácidos arginina y prolina, la cual 

se analiza en las próximas secciones. Este análisis de la estructura secundaria sugiere la 

presencia de dos dominios proteicos, lo cual se condice con la diferencia en la composición 

de aminoácidos y con la presencia de una región desordenada que podría funcionar como 

un linker entre ambos.
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Figura 2.6. Análisis de la proteína de envoltura PEP de AgMNPV utilizando el servidor PSIPRED. a.  
Composición de aminoácidos coloreados de acuerdo a la propiedad: no polar (amarillo), hidrofóbico 
(verde), polar (rojo) y aromatico o cisteína (celeste). b. Predicción de la estructura secundaria, las 
mismas se grafican como: ɑ-hélice (recuadro rosa) o H, β-strand (recuadro amarillo) o E y coil (línea 
gris) o C.
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Determinación de los dominios proteicos

La búsqueda en la  base de datos InterPro resultó  en la  identificación de dos dominios 

denominados: Baculo_PEP_N (InterPro: IPR07600) y Baculo_PEP_C (InterPro: IPR07601) 

como se muestra  en la  Figura  2.7.  Los  miembros del  género  Alphabaculovirus poseen 

ambos dominios en un único marco de lectura abierto, y esa misma condición se cumple en 

el gen  pep/p10 de los  Betabaculovirus. En cambio, en los genes  pep1 y  pep2  del género 

Betabaculovirus,  solo  existe  el  dominio  Baculo_PEP_N  (datos  no  mostrados). 

Seguidamente, se realizó una búsqueda  in silico de motivos lineales en los dominios N-

terminal y C-terminal utilizando predictores de secuencia y no se encontraron resultados 

para:  sitios  catalíticos  de  enzimas,  sitios  de  unión  a  grupos  prostéticos,  residuos  que 

puedan  coordinar  iones  metálicos  o  cisteínas  involucradas  en  enlaces  disulfuro.  Sin 

embargo,  se  predicen  sitios  de  fosforilación  y  de  N-glicosilación  como  se  muestra  en 

"Material suplementario" (Figura S1.1). 

Figura 2.7. Análisis de los dominios de la proteína de envoltura PEP de AgMNPV utilizando la base  
de datos:  InterPro,  la  cual  proporciona una descripción funcional  de las  proteínas  en familias  e  
informando los dominios y sitios característicos (http://www.ebi.ac.uk/interpro/).

Dominio Baculo_PEP_N

La información en la base de datos Pfam sobre este dominio (PF04512) es muy sintética, se 

informa que el mismo se encuentra presente solamente en la familia  Baculoviridae y no 

posee ninguna característica funcional más allá de la estructural en el global de la proteína. 
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Es por ello que se propuso rever las características distintivas de este dominio utilizando 

predictores bioinformáticos. Para la predicción de la función, se realizó una búsqueda de 

homólogos muy lejanos y se obtuvo un porcentaje de similitud del 20 % con el dominio 

BRO-N (Prosite: PS51750) presente en los multigenes bro (del inglés, Baculovirus repeated 

ORF BRO) de los baculovirus, y no se obtuvo ningún resultado por fuera de la  familia 

Baculoviridae, no pudiendo recabar más información sobre alguna posible función conocida. 

A su vez, el dominio proteico BRO-N posee una función desconocida pero tiene predicho un 

motivo de unión a DNA cuya secuencia consenso es:  K/R X2-5 K/R X4-12 F/Y X2-14 F/Y X6-13 F/

Y X1-19 K/R X3-26 F/Y/W X6-12 K/R (Mikhailov et al., 1998; Zemskov et al., 2000). Analizando en 

detalle  la  secuencia  del  dominio  Baculo_PEP_N  en  el  alineamiento  múltiple  de  los 

Alphabaculovirus en busca de este motivo de unión a DNA, encontramos que el patrón se 

encuentra presente en la proteína PEP de AgMNPV: K43 X(2) K46 X(12) F59 X(8)  Y68  X(4) Y73 X(7) 

R81 X(12) F94 X(10) R105,  y  en 28 de las 33 secuencias  del  alineamiento  (Figura 2.8).  Las 

proteínas de los  Alphabaculovirus pertenecientes  al  grupo I  clado Ia que no tienen  un 

aminoácido básico K/R en la 4ta posición no presentan la secuencia motivo completa. 

Otro motivo de secuencia característica que se observa en este dominio, es un cluster muy 

conservado de residuos cargados positivamente:  R/KHR/KK  seguido de un motivo rico en 

residuos  prolina  o  glicina  dependiendo  de  la  especie  (Figura  2.8).  Estos  dos  motivos 

también se encuentran presentes en la proteína P10. En algunos trabajos al motivo básico 

se lo considera una señal putativa de localización nuclear (del inglés,  nuclear localization 

signal NLS) pero debido a que P10 y PEP tienen tamaños que varían entre los 7-10 y 32-35 

kDa respectivamente,  pueden  ingresar  al  núcleo  por  simple  difusión  (Wang &  Brattain, 

2007) y por ello, no se ha esclarecido su función como secuencia de localización nuclear. 

Más importante y, en concordancia con el hecho de que tanto PEP como P10 son proteínas 

fosforiladas, se realizó una búsqueda de motivos lineales de secuencia utilizando el servidor 

ELM en búsqueda de motivos para la fosforilación. Nosotros hipotetizamos que este motivo 

básico flanqueado por prolinas podría actuar como un sitio de fosforilación posiblemente 
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modificado por quinasas dirigidas por prolina (MOD_ProDKin_1, MOD_CK1_1,  código de 

acceso: ELME000063).

Figura 2.8. Esquema del dominio N-terminal de la proteína PEP de AgMNPV utilizando el servidor 
FELLS  (http://protein.bio.unipd.it/fells)  que  estima  la  estructura  local  y  representa  la  estructura 
secundaria y desorden en un único gráfico (panel superior). En  se muestran las posiciones del◼  
sitio putativo de unión a DNA predicho sobre la base de homología con el motivo BRO-N. El recuadro 
en rojo muestra el motivo conservado de residuos básicos y, se amplía esta región donde se muestra 
el alineamiento con 10 secuencias de PEP homólogas y en ∗ los residuos Ser/Thr fosforilables. El 
recuadro verde el motivo rico en residuos prolina (panel inferior). 

Predicción de desorden  

Las regiones intrínsecamente desordenadas (del inglés, intrinsically disordered región IDR) 

pueden distinguirse de las ordenadas en función de la composición de aminoácidos ya que 

las IDR muestran una baja hidrofobicidad y una alta carga neta (Jorda et al., 2010). Como 
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se observa en la Figura 2.9,  la  zona intermedia que conecta los dos dominios de PEP 

AgMNPV posee una región rica en aminoácidos arginina (R) y prolina  (P) y se predice 

intrínsecamente  desordenada  según  la  predicción  con  el  servidor  CSpritz.  Esa  región 

presenta  una  menor  proporción  de  aminoácidos  denominados  "promotores  del  orden", 

incluyendo los residuos hidrofóbicos (isoleucina (I), leucina (L), y valina (V)) y aromáticos 

(triptófano (W), tirosina (Y), y fenilalanina (F)) que normalmente forman el núcleo hidrofóbico 

en  el  plegamiento  de  una  proteína  globular.  En  contraste,  las  IDR  se  encuentran 

enriquecidas en los residuos denominados "promotores del desorden" como Pro, Arg, Gln y 

Cys. A partir del alineamiento múltiple con las proteínas PEP homólogas se pudo determinar 

que esta región desordenada entre los dominios N- y C-terminal es conservada en cuanto a 

la composición de aminoácidos promotores del desorden Pro, Arg, Gln y Cys variando su 

longitud según la especie viral (Figura 2.3). Continuando con la predicción realizada con el 

servidor ELM, la PEP de AgMNPV presenta dos motivos ricos en prolina en la región entre 

dominios:  PCQPQTP  (acceso:  ELME000155)  y  QPQTPP (acceso:  ELME000136).  El 

primero es un motivo putativo de interacción proteína-proteína y el segundo un motivo de 

fosforilación. Si analizamos esta región desordenada en el alineamiento múltiple de PEP 

para  los  NPV  podemos  ver  que  la  misma  se  va  ampliando  incorporando  secuencias 

repetidas de Pro(P)/Arg(R)/Ser(S) a medida que nos movemos filogenéticamente del grupo I 

(AgMNPV) al grupo II. Es interesante destacar que la proteína PEP1, pero no PEP2 o PEP/

P10  en  los  Betabaculovirus presenta  una  secuencia  similar  de  aminoácidos  repetidos 

prolina(P)/arginina(R)/serina(S), pudiendo ser este un motivo funcional de PEP (datos no 

mostrados).  En este trabajo se propone que esta región desordenada podría complir  la 

función  de  linker flexible  entre  los  dominios,  y  que,  a  su  vez,  posea  algún  motivo  de 

fosforilación que regule y/o modifique la estructura terciaria y su función durante el ciclo 

infectivo.  Para  responder  estas  incógnitas  se  requieren  estudios  mutacionales  y 

estructurales.
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Figura 2.9. Esquema de la región intermedia entre los dominios de la proteína PEP de AgMNPV 
(recuadro  rosa)  utilizando  el  servidor  FELLS  (http://protein.bio.unipd.it/fells,  panel  superior)  que 
estima la estructura local latente y representa la probabilidad de la estructura secundaria (del inglés,  
Helix, Strand y Coil) y desorden (barras rojas) en un único gráfico. En el recuadro inferior se muestra 
la secuencia proteica con predicción de desorden, como así también el resultado de la predicción de 
desorden utilizando el servidor CSpritz.

Dominio Baculo_PEP_C 

Finalmente, para el dominio C-terminal de la proteína PEP se repitió el método de búsqueda 

de homólogos muy lejanos con el fin de determinar la función y/o caracterizar elementos 

altamente conservados en su secuencia. Como resultado de esta búsqueda, se encontraron 
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proteínas con funciones muy diversas y con un porcentaje de identidad que varía entre el 15 

y 20% (datos no mostrados). Independientemente del bajo porcentaje de identidad, estas 

proteínas homólogas presentan un motivo estructural  común denominado  coiled-coil (del 

inglés, coiled-coil motif CCM). En consecuencia, se analizó la secuencia primaria de PEP de 

AgMNPV con los predictores de  coiled-coil.  Los mismos predicen dos α-hélices con alta 

probabilidad de formar coiled-coil en el dominio C-terminal las cuales fueron denominadas 

CCM1 y CCM2 como se detalla en la Tabla 2.1. Estos dominios son considerados muy 

versátiles,  admiten  una  amplia  variedad  de  funciones  biológicas,  entre  las  que  se 

encuentran  la  interacción  proteína-proteína  y  la  oligomerización,  entre  otras,  y  están 

conformados  por  dos  o  más  α-hélices  anfipáticas  enrolladas  entre  sí  para  formar  una 

estructura  de  superenrollamiento  (Truebestein  &  Leonard,  2016).  En  la  familia 

Baculoviridae, las estructuras coiled-coil son requeridas para la infectividad de los BV y para 

el ensamblaje de los ODV, entre otras funciones (Braunagel  et al., 2004; Garretson et al., 

2016;  Kingsley  et  al., 1999;  Yimeng Li  et  al., 2018;  Liu  et  al., 2009).  Este  motivo  está 

formado por heptapéptidos repetidos designados como (abcdefg)n separados por stammers 

(deleción  4  residuos)  o  stutters (deleción  3  residuos),  donde  "a y  d"  son  aminoácidos 

hidrofóbicos comúnmente Leu e Ile, y "e y g" son residuos cargados como Glu, Asp, Arg y 

Lys. Los residuos anteriores (a y d) pueden generar "interacciones hidrofóbicas", mientras 

que los últimos (e y g) pueden generar "interacciones electrostáticas ", formando finalmente 

una estructura proteica dimérica o oligomérica altamente estable (Apostolovic  et al., 2010, 

Truebestein & Leonard, 2016). 
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Tabla 2.1. Predicción del motivo coiled-coil (CCM) en la secuencia aminoacídica de la proteína PEP 
de  AgMNPV  con  diversos  programas  (“Materiales  y  métodos”).  Los  valores  de  probabilidad  se 
informan con el siguiente orden: +++++ probabilidad alta, +++ probabilidad moderada, + probabilidad 
débil, - probabilidad nula.

En la Figura 2.10 se muestra la correspondencia en la predicción de una región coiled-coil 

realizada  con  los  programas  PCOILS  y  MARCOIL  cuyos  algoritmos  de  búsqueda  son 

diferentes ("Materiales y Métodos"). A su vez, el dominio  coiled-coil se representó en 2D 

(proyección bidimensional de la rueda helicoidal), donde se observa claramente la α-hélice 

anfipática con una cara hidrofóbica de un lado y la cara opuesta hidrofílica. El alineamiento 

múltiple de las regiones CCM1 y CCM2 de las PEP en los NPV se encuentra representado 

por logos (Figura 2.10). Realizando un análisis  in silico, observamos que CCM1 y CCM2 

presentan  una  α-hélice  que  contiene  no  solo  residuos  hidrofóbicos  ricos  en  Leu/Ile/Val 

formando la cara hidrofóbica, sino que también en la cara opuesta hidrofílica presentan una 

cantidad importante de aminoácidos cargados negativa y positivamente (Glu, Asp, Lys y 

Arg) (Figura 2.10). Esta característica permite hipotetizar que el dominio podría facilitar no 

solo la formación de homodímero/oligómero, sino que también podría jugar un papel en la 

interacción proteína-proteína estableciendo heterodímeros/oligómeros con proteínas virales 

o del huésped que también contienen dominios  coiled-coil. Li y col. (2015), han mostrado 

que los baculovirus deficientes en la proteína PEP y complementados con una proteína PEP 

homóloga no restituyen su función y que los cuerpos de oclusión no poseen la envoltura 

poliédrica. Una hipótesis, podría ser que las numerosas interrupciones cortas que presentan 

CCM1  y  CCM2  en  la  secuencia  repetida  abcdefg generen  una  mayor  plasticidad 
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conformacional y, por ende, esta propiedad podría ser la base de la especificidad de PEP 

para interaccionar con otras proteínas o con otras moléculas de PEP y formar la envoltura. 

Figura 2.10. Esquema del dominio C-terminal de la proteína PEP (panel superior). a. Predictores de 
la  secuencia  coiled-coil:  Pcoils  y  Marcoil  utilizando  el  servidor  MPI  bioinformatics  toolkit 
(http://toolkit.tuebingen.mpg.de) y proyección bidimensional de la rueda helicoidal. b. MEME logo del 
alineamiento de las regiones CCM1 y CCM2 de las PEP homólogas del género  Alphabaculovirus, 
predicción de la secuencia repetida (abcdefg).
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Modelado de la estructura terciaria (I-TASSER)

Los avances en programas computacionales,  aunado con el aumento de las estructuras 

reportadas en las bases de datos del PDB (www.rcsb.org) permiten obtener modelos de 

estructura tridimensional cada vez más confiables partiendo únicamente de su estructura 

primaria. En este caso, se partió de la secuencia de aminoácidos de PEP de AgMNPV para 

su  modelado  3D  utilizando  el  programa  I-TASSER.  Para  ello,  se  modeló  de  manera 

independiente cada uno de los dominios (N-terminal y C-terminal) con el fin de obtener más 

información sobre la función y características de los mismos. Previamente y para ambos 

dominios  se  realizó  una  búsqueda  en  UniProt,  Pfam  y  PDB  de  experimentos  de 

cristalización  en  la  proteína  PEP  de  la  familia  Baculoviridae.  Se  encontró  una  única 

estructura correspondiente al  dominio N-terminal de la proteína PEP/P10 del virus de la 

granulosis  de  Cydia  pomonella (PDB:  4ye7,  NC_002816:  orf22 CpGV),  sin  que  exista 

ningún análisis descriptivo o publicado en revistas científicas. A continuación, se utilizó esta 

estructura tridimensional  para el  modelado del dominio N-terminal  de PEP de AgMNPV. 

Finalmente,  realizando  un alineamiento  estructural   se comparó con la  de PEP/P10 de 

CpGV  nuestra  estructura  modelada  utilizando  el  programa  FATCAT 

(http://fatcat.godziklab.org/).  Este análisis,  mostró una similitud de estructura significativa 

con un P-value igual a 5,17x10-3 y el alineamiento se muestra en la Figura 2.11.
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Figura 2.11 .  Modelado  de la  estructura  terciaria  del  dominio  N-terminal  de la  proteína PEP de 
AgMNPV con el programa I-TASSER. Se muestra la estructura conocida del dominio N-terminal de 
PEP/P10 de CpGV y el  alineamiento estructural  de esta última y la PEP de AgMNPV modelada 
utilizando  el  programa  FATCAT  (http://fatcat.godziklab.org/).  En  el  panel  inferior  se  muestra  la 
secuencia de ambas proteínas y los aminoácidos alineados.

Paralelamente, se utilizó la estructura de PEP/P10 de CpGV para realizar una búsqueda de 

homólogos, ya no a partir de la secuencia primaria sino a nivel estructural. Un postulado que 

generalmente se admite y del cual hago uso, es que las proteínas con funciones similares, 

debido a su origen en un ancestro común, tienen un plegamiento estructural similar. Es por 

ello que se realizó un alineamiento utilizando como molde la estructura tridimensional de 

PEP/P10 de CpGV contra la base de datos de PDB utilizando el servidor DALI  (Holm & 

Rosenström,  2010) en búsqueda de una función común.  Los resultados mostraron que 

todas las proteínas con un alto Z-score (Z-score > 2 indica que las estructuras tienen una 

similitud estructural significativa y que presentan un plegamiento similar) poseen un dominio 

de unión a DNA como se muestra en la Tabla 2.2. Con estos resultados, se acumula más 

información  que  indicaría  que  el  dominio  N-terminal  podría  interaccionar  con  otras 
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moléculas y que posiblemente cumpla un rol  esencial  para determinar  el  plegamiento  y 

función de esta proteína.

DALI 
Z-score

Proteína PDB

6.3 DACHSHUND 1L8RA

5.1 SKI ONCOGENE 1SBXA

3.8 TRANSCRIPTION FACTOR MBP1 1L3GA

Tabla 2.2. Resultado de la búsqueda de a pares utilizando como molde el PDB de PEP/P10 CpGV 
contra  la  base de datos PDB.  Z-score asignados por  el  servidor  DALI  (http://ekhidna2.biocenter. 
helsinki.fi).

Para el análisis del extremo C-terminal de PEP de AgMNPV no se encontraron dominios 

Baculo_PEP_C cristalizados, por lo tanto, se generó un modelado de novo con el servidor I-

TASSER. Para identificar el molde a partir del cual predecir la estructura 3D este servidor 

utiliza otros 10 programas que realizan el alineamiento estructural contra la base de datos 

de PDB (LOMETS (Wu & Zhang, 2007)). Es importante remarcar que, en estos programas, 

se utiliza el Z-score normalizado para evaluar la similitud estructural. Al finalizar la búsqueda 

todas las proteínas putativas con una alta similitud estructural presentaron motivos coiled-

coil (Figura 2.12, panel izquierdo). Este resultado refuerza la hipótesis de que en la región 

C-terminal de PEP de los NPV presentan un dominio  coiled-coil en concordancia con la 

predicción a partir de estructura primaria y secundaria. Finalmente, el modelo con el mayor 

C-score y mejor TM-score se muestra en la Figura 2.12 (panel derecho). 

Página 87



Cap. 2: Estudio bioinformático de la proteína de envoltura del poliedro, PEP          Ma. Laura Fabre - Tesis doctoral 

Figura 2.12. Izq.; Tabla con el listado de los PDB seleccionados por el programa para el modelado, 
un Z-score normalizado >1, refiere a una buena similitud estructural. Der.;  Modelado de la estructura 
terciaria del  dominio C-terminal de la proteína PEP de AgMNPV con el  programa I-TASSER, se 
marcan las regiones de los motivos coiled-coil predichos en la sección anterior (CCM1 y CCM2).
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Discusión

En la introducción de este capítulo se revisó la mayoría de los estudios relacionados con la 

función del producto del gen pep, aunque estas investigaciones sobre la morfogénesis de la 

envoltura del poliedro sugieren que es una estructura importante del baculovirus, su papel 

preciso en el ciclo de vida del virus y las razones que subyacen a su papel en la estabilidad 

de los OB en el ambiente siguen siendo desconocidas. En el análisis desarrollado en este 

capítulo, se avanzó en la caracterización de un modelo estructural de PEP de AgMNPV a 

partir  de  la  secuencia  de  aminoácidos  tomada de  la  base  de  datos  de  secuencias  de 

genomas  completos  de  baculovirus.  Este  análisis  se  aprovechará  en  estudios 

bioinformáticos futuros para el efecto de la inserción de polipéptidos heterólogos en sitios 

seleccionados de la secuencia de PEP.

En general, se acepta que la expresión de la proteína PEP no es esencial para la infección,  

replicación y propagación del baculovirus y que la interrupción del marco de lectura abierto 

de pep no tiene un efecto perjudicial sobre la infección en el cultivo celular o en la larva. Por 

otro lado, se ha establecido que la proteína PEP se encuentra presente en los miembros de 

los  géneros  Alpha-,  Beta-  y  Gammabaculovirus,  y  que,  a  su  vez,  es  virus-específica 

(particular de cada especie de baculovirus) no pudiendo ser su función reemplazada por 

una PEP homóloga (Li et al., 2015).  

A partir del análisis global de las secuencias homólogas de PEP de AgMNPV en los alpha- y 

betabaculovirus se realizó un análisis filogenético mediante el cual se pudo  determinar un 

origen  monofilético  para  esta  proteína,  donde  se  agrupan  de  acuerdo  al  género  en 

concordancia con la historia evolutiva de los baculovirus. El análisis en las secuencias PEP 

de los alphabaculovirus muestra que poseen una longitud que varía entre los 280 y 340 

aminoácidos.  Los  extremos  N-terminal  y  C-terminal  presentan  patrones  de  secuencias 

conservados  e  incluyen  los  dominios  descriptos  anteriormente  como  Baculo_N_PEP  y 

Baculo_C_PEP,  respectivamente.  A su vez,  en la  región entre dominios  se observa un 

alineamiento sumamente variable en cuanto a secuencia y longitud y, con una composición 
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de aminoácidos rica en prolina (P), arginina (R) y serina (S). En cuanto a las secuencias 

asociadas a la señalización de tránsito subcelular, no se encontró ninguna señal con alta 

probabilidad por lo que se hipotetiza que su presencia en el núcleo celular se debe a un 

mecanismo de simple difusión,  ya que el  tamaño de 34 kDa es menor que el  límite de 

exclusión por difusión.

El dominio N-terminal está caracterizado por un motivo básico R/KHR/KK muy conservado 

e inmediatamente seguido de una región rica en aminoácidos desestabilizantes de la ɑ-

hélice como prolina o glicina dependiendo de la especie viral, lo que pareciera indicar la 

existencia  de  un  giro  (turn)  o  bucle  (loop)  para  luego  continuar  con  una  estructura 

secundaria  de  ɑ-hélice  (Lodish  et  al., 2000).  Dadas  estas  características,  este  motivo 

representaría una zona expuesta en la proteína que le permitiría interaccionar con otras 

moléculas. Utilizando predictores de estructura primaria y terciaria con la proteína PEP de 

AgMNPV  se  han  encontrado  sitios  putativos  de  unión  a  DNA,  de  interacción  proteína-

proteína y de fosforilación.  Existe evidencia que PEP es una fosfoproteína aunque ni  la 

funcionalidad de la fosforilación ni los residuos de aminoácidos involucrados se han definido 

con precisión (Whitt & Manning, 1988).

La región N-terminal altamente conservada en residuos básicos seguido de un motivo rico 

en prolina podría ser un sitio potencial  para esta modificación post-traduccional.  Existen 

trabajos empíricos que apoyan esta predicción como el estudio de proteómica del virus de la 

poliedrosis  nuclear  múltiple  de  Helicoverpa  armigera en  el  que  se  detecta  un  péptido 

fosforilado en esta región, más específicamente en Ser 55 adyacente al motivo  R/KHR/KK; 

igualmente se necesita una mayor investigación que valide este y otros sitios  (Hou  et al., 

2013). Asimismo, los baculovirus expresan varias quinasas, incluyendo las serina/treonina 

proteína quinasas: PK-1 and PK-2, que se expresan en la etapa muy tardía y tardía del ciclo 

infectivo,  respectivamente  (Li  &  Miller,  1995;  Reilly  &  Guarino,  1994).  Por  lo  tanto,  es 

probable  que la  PEP sea fosforilada  por  alguna  de estas  enzimas virales.  Ensayos de 

coinmunoprecipitación nos permitirían evaluar estas quinasas y otras del huésped, así como 

determinar aquellos interactores en la generación de la envoltura del poliedro.
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Para  la  región  entre  los  dos  dominios,  se  predijo  una  zona  desordenada  rica  en 

aminoácidos promotores de desorden que podría complir una función de linker flexible entre 

los dominios. El alineamiento de secuencia en esta región es muy variable sin posiciones 

conservadas que presentan, en todos los casos, o motivos ricos en prolina o motivos ricos 

en serina/arginina. Se necesitan estudios mutacionales para evaluar si esta región cumple 

una  función  que  regule  y/o  modifique  la  estructura  terciaria  de  PEP  y  su  función  o 

localización durante el ciclo infectivo. 

Finalmente,  por diversos métodos  in  silico se determinó que el  dominio C-terminal  está 

caracterizado por un dominio putativo  coiled-coil, el cual representa casi la totalidad de la 

extensión  del  mismo.  Es  de  interés  determinar  qué  aminoácidos  son  cruciales  para  la 

formación  de  la  interacción  hidrofóbica  del  motivo  coiled-coil.  Para  profundizar  en  el 

interactoma  de  PEP,  son  necesarios  estudios  de  co-inmunoprecipitación  que  hemos 

comenzado  a  realizar  en  nuestro  laboratorio,  para  determinar  si  la  proteína  PEP 

interacciona con otras copias de PEP, formando oligómeros, fibras o tramas multiméricas y/

o con otras proteínas y, a continuación, llevar a cabo estudios mutacionales para determinar 

interactores y caracterizar su función. Recientemente, se publicó un trabajo en el que se 

mostró que el dominio N-terminal y la región intermedia que nosotros caracterizamos como 

desordenada de la  proteína PEP de AcMNPV son necesarias  para la  generación de la 

envoltura  del  poliedro,  siendo  el  dominio  C-terminal  prescindible (Li  et  al., 2015).  Sin 

embargo, no se ahondó en la caracterización de la envoltura y cómo podría haber afectado 

la deleción a la  estabilidad de los cuerpos de oclusión.  Por otra parte, Li  y col.  (2015), 

utilizaron la secuencia de PEP de AcMNPV que se encontraba mal anotada en la base de 

datos, a la cual le faltan 80 aminoácidos del extremo C-terminal.  Por esta razón resulta 

importante revisar este análisis. 

Una de las hipótesis sobre la naturaleza de los dominios de PEP es que el dominio putativo 

coiled-coil pueda  formar  una  estructura  extendida  o  plegada  dependiente  del  grado  de 

fosforilación, que a su vez pueda estar involucrada en la organización de homopolímeros de 

orden superior (por ejemplo, filamentos) como lo son las estructuras fibrilares nucleares o 
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los espaciadores electrón-densos descriptos para la proteína PEP (Figura 2.2). Además, 

dado  que  los  coiled-coil pueden  funcionar  como  separadores  y  reguladores  de  una 

estructura supramacromolecular  me lleva a pensar que este dominio puede cumplir  una 

función importante al momento de regular la formación de las múltiples capas de envoltura 

que caracterizan a los OB. Por el contrario,  el dominio N-terminal podría interactuar con 

factores heterólogos y determinar la localización subcelular en diferentes etapas del ciclo 

infectivo y estas interacciones determinar y discriminar la presencia de la proteína en el 

cuerpo de oclusión o en los viriones brotantes. Finalizada la caracterización descriptiva de la 

proteína PEP surgen muchas incógnitas las cuales no podrán ser abarcadas en este trabajo 

de tesis. 
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Material suplementario
Tabla S1.1.

Proteínas PEP homólogas en los géneros Beta- y Alphabaculovirus

Virus Proteína N° Acceso

Xestia c-nigrum granulovirus PEP1 NP 059165.1

Plutella xylostella granulovirus PEP1 NP 068239.1

Cydia pomonella granulovirus PEP1 NP_148804.1

Phthorimaea operculella granulovirus PEP1 NP_663184.1

Adoxophyes orana granulovirus PEP1 NP_872470.1

Cryptophlebia leucotreta granulovirus PEP1 NP_891867.1

Agrotis segetum granulovirus PEP1 YP_006326.1

Choristoneura fumiferana granulovirus PEP1 YP_654438.1

Spodoptera litura granulovirus PEP1 YP_001256966.1

Helicoverpa armigera granulovirus PEP1 YP_001648998.1

Pseudalatia unipuncta granulovirus PEP1 YP_003422355.1

Artogeia rapae granulovirus PEP1 YP_003429344.1

Clostera anachoreta granulovirus PEP1 YP_004376227.1

Spodoptera frugiperda granulovirus PEP1 YP_009121801.1

Xestia c-nigrum granulovirus PEP2 NP_059166.1

Plutella xylostella granulovirus PEP2 NP_068242.1

Cydia pomonella granulovirus PEP2 NP_148807.1

Phthorimaea operculella granulovirus PEP2 NP_663186.1

Adoxophyes orana granulovirus PEP2 NP_872472.1

Cryptophlebia leucotreta granulovirus PEP2 NP_891871.1

Agrotis segetum granulovirus PEP2 YP_006324.1

Choristoneura fumiferana granulovirus PEP2 YP_654440.1

Spodoptera litura granulovirus PEP2 YP_001256969.1

Helicoverpa armigera granulovirus PEP2 YP_001648999.1

Pseudalatia unipuncta granulovirus PEP2 YP_003422356.1

Artogeia rapae granulovirus PEP2 YP_003429346.1

Clostera anachoreta granulovirus PEP2 YP_004376244.1

Spodoptera frugiperda granulovirus PEP2 YP_009121802.1

Xestia c-nigrum granulovirus PEP-p10 NP_059167.1

Plutella xylostella granulovirus PEP-p10 NP_068240.1

Cydia pomonella granulovirus PEP-p10 NP_148806.1

Phthorimaea operculella granulovirus PEP-p10 NP_663185.1

Adoxophyes orana granulovirus PEP-p10 NP_872471.1

Cryptophlebia leucotreta granulovirus PEP-p10 NP_891870.1

Agrotis segetum granulovirus PEP-p10 YP_006325.1

Choristoneura fumiferana granulovirus PEP-p10 YP_654439.1

Spodoptera litura granulovirus PEP-p10 YP_001256970.1

Helicoverpa armigera granulovirus PEP-p10 YP_001649000.1

Pseudalatia unipuncta granulovirus PEP-p10 YP_003422357.1
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Artogeia rapae granulovirus PEP-p10 YP_003429345.1

Clostera anachoreta granulovirus PEP-p10 YP_004376243.1

Spodoptera frugiperda granulovirus PEP-p10 YP_009121803.1

Autographa californica nucleopolyhedrovirus PEP_npv NP 054161.1

Plutella xylostella multiple nucleopolyhedrovirus PEP_npv YP 758595.1

Rachiplusia nu multiple nucleopolyhedrovirus PEP_npv NP 703118.1

Bombyx mori nucleopolyhedrovirus PEP_npv NP 047528.1

Bombyx mandarina nucleopolyhedrovirus PEP_npv YP 002884353.1

Antheraea pernyi nucleopolyhedrovirus PEP_npv ABQ12255.1

Antheraea pernyi nucleopolyhedrovirus PEP_npv YP 610997.1

Choristoneura fumiferana multiple nucleopolyhedrovirus PEP_npv NP 848435.1

Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus PEP_npv YP 803521.2

Choristoneura fumiferana DEF multiple nucleopolyhedrovirus PEP_npv NP 932735.1

Orgyia pseudotsugata multiple nucleopolyhedrovirus PEP_npv NP 046285.1

Epiphyas postvittana nucleopolyhedrovirus PEP_npv NP 203285.1

Mamestra configurata nucleopolyhedrovirus A PEP_npv AAQ11079.1

Mamestra configurata nucleopolyhedrovirus A PEP_npv NP 613143.1

Mamestra configurata nucleopolyhedrovirus B PEP_npv NP 689236.1

Helicoverpa armigera multiple nucleopolyhedrovirus PEP_npv YP 002332589.1

Agrotis segetum nucleopolyhedrovirus A PEP_npv YP 529719.1

Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus PEP_npv YP 001036337.1

Spodoptera exigua multiple nucleopolyhedrovirus PEP_npv NP 037806.1

Spodoptera litura nucleopolyhedrovirus II PEP_npv YP 002332745.1

Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus PEP_npv YP 249725.1

Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus PEP_npv YP 309002.1

Clanis bilineata nucleopolyhedrovirus PEP_npv YP 717652.1

Adoxophyes honmai nucleopolyhedrovirus PEP_npv NP 818751.1

Adoxophyes orana nucleopolyhedrovirus PEP_npv YP 002300617.1

Lymantria dispar multiple nucleopolyhedrovirus PEP_npv NP 047773.1

Lymantria xylina nucleopolyhedrovirus PEP_npv YP 003517860.1

Euproctis pseudoconspersa nucleopolyhedrovirus PEP_npv YP 002854716.1

Ectropis obliqua nucleopolyhedrovirus PEP_npv YP 874301.1

Orgyia leucostigma nucleopolyhedrovirus PEP_npv YP 001651019.1

Leucania separata nucleopolyhedrovirus PEP_npv YP 758455.1

Helicoverpa zea single nucleopolyhedrovirus PEP_npv NP 542747.1

Helicoverpa armigera nucleopolyhedrovirus NNg1 PEP_npv YP 002274050.1
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Figura  S1.1.  Predicción  de  desorden  usando  el  servidor  Cspritz  (Panel  superior).  Predictores 
utilizando el  flujo  de  trabajo  de PSIPRED (panel  intermedio).  Predicción  de modificaciones  post 
traduccionales  utilizando  NetPhos  para  fosforilación  y  NetNGlyc  para  la  N-glicosilación  (panel 
inferior).
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sistema de empaquetamiento de OB en células de 
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Introducción

En vista de su potencial patogénico, los baculovirus han sido estudiados como importantes 

candidatos insecticidas en el  marco del  control  biológico de plagas  (Haase  et al., 2015; 

Kroemer  et al., 2015;  López  et al., 2018). Los baculovirus son especialmente atractivos 

como agentes de control biológico debido a su rango estrecho de huéspedes, a la viabilidad 

y a la persistencia en un ambiente hostil.  Como se ha mencionado anteriormente, en el 

ambiente, principalmente en el follaje y en el suelo, los baculovirus se encuentran como 

cuerpos de oclusión (OB) (Jehle et al., 2006). A su vez, los OB están recubiertos por una 

envoltura denominada cálix o envoltura del poliedro (PE), compuesta principalmente de la 

proteína de envoltura de poliedro (PEP), también conocida como PP34, una fosfoproteína 

de  34.5  kDa  que  forma  múltiples  láminas  alrededor  de  los  OB  representando 

aproximadamente un tercio de su volumen  (Sajjan & Hinchigeri,  2016). El  ciclo infectivo 

comienza cuando los insectos se alimentan del follaje contaminado ingiriendo los OB. Una 

vez  en  el  intestino  medio,  los  OB se  disuelven,  liberando  los  viriones  derivados  de  la 

oclusión (ODV) que deben atravesar la primer barrera de defensa: la membrana peritrófica 

(del inglés, peritrophic membrane PM) del intestino medio de la larva, para luego ingresar a 

las células epiteliales e iniciar un ciclo replicativo (Rohrmann, 2019).

Algunos  baculovirus  han  sido  modificados  genéticamente  para  mejorar  su  infectividad, 

incorporando  proteínas  insecticidas  en  los  OB  de  manera  que  permitan  aumentar  la 

permeabilidad  de  la  PM,  modificar  la  fisiología  o  afectar  al  sistema  nervioso  de  larva 

(Hegedus et al., 2009; Mitsuhashi et al., 2007; Haase et al., 2015; Yang et al., 2017). A su 

vez, una estrategia extensamente explorada consiste en la fusión de proteínas insecticidas 

candidatas a la poliedrina con la finalidad de ser direccionadas al OB (Ali et al., 2015; Chen 

et al., 2013; López et al., 2018). En este trabajo y debido a la gran abundancia de PEP, se 

consideró  a  esta  proteína  como  potencial  candidata  para  direccionar  polipéptidos 

insecticidas  foráneos  a  la  envoltura  externa  del  OB.  Esta  localización  permitiría  una 
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interacción más inmediata y directa con la barrera de la PM durante la infección por vía oral 

de larvas susceptibles.  

Debido  a  las  limitaciones  para  la  liberación  y  comercialización  de  organismos 

genéticamente modificados (OGM) así como restricciones serias para la comercialización 

de  los  productos  vegetales  derivados  de  cultivos  transgénicos  los  baculovirus 

genéticamente  modificados  podrían  ser  considerados  incompatibles  en  el  marco  de  la 

agricultura ecológica sostenible (Tiedje et al., 2014). Por estas razones, se propone en este 

trabajo  desarrollar  una  estrategia  que  permita  obtener  baculovirus  con  capacidades 

insecticidas potenciadas a través de la incorporación de proteínas heterólogas sin recurrir a 

modificaciones genéticas. Debido al éxito de su uso como bioinsecticida para controlar las 

poblaciones  de  la  oruga  Anticarsia  gemmatalis  (Lepidoptera:  Noctuidae),  un  importante 

defoliador de los campos de soja en diferentes países de América del Sur, en este trabajo 

se  decidió  mejorar  al  virus  de  la  poliedrosis  nuclear  múltiple  de  Anticarsia  gemmatalis 

(AgMNPV) (Levy et al., 2011; Moscardi, 2007; Haase et al., 2015).

La estrategia general consiste en la producción de OB en líneas celulares transgénicas que 

expresen genes cuyos productos sean dirigidos a la estructura del OB. De esta manera, se 

pretende  incorporar  al  OB  proteínas  heterólogas  que  puedan  incrementar  su  poder 

insecticida, quedando el transgén contenido en el genoma de la célula hospedadora (en 

trans). Al purificar los OB para su formulación, el producto insecticida consistiría en virus no 

modificados en su genoma (wt) y quedaría libre del contenido transgénico. Para asegurar el 

direccionamiento  de  las  proteínas  candidatas  a  la  estructura  del  OB,  se  producirán 

proteínas quiméricas que consistan en una fusión al gen de PEP.  

En este capítulo se plantea el diseño y el desarrollo de la prueba concepto para evaluar la 

capacidad de direccionamiento del polipéptido de fusión de GFP en el extremo N-terminal 

de PEP de AgMNPV en los cuerpos de oclusión mediante el uso de una línea celular de 

insecto transgénica que expresa constitutivamente está fusión traduccional (Figura 3.1). Se 

evaluará la expresión y localización de la proteína quimérica en los OB de tipo salvaje de 
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dos  baculovirus  AgMNPV (rango  de huésped  estrecho)  y  AcMNPV (rango  de  huésped 

amplio).

Figura  3.1.  Esquema gráfico  del  objetivo  general  de este  capítulo:  cuerpos de oclusión 
producidos  en  una  línea  celular  de  insecto  transgénica  que  expresa  la  proteína 
recombinante GFP::PEPAg.
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Objetivos específicos

● Prueba  concepto  del  empaquetamiento  de  proteínas  recombinantes  en  trans: 

Generación de una línea celular  derivada de lepidóptero que exprese la proteína 

GFP fusionada en el extremo N-terminal de PEP de AgMNPV.

● Evaluación y caracterización de los cuerpos de oclusión de AgMNPV y AcMNPV 

empaquetados en esta línea celular de insecto transgénica.

● Análisis de cuantificación relativa de la fusión proteica en los poliedros de AcMNPV y 

AgMNPV salvajes. A partir de este análisis, se pretende determinar las diferencias 

en la capacidad de incorporar proteínas quiméricas.

● Ensayos  de  localización  subcelular  de  la  proteína  de  fusión  GFP::PEPAg en  el 

contexto de infección viral.
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Materiales y Métodos

Células y virus

Las  células  High  FiveTM (BTI-TN-5B1-4,  derivadas  de  Trichoplusia  ni)  y  UFL-Ag-286 

(derivada  de  Anticarsia  gemmatalis),  fueron  mantenidas  a  28°C  en  medio  de  Grace 

(InvitrogenTM) suplementado con 10% de suero fetal bovino  (Internegocios S.A.,Mercedes, 

Argentina). El baculovirus AcMNPV-C6 fue propagado en monocapa de células High FiveTM 

y el baculovirus AgMNPV-2D en las células UFL-Ag-286, y el título viral se calculó mediante 

ensayo  de  placas  siguiendo  el  protocolo  estándar  (O’Reilly  et  al., 1994;  Sieburth  & 

Maruniak, 1988).   

Construcción de los vectores de expresión

El  vector  de  expresión  pIP-V5/His  es  una  versión  modificada  del  vector  comercial 

pIB-V5/His (InvitrogenTM) en en que  el gen de resistencia blasticidina ha sido reemplazado 

por  el  cassette de  selección  puromicina.  El  gen  pac,  que  codifica  para  el  cassette  de 

selección de la puromicina, fue amplificado por PCR (reacción en cadena de la polimerasa) 

con los  primers Fw puro y Rv puro utilizando como molde un plásmido desarrollado en 

nuestro laboratorio bajo las condiciones que se detallan en el Anexo. A continuación, se 

purificó  el  producto  de  PCR  y  se  clonó  en  el  vector  de  clonado  pGEM-T  EasyTM 

(InvitrogenTM) para generar el pGEMT-Puro. Este plásmido y el vector comercial pIB-V5/His 

se digirieron con con las enzimas de restricción  NcoI  y  BglII.  Finalmente,  el  ORF de la 

puromicina se subclonó en el vector pIB-V5/His generando el plásmido pIP-V5/His en el que 

se intercambió el marcador de selección de la blasticidina por el de la puromicina. Además, 

este vector de expresión contiene el promotor temprano constitutivo pOie2 y la señal de 

poliadenilación  derivada  del  gen  ie1 de  Orgyia  pseudotsugata MNPV  (OpMNPV) 

flanqueando la región del sitio de clonado múltiple (del inglés, multiple cloning site  MCS). 

Para  la  generación  del  plásmido  pIP-GFP::PEPAg,  el  ORF,  que  codifica  para  PEP  fue 

amplificado  por  PCR  utilizando  como  molde  el  genoma  de  AgMNPV-2D  (Genbank 
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accession  number  NC_008520)  con  los  primers FpepNter  y  RpepNter  (ver  Anexo) 

incorporando  sitios  de  clivaje  de  enzimas  de  restricción   junto  con  una  secuencia  que 

codifica  para  un  linker flexible  (péptido:  GGGGS).  Las  condiciones  de  PCR  fueron  las 

siguientes: 30 ciclos de 94 °C por 45 s, 55 °C por 20 s, y 72 °C por 45 s. El producto de 

PCR fue clonado en el  vector pGEM-T EasyTM y,  luego, escindido por digestión con las 

enzimas SacI y XhoI. Este fragmento fue insertado entre los sitios SacI-XhoI del vector de 

expresión pIP-V5/His para generar el pIP-PEPAg. El gen indicador egfp (del inglés, enhanced 

green fluorescent protein eGFP, desde ahora denominada GFP) fue amplificado utilizando 

como molde el plásmido pEGFP-N3 (Clontech) por PCR usando los primers Fegfp y Regfp 

s/s (ver Anexo). Las condiciones de la reacción de PCR fueron las mismas que las descritas 

anteriormente. El fragmento resultante  egfp fue clonado en el plásmido pGEM-T EasyTM y 

luego subclonado en el pIP-PEPAg entre los sitios SacI y BamHI y también en el vector pIP-

V5/His  (SacI-BamHI)  para  generar  el  plásmido  pIP-GFP::PEPAg y  pIP-GFP, 

respectivamente.  La  secuencia  de  todos  los  plásmidos  con  productos  de  PCR  fueron 

confirmadas por secuenciamiento de Sanger (Macrogen Corporation, Corea del Sur).

Generación de líneas celulares de insecto transgénicas que expresan 
GFP y GFP::PEPAg

Se sembraron las células UFL-Ag-286 en placas de 6-pocillos (2 × 106 células/pocillo) y 

luego  fueron  transfectadas  con  1  μg  de  DNA  plasmídico  usando  3  μl  de  1  mg/ml  de 

polyethylenimina (PEI) según lo establecido en Ogay et al., (2006) para la generación de las 

líneas celulares transgénicas UFLAg-GFP::PEPAg y UFLAg-GFP (ver Anexo).  Luego de 24 

h post transfección (h p.t.), el medio de cultivo fue reemplazado con medio fresco con 10 μg/

mL  de  puromicina  e  incubado  por  2–3  semanas  con  recambio  de  medio  de  cultivo 

ocasional. Los clones resistentes a la puromicina fueron aislados por el método de dilución 

terminal (ver Anexo, Lynn & Harrison, 2016). Aquellos pocillos con las células transgénicas 

fueron examinados por microscopía utilizando el filtro de GFP en el microscopio invertido de 

epifluorescencia Nikon Eclipse Ti.  Para todos los experimentos se utilizaron los mismos 
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clones de las células monoclonales de UFLAg-GFP y UFLAg-GFP::PEPAg en paralelo con la 

línea celular de insecto original UFLAg-wt.

Purificación de cuerpos de oclusión

Las  líneas  celulares  UFLAg-wt,  UFLAg-GFP,  y  UFLAg-GFP::PEPAg (104 células/pocillo) 

fueron infectadas con  AcMNPV o AgMNPV (MOI: 10 pfu/cel). A las 120 h p.i., los poliedros 

fueron purificados de acuerdo al protocolo estándar con algunas modificaciones (ver Anexo, 

O’Reilly  et al., 1994). Brevemente, se partió de 15 ml de medio de cultivo infectado,  se 

sedimentaron las células a 3000 x g por 5 min, se resuspendieron en ddH2O y se procedió a 

homogeneizar  mediante  sonicador  con  dos  ciclos  de  30  s  al  50% de  potencia  en  frio 

(Sonics Vibra-Cell). Los restos celulares fueron eliminados por centrifugación (500 x g, 2 

min) y, luego, el sobrenadante con OB centrifugado a  15000 x g por 20 min. Los OB fueron 

lavados dos veces y resuspendidos en PBS. Para finalizar, se repartió el volumen en tubos 

eppendorf  cargados  con  500  ml  de una  solución  de  sacarosa 50% p/p  (colchón)  y  se 

centrifugó  a  14000  rpm  por  20  minutos  a  4°C  en  una  microcentrífuga  (Eppendorf).  A 

continuación, se retiró el sobrenadante y se lavó sucesivamente el  pellet para eliminar la 

sacarosa. Finalmente, la muestra se resuspendió en 100 ml de agua o PBS y se contaron 

los OB en cámara de Neubauer al microscopio óptico con contraste de fase y un objetivo 

20X. Los OB GFP positivos fueron detectados por microscopía de fluorescencia (objetivo 

40X). Tres imágenes con más de 1000 OB fueron tomadas para cada una de las muestras 

(AgMNPV y AcMNPV) y se procesaron con el programa ImageJ, (https://imagej.nih.gov/ij/). 

El resultado se expresa en un gráfico de barras como: % OB GFP-positivos vs. el número 

total de OB en las muestras.

Análisis de microscopía confocal y SEM

Las células UFLAg-GFP::PEPAg y UFLAg-GFP adheridas a los cubreobjetos fueron fijadas 

con paraformaldehído al 4%, seguido de lavados con PBS 1X o, en su defecto, con solución 
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fisiológica. Los núcleos celulares fueron teñidos con verde de metilo por 1 minuto seguido 

de lavados con con PBS 1X o,  en su defecto,  con solución fisiológica.  Finalmente,  los 

preparados  fueron  montados  con  polymount  (Polysciences)  y  cubreobjetos  para  ser 

observados en el microscopio confocal Leica TCS SP5 (zoom óptico de 63X). Asimismo, los 

OB de AcMNPV y AgMNPV purificados a partir de células UFLAg-GFP y células UFLAg-

GFP::PEPAg, infectadas en experimentos independientes, se visualizaron en el microscopio 

confocal  Leica  TCS  SP5  (zoom  óptico  de  63X).  En  paralelo,  se  utilizó  la  microscopía 

electrónica de barrido (SEM) para examinar la envoltura del poliedro y evaluar la integridad 

de la superficie de los OB derivados de las células UFLAg-GFP::PEPAg.  Brevemente, las 

muestras de OB se fijaron durante la noche en la  suspensión de fijador (formaldehído al 4% 

y glutaraldehído al 1% en tampón fosfato 0,1 M, pH 7,4) y, posteriormente, se lavaron dos 

veces  con  el  tampón  fosfato  0,1  M,  pH  7,4.  Luego,  las  muestras  se  deshidrataron 

parcialmente  con  etanol  al  70%,  se  secaron,  se  colocaron  sobre  soportes  de  aluminio 

usando etiquetas de carbono, se recubrieron con oro-paladio y se fotografiaron (aumento, 

10000X; 12,5 kV, FEI Quanta 200). Se seleccionaron al azar quince OB por cada virus y se 

les midió el tamaño para calcular el diámetro promedio.

SDS-PAGE y Western blot

Los  pellet de  las  células  UFLAg-wt,  UFLAg-GFP y  UFLAg-GFP::PEPAg infectadas  y  no 

infectadas,  así  como las muestras de control  negativo y  positivo (células  UFL-Ag-286 y 

proteína GFP purificada,  respectivamente)  se lavaron con PBS y se resuspendieron  en 

tampón RIPA que contiene 1:100 del inhibidor de proteasa (Sigma-Aldrich). Las proteínas 

fueron visualizadas mediante SDS-PAGE (10% acrilamida) y mediante tinción de los geles 

con  Coomassie  Brilliant  Blue  R-250  0,25% p/v  (ver  Anexo).  Para  la  realización  de  los 

ensayos de Western Blot, las proteínas de los geles fueron transferidas a una membrana de 

PVDF  (HybondTM-P;  Amersham  Biosciences,  Little  Chalfont,  GB)  durante  30  minutos 

aplicando una diferencia de potencial de 15 V en el sistema semi-seco del equipo Trans-blot 
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SD (BioRad, Hercules, CA). Las membranas se bloquearon con leche descremada al 5% en 

solución salina tamponada con Tris (TBS) que contenía Tween 20 al 0,01% y se incubaron 

con  un  anticuerpo  monoclonal  anti-GFP  (Chromotek,  3#9)  durante  1  h  a  temperatura 

ambiente, se lavaron tres veces con TBS-Tween y, luego, se incubaron con el anticuerpo 

secundario  IgG  anti-rata  conjugada  con  peroxidasa  de  rábano  (HRP)  (Thermo  Fisher 

Scientific, #61-9520) a temperatura ambiente durante 1 h. La membrana se lavó tres veces 

con TBS-Tween y se reveló incubando con una solución luminol 1.25 mM (Sigma, St. Louis, 

MO), ácido p-cumárico 200mM (Sigma,  St. Louis, MO) y H2O2 2.7 mM en Tris–HCl 0.1 M, 

pH 8.5. Las imágenes fueron obtenidas con el adquisidor EC3TM 500 (UVP, Upland, CA).

Espectroscopía de masas

Los  análisis  se  realizaron  en  el  Centro  de  Proteómica  CEQUIBIEM,  UBA-CONICET 

(Universidad  de  Buenos  Aires  -  Consejo  Nacional  de  Investigación).  Brevemente,  las 

muestras  de  OB  de  AcMNPV  y  AgMNPV  derivadas  de  células  UFLAg-GFP::PEPAg se 

cuantificaron mediante el ensayo de Bradford  (Bradford, 1976), se redujeron, alquilaron y 

precipitaron (ver Anexo) y luego se digirieron con tripsina en el laboratorio que presta el 

servicio.  Las muestras digeridas se analizaron por nano-HPLC, acoplado a un espectró- 

metro de masa modelo Q-Exactive (Thermo Scientific). Se usó un voltaje de 3.5 kV para la 

ionización por ElectroSpray (Thermo Scientific, EASY-SPRAY). El equipo cuenta con una 

celda  de  HCD  (HCD  del  inglés,  higher-energy  collisional  dissociation)  y  un  analizador 

Orbitrap, lo que nos permitió en primer lugar una separación de los péptidos obtenidos por 

digestión  tríptica  y  una  posterior  identificación  de  los  péptidos  en  la  muestra.  De  esta 

manera, se obtuvo el espectro denominado MS1. A partir del mismo se seleccionaron los 

cinco péptidos más intensos como precursores para la fragmentación en la trampa iónica. A 

continuación, se obtiene el espectro  MS/MS. El rango de masa escaneada fue de 400-1800 

m/z, a una resolución de 70000 a 400 m/z, y los 12 iones más intensos en cada ciclo, se 

aislaron secuencialmente, y se fragmentaron por disociación de colisión de mayor energía 
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(HCD). Los péptidos con una carga +1 o con un estado de carga no asignado se excluyeron 

de la fragmentación. 

Análisis de los datos de espectroscopía de masas

Para  la  identificación  de  las  proteínas,  se  hicieron  búsquedas  con  los  espectros  de 

fragmentación  (MS/MS)  en   MASCOT,  empleando  el  paquete  informático  Proteome 

DiscovererTM con los parámetros determinados por el prestador de servicios CEQUIBIEM. 

Brevemente,  la  búsqueda  de  las  proteínas  se  realiza  contra  la  base  de  datos  de  los 

proteomas  de  AgMNPV  y  AcMNPV  (números  de  acceso:  DQ813662.2  y  KM667940, 

National Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov) digeridos in silico con 

tripsina permitiendo como máximo y, por péptido, un único sitio de clivaje sin detectar. Se 

analizaron todas las muestras por triplicado. Para el análisis estadístico de la cuantificación 

relativa sin marcaje se utilizó el mismo software, y la búsqueda la realizó el prestador de 

servicios CEQUIBIEM. Se estableció una tolerancia de masa precursora de 10 ppm y un 

0,05 Da para la tolerancia de iones. Los datos de LC-MS/MS se analizaron con el software 

Proteome DiscovererTM para una cuantificación de proteínas sin marcaje usando los valores 

de emPAI (del inglés, exponentially modified protein abundance index emPAI). Los valores 

de emPAI de GFP::PEPAg se convirtieron en porcentajes molares al normalizarlos con la 

suma de todos los valores de emPAI (Shinoda et al., 2009). 

% Porcentaje molar (en moles) = 
emPAIGFP : :PEPAg

Σ(emPAI )
 x 100
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Resultados

Construcción de vectores de expresión

Habiendo analizado la secuencia de la proteína PEP de AgMNPV  in silico  en el capítulo 

anterior, se propuso la expresión en células de insecto con el fin de evaluar si la proteína 

suministrada  en  trans afecta  la  morfología  de  estas  células  (ej.  alteraciones  del 

citoesqueleto)  y  determinar  su  utilidad  como  plataforma  empaquetadora  de  proteínas 

recombinantes. Para ello, se desarrollaron 4 vectores de expresión. El primero es el vector 

molde o backbone pIP-V5His que es una versión modificada del vector comercial pIB-V5His 

(InvitrogenTM). La modificación se refiere al cambio del cassette de selección reemplazando 

el gen de resistencia a la blasticidina (bsr) por el de la puromicina acetil transferasa  (pac). 

Esta modificación nos permite reducir ampliamente los costos de selección y producción en 

cultivo celular.  Para ello,  se amplificó por la técnica de PCR el gen  pac y,  luego de su 

purificación,  se incorporó en el  vector  de clonado para finalmente ser subclonado en el 

vector  de  expresión  pIB-V5His  como  se  muestra  en  la  Figura  3.2  (panel  superior).  A 

continuación,  se  construyeron  los  plásmidos  para  expresar  las  dos  proteínas 

recombinantes: pIP-GFP::PEPAg, que contiene la secuencia completa de PEP AgMNPV, en 

adelante denominada PEPAg, fusionada en su extremo N-terminal a la proteína fluorescente 

GFP,  y  pIP-GFP,  que contiene el  ORF de  gfp  para ser  utilizado como un plásmido de 

control.  El  esquema  de  clonado  se  muestra  en  la  Figura  3.2,  panel  medio  e  inferior, 

respectivamente. Los clones positivos de los tres vectores de expresión fueron identificados 

por  colony  PCR  (datos  no  mostrados)  y  luego,  se  corroboró  el  patrón  por  digestión 

enzimática,  que resultó en el  patrón de bandas con los tamaños esperados para los 3 

vectores. En el panel superior, se observan las bandas correspondientes a la puromicina 

(~700  pb)  y  al  pIP-V5/His  (~3700  pb),  en  el  panel  medio,  se  muestran  las  bandas 

correspondientes a PEPAg (~950 pb) y al pIP-V5/His (~3700 pb) y, en el panel inferior,  se 

observan  las  bandas  correspondientes  a  GFP  (~750  pb),  GFP::PEPAg  (~1700)  y  al 

pIP-V5/His  (~3700  pb).  La  secuencia  de  estos  plásmidos  fueron  confirmadas  por 
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secuenciamiento de Sanger (Macrogen Corporation, Corea del Sur).                               

Figura 3.2. Generación de los vectores de expresión. Panel superior: Esquema del clonado donde se  
intercambia el cassette de selección de la blasticidina por el de la puromicina en el vector pIB-V5/His 
para  dar  lugar  al  pIP-V5/His.  A  la  derecha,  el  screening del  clonado  del  gen  pac en  el  vector 
pIP-V5/His  por  digestión  y  liberación  del  inserto  con  las  enzimas  de  restricción  NcoI  y  BglII 
observándose la banda de ~700 pb correspondiente al ORF de puromicina. En el panel intermedio: 
Esquema del clonado del gen pep de AgMNPV en el vector pIP-V5/His. A la derecha, el screening del 
clonado del gen pep en el vector pIP-PEPAg por digestión y liberación del inserto con la enzima de 
restricción PstI observándose la banda de ~950 pb correspondiente al ORF de PEP. Panel inferior:  
Esquema del clonado del gen gfp en el vector pIP-V5/His y pIP-PEPAg. A la derecha, el screening del 
clonado del gen gfp en el vector pIP-GFP y pIP-GFP::PEPAg por liberación del inserto con la enzima 
de restricción PstI observándose la banda de ~750 pb o ~1700 pb correspondiente al ORF de gfp o 
gfp::pepAg, respectivamente.
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Desarrollo de líneas celulares de insecto monoclonales

Las células UFL-Ag-286 (UFLAg-wt) fueron modificadas genéticamente para que expresen 

el polipéptido de fusión GFP::PEPAg de manera constitutiva con el fin de evaluar si los OB 

adquieren la proteína PEPAg suministrada en trans durante la morfogénesis en estas células. 

Con  los  vectores  de  expresión  pIP-GFP::PEPAg y  pIP-GFP  se  generaron  dos  líneas 

celulares  de  insectos  transgénicas  monoclonales:  UFLAg-GFP::PEPAg,  que  expresa  el 

polipéptido GFP::PEPAg y UFLAg-GFP, que expresa la proteína GFP, respectivamente. Esta 

última  línea  celular,  utilizada  como  control,  permitió  analizar  si  el  direccionamiento  es 

dependiente  de  la  fusión  a  la  proteína  de  envoltura  o  si,  por  el  contrario,  existe  una 

incorporación al azar en los OB. Para generar estas líneas celulares se transfectaron las 

células UFLAg-wt con los plásmidos de expresión correspondientes y luego se incubaron 

con medio de selección (puromicina) hasta que se obtuvieron varios clones resistentes al 

antibiótico.  La expresión del gen indicador  gfp en ambas células transgénicas se evaluó 

mediante microscopía de fluorescencia,. La presencia de ambas proteínas recombinantes, 

GFP::PEPAg o GFP, se evidenció por su fluorescencia característica en las líneas celulares 

seleccionadas (Fig. 3.3a). En el panel de la Figura 3.3b se muestra el resultado del SDS-

PAGE donde se comparó la expresión de proteínas entre las células UFLAg-wt y las células 

transgénicas UFLAg-GFP::PEPAg observándose una nueva banda a los 65 kDa del tamaño 

esperado para GFP::PEPAg.  Este  patrón de expresión se analizó  por  western  blot   con 

anticuerpos anti-GFP y se confirmó que la banda de 65 kDa corresponde a la expresión del 

producto  de  fusión  GFP::PEPAg (Fig.  3.3c).  Como control  negativo  se  utilizaron  células 

UFLAg-wt y  como positivo  las  células  UFLAg-GFP.  A  partir  de  estos  experimentos,  se 

comprobó la expresión y presencia de las proteínas recombinantes en las células de insecto 

transgénicas y monoclonales UFLAg-GFP y UFLAg-GFP::PEPAg.

Página 119



Cap. 3: Generación de un sistema de empaquetamiento de OB en células de insecto           Ma. Laura Fabre - Tesis doctoral 

Figura 3.3. a. Microscopía de fluorescencia de las líneas celulares monoclonales. Panel superior: 
células  UFLAg-wt,  panel  intermedio:  UFLAg-GFP  y  panel  inferior:  UFLAg-GFP::PEPAg (200x). 
Morfología celular en contraste de fase (del inglés,  Phase contrast Ph), UV fluorescencia (GFP) y 
superposición de ambas imágenes (del inglés, Merge). b. SDS-PAGE: gel de poliacrilamida (10%), de 
izquierda a derecha: PM: marcador de peso molecular, calle 2: control negativo cél. UFLAg-wt,  calle 
3: cél.  UFLAg-GFP::PEPAg  y calle 4: control positivo, proteína purificada GFP. c. Western blot:  el  
anticuerpo monoclonal anti-GFP fue usado para detectar GFP y la proteína de fusión GFP::PEPAg: 
PM: marcador de peso molecular, calle 1: control negativo, célula UFLAg-wt, calle 2: cél. UFLAg-
GFP::PEPAg  y calle 3: cél. UFLAg-GFP.

Direccionamiento de GFP::PEPAg en los OB de AgMNPV y AcMNPV

Para evaluar la localización del polipéptido de fusión GFP::PEPAg  en los OB, las células 

UFLAg-GFP::PEPAg fueron infectadas con el baculovirus salvaje AgMNPV. Adicionalmente, 

se decidió analizar en paralelo la capacidad de PEPAg de complementar otros baculovirus 

con los que contamos en el laboratorio dado que nuestra finalidad pretende obtener una 

línea celular  que permita complementar  la  mayor  cantidad  de virus  posibles  y,  de  esta 

manera, ampliar el rango de huéspedes plagas. Sieburth & Maruniak (1988), reportaron que 

las células UFL-Ag-286 también son susceptibles a la infección por AcMNPV; por lo tanto, 
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se  decidió  estudiar  a  este  baculovirus  como  posible  candidato.  Primero,  se  analizó  la 

homología de secuencias entre la proteína PEPAg y la PEP de AcMNPV (Figura 3.4a). El 

alineamiento  se realizó  utilizando  ClustalO  y  se  obtuvo un alto  porcentaje  de identidad 

(66%), donde la menor puntuación en el alineamiento se debe a la región desordenada que 

une a los dominios N- y C-terminal de PEP. Por lo tanto, se decidió evaluar la capacidad de 

direccionamiento de GFP::PEPAg en los OB de AcMNPV y AgMNPV en las células UFLAg-

GFP::PEPAg.  El  análisis  por  microscopía  de  campo  claro  mostró  que  la  expresión 

constitutiva  de  la  proteína  recombinante  en  células  UFLAg-GFP::PEPAg no  afecta  la 

replicación viral de AgMNPV o AcMNPV y que, en ambos casos, se producen poliedros con 

las características fenotípicas habituales (Figura 3.4b). Los mismos resultados se obtuvieron 

con la línea celular  monoclonal  control  UFLAg-GFP, infectada con AgMNPV o AcMNPV 

(Figura 3.4c). 
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Figura  3.4.  a.  Alineamiento  de  la  secuencia  de  aminoácidos  de  PEP  derivada  de  AgMNPV 
(ABI13910.2) y AcMNPV (ABF30966.) usando ClustalO (https://www.ebi.ac.uk/) con los parámetros 
estándar y la edición con el programa JalView, los residuos de aminoácidos idénticos se resaltan en 
azul y los dominios conservados se encuentran encuadrados. b. Microscopía de fluorescencia de 
células  de  insecto  transgénicas,  morfología  celular  en  contraste  de  fase  (Ph),  luz  UV  (GFP)  y 
superposición  de  ambas  imágenes  (del  inglés,  Merge):  a.  Células  UFLAg-GFP::PEPAg: Mock  de 
infección (A, 200x), infectadas con AgMNPV (B, 200x), AcMNPV (C, 200x) a los 3 d p.i. b. Células 
UFLAg-GFP: Mock de infección (A, 200x), infectadas con  AgMNPV (B, 200x), AcMNPV (C, 200x) a 
los 3 dp.i.

Caracterización de GFP::PEPAg en los OB de AgMNPV y AcMNPV

En  experimentos  paralelos  se  infectaron  las  células  UFLAg-wt,  UFLAg-GFP  y  UFLAg-

GFP::PEPAg con los virus AgMNPV o AcMNPV (Figura 3.5a). Los OB producidos en estas 

células se purificaron y analizaron por western blot con anticuerpos anti-GFP para confirmar 

la  localización  de  la  proteína  de  fusión  y  determinar  si  PEPAg es  la  responsable  del 

direccionamiento de GFP en el OB (Figura 3.5b). Los OB derivados de las células UFLAg-

GFP::PEPAg infectadas  fueron  GFP  positivos,  mostrando  la  banda  de  65  kDa 

correspondiente al tamaño del polipéptido de fusión. Por otra parte, no se observó señal de 

GFP en los OB derivados de las células UFLAg-GFP infectadas confirmando que la proteína 

GFP por sí sola no se direcciona a los OB.  Estos resultados demuestran que la proteína 

PEPAg es  la  responsable  de  la  localización  de  GFP::PEPAg en  los  OB  de  AgMNPV  y 

AcMNPV. A continuación, se evaluó la eficiencia en la incorporación de GFP::PEPAg en los 

OB  obtenidos  a  partir  de  la  infección  AgMNPV  o  AcMNPV  en  las  células  UFLAg-

GFP::PEPAg en experimentos paralelos e independientes. Para ello, esta línea celular  se 

infectó con ambos virus (por separado) con la misma multiplicidad de infección (MOI), los 

OB purificados se contaron por microscopía de fluorescencia por triplicado (Figura 3.5a). 

Los experimentos se realizaron por duplicado.  El porcentaje de OB fluorescentes (GFP-

positivos) versus OB no fluorescentes se muestran en el gráfico de barras (Figura 3.5c). El 

análisis estadístico por el test t de Student mostró que no hay diferencias significativas entre 

los dos morfotipos virales. Es importante remarcar, que el gen pep ha sido descrito como un 

gen especie específico, y que hasta la fecha no ha sido posible su complementación por 
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otros  genes  pep homólogos.  Sin  embargo,  y  como  conclusión  de  estos  experimentos, 

pareciera ser posible incluir una proteína PEP homóloga (AgMNPV) en el OB de AcMNPV 

cuando existe una co-expresión con la proteína PEP salvaje, en este caso la proteína PEP 

de AcMNPV. Finalmente, se evaluó por PCR un posible evento de recombinación entre el 

genoma de la célula y el genoma de los BV de AcMNPV o AgMNPV que diera por resultado 

la integración de la secuencia de DNA del polipéptido de fusión GFP::PEPAg. Los resultados 

muestran  que  no  existió  tal  evento  de  recombinación  luego  del  pasaje  por  las  células 

UFLAg-GFP::PEPAg (Fig. S3.1).

Figura 3.5.  a.  Imágenes representativas de los OB de AcMNPV o AgMNPV aislados de células 
UFLAg-GFP::PEPAg, luz UV (GFP), contraste de fase (Ph), superposición de ambas imágenes (del 
inglés,  Merge).  En el  panel de la izquierda:  72 h p.i.  en células UFLAg-GFP::PEPAg antes de la 
sonicación. En el panel de la derecha: los OB luego de la purificación por sonicación. b. Western blot  
(anti-GFP) calle 1: GFP purificada, calle 2: mock  UFLAg-GFP::PEPAg, calles 3-4-5: OB AgMNPV 
purificados aislados de células UFLAg-wt,  UFLAg-GFP y  UFLAg-GFP::PEPAg ,  respectivamente, 
calles  6-7-8:  OB  AcMNPV  purificados  aislados  de  células  UFLAg-wt,  UFLAg-GFP  y  UFLAg-
GFP::PEPAg, respectivamente. c. Análisis del rendimiento de los OB empaquetados con GFP::PEPAg, 
cada barra representa el porcentaje de OB fluorescentes referidos al número total de OB de AgMNPV 
o AcMNPV en las muestras. Test t Student, p = 0.96 (n ≥ 1000 OB/muestra, realizados por triplicado).
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Análisis  de  los  cuerpos  de  oclusión  empaquetados  por  diferentes 
microscopias

Estudios de microscopía confocal de los OB de AgMNPV y AcMNPV producidos en las 

células UFLAg-GFP::PEPAg infectadas confirman la presencia de la proteína recombinante 

de  fusión  GFP::PEPAg (Figura  3.6).  A  continuación,  se  buscó  evaluar  el  fenotipo  de  la 

envoltura de estos OB y, para ello se realizó una microscopía electrónica de barrido (del 

inglés,  scanning electron microscopy SEM). Nuestros resultados muestran una superficie 

lisa, intacta y homogénea típica de los cuerpos de oclusión salvajes en ambos virus como 

se muestra en la  figura (Fig.  3.6).  Las imágenes obtenidas por  SEM se utilizaron para 

estimar las dimensiones de los poliedros; los valores obtenidos fueron 3 μm y 2,30 μm para 

AgMNPV  y  AcMNPV,  respectivamente.  Estos  valores  coinciden  con  los  publicados 

previamente (Coulibaly  et al., 2009; Pombo et al., 1998). En su conjunto, estos resultados 

indican que nuestra línea celular  de insecto transgénica posee un alto rendimiento para 

suplementar  los  cuerpos  de  oclusión  de  virus  salvajes  con  la  proteína  recombinante 

GFP::PEPAg sin desestabilizar la estructura de la envoltura del OB.
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Figura 3.6. En el panel de la izquierda imágenes representativas de la microscopía confocal de OB 
de AgMNPV y AcMNPV purificados (objetivo 65x), contraste de fase (Ph) y filtro GFP. En el panel de 
la derecha: imágenes representativas de la microscopía electrónica de barrido (SEM) de los OB de 
AgMNPV y AcMNPV purificados (10000x).

Caracterización de los OB por espectrometría de masas

Los OB obtenidos por en células UFLAg-GFP::PEPAg infectadas con AgMNPV o AcMNPV, 

en experimentos paralelos, fueron analizados por espectrometría de masas en tándem (del 

inglés, tandem mass spectrometry) con el fin de caracterizar la composición proteica de los 

mismos y confirmar la incorporación de la proteína recombinante GFP::PEPAg. Los perfiles 

LC-MS/MS obtenidos fueron similares a los reportados en bibliografía para los OB de los 

virus salvajes de AcMNPV y AgMNPV (Braconi et al., 2014; Wang et al., 2010): un total de 

78 y 66 proteínas fueron identificadas para los OB empaquetados de AcMNPV y AgMNPV, 

respectivamente (Tabla S3.1). A su vez, se identificaron diez y siete péptidos únicos para 

GFP::PEPAg en  AgMNPV  y  AcMNPV,  respectivamente,  confirmando  la  presencia  de  la 

proteína de fusión recombinante en los OB (Figura 3.7a). Quizás el hallazgo más importante 

fue  la  identificación  de  la  proteína  PEP  propia  del  AcMNPV  junto  con  la  PEPAg 

recombinante. Esto puede interpretarse como la confirmación de que ambas proteínas no 

fueron  mutuamente  excluyentes  en  la  competición  durante  el  ensamblaje  de  los  OB. 

Además de la identificación de las proteínas, esta técnica nos permitió realizar un análisis 

de  cuantificación  relativa  libre  de  marcaje  en  los  OB  de  las  diferentes  especies  de 

baculovirus. Nuestro método está basado en el número de espectros asignados para una 

dada  proteína  (MS/MS)  denominado  emPAI  (del  inglés,  exponentially  modified  Protein 

Abundance Index) (Tabla S3.1) (Ishihama et al., 2005; Shinoda et al., 2009). Un incremento 

en la abundancia de la proteína normalmente se correlaciona con un aumento en el número 

de  péptidos  proteolizados  encontradas  en  el  análisis.  Un  aumento  de  estos  péptidos, 

conlleva a un aumento de la cobertura en la secuencia de la proteína: en el número de 

péptidos identificados y en el número de espectros detectados por proteína. Es importante 

tener en cuenta que, para poder realizar una cuantificación adecuada, es necesario un paso 
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previo de normalización de cada elución cromatográfica. En este trabajo,  se realizó una 

normalización  a  nivel  de  la  muestra  biológica,  que  consistió  en  utilizar  como  estándar 

interno  una  proteína  cuya  expresión  permanece  constante  en  los  diferentes  grupos  y 

condiciones experimentales del  estudio.  En este estudio se utilizó  la  proteína poliedrina 

(POLH), cuyo valor de emPAI es el más alto, con un valor límite consistente con el hecho de 

que  la  misma  ocupa  el  66%  del  volumen  del  OB  convirtiéndose  en  la  proteína  más 

abundante  (Megger  et al., 2013; Sajjan & Hinchigeri, 2016; Zhu  et al., 2010). Los valores 

normalizados  de  emPAI  obtenidos  con  el  programa  Proteome DiscovererTM  permitieron 

calcular de manera aproximada la cantidad de la proteína de fusión GFP::PEPAg en los OB 

de  AcMNPV o AgMNPV (Fig.  3.7b).  Para  las  muestras  de proteína  GFP::PEPAg  en  los 

cuerpos de oclusión de AgMNPV o AcMNPV el porcentaje molar fue de 8,82 10-02 y 1,1

10-04, respectivamente. Esta aproximación refleja que en los OB de AgMNPV la proteína 

recombinante se incorporó unas ~100 veces más que en los OB de AcMNPV. En necesario 

realizar más experimentos para validar estos datos y obtener una cuantificación más precisa 

de la GFP::PEPAg incorporada en los OB.
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Figura 3.7. a. Secuencia de aminoácidos de la proteína recombinante GFP::PEPAg: el segmento de 
GFP se resalta en verde y el fragmento de PEPAg en naranja. La secuencia del linker en negrita. Los 
péptidos únicos de GFP::PEPAg identificados por Orbitrap se encuentran subrayados: péptidos en los 
OB de AcMNPV en rojo y péptidos en los OB de AgMNPV en azul. b. Cuantificación relativa libre de 
marcaje con los resultados de LC-MS/MS, en la tabla se resalta en amarillo el porcentaje molar de 
GFP::PEPAg en los OB de AcMNPV y AgMNPV aislados de las células UFLAg-GFP::PEPAg.

Caracterización de la localización subcelular de GFP::PEPAg

A partir de los experimentos anteriormente mencionados, en los que las células UFLAg-

GFP::PEPAg expresan  la  proteína  recombinante  de  manera  constitutiva  se  observó  un 

cambio en el patrón de localización de esta proteína en el contexto de la infección viral. En 

consecuencia,  se  propuso  evaluar  la  localización  subcelular  de  GFP::PEPAg antes  y 

después  de  la  infección  por  el  baculovirus  AgMNPV.  Para  ello,  las  células  UFLAg-

GFP::PEPAg  se observaron al microscopio confocal luego de 24 h p.i.; como control de la 

localización  mediada  únicamente  por  GFP  se  utilizaron  las  células  UFLAg-GFP.  En  la 

Figura 3.8, la señal fluorescente en las células UFLAg-GFP se encuentra distribuida en todo 

el citoplasma y, particularmente, en el núcleo. En cambio, en las células UFLAg-GFP::PEPAg 
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se observa una disminución de GFP en el  núcleo celular,  una amplia distribución en el 

citoplasma y una alta concentración formando un anillo alrededor del núcleo. A las  24 h p.i., 

en las células UFLAg-GFP::PEPAg se observa un cambio en la localización subcelular de la 

proteína recombinante concentrándose principalmente en el interior del núcleo. 

Figura  3.8.  Microscopía  de  fluorescencia  confocal  de  las  líneas  celulares  monoclonales.  Panel 
izquierdo:  mock células UFLAg-GFP, panel  intermedio:  mock células UFLAg-GFP::PEPAg y panel 
derecho: células UFLAg-GFP::PEPAg infectadas con AgMNPV. Morfología celular  en contraste de 
fase (Ph) y UV fluorescencia (GFP), (65X).

En concordancia  con  estos  resultados,  se  analizó  por  microscopía  confocal  las  células 

UFLAg-GFP::PEPAg a  diferentes tiempos de post  infección con el  virus AgMNPV.  En la 

Figura 3.9, se observa la progresión de la infección luego de las 3, 6, 12 y 24 h p.i.,  la 

expresión de GFP::PEPAg y su localización del núcleo en los compartimientos citoplásmico y 

nuclear.  A  medida  que  avanza  la  infección  viral,  la  localización  de  GFP::PEPAg se  va 
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concentrando en el núcleo. El punto de inflexión donde se produce la mayor translocación 

de la proteína recombinante desde el citoplasma al núcleo, se ubica entre las 12 y 24 h p.i., 

en concordancia con la etapa tardía de la infección. En esta etapa, se inhibe la producción 

de BV y la salida de las nucleocápsides del núcleo celular, y comienza la expresión de las 

proteínas virales P10 y POLH para la formación de los cuerpos de oclusión maduros. Más 

importante aún, coincide con el comienzo de la expresión de PEP en el genoma baculoviral 

(Martínez-Solís et al., 2016; Miller, 2013).

Figura  3.9.  Microscopía  confocal  de  células  UFLAg-GFP::PEPAg,  infectadas  con  el  baculovirus 
AgMNPV a las 3, 6, 12 y 24 h p.i.. De izquierda a derecha: UV fluorescencia (GFP),  fluorescencia  
azul de la tinción del núcleo, superposición de ambas imágenes (del inglés,  Merge) y morfología 
celular en contraste de fase.
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Discusión
La  formulación  de  biopesticidas  a  base  de  baculovirus  salvajes  o  wild  type ha  sido 

ampliamente evaluada y aprobada para su aplicación en el ambiente por las autoridades 

regulatorias de varios países. Si bien el uso de baculovirus recombinantes ha resultado en 

una  disminución  en el  tiempo letal  medio  o  un aumento  en  la  velocidad  de  acción  en 

insectos plagas (Kroemer et al., 2015; López et al., 2018; Yang et al., 2017), se requieren 

grandes  esfuerzos  para  determinar  su  impacto  en  el  ambiente.  Las  normas  (o 

reglamentaciones)  que dificultan la  liberación al  ambiente de organismos genéticamente 

modificados  en  gran  escala  animó  que  en  este  trabajo  se  desarrolle  una  prueba  de 

concepto para evaluar si una línea celular de insecto transgénica, UFLAg-GFP::PEPAg, era 

capaz de expresar y direccionar un polipéptido de fusión GFP::PEPAg a diferentes cuerpos 

de  oclusión  de  virus  no  modificados  genéticamente.  En  este  estudio  se  utilizaron  dos 

alphabaculovirus  del  grupo  I  con rango de huésped  limitado  y  amplio  respectivamente: 

AgMNPV y AcMNPV, respectivamente. La morfología de los OB de ambos virus decorados 

con la proteína recombinante GFP::PEPAg mostraron la forma y tamaño normal de los OB 

salvajes, en concordancia con lo publicado previamente (Sajjan & Hinchigeri, 2016; Wang et 

al., 2010).  Si  bien  la  PEP  es  una  proteína  viral  especie  específica,  la  línea  celular 

monoclonal  UFLAg-GFP::PEPAg que expresa la PEP homóloga (AgMNPV) fue capaz de 

localizarse en el OB de AcMNPV. La hipótesis es que las interacciones proteína-proteína 

entre  las  diferentes  PEP  baculovirales  dependen  en  gran  medida  de  la  similitud  de 

secuencia  y  la  distancia  evolutiva  entre  las  mismas.  Esta  observación  se  basa  en  la 

deficiencia de la complementación entre las PEP de AcMNPV y sus ortólogos distantes, 

como HearNPV y CpGV con una identidad de secuencia de 41% y 24,8%, respectivamente 

(Li et al., 2015). En contraste, el alineamiento de la secuencia aminoacídica entre las PEP 

de AgMNPV y AcMNPV muestran un 66% de identidad (Fig. 3.4a). Se necesitan estudios 

adicionales para caracterizar en profundidad la interacción entre los distintos componentes 
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que forman la envoltura del  poliedro  y,  más específicamente,  la  interacción de PEP en 

relación con esta estructura. 

A partir del análisis de proteómica se obtuvieron perfiles proteicos para las dos especies de 

baculovirus  en  concordancia  con  los  encontrados  en  la  bibliografía,  demostrando  una 

composición  inalterada de la  nucleocápside  y  ODV dentro  de los  OB.  La detección de 

GFP::PEPAg en los dos OB baculovirales permite afirmar que la estrategia fue exitosa en el 

direccionamiento de la proteína recombinante expresada en trans en la línea celular UFLAg-

GFP::PEPAg. Respecto a la cuantificación libre de marcaje, el valor normalizado de emPAI 

mostró una baja incorporación de la proteína quimérica en los OB de AcMNPV, lo cual es 

consistente con las características reportadas para PEP siendo un gen especie específico 

(Li et al., 2015). Para los futuros experimentos de cuantificación por este mismo método, se 

debe modificar el protocolo antes descripto y eliminar de la muestra las proteínas con muy 

alta expresión como, la poliedrina, para poder identificar una mayor cantidad de péptidos y 

no saturar la muestra. 

Por  otra  parte,  los  OB empaquetados  mantienen  el  genoma viral  salvaje  y  exhiben  un 

tamaño homogéneo comparable con los virus propagados en células wild type. Dado que se 

han reportado eventos de recombinación entre el genoma celular y el genoma baculoviral, 

analizamos los BV aislados de la línea celular UFLAg-GFP::PEPAg con el fin de evaluar la 

posible integración de la información genética del polipéptido de fusión y, hasta la fecha, no 

hemos detectado ningún rearreglo genómico en los baculovirus utilizados  (Mangor  et al., 

2001).  Teniendo  en  cuenta  que  trabajamos  con  virus  salvajes  y  que,  por  lo  tanto,  se 

encuentran en condiciones óptimas para su propagación, la probabilidad de adquirir  una 

segunda copia completa de un gen heterólogo se minimiza al no existir una secuencia de 

DNA flanqueante requerida para el  evento de recombinación;  además, dicho evento de 

recombinación no representaría ninguna ventaja adaptativa que determine su selección en 

el  virus.  Sin  embargo,  no  se  puede  descartar  de  manera  absoluta  la  posibilidad  de 

integración de fragmentos de DNA celular en el genoma viral. Aunque la estrategia plantee 
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un único pasaje de amplificación en la línea celular UFLAg-GFP::PEPAg, será necesario para 

futuras aplicaciones realizar análisis exhaustivos para descartar cualquier rearreglo en el 

genoma baculoviral.

La  localización subcelular  tan  marcada de GFP::PEPAg  antes y  después de la  infección 

permite pensar en nuevas estrategias para encarar el estudio funcional de la proteína PEP. 

Los nuevos interrogantes apuntan a caracterizar los dominios N-terminal y C-terminal de los 

cuales no se conocen motivos estructurales o funcionales. Entre estas nuevas incógnitas, 

es importante determinar cuál es el rol de la fosforilación en estas proteínas. Para ello, se 

han  comenzado  los  estudios  de  co-inmunoprecipitación  con  el  sistema  GFP-TRAP 

(Chromotek®)  para  la  purificación  de  la  proteína  recombinante  GFP::PEPAg y  sus 

interactores  (datos  no  mostrados).  Estos  estudios  permitirán  identificar  el/los  sitio/s  de 

fosforilación y el interactoma para determinar si el cambio de localización en el contexto de 

infección se debe a la fosforilación, o a una interacción proteína-proteína o ambas.

En  esta  parte  del  trabajo,  se  exploró  el  desarrollo  de  líneas  celulares  de  insecto 

transgénicas como una nueva plataforma biotecnológica que permitirá generar cuerpos de 

oclusión  decorados  con  proteínas  recombinantes  evitando  la  necesidad  de  modificar 

genéticamente los baculovirus para su uso como bioinsecticidas.  Al  ser la envoltura del 

poliedro  la  primera estructura que se debe desensamblar  para liberar  los viriones en el 

intestino medio, la incorporación de proteínas insecticidas seleccionadas en esta estructura 

contribuirá  a  una  invasión  más  rápida  en  el  epitelio  intestinal  del  insecto  plaga.  La 

incorporación de proteínas exógenas expresadas en líneas celulares transgénicas permiten 

pensar nuevas perspectivas y usos biotecnológicos de los OB empaquetados, incluyendo el 

área de aplicación clásica como bioinsecticidas pero también su uso en la clínica, asociados 

a antígenos o como delivery de péptidos bioactivos (Fabre et al., 2019; López et al., 2018).
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Material suplementario

Figura S3.1. Evaluación de eventos de recombinación. Confirmación por PCR de la no incorporación 
de la secuencia codificante para GFP::PEPAg en el genoma baculoviral utilizando como molde una 
extracción  de  DNA  genómico  a  partir  de  viriones  brotantes  replicados  en  las  células  UFLAg-
GFP::PEPAg y como primers Fgfp y Rgfp (ver Anexo). Línea 1: PM: marcador de peso molecular (1 
kpb),  línea  2:  control  negativo:  H2O,  línea  3:  control  positivo:  pIP-GFP::PEPAg,  línea  3:  BV  de 
AgMNPV-wt, línea 4: BV AcMNPV-wt y línea 5: control positivo de la infección: BV Ac-GFP.
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Tabla S3.1. Proteínas identificadas por Orbitrap en los OB de AcMNPV o AgMNPV.
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Introducción
   

En el marco del manejo integrado de plagas agrícolas la aplicación de algunas especies 

como bioinsecticidas ha sido limitada por su velocidad de acción lenta  y/o por su espectro 

de huéspedes limitado. Los baculovirus han sido estudiados como importantes candidatos 

bioinsecticidas  y,  en  las  últimas  tres  décadas,  se  han  desarrollado  varios  productos 

comerciales  (Haase  et al., 2015;  Kroemer  et al., 2015). Debido a su factibilidad para la 

implementación como control biológico se ha buscado mejorar la velocidad de acción de los 

baculovirus mediante modificaciones genéticas. Las estrategias más exploradas hasta el 

momento  consisten  en:  la  manipulación  de  la  fisiología  de  la  larva  hospedante,  la 

introducción de toxinas específicas de insecto (Bonning & Hammock, 1996; Inceoglu et al., 

2006) y la expresión de genes que colaboran con la degradación de la membrana peritrófica 

(MP)  (Lima  et al., 2013). En este capítulo, se describen dos estrategias para mejorar la 

capacidad insecticida de los baculovirus de AgMNPV y AcMNPV: el avance en el desarrollo 

de  líneas  celulares  empaquetadoras  de  proteínas  activas  y  la  generación  de  virus 

recombinantes  de  AcMNPV  como  prueba  de  concepto  para  evaluar  la  toxicidad  de 

proteínas insecticidas en larvas susceptibles. Adicionalmente, se plantean estrategias para 

mejorar la formulación de los bioinsecticidas. 

Mayormente,  se  han  diseñado  baculovirus  recombinantes  del  género  Alphabaculovirus 

(NPV) para incorporar en su genoma toxinas selectivas de insecto que en general actúan 

sobre los canales iónicos dependientes de voltaje, como TxP-I (tox34) del ácaro Pyemotes 

tritici (Burden  et  al., 2000;  Tomalski &  Miller,  1991) y  LqhIT2  del  escorpión  Leiurus 

quinquestriatus hebraeus (Jinn et al., 2006), entre otras. Recientemente, se ensayó una 

toxina muy prometedora aislada de la araña  Hadronyche versuta, ω-hexatoxina-Hv1a (en 

adelante denominada Hv1a), por su alta especificidad en lepidópteros, aunque no se ha 

evaluado en el contexto de un insecticida a base de baculovirus (Nakasu et al., 2014, 2015). 
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Referido al uso de toxinas, existe un retroceso en su uso práctico como insecticida tópico, 

debido a su incapacidad para ser absorbidos por la cutícula del insecto, la degradación en el 

ambiente y/o la disminución de la actividad insecticida cuando se administran por vía oral. 

Sin embargo, en este trabajo se plantea utilizar la aglutinina de  Galanthus nivalis  (GNA), 

una lectina manosa-específica, como molécula transportadora de péptidos insecticidas. Se 

ha demostrado que esta lectina GNA, administrada por vía oral, es resistente a la actividad 

proteolítica en el intestino de la larva y, luego de su unión con las glicoproteínas del epitelio 

intestinal,  es  transportada  dentro  de  la  hemolinfa  para  su  direccionamiento  al  sistema 

nervioso (Fitches et al., 2004). Esto permitiría transportar péptidos como las toxinas a través 

del intestino del insecto plaga y es por ello que planteamos su uso en este capítulo (Fitches 

et al., 2012). 

Por otra parte, la mayoría de los baculovirus contienen genes que codifican proteínas que 

intervienen  en la  degradación de la  membrana peritrófica  de la  larva,  como catepsinas 

virales (v-cath), quitinasas (chiA) y homólogos a gp37. Llamativamente, AgMNPV no posee 

ninguno de estos genes y, teniendo en consideración que estos tres genes baculovirales (v-

cath,  chiA  y  gp37)  no  han  sido  evaluados  sinérgicamente,  resultan  de  interés  como 

candidatos  insecticidas  (Ferrelli  et  al., 2012;  Salvador  et  al., 2014).  Asimismo,  algunos 

baculovirus  codifican  proteínas  denominadas  enhancins:  se  trata  de  metaloproteasas 

capaces  de  degradar  las  proteínas  MLK (del  inglés,  mucin-like  proteins)  que  unen  las 

unidades de quitina de la membrana peritrófica. Se ha demostrado que la inclusión de este 

gen en el  genoma de los NPV que normalmente no lo  contienen puede devenir  en un 

aumento de la infectividad por vía oral (Lepore et al., 1996). 

La finalidad de este trabajo se enfoca en la generación de un producto bioinsecticida final 

que  posea  cuerpos  de  oclusión  con  un  genoma  salvaje  (wt),  pero  decorados  en  su 

superficie con proteínas insecticidas para potenciar su capacidad como agente de control 

biológico. Con este fin, se desarrollarán los vectores de expresión para la generación de 

líneas  celulares  transgénicas  que  expresen  genes  cuyos  productos  sean  dirigidos  a  la 
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estructura del OB. De esta manera, se pretende incorporar al OB proteínas heterólogas que 

puedan incrementar su poder insecticida, quedando el transgén contenido en el genoma de 

la  célula  hospedadora  (en  trans).  Al  purificar  los  OB para  su  formulación,  el  producto 

insecticida quedaría libre del contenido transgénico en el genoma viral (Figura 4.1).

Figura 4.1.  Esquema para la generación de baculovirus complementados en  trans con proteínas 
heterólogas utilizando como plataforma líneas celulares de insecto transgénicas. GDI: gen de interés. 

Esta  estrategia  supone  ventajas  en  comparación  tanto  con  la  modificación  genética 

tradicional  de  los  baculovirus  como  con  la  preparación  de  formulaciones  conjuntas  de 

proteínas  con  capacidad  insecticida  y  los  OB del  baculovirus  wt,  ya  que  no  todas  las 

proteínas bioactivas son cristalizables y en el proceso de cristalización pueden perder su 
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actividad  bioinsecticida  y,  además,  debe  agregarse  el  costo  adicional  asociado  a  la 

producción  y  purificación  de  estas  proteínas.  Por  otra  parte,  las  células  transgénicas 

susceptibles  a  diferentes  especies  de  baculovirus  podrán  ser  utilizadas  para  obtener 

distintos virus modificados y, de esta manera, se podrán evaluar poblaciones mixtas.

En este marco y en concordancia con los resultados mostrados en el capítulo anterior, se 

propone el desarrollo de un polipéptido de fusión compuesto por la PEP para asegurar el 

direccionamiento de las proteínas candidatas a la estructura del OB (Fabre et al., 2020), y 

una proteína que contribuya a la invasión del epitelio intestinal o el sistema nervioso de la 

larva del insecto blanco. Dado que la envoltura poliédrica es la primera estructura que se 

debe desensamblar para permitir la liberación de los viriones (ODV) en el intestino medio, 

se espera que la  incorporación  de proteínas en esta estructura conduzca a una rápida 

acción. 

Por otra parte, se desarrollarán baculovirus recombinantes de AcMNPV como prueba de 

concepto para evaluar la capacidad insecticida de algunas fusiones traduccionales con el fin 

de seleccionar aquellas con mejores efectos para continuar con la generación de las líneas 

celulares de insecto transgénicas. Para este fin, se utilizará el sistema de recombinación 

homóloga desarrollado por Je  et al., (2001, 2003), basado en un bácmido (genoma viral 

capaz de replicar en E. coli, denominado bApGOZA) deficiente en el gen esencial orf1629. 

El rescate de DNA viral viable se obtiene por el evento de recombinación con un plásmido 

de transferencia que contiene este gen  orf1629  completo junto con otros genes que se 

deseen expresar.

Finalmente, en el transcurso de mi doctorado se publicaron una serie de artículos sobre una 

innovadora  estrategia  bioinsecticida:  el  uso  de  oligonucleótidos  antisentido  cortos  (del 

inglés,  antisense oligonucleotide)  (Oberemok & Skorokhod, 2014;  Oberemok  et al., 2017, 

2019).  Los  mismos  son  muy  interesantes,  ya  que  funcionan  de  forma  selectiva,  son 

biodegradables en contraste con la mayoría de los insecticidas químicos  (Krupke  et al., 

2012; Ragnarsdottir, 2000), poseen una estabilidad química relativamente alta y la síntesis 
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comercial  de  ácidos  nucleicos  in  vitro se  vuelve  cada  vez  más  asequible  en  términos 

económicos.  Los  oligonucleótidos  antisentido,  denominados  en  este  capítulo  como 

oligosDNA,  pueden  manipular  la  síntesis  de  proteínas  en  las  células  a  través  de 

mecanismos característicos de los oligonucleótidos antisentido (Liang et al., 2017), híbridos 

de  DNA/mRNA  (Liang  et  al., 2018;  Nishina  et  al., 2015) y/o  por  mecanismos  que  se 

asemejan tanto a la interferencia mediada por DNA como a la mediada por RNA (Asada et 

al., 2018;  Wang  et  al., 2011).  Brevemente,  los  oligonucleótidos  antisentido  de  DNA, 

sintéticos y cortos, inducen la inhibición de la expresión luego de la hibridación específica 

con la secuencia blanco (RNA). El mecanismo se basa en dos propiedades; la primera es el 

bloqueo físico del proceso de traducción por la presencia de la región bicatenaria corta, y la 

segunda, es la presencia del heteroduplex de RNA-DNA el cual es susceptible a la actividad 

de  la  RNasa  H celular.  La  misma cliva  la  región  dúplex  de RNA-DNA generada  en  el 

complejo con RNA mensajero (mRNA), evitando así la traducción. Oberemok et al. (2016), 

demostraron que las larvas poseen la capacidad de incorporar los oligoDNA de manera 

tópica, con el rocío de una solución de los mismos sobre el cuerpo del insecto larva. En 

consecuencia  con  lo  mencionado,  se  plantea  comenzar  a  explorar  esta  tecnología  en 

nuestro laboratorio para en un futuro poder mejorar la formulación bioinsecticida la cual 

estaría compuesta de baculovirus y pequeños fragmentos cortos de DNA (oligosDNA, ~20 

pb).

En resumen,  en este capítulo  se plantean tres estrategias  para el  mejoramiento de los 

baculovirus  como  agentes  insecticidas.  Primero,  la  estrategia  clásica  y  extensamente 

utilizada que consiste en la generación de baculovirus recombinantes con el fin último de 

evaluar  de  manera  rápida  y  eficiente  la  actividad  insecticida  de  los  genes  de  interés 

propuestos. Esta estrategia no pretende utilizar baculovirus recombinantes generados como 

candidatos a insecticidas comerciales, sino como prueba de concepto para el subsiguiente 

desarrollo  de  líneas  celulares  que  expresen  las  proteínas  evaluadas.  Segundo,  la 

producción  de  cuerpos  de  oclusión  de  virus  salvajes  incorporando  toxinas  o  enzimas 
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específicas de insecto en la envoltura del poliedro mediante la fusión de estas biomoléculas 

a la proteína PEP. Esta estrategia resulta atractiva porque los OB quiméricos 1) continúan 

siendo infectivos por vía oral y pueden ejercer su acción tempranamente, antes del inicio de 

la replicación viral, mejorando sustancialmente así su acción bioinsecticida, 2) el genoma 

del  baculovirus  (wt)  no  contiene  material  genético  modificado  y  3)  son  fácilmente 

purificables  a  partir  de  cultivos  celulares  (a  diferencia  de  la  alternativa  que  supondría 

adicionar proteínas candidatas purificadas a la preparación de OB). Tercero, y como última 

estrategia, planteamos el diseño de oligonucleótidos sintéticos cortos de DNA (oligoDNA) 

con el fin de modular genes del hospedador para potenciar la infección viral. 
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Objetivos específicos

● Generación de una biblioteca plasmídica con genes candidatos insecticidas aislados 

de diferentes fuentes.

● Generación de una biblioteca de oligonucleótidos antisentido para la puesta a punto 

del sistema de inhibición que permita modular la infección viral en el hospedador. 

● Generación  de  baculovirus  recombinantes  con  el  fin  de  analizar  la  capacidad 

insecticida de la proteína quimérica que incorpora la ω-hexatoxina (Hv1a) con la 

lectina GNA y por otro lado, la quimera que incorpora a las proteínas Enhancin y 

GP37.

● Desarrollo  de  vectores  para  la  generación  de  líneas  celulares  de  insecto  que 

expresen proteínas quiméricas de fusión de un polipéptido estructural del cuerpo de 

oclusión  (PEP)  de  AgMNPV  con  proteínas  candidatas  a  mejorar  la  capacidad 

bioinsecticida de los virus.

● Evaluación  de  los  parámetros  bioinsecticidas  de  los  cuerpos  de  oclusión  de  los 

baculovirus recombinantes generados que contienen las proteínas quiméricas en su 

estructura. 
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Materiales y métodos

Células y virus

Las  células  High  FiveTM (BTI-TN-5B1-4,  derivadas  de  Trichoplusia  ni)  y  las  células  Sf9 

(derivadas  de  Spodoptera  frugiperda)  fueron  mantenidas  a  27°C  en  medio  de  Grace 

(InvitrogenTM) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Internegocios S.A., Mercedes, 

Argentina). Todas las especies de baculovirus fueron propagadas en monocapa de células 

High FiveTM o Sf9, y el título viral fue determinado mediante el ensayo de placas siguiendo el 

protocolo estándar (O'Reilly et al., 1994).

Biblioteca de oligoDNA como sistema como modulador huésped- 

patógeno

Para  el  diseño  de  oligonucleótidos  antisentido  cortos  de  DNA  (del  inglés,  antisense 

oligonucleotides) o oligoDNA, se utilizó el predictor siDIRECT 2.0 (http://sidirect2.rnai.jp/). El 

algoritmo utiliza las recomendaciones de Ui-Tei  et al. (2008) para el diseño de oligos de 

RNA, en nuestro caso, utilizamos el algoritmo para seleccionar aquellos con mejor  score 

como siRNA y los sintetizamos como oligoDNA  (Ui-Tei  et  al., 2008).  Adicionalmente,  el 

predictor hace una búsqueda de homología por BLAST contra toda la base de datos y, 

aquellos  oligoDNA  que  alinean  con  secuencias  humanas  se  descartan  (del  inglés,  off-

target). Se diseñaron 3 oligoDNA por cada uno de los genes: ie0-ie1 de AcMNPV, ie0-ie1 de 

SfGV, gp64 de AcMNPV, iap3 de SfGV y dsRed (plásmido pDsRedN1), y por cada uno de 

ellos se diseñó un oligoScramble control negativo, el cual cuenta con la misma composición 

de nucleótidos pero ordenados de manera aleatoria utilizando el programa Scramble siRNA 

(https://www.invivogen.com/sirnawizard).  Finalmente,  se  diseñaron  los  primers  para  la 

qPCR  mediante  Primer-BLAST-NCBI  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools).  Todos  los 
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oligonucleótidos  se  sintetizaron  en  Macrogen  Corporation,  Corea  del  Sur 

(www.macrogen.com). 

Biblioteca de vectores de clonado y de expresión

Purificación de DNA viral a pequeña escala   

Los viriones  brotantes  (BV)  se aislaron  a  partir  del  sobrenadante  del  cultivo  de células 

infectadas. El sobrenadante se clarificó por centrifugación a 1000 x g a 4°C durante 5 min. 

La precipitación de los viriones se realizó centrifugando 1,5 ml  de este sobrenadante a 

14000-18000 rpm y 4°C durante 45 min en una microcentrífuga (Eppendorf).  Luego se 

descartó el sobrenadante. Este procedimiento se repitió tres veces en el mismo tubo. El 

pellet de viriones se resuspendió delicadamente en buffer de lisis (Tris-HCl (pH 7,6) 10 mM; 

EDTA 10 mM; SDS 0,25%), se agregó proteinasa K (500 μg/ml) y se incubó a 60°C durante 

un  mínimo  de  2  h.  Se  realizaron  tres  extracciones  sucesivas  (fenol-cloroformo-alcohol 

isoamílico) agregando 500 μl de solvente orgánico en cada caso. Se llevó la fase acuosa a 

una concentración final de NaCl 0,2 M, se agregó 500 μl de isopropanol para precipitar y, 

posteriormente, se lavó el pellet con 500 μl de etanol 70%, se centrifugó a 14000 rpm a 4°C 

por 30 min. El pellet se resuspendió en 20 μl de agua bidestilada estéril.

Clonado de genes insecticidas candidatos en el vector pGEM-T Easy

Para la obtención de las secuencias nucleotídicas de los marcos abiertos de lectura (del 

inglés: open reading frame, ORF) de todos los genes de interés se utilizó la técnica PCR. 

Todos los productos de amplificación PCR fueron purificados por electroforesis en gel de 

agarosa y clonados en el vector pGEM-T Easy (Promega®). Los genes chiA, v-cath y gp37 

se amplificaron del genoma de EpapGV (Epinotia aporema GV, caracterizado por nuestro 

equipo de investigación Genbank NC_018875.1), el gen de enhancin ENH del  genoma de 

LdMNPV (Lymantria dispar MNPV) (Genbank: NC_001973.1). Las toxinas TxP-I (tox34) de 

P. tritici se amplificó  a partir  del  plásmido pBS-Tox34  (Tomalski  & Miller,  1991) y la  ω-
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hexatoxina  (Hv1a)  de  H.  versuta se  sintetizó  en la  empresa GenScript®  (Nakasu  et  al., 

2015). Los detalles del ciclado y las secuencias de los primers se encuentran en el Anexo 

(sección A.3).  Para todos los genes se amplificaron dos versiones utilizando cebadores 

diferentes que permiten la fusión de polipéptidos en fase en el extremo N-terminal o C-

terminal del ORF de PEP de AgMNPV. La diferencia entre ambas versiones son los sitios 

de  las  enzimas  de  restricción  en  los  extremos  flanqueantes  del  marco  de  lectura  y  la 

mutación en el codón de terminación (s/s, sin stop) para las fusiones en el N-terminal. Las 

enzimas SacI y XhoI se utilizaron para los clonados en el N-terminal en el vector pIP-PEPAg 

(Capítulo 3, Materiales y Métodos) y las enzimas BamHI y HindIII para el clonado en el C-

terminal en el vector pIP-PEPAg. Las condiciones de digestión y ligación con la ligasa del 

fago T4 obedecieron a las proporcionadas por el fabricante y se detallan en el Anexo. Los 

plásmidos obtenidos fueron: pGEMT-chiA, pGEMT-chiAs/s, pGEMT-gp37, pGEMT-gp37s/s, 

pGEMT-cath,  pGEMT-caths/s,  pGEMT-ENH,  pGEMT-ENHs/s,  pGEMT-tox34,  pGEMT-

tox34s/s. Todas las secuencias de los plásmidos fueron evaluadas por secuenciamiento de 

Sanger (Macrogen Corporation, South Korea). 

Construcción de vectores de transferencia para la generación de 

baculovirus recombinantes

Para la generación de los baculovirus recombinantes se construyeron dos plásmidos de 

transferencia. El  primer  vector  de  transferencia  denominado  pUC57S-PEPAcHtoxGNA- 

IRESdT se construyó como se muestra en el panel de la izquierda de la Figura 4.2. Para 

ello,  se clonó en el  sitio  EcoRV la secuencia nucleotídica codificante del  polipéptido  de 

fusión:  PEPAcHtoxGNAIRESdT,  previamente,  sintetizado  en  la  empresa  GenScript® y 

clonado en el  esqueleto del vector pUC57-simple.  Este polipéptido o fusión traduccional 

contiene la proteína PEP de AcMNPV (GenBank accession no. NC_001623.1) con un linker 

flexible  (residuos  aminoacídicos  GGGGS)  fusionada  en  el  extremo  N-terminal  de  la 

secuencia  de Hv1a seguida de un linker intermedio de 3 residuos de alanina (residuos 
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aminoacídicos AAA) y la secuencia completa de la lectina GNA. Por otro lado, se le anexó 

una fusión transcripcional incorporando un IRES y, a continuación, la secuencia del gen de 

la  proteína fluorescente dTomato.  Todas las secuencias nucleotídicas se encuentran en 

"Material  Suplementario".  El  segundo  vector  de  transferencia  denominado  pBK9- 

ENHGP37PEPAg,  se  diseñó  para  obtener  el  polipéptido  de  fusión  ENHGP37PEPAg 

(GenScript®),  que  expresaría  la  proteína  PEP  de  AgMNPV  (descrita  en  el  capítulo  3) 

fusionada en su extremo N-terminal con las enzimas enhancin (ENH) de  Agrotis segetum 

granulovirus (AgseGV) (secuencia nucleotídica desde el nucleótido 616 hasta el 1499 del 

gen enhancin AgseGV, GenBank accession no. NC_005839), seguida del producto del gen 

gp37 de Cydia pomonella granulovirus (CpGV) (Liu et al., 2011). La construcción sintética 

se clonó en el vector de transferencia pBacPAK9 con las enzimas de restricción  EcoRI y 

XhoI como se muestra en el panel de la derecha Figura 4.2 y en "Material suplementario". 

Los plásmidos fueron recibidos en papel de filtro estéril y fueron resuspendidos en 40 μl de 

agua estéril y utilizados para transformar E. coli electrocompetentes (cepa TOP10). 
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Figura 4.2. Esquema del desarrollo de las construcciones sintetizadas por la empresa Genscript®. En 
el panel de la izquierda, se diseño la construcción pUC57-s-PEPAcHtoxGNAIRESdT como sigue: la 
secuencia de Hv1a fusionada en su extremo C-terminal a la secuencia completa de la GNA, con un 
linker de 3 aminoácidos: AAA y, en su extremo N-terminal, fusionada a la proteína PEP de AcMNPV 
con un linker de 5 aminoácidos: GGGGS. Esta construcción se digirió con la enzima de restricción 
EcoRV y se clonó en el pUC57-simple. En el panel de la derecha se diseñó la fusión traduccional 
como sigue: en el extremo N-terminal la secuencia de la proteína Enhancin de AgseGV, seguida de 
la secuencia de la proteína GP37 de CpGV y finalmente la secuencia de la proteína PEP de AgMNPV 
junto  con la secuencia del  tag V5.  Este  fragmento se clonó en el  pBacPAK9 digiriendo con las  
enzimas de restricción EcoRI y XhoI.

Generación  de  vectores  de  expresión  para  la  generación  de  líneas 

celulares de insecto transgénicas

Se  generaron  tres  vectores  de  expresión  derivados  del  vector  de  transferencia  pBK9-

ENHGP37PEPAg.  Se  digirió  la  fusión  traduccional  ENHGP37PEPAg con  las  enzimas  de 

restricción HindIII y XhoI (Promega®) y se purificaron por electroforesis en gel de agarosa. A 

continuación, se subclonó en el vector pIB-V5His (InvitrogenTM) previamente digerido con las 

enzimas HindIII y XhoI. El vector de expresión obtenido se denominó pIB-ENHGP37PEPAg. 

Para  la  generación  del  vector  pIB-ENHPEPAg se  digirió  el  pIB-ENHGP37PEPAg con  la 

enzima SacI (Promega®), se purificó por electroforesis en gel de agarosa y se procedió a la 

religación. Para la obtención del pIB-GP37PEPAg  se digirió el pIB-ENHGP37PEPAg con la 

enzima KpnI (Promega®), se purificó por gel de agarosa y se procedió a la religación. Las 

condiciones de digestión  y  ligación  con la  ligasa del  fago T4 siguieron  las  indicaciones 

proporcionadas por el fabricante y se detallan en el Anexo.

Obtención  de  los  baculovirus  recombinantes:           
Ac-PEPAcHtoxGNAIRESdT y Ac-ENHGP37PEPAg

Se  utilizó  el  sistema  desarrollado  por  Je  et  al., (2001,  2003),  basado  en  un  bácmido 

(genoma viral capaz de replicar en  E. coli,  denominado bApGOZA) deficiente en el  gen 

esencial orf1629 y en el rescate de DNA viral viable por recombinación con un plásmido de 

transferencia que contiene este gen junto con otros que se desea expresar. Para ello, se co-

transfectó 1 μg del DNA del plásmido de transferencia y 1 μg del DNA del bácmido en 

células  High FiveTM utilizando el  reactivo Cellfectin  II  de acuerdo a las instrucciones del 
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fabricante y se monitoreó el cultivo celular hasta observarse la formación de poliedros. A 

continuación, se tomó el sobrenadante y se lo utilizó como inóculo para infectar un T25 de 

células High FIve al 70% de confluencia. La incorporación de la secuencia heteróloga de 

interés fue determinada por PCR utilizando como molde el DNA viral extraído a partir del 

sobrenadante de infección (ver Anexo).

Evaluación de la actividad biológica de los poliedros recombinantes en 

larvas susceptibles a AcMNPV. 

Se realizaron bioensayos con larvas de Spodoptera frugiperda de primer estadio, siguiendo 

la  metodología  descrita  por  O’Reilly  et  al., (1994).  Para ello,  los  insectos  a  ensayar  se 

mantuvieron desprovistos de alimento durante las 12 h y luego se les suministró una gota 

de suspensión viral, utilizándose sacarosa 1% como fagoestimulante y Coomassie Brilliant 

Blue 0,1% como colorante para la  verificación de la  ingesta.  Se seleccionaron aquellas 

larvas en las cuales se observó el contenido de la suspensión hasta la mitad del tracto 

digestivo. Los ensayos se realizaron en cámara climatizada a 26 ± 1ºC, 50% de humedad 

relativa y 14:10 horas L/O. Se ensayaron diferentes dosis de AcMNPV recombinante (con 

proteínas quiméricas en su OB) 20, 200 y 2000 poliedros totales por el método de la gota 

para 30 individuos por tratamiento Hughes  et al., (1986). Cada tratamiento se repitió tres 

veces y los ensayos se realizaron dos veces. Como control positivo se utilizará el virus de 

AcMNPV-wt  y,  como  control  negativo,  sólo  la  mezcla  fagoestimulante  coloreada.  La 

mortalidad fue registrada a intervalos de 12 h. 
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Resultados 

Biblioteca de oligoDNA como estrategia bioinsecticida

En esta sección avanzamos en el desarrollo de una estrategia basada en la inhibición de la 

expresión luego de la hibridación específica con la secuencia blanco (RNA) en larvas. La 

misma busca poder modular la expresión de los genes virales para un mejor entendimiento 

de la biología de aquellos baculovirus imposibles de propagar en cultivo celular, como es el 

caso de la mayoria de los miembros del género Betabaculovirus. A su vez, dentro de este 

género,  existen  virus  con  una  gran  capacidad  insecticida  inherente  por  lo  que  esta 

estrategia  de  inhibición  mediada  por  oligoDNA  nos  permitirá  modular  los  genes  del 

hospedador para generar una sensibilidad mayor a la infección viral y por ende disminuir el 

tiempo letal medio de los baculovirus. Para la puesta a punto de esta estrategia, y como 

prueba  de  concepto,  se  utilizó  como  modelo  al  virus  recombinante  AcMNPV-dsRed 

previamente  desarrollado  en  nuestro  laboratorio.  Los  genes  candidatos  para  el 

silenciamiento fueron: el gen inmediatamente temprano ie0-ie1, el cual es un transactivador 

transcripcional y el único gen susceptible a splicing alternativo cuya función es esencial para 

la  infección  viral;  el  segundo,  el  gen  gp64  que  expresa  la  glicoproteína  mayoritaria 

localizada en la membrana del virión brotante responsable de la entrada del virus en la 

célula del hospedador y, por último, el gen dsRed que nos permite hacer un seguimiento de 

la infección a nivel macroscópico con lupa o a simple vista debido al cambio del color de las 

larvas infectadas. Se diseñaron oligonucleótidos antisentido cortos sintéticos (oligoDNA) con 

un tamaño de 18-21 nucleótidos (desarrollado en "Materiales y Métodos") como se muestra 

en la Tabla 1, que permitirá poner a punto la técnica de silenciamiento en larvas a partir de 

secuencias cortas de DNA cuya eficiencia será evaluada de manera cuantitativa por RT-

qPCR. Para el gen blanco ie0-ie1:  se diseñaron dos oligoDNA uno para la región ie0 y otro 

para la región  ie1, para el gen gp64:  tres oligoDNA y para  dsRed: tres oligoDNA. Para 

todos  los  oligoDNA  se  diseñaron  sus  respectivos  controles  negativos,  denominados 
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oligoScramble,  los  cuales  se basan en la  misma composición  del  oligonucleótidos  pero 

ordenados de manera aleatoria (Tabla 4.1). 

Tabla  4.1.  Biblioteca  de  oligoDNA.  Secuencias  nucleotídicas  de  los  oligoDNA  diseñados  contra 
AcMNPV-dsRED en verde y contra SfGV en rosa. En naranja se detallan los primers para realizar los 
experimentos de RT-qPCR. La síntesis de todos estos oligos se realizaron en Macrogen.

El mismo protocolo se aplicó para el diseño del oligoDNA con el objetivo de modular los 

genes del hospedador para disminuir el tiempo letal. Los genes blanco que se seleccionaron 

fueron: el gen iap-3 y el gen ie1 (como control) del granulovirus de Spodoptera frugiperda 

(SfGV). Se diseñaron tres OligoDNA para cada gen y sus correspondientes oligoScramble, 

todos con un tamaño entre los 18-21 nucleótidos  (Tabla 4.1).  La proteína IAP-3,  es un 

inhibidor de la apoptosis que genera un estado celular propicio para el desarrollo del ciclo 

viral y la propagación de un número considerable de viriones. El silenciamiento de este gen 

permitiría  una  mayor  actividad  apoptótica  generando  un  desequilibrio  y  la  consiguiente 

muerte de la larva (Oberemok et al. 2014). Como resumen de esta sección, se diseñaron los 

primeros pasos de una novedosa estrategia para la aplicación de bioinsecticidas de forma 

tópica, los cuales son susceptibles a la biodegradación en contraste con la mayoría de los 

insecticidas químicos actuales (Figura 4.3). Debido a que las epizootias de los insectos, 

Spodoptera  frugiperda, Rachiplusia  nu y  Anticarsia  gemmatalis se  producen  de manera 

alternada y con diferente frecuencia, fue que durante el transcurso del trabajo doctoral se 
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obtuvieron  escasos  ejemplares  en  las  trampas  preparadas  por  el  Instituto  Nacional  de 

Tecnología Agropecuaria (INTA). Esto imposibilitó la propagación de una cría estable que 

permitiera desarrollar los ensayos in vivo  planeados en los experimentos de este capítulo 

de tesis. 

Figura 4.3. Esquema del concepto de la aplicación biotecnológica utilizando una mezcla insecticida 
de oligoDNA y baculovirus en el campo. Se plantea la aplicación tópica de los oligoDNA sobre las 
larvas cuyo efecto se verá potenciado por la ingesta de baculovirus.

Biblioteca de vectores de clonado con genes insecticidas candidatos

Para el objetivo de la generación de líneas celulares de insecto que expresen un polipéptido 

de fusión compuesto por la proteína de la envoltura poliédrica de AgMNPV (PEPAg) y una 

proteína que contribuya a mejorar las capacidades insecticidas del virus de AgMNPV se 

generó una biblioteca de vectores de clonado con los genes candidatos.  Con tal  fin se 

clonaron dos versiones de cada uno de los genes insecticidas candidatos, una de ellas para 
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generar fusiones polipeptídicas en el extremo N-terminal de PEPAg (N-ter) y, otra, para la 

fusión en el  extremo C-terminal  de PEPAg (C-ter).  Para la  versión denominada N-ter,  el 

primer reverse introduce una mutación esencial (ver Anexo) en el codón de stop del marco 

de lectura del gen amplificado; además en los extremos flanqueantes se adicionan los sitios 

blanco de las enzimas de restricción SacI y XhoI. En cambio, en la versión denominada C-

ter, se mantiene el marco de lectura original del gen de interés y se agregan los sitios de 

restricción para las enzimas  HindIII  y  BamHI,  también en las regiones flanqueantes  del 

primer. Se amplificaron las dos versiones por PCR de los ORF de los genes insecticidas 

candidatos: chiA,  v-cath y gp37 de EpapGV, enhancin de LdMNPV y tox34 de P. tritici.  La 

Figura  4.4  muestra  la  corrida  electroforética  de  todos  los  productos  amplificados  y 

purificados. 

Figura 4.4. Amplificación por PCR de los genes insecticidas: en el panel de la izquiera: chiA, v-cath, 
gp37  derivados del genoma EpapGV. En el panel intermedio el gen de  enhancin E1 derivado del 
genoma de LdMNPV, y en el panel de la derecha el gen que codifica para la Tox34 derivada del  
plásmido pBS-Tox34. En todos los casos el marcador de peso molecular (PM) utilizado fue el de 100  
pb (Genbiotech). Gel de agarosa 0,8%.

Posteriormente,  se  clonaron  los  productos  de  PCR  en  el  vector  pGEM-T  Easy  y  se 
confirmaron  las  construcciones  por  secuenciamiento  de  Sanger  y  se  obtuvieron  los 
vectores:  pGEMT-ChiAN-TER,  pGEMT-ChiAC-TER,  pGEMT-GP37N-TER,  pGEMT- 
GP37C-TER,  pGEMT-v-cathN-TER,  pGEMT-v-cathC-TER,  pGEMT-E1N-TER,  pGEMT- 
E1C-TER, pGEMT-TOX34N-TER, pGEMT-TOX34C-TER (Figura 4.5).
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Figura  4.5.  Esquema  de  los  vectores  de  clonado  y  plásmidos  recombinantes  con  los  genes 
insecticidas  obtenidos  luego  de  la  amplificación  por  PCR y  posterior  purificación  con  sílica.  La 
denominación N-TER significa  que el  codón de terminación de la proteína ha sido mutado para 
continuar  con  la  síntesis  proteica,  en  cambio  la  denominación  C-TER  mantiene  el  codón  de 
terminación original.  Las secuencias nucleotídicas de los plásmidos se encuentran en el  "Anexo-
Material suplementario".
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Generación de vectores de transferencia para la producción de 
baculovirus recombinantes

Nuestro  objetivo  final  busca  la  obtención  de  baculovirus  salvajes  con  capacidades 

insecticidas  mejoradas gracias  al  direccionamiento  de polipéptidos  potenciadores  en los 

cuerpos  de  oclusión.  Sin  embargo,  y  de  manera  paralela,  se  construyeron  virus 

recombinantes  como  pruebas  de  concepto  para  evaluar  cuáles  de  las  proteínas 

recombinantes son más eficaces para, finalmente, generar las líneas celulares de insecto 

transgénicas.  En ese sentido,  se  plantearon  dos fusiones  polipeptídicas  diferentes  para 

estudiar  la  toxicidad  y  rendimiento  como  insecticida:  PEPAcHtoxGNAIRESdT  y 

ENHGP37PEPAg. Con este fin,  se desarrollaron dos plásmidos de transferencia (Figura 

4.6). En la primera, la construcción sintética PEPAcHtoxGNAIRESdT, se buscó probar el 

rendimiento  de  la  ω-hexatoxina  (Hv1a)  y  en  la  segunda,  ENHGP37PEPAg,  evaluar  la 

sinergia de las enzimas para degradar la membrana peritrófica de la larva. Se generó el 

primer  vector  denominado  pUC57s-PEPAcHtoxGNAIRESdT (ver  "Materiales  y  Métodos') 

para la expresión de un polipéptido de fusión que cuenta con la proteína de envoltura PEP 

de AcMNPV (para el direccionamiento al OB), seguida de la ω-hexatoxina (Hv1a) de  H. 

versuta finalizando  con  la  lectina  (GNA) de  Galanthus  nivalis,  esta  última  permite  el 

direccionamiento al sistema nervioso central de la larva. Adicionalmente, se le agregó una 

secuencia nucleotídica por fuera del polipéptido, en el extremo C-terminal, que cuenta con 

un Sitio  Interno de Entrada al  Ribosoma (IRES) del white spot  syndrome virus (WSSV) 

fusionado a la proteína fluorescente dTomato que permitió evaluar la expresión del mRNA y 

aislar fácilmente los virus recombinantes de aquellos que no lo son  (Han & Zhang, 2006; 

Kang  et  al., 2009).  Se  digirió  el  pUC57S-PEPAcHtoxGNAIRESdT  con  las  enzimas  de 

restricción  XbaI  y  XhoI  como se muestra en el  Figura 4.6a y se subclonó el  fragmento 

PEPAcHtoxGNAIRESdT en el pBacPAK9 previamente digerido con las mismas enzimas. La 

generación  del  vector  de  transferencia  pBK9-PEPAcHtoxGNAIRESdT  se  corroboró  por 
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colony  PCR utilizando  los  primers Fw  Htox  y  Rv  GNA  (ver  Anexo)  que  amplifican  el 

segmento Htox::GNA de 450 pb como se muestra en la Figura 4.6b.

Figura  4.6.  Generación  de  dos  vectores  de  transferencia  para  el  sistema  de  recombinación 
bApGOZA: en el panel superior el pBK9-PEPAcHtoxGNAIRESdT para el análisis de la toxicidad de 
Hv1a-GNA en larvas blanco. A. Se digirió el fragmento del vector obtenido por Genscript® con las 
enzimas XbaI y XhoI y se clonó direccionado en el pBacPAK9.  b. Geles de agarosa: digestión del  
vector pUC57s-PEPAcHtoxGNAIRESdT, y colony PCR para confirmar el clonado en el vector pBK9-
PEPAcHtoxGNAIRESdT  (M),  control  postivo  (+)  pUC57s-PEPAcHtoxGNAIRESdT.  En  el  panel 
inferior se describe la secuencia del vector de transferencia pBK9-ENHGP37PEPAg sintetizado en 
Genscript®  para comparar su rendimiento con los baculovirus salvajes aislados en líneas celulares 
empaquetadoras.

El segundo vector denominado pBK9-ENHGP37PEPAg, se construyó de manera sintética 

con la empresa Genscript® para expresar la proteína PEP de AgMNPV (descripta en el 
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capítulo 3) fusionada en su extremo N-terminal con  enhancin (ENH) de  Agrotis segetum 

granulovirus (AgseGV) seguida de  gp37  de Cydia pomonella granulovirus (CpGV) la cual 

fue clonada en el esqueleto del vector de transferencia pBacPAK9 como se muestra en el 

panel  inferior  de  la  Figura  4.6.  Las  secuencias  nucleotídicas  de  estos  vectores  se 

encuentran en el "Material Suplementario".

Obtención de los baculovirus recombinantes:                        
Ac-PEPAcHtoxGNAIRESdT y Ac-ENHGP37PEPAg

Para la generación del virus recombinante Ac-PEPAcHtoxGNAIRESdT, se co-transfectaron 

células  High  FiveTM con  el  bácmido  bApGOZA  y  el  plásmido  de  transferencia  pBK9- 

PEPAcHtoxGNAIRESdT (Figura 4.7a).  Se procedió al  seguimiento del cultivo celular  por 

microscopía de campo claro hasta observar la formación de poliedros a las 96 horas post 

transfección  (h  p.t.).  Paralelamente,  se  observó  la  aparición  de  fluorescencia  roja, 

correspondiente a la expresión de la proteína reportera dTomato, mediante microscopía de 

epifluorescencia  (Figura  4.7b).  Para  confirmar  la  presencia  de  la  construcción  génica 

exógena en el genoma del bácmido, se realizó un ensayo de PCR amplificando parte del 

IRES y de dTomato a partir de DNA genómico del sobrenadante del primer pasaje (P0) en 

cultivo celular. La Figura 4.7c. muestra la amplificación de un producto del tamaño esperado 

de 200 pb para ambas reacciones. El control positivo se realizó utilizando como molde el 

plásmido de transferencia pBK9-PEPAcHtoxGNAIRESdT, y el control negativo con mezcla 

de  reacción  sin  molde.  De  esta  forma,  se  obtuvo  el  baculovirus  recombinante  Ac-

PEPAcHtoxGNAIRESdT  que  lleva  en  su  genoma  el  polipéptido  de  fusión  insecticida 

(PEPAcHtoxGNA) y un cassette para evaluar la expresión del mRNA (IRESdTomato). 
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Figura 4.7. a. Esquema de la recombinación homóloga para la generación del virus AcMNPV que 
incorpora el polipéptido de fusión PEPAcHtoxGNAIRESdT (Ac-PEPAcHtoxGNAIRESdT) b. Células 
High FiveTM co-transfectadas con el bácmido bApGOZA y el plásmido pBK9-PEPAcHtoxGNAIRESdT. 
Se observan células que expresan fluorescencia roja correspondiente a dTomato,  producto de la 
recombinación  homóloga  entre  el  virus  parental  y  el  vector  de  transferencia  c.  Caracterización 
genética  del  virus  recombinante:  confirmación  por  PCR  de  la  incorporación  de  las  secuencias 
heterólogas en el genoma del virus recombinante utilizando cómo molde DNA genómico y los primers 
Fw dT, Rv dT, Fw Ires, Rv Ires (ver Anexo).

Paralelamente, se diseñó una segunda construcción génica basada en los estudios de Yang 

S. y col. (2017), los cuales han demostrado que el gen truncado de enhancin de AgseGV 

(ENH) o el gen gp37 de CpGV fusionado a la proteína mayoritaria del poliedro, poliedrina, 

disminuye la dosis letal media entre 3 y 5 órdenes de magnitud. Para ello, se procedió a la 

generación de un virus recombinante que exprese la proteína PEPAg fusionada a estos dos 

genes insecticidas candidatos. Con tal fin, se co-transfectaron células High FiveTM con el 

bácmido bApGOZA y el plásmido pBK9-ENHGP37PEPAg (Figura 4.8a). En concordancia 

con lo expresado anteriormente, se monitoreó el cultivo por microscopía de campo claro 

hasta  observar  la  formación de poliedros  a  las  96 h  p.t.  (Figura  4.8b).  La  Figura  4.8c, 
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muestra el  producto de PCR del  sobrenadante del primer pasaje (P0) en cultivo celular 

donde puede observarse el  tamaño esperado de 2,5 kpb para el  rBV así como para el 

plásmido  de  transferencia  (+)  pBK9-ENHGP37PEPAg.  De  este  modo,  confirmamos  la 

generación del baculovirus recombinante Ac-ENHGP37PEPAg el cual lleva en su genoma 

el polipéptido insecticida (ENHGP37PEPAg).

Figura 4.8. a. Esquema de la recombinación homóloga para la generación del virus AcMNPV que 
incorpora el polipéptido de fusión ENHGP37PEPAg b. Microscopía óptica: aparición de poliedros en 
las células High FiveTM co-transfectadas con el bácmido bApGOZA y el plásmido de transferencia 
pBK9-ENHGP37PEPAg. La aparición de poliedros en diferentes células vecinas es un indicio de la 
doble recombinación homóloga y producción del  baculovirus recombinante Ac-ENHGP37PEPAg c. 
Caracterización genética del virus recombinante: confirmación por PCR de la incorporación de las 
secuencias heterólogas en el genoma del virus recombinante utilizando cómo molde DNA genómico 
y los primers Bac1 y Bac2 (ver Anexo).
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Generación  de  los  vectores  de  expresión  pIB-ENHGP37PEPAg,  pIB-
ENHPEPAg y pIB-GP37PEPAg

El desarrollo de líneas celulares transgénicas derivadas de High FiveTM permite la expresión 

constitutiva de un polipéptido con características insecticidas con el fin de suplementar en 

trans la  envoltura  de  los  OB  wt durante  la  infección  viral.  Para  el  desarrollo  de  esta 

estrategia,  se  utilizó  la  construcción  génica  ENHGP37PEPAg mostrada  en  la  sección 

anterior. La fusión traduccional de los mismos está compuesta por: la proteína truncada de 

enhancin  de AgseGV (ENH),  seguida  de  GP37 de CpGV (GP37)  o  cada  una de  ellas 

individualmente; en los tres casos la fusión se diseñó en el extremo N-terminal de PEP de 

AgMNPV como se muestra en el  Figura 4.9.  Para ello,  se digirió  la  fusión traduccional 

ENHGP37PEPAg del plásmido de transferencia pBK9-ENHGP37PEPAg y se subclonó en el 

vector  pIB-V5His  (InvitrogenTM)  previamente  digerido  con las  enzimas  HindIII  y  XhoI.  El 

vector  de  expresión  obtenido  se  denominó  pIB-ENHGP37PEPAg  (Figura  4.9a).  Para  la 

generación del vector pIB-ENHPEPAg se digirió el pIB-ENHGP37PEPAg con la enzima SacI, 

se purificó por gel de agarosa y se procedió a la religación (Figura 4.9b,c). Para la obtención 

del pIB-GP37PEPAg se digirió el pIB-ENHGP37PEPAg con la enzima KpnI, se purificó por gel 

de  agarosa  y  se  procedió  a  la  religación  (Figura  4.9b,c).  Todos  las  secuencias  de  los 

plásmidos fueron evaluadas por secuenciamiento de Sanger (Macrogen Corporation, Corea 

del Sur). Debido a la situación extraordinaria de la pandemia, la generación de las líneas 

celulares de insecto transgénicas se reprogramaron para más adelante. 
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Figura 4.9. Esquema de la construcción de los vectores de expresión para la generación de líneas 
celulares transgénicas. a. Primer paso: Clonado por enzimas de restricción. Digestión del polipéptido 
de fusión ENHGP37PEPAg del vector de transferencia y ligación en el vector de expresión pIB-V5/His 
para generar el pIB-ENHGP37PEPAg. Electroforesis en gel de agarosa con el patrón de digestión del 
vector de transferencia con las enzimas XhoI y  HindIII. b. Segundo paso: Digestión del vector pIB-
ENHGP37PEPAg  para eliminar GP37 (SacI) o ENH (KpnI). Purificación por electroforesis en gel de 
agarosa, digestión del vector de expresión con las enzimas SacI o KpnI por duplicado. Con fechas 
negras se muestran los fragmentos liberados y el recorte corresponde al  plásmido digerido y de 
interés. c. Tercer paso: Los productos purificados fueron re-ligados para la generación del vector pIB-
GP37PEPAg y pIB-ENHPEPAg. Las secuencias nucleotídicas se encuentran en el Anexo.
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Evaluación de la actividad biológica de los poliedros recombinantes en 
larvas susceptibles a AcMNPV

Para estudiar la infectividad de los poliedros de AcMNPV recombinantes en larvas plaga de 

Spodoptera frugiperda se realizó un bioensayo con tres grupos, cada uno con diferentes 

tratamientos  sobre  30  larvas  de  primer  estadio  por  tratamiento.  Los  tratamientos  se 

realizaron por triplicado y los bioensayos por duplicado. Los grupos se diferenciaron por el 

tipo de inóculo:   Grupo 1:  inoculadas con OB obtenidos por infección de células con el 

baculovirus  recombinante  Ac-PEPAcHtoxGNAIRESdT  (1 x  104,  1x  105,  1x 106  OB/mL), 

grupo 2: inoculadas con poliedros Ac-wt  (1 x 104, 1x 105, 1x 106  OB/mL)  y el grupo 3: 

inoculadas con la mezcla fagoestimulante coloreada. Luego de la infección, la mortalidad y 

la aparición de fluorescencia roja (dTomato), según corresponda, se registró a intervalos de 

12 h hasta el momento en que las larvas control alcanzaron el estado de pupa.  De los 

inóculos 104 y 105 OB/mL pertenecientes a los grupos 1 y 2 no se observaron signos de 

infección, ya sea registrando la aparición de fluorescencia, disminución del crecimiento y 

movilidad, o por licuefacción (Figura 4.10). Ambos subgrupos alcanzaron el estado de pupa, 

no  observándose  diferencias  entre  los  diferentes  bioensayos.  Del  inóculo  106  OB/mL 

perteneciente al grupo 1 infectado con AcPEPAcHtoxGNAIRESdT, se observó un 10 % de 

larvas infectadas para el  primer bioensayo,  pero ninguna larva infectada en el  segundo 

bioensayo.  Con respecto al inóculo 106  OB/mL en el grupo 2 infectado con Ac-wt no se 

observaron larvas infectadas y lo mismo para las diferentes réplicas. Finalmente, el grupo 3 

o grupo control, presentó un desarrollo normal del estadio de las larvas, todas alcanzando el 

estado  de  pupa,  no  observándose  diferencias  entre  los  bioensayos.  Estos  bioensayos 

muestran una gran resistencia a la infección probablemente debido a que las larvas de 

Spodoptera frugiperda las cuales no son su hospedador natural y a la atenuación de los 

baculovirus debido a los sucesivos pasajes por cultivo celular (Zherebtsova, 1978). Debido a 

la situación extraordinaria de la pandemia, la evaluación en larvas Rachiplusia nu de los OB 
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de  Ac-ENHGP37PEPAg  y  la  repetición  de  los  bioensayos  antes  descriptos,  se  re- 

programaron para más adelante. 

Figura 4.10. Bioensayo de larvas de Spodoptera frugiperda en pocillos individuales donde se infectó 
por el método de la gota (3 grupos, colores: naranja, verde y amarillo) y un grupo control sin infectar 
(color:  blanco).  Las  suspensiones  de  OB  purificados  de  de  Ac-PEPAcHtoxGNAIRESdT  (rBV)  y 
AcMNPV-wt se  prepararon  en  agua  destilada  y  sacarosa  al  1%  (p/v)  .  Fotografías:  Larvas  de 
Spodoptera frugiperda infectada con Ac-PEPAcHtoxGNAIRESdT y control expuestas a luz visible.

Página 172



Cap. 4: Estrategias para el mejoramiento de los baculovirus como agentes bioinsecticidas           Ma. Laura Fabre - Tesis doctoral 

Discusión

Diversos  miembros  de  la  familia  Baculoviridae son  utilizados  como  agentes  de  control 

biológico;  sin  embargo,  la  aplicabilidad  de  algunas  especies  en  el  manejo  de  plagas 

agrícolas ha sido limitada por su velocidad de acción lenta y rango de huéspedes estrecho. 

En  nuestro  país,  un  lepidóptero  noctuido  nativo  de  América,  Anticarsia  gemmatalis,  es 

considerado  plaga  para  el  cultivo  de  soja  y  otras  leguminosas.  Presenta  las  mayores 

infestaciones en la región Pampeana en los cultivos de soja (Aragón, 2003, Iannone, 2007). 

La  estrategia  explorada en este  trabajo  consiste  en mejorar  la  velocidad  de acción del 

baculovirus  de la  poliedrosis  nuclear múltiple de  Anticarsia gemmatalis (AgMNPV).  Para 

ello, se planteó la incorporación de proteínas insecticidas en trans direccionadas al cuerpo 

de oclusión mediante la  fusión a la  proteína de la  envoltura del  virus (PEPAg).  De esta 

manera, los OB actúan como carriers de proteínas que colaboran con la degradación de la 

barrera primaria en el insecto, y/o toxinas que afectan al sistema nervioso de la larva. Si 

bien,  nuestro  objetivo  pretende  mejorar  la  capacidad  insecticida  de  AgMNPV,  debimos 

modificar la especie de baculovirus y la plaga blanco ante la falta de Anticarsia gemmatalis 

en el país en los últimos años. Por ello, se plantearon y desarrollaron pruebas de concepto 

en  el  baculovirus  modelo  de  la  poliedrosis  nuclear  múltiple  de  Autographa  californica 

(AcMNPV) mientras se concretan colaboraciones en el exterior para poder llevar a cabo los 

bioensayos con AgMNPV. 

En  la  primer  etapa,  enfocada  en  la  investigación  básica,  se  efectuaron  análisis 

bioinformáticos para el diseño in silico de las fusiones traduccionales a la proteína PEP de 

AgMNPV y se obtuvo una biblioteca de genes insecticidas candidatos: chiA,  v-cath y gp37 

de EpapGV, enhancin ENH de LdMNPV y la toxina TxP-I del ácaro Pyemotes tritici. En base 

a  la  información  obtenida  en  el  capítulo  anterior  se  determinó  el  uso  de  la  secuencia 

nucleotídica de PEPAg completa, y la inserción de proteínas candidatas en su extremo N-

terminal. Esta biblioteca de vectores se utilizará para desarrollar diferentes combinaciones 
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de  fusiones  traduccionales  para  el  desarrollo  de  líneas  celulares  de  insecto 

empaquetadoras.  Paralelamente,  se comenzó con las pruebas de concepto utilizando el 

virus de AcMNPV y el  sistema de recombinación puesto a punto para la generación de 

baculovirus recombinantes de AcMNPV. Esto supuso una ventaja a la hora de modificar el 

sistema  de  estudio,  ya  que,  además,  permitió  realizar  investigación  básica  sobre  la 

potencialidad de genes insecticidas nuevos y seleccionar la mejor estrategia. Con este fin, 

se desarrollaron dos baculovirus recombinantes: Ac-PEPAcHtoxGNAIRESdT para el estudio 

de la potencialidad de la ω-hexatoxina fusionada en el extremo N-terminal de la lectina GNA 

que  la  direccionará  al  sistema nervioso  de  la  larva,  y  el  virus  Ac-ENHGP37PEPAg  que 

habilita  a  hacer  estudios  comparativos  sobre  la  capacidad  insecticida  entre  un  virus 

recombinante y un virus salvaje empaquetado en líneas celulares de insecto transgénicas 

que expresan la misma fusión traduccional. Para ello, se incorporó al vector de transferencia 

una fusión transcripcional: IRES-dTomato. La incorporación del IRES para el inicio de  la 

traducción  del  ORF  del  gen  indicador  dTomato,  permite  detectar  y  verificar  que  la 

construcción  génica  haya  sido  introducida  en  el  genoma  de  interés.  Asimismo,  esta 

modificación  en  el  vector  de  transferencia,  permite  ensayar  y  evaluar  proteínas 

recombinantes sin necesidad de realizar la fusión a un gen indicador, que podría modificar 

la función proteica que se desea estudiar. 

Para la evaluación de la actividad biológica del baculovirus Ac-PEPAcHtoxGNAIRESdT se 

realizaron  dos  ensayos  biológicos  con  larvas  de  Spodoptera  frugiperda.  En  ambos 

experimentos,  se pudo determinar  que el  baculovirus  recombinante Ac-PEPAcHtoxGNA- 

IRESdT es infectivo y que expresa la construcción génica, ya que se observó un fenotipo de 

infección  diferencial,  apareciendo  los  tejidos  de  la  larva  teñidos  de  rojo  debido  a  la 

expresión de la proteína indicadora dTomato. Sin embargo, no se observó una diferencia en 

los efectos de la infección entre el baculovirus salvaje y el recombinante (rBV). Más aún, no 

se obtuvieron altos rendimientos de infección con ninguno de los dos virus indicando una 

alta resistencia a la infección por AcMNPV en larvas de Spodoptera frugiperda como se ha 

señalado en bibliografía. Como conclusión de estos experimentos, se ha comenzado un 
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proyecto de colaboración para  repetir  los ensayos biológicos  y determinar  la  capacidad 

insecticida  de  la  construcción  PEPAcHToxGNAIRESdT,  pero  utilizando  larvas  de 

Rachiplusia nu (hospedador natural de AcMNPV).

En la segunda etapa, enfocada en la investigación aplicada, se desarrollaron tres vectores 

de  expresión  para  la  generación  de  las  líneas  celulares  de  insectos  transgénicas  que 

expresan la proteína truncada de enhancin de AgseGV y/o GP37 de CpGV en el extremo N-

terminal de PEP de AgMNPV. Como perspectiva, se propuso obtener cuerpos de oclusión 

de  AcMNPV  y  AgMNPV  empaquetados  en  estas  las  líneas  celulares  para  analizar  la 

capacidad insecticida de las diferentes construcciones génicas y, a su vez, considerando 

que los genes candidatos expresados pueden tener una acción aditiva o sinérgica en la 

infectividad, se llevarán a cabo bioensayos con formulaciones combinadas con cuerpos de 

oclusión de los diferentes virus. Paralelamente, se podrá comparar el tiempo letal medio de 

los  baculovirus  salvajes  empaquetados  en  líneas  celulares  de  insecto  con  el  virus 

recombinante Ac-ENHGP37PEPAg que expresa las mismas construcción insecticida. 

Con  respecto  a  la  investigación  de  la  formulación  insecticida,  se  realizaron  versiones 

sintéticas de oligonucleótidos antisentido cortos, oligoDNA, para que confieran propiedades 

insecticidas potenciadoras a los baculovirus, actuando como silenciadores de genes anti-

apoptóticos.  Se  generó  una  biblioteca  de  oligoDNA,  y  en  estos  momentos,  se  ha 

comenzado con los ensayos en larvas para la puesta a punto del sistema. Adicionalmente, 

la metodología de oligonucleótidos antisentido permitirá al laboratorio investigar y generar 

información  sobre  el  ciclo  de  infectivo  de  aquellos  baculovirus  no  susceptibles  a  la 

propagación mediante cultivo celular pero con una alta capacidad insecticida.

Estos resultados, me acercan al objetivo final que se centra en la obtención de baculovirus 

con  capacidades  insecticidas  mejoradas  gracias  al  direccionamiento  de  polipéptidos 

potenciadores en el cuerpos de oclusión. En este sentido, debido a que nuestro laboratorio 

no cuenta con una insectario y que nuestro material para realizar los bioensayos depende 

de  la  disponibilidad  de  larvas  en  el  ambiente,  es  que  se  presentó  la  limitación  para 
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responder a todas las preguntas respecto a la capacidad insecticida de esta estrategia. 

Actualmente,  todos  los  ensayos  en  larvas  se  desarrollan  en  colaboración  con  el  INTA 

Castelar.
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Introducción

Los  vectores  virales  como  vehículo  para  la  incorporación  de  genes  que  regulen  rutas 

metabólicas en las células blanco ha sido fundamental para el desarrollo de las terapias 

génicas. Entre los vectores más utilizados podemos mencionar a los: adenovirus, poxvirus, 

lentivirus y baculovirus. En la década de 1980, se demostró que el genoma baculoviral era 

capaz de transducir células de mamífero y expresar de forma transitoria genes heterólogos 

bajo un promotor activo en estas células y desde entonces, los viriones brotantes (BV), se 

convirtieron en una herramienta  de ingeniería  genética  accesible  en los  laboratorios  de 

biología molecular para el estudio y desarrollo de un sistema de expresión de proteínas 

recombinantes  en  células  de  insecto  (del  inglés,  baculovirus  expression  vector  system 

BEVS) (Goodwin et al., 1970; Smith et al., 1983). Actualmente este sistema es considerado 

una herramienta útil, eficiente y necesaria tanto para el desarrollo científico abarcando áreas 

como la biotecnología, la bioquímica clínica, la medicina molecular y la industria (López et 

al., 2018).  Entre las ventajas, cabe destacar que los baculovirus no presentan problemas 

como la  inmunidad  preexistente  y  tampoco  patogenicidad  en  humanos  y  que,  su  ciclo 

infectivo  está  restringido  únicamente  a  células  de insecto.  Otra  ventaja  distintiva,  es  la 

capacidad  de transducir,  tanto  in  vivo como  in  vitro,  un  amplio  espectro  de  células  de 

mamífero y que, en una etapa posterior, el genoma viral es degradado sin posibilidad de 

incorporarse al genoma celular en ausencia de una presión de selección  (Airenne  et al., 

2010; Boyce & Bucher, 1996; Carbonell et al., 1985; Chen et al., 2011; Ho et al., 2005; Kost 

et al., 2005).                                                                                           

El mecanismo de transducción comienza con el ingreso de los viriones brotantes (BV) y, por 

consiguiente,  su  material  genético  en  la  célula.  Este  mecanismo  es  mediado  por  la 

interacción entre la glicoproteína viral GP64 y un receptor celular. Aunque el receptor celular 

de GP64 no ha sido claramente identificado se han sugerido diferentes hipótesis  en lo 

relativo a la interacción entre la membrana plasmática celular y los viriones brotantes entre 

las que se destacan: la unión a fosfolípidos ácidos en la membrana plasmática, la unión a 
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un amplio número de proteínas celulares e incluso la ausencia de un receptor (Blissard & 

Theilmann, 2018). A continuación de la unión a la superficie celular, los BV ingresan a la 

célula por endocitosis mediada por clatrina tanto en células de insecto permisivas como de 

mamífero no permisivas. Poco se conoce del tráfico endosomal inmediatamente después 

del ingreso a la célula, pero varios estudios han identificado componentes esenciales para 

la formación y el tráfico de vesículas. Entre ellos,  se encuentran proteínas del complejo 

ESCRT (del inglés,  endosomal sorting complex) y el factor sensible a la N-etilmaleimida 

NSF (del inglés,  N-ethylmaleimide sensitive factor protein)  (Guo  et al., 2017;  Yue  et al., 

2017). Luego de la internalización, se produce la acidificación del interior del endosoma a 

pH 5,5 y la fusión de las membranas viral y endosómica mediada por GP64; de esta manera 

se  liberan  las  nucleocápsides  al  citoplasma  para  su  direccionamiento  al  núcleo  celular 

mediante un proceso que involucra la reorganización del citoesqueleto de actina (Goley et 

al., 2006;  Wang  et  al., 2015).  Dentro  del  núcleo,  el  DNA del  baculovirus  es  liberado  y 

reconocido por la maquinaria de transcripción celular para finalmente expresar las proteínas 

recombinantes. 

En terapia génica, el modelo de estudio es el virus de la poliedrosis nuclear múltiple de 

Autographa californica (AcMNPV), con un genoma de 134 kpb, una nucleocápside de un 

tamaño de 15-40 x 200-300 nm y un amplio espectro de células de mamífero susceptibles 

(Airenne et al., 2010; Hüser & Hofmann, 2003; Makkonen et al., 2013). Sin embargo, para 

ciertos tipos celulares la eficiencia de transducción es baja comparada con otros vectores 

virales.  En particular,  el  virus  de la  estomatitis  vesicular  (VSV)  es  un rhabdovirus  cuya 

glicoproteína  G  ha  sido  ampliamente  utilizada  para  generar  virus  terapéuticos 

pseudotipados (Kolangath et al., 2014; Mangor et al., 2001; Tani, 2014). La unión de VSV 

en la superficie celular está mediada por la glicoproteína G (VSV G) y un receptor ubicuo 

que se une a lipoproteínas de baja densidad (del inglés,  low-density lipoprotein receptor 

LDLR) (Finkelshtein et al., 2013; Nikolic et al., 2018). Finalmente, el complejo VSV G-LDLR 

es internalizado en las células por endocitosis mediada por clatrina  (Sun et al., 2005). Se 

sugiere  que la  mejor  eficiencia  de transducción se debe al  uso de un receptor  ubicuo, 

Página 186



Cap. 5: Desarrollo de plataformas para la aplicación de los baculovirus en la salud                                 Ma. Laura Fabre - Tesis doctoral  

ampliamente distribuido en diferentes tipos celulares y a que VSV G se distribuye en forma 

homogénea en la superficie de los viriones brotantes, mientras que la glicoproteína GP64 se 

localiza sólo en los extremos apicales de los BV (Mangor et al., 2001).

El  sistema de expresión BEVS ha sido ampliamente  utilizado para la  terapia génica,  la 

expresión de antígenos y el desarrollo de vacunas virales tanto para el uso veterinario como 

humano  (Cox,  2012;  Yamaji,  2014;  Fabre  et  al., 2019).  En  los  últimos  años,  se  han 

concentrado  esfuerzos  para  mejorar  este  sistema  en  el  ámbito  de  la  salud  mediante 

modificaciones del genoma baculoviral y, en menor medida, modificando el genoma de las 

células de insectos hospedadoras. En este trabajo, se propone investigar y desarrollar este 

último aspecto tan esencial del sistema: las células de insecto. 

Por un lado, se plantea generar una línea celular que permita decorar, con la glicoproteína 

G de VSV, la superficie de los viriones brotantes recombinantes desarrollados en nuestro 

laboratorio para mejorar su eficiencia de transducción y, por otro lado, líneas celulares que 

faciliten  el  proceso  de  purificación  para  favorecer  el  estudio  y  producción  de  proteínas 

recombinantes, más específicamente para el desarrollo de vacunas del tipo VLP (del inglés, 

Virus Like Particles). Para esto último, nos propusimos regular la expresión de la proteína 

GP64  y  el  evento  de  brotación  de  los  baculovirus  recombinantes.  De  acuerdo  a  los 

resultados de estudios anteriores, se observó que la deleción del gen gp64 resultó en una 

disminución de la brotación de BV de 95% aproximadamente (Oomens y Blissard, 1999). De 

manera similar, la disminución de la expresión de esta glicoproteína mediada por dsRNA 

contra al gen gp64 inhibió el ensamblaje viral y su brotación (Jiang et al., 2013). Por lo tanto, 

nos  propusimos  regular  la  expresión de la  proteína  GP64 para  mejorar  el  estudio  y  la 

producción de VLP en el sistema de células de insecto (BEVS), ya que la mayor desventaja 

del sistema es la presencia concomitante de los BV en el medio de cultivo celular,  que hace 

necesario sumar etapas de pre-purificación para la formulación del producto farmacéutico.

En  este  trabajo,  se  explora  la  herramienta  de  silenciamiento  mediado  por  RNA  de 

interferencia (RNAi) que permite regular negativa y selectivamente la expresión de proteínas 

y péptidos (Aagaard & Rossi, 2007; Fowler et al., 2015; Gottardo et al., 2018; Makkonen et 
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al., 2015;  Saleh et  al., 2006).  El  mecanismo  de  acción  de  los  RNAi  consiste  en  el 

silenciamiento  post-transcripcional  mediado  por  moléculas  de  RNA  de  doble  cadena 

(dsRNA). El silenciamiento del gen blanco estará mediado por moléculas de DNA que se 

expresan directamente en el interior de la célula y que codifican para una pequeña molécula 

de RNA no codificante que se ensambla en una estructura secundaria de horquilla para 

formar  el  shRNA  (del  inglés,  short  hairpin RNA).  Para  la  construcción  del  vector  de 

expresión que contenga al shRNA es necesario elegir e incorporar un promotor adecuado 

que controle su transcripción. El promotor utilizado en este trabajo es el del gen del RNA U6 

derivado de humano que es reconocido por la RNA polimerasa III en células de insecto (Kim 

et al., 2012; Snyder et al., 2009), encargada de sintetizar moléculas de RNA pequeños en la 

célula.  En diferentes  trabajos  se  demostró  que  es  muy eficiente  en la  transcripción  de 

shRNA  (Kim  et  al., 2012;  Nandety  et  al., 2014;  Weng  et  al., 2017).  Finalmente,  la 

construcción del vector debe incorporar una señal de terminación de la transcripción que 

sea reconocida por la RNA polimerasa III. Una vez expresado el shRNA en el interior de la 

célula,  la  molécula  de  dsRNA  resultante  continúa  por  el  camino  de  maduración 

característico  de  los  miRNA  y  a  continuación,  lleva  adelante  su  función  regulatoria.  El 

shRNA es una molécula de RNA bicatenario de aproximadamente 20 pb, cuya secuencia es 

complementaria al gen blanco. Los shRNA al transcribirse se pliegan en forma de horquilla 

con un loop simple cadena de entre 5 y 10 pb (Liao et al., 2015). En este trabajo, se plantea 

el  diseño  y  la  generación  de  una  línea  celular  monoclonal  de  insecto  que  exprese 

constitutivamente dos shRNA diferentes y en tándem con el fin de silenciar el gen de la 

glicoproteína gp64 de AcMNPV para minimizar la concentración de BV en el sobrenadante 

celular (Lee et al., 2015) y facilitar el proceso de purificación de las VLP (Figura 5.1).
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Figura 5.1.  Esquema explicativo de la maduración y función de un shRNA en una línea celular de 
insecto transgénica como plataforma biotecnológica para mejorar el paso de pre-purificación en el  
desarrollo de vacunas VLP. Brevemente, el virión brotante (BV) ingresa a la célula por endocitosis, la  
nucleocápside en el citoplasma es direccionada al núcleo, donde el DNA es liberado. Esta célula con 
el  genoma modificado  expresa  el  shRNA,  que  es  procesado  secuencialmente  por  las  proteínas 
Drosha (en el núcleo) y DICER (en el citoplasma). Finalmente, una de las hebras del RNA doble 
cadena resultante es cargada por el complejo formado por RISC y AGO2 para ejercer su función 
regulatoria  sobre el  mRNA del  gen  gp64  del  baculovirus que se está  replicando.  Al  bloquear la 
expresión de la proteína GP64 se inhibe la brotación del baculovirus por la membrana citoplasmática 
sin interferir con la brotación de las VLP.
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Objetivos específicos

● Desarrollo de los vectores de expresión para la modificación génica de las líneas 

celulares de insecto 

● Generación de la línea celular monoclonal de insecto que expresa constitutivamente 

la glicoproteína G del virus VSV para ampliar la eficiencia de transducción de los 

viriones brotantes

● Evaluar  el  tropismo  de  los  viriones  brotantes  de  AcMNPV  decorados  con  la 

glicoproteína VSV G en diferentes líneas celulares de mamífero.

● Generación de la línea celular monoclonal de insecto que expresa constitutivamente 

shRNA  con  el  fin  de  silenciar  la  glicoproteína  GP64  de  AcMNPV,  disminuir  la 

producción de BV y facilitar la purificación de VLP.

Página 191



Cap. 5: Desarrollo de plataformas para la aplicación de los baculovirus en la salud                                 Ma. Laura Fabre - Tesis doctoral  

Página 192



Cap. 5: Desarrollo de plataformas para la aplicación de los baculovirus en la salud                                 Ma. Laura Fabre - Tesis doctoral  

Materiales y métodos

Clonado del gen G del virus de la estomatitis vesicular

El plásmido pHDM-G se digirió con las enzimas de restricción EcoRI y XhoI para liberar el 

ORF del gen G. El producto de digestión se purificó y clonó en el vector de expresión pIP-

V5/His para la selección de cultivos celulares de insecto transgénicos. Este vector permite la 

expresión del gen heterólogo bajo el control del promotor viral temprano constitutivo del gen 

ie-1 de  Orgyia  pseudotsugata MNPV  y  posee  un  gen  que  le  confiere  resistencia  a  la 

puromicina para la selección de las células transgénicas. El clonado se corroboró por colony 

PCR utilizando los  primers  Fw pIB-check y Rv pIB-check los cuales flanquean al sitio de 

clonado múltiple en el pIP-V5/His (ver Anexo).

Clonado de la construcción sintética de los shRNA 

Se diseñó una construcción génica in silico que consiste en dos shRNA bajo el promotor del 

gen U6 humano para la RNA la polimerasa III (hU6) y seguidos por sendos terminadores. 

Este DNA sintetizado por la empresa Genscript® se clonó en el  vector  pUC57-Kan.  Se 

seleccionaron dos shRNA contra el gen de la glicoproteína gp64 de AcMNPV, que habían 

sido previamente caracterizados por Lee y col.  (2015) en el  contexto de un baculovirus 

recombinante. Adicionalmente, se realizó una búsqueda de posibles genes blanco contra 

toda la base de datos no redundante de BLAST, no encontrándose resultados positivos 

excepto por el gen  gp64 de AcMNPV.  La secuencia de los shRNA diseñada  in silico  se 

muestran en el Figura 5.2 (resaltado violeta o rosa), donde la secuencia resaltada en verde 

corresponde al loop que conecta ambas hebras de la horquilla y en negro el terminador. Se 

adicionaron dos sitios para enzimas de restricción HindIII/BamHI  ubicados en los costados 

de la construcción génica para permitir  su clonado en el  vector  de expresión pIP-V5His 

como  se  muestra  en  la  Figura  5.2.  El  vector  de  expresión  resultante  pIP-shGP64  se 

corroboró por colony PCR usando los primers pIB-check (ver Anexo).
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Figura 5.2.  Esquema del cassette  de silenciamiento sintetizado por Genscript® que incorpora las 
secuencias que codifican para dos shRNA específicos contra el gen gp64 bajo el control del promotor 
del gen RNA U6 (humano) reconocido por la RNA pol III  (U6-P), en los extremos se ubican las 
enzimas de restricción para el  clonado en el  vector  de expresión (HindIII/BamHI).  Panel  inferior: 
Secuencia nucleotídica de la construcción génica. 

Generación de las líneas celulares transgénicas 

Las  células  High  FiveTM se  transfectaron  utilizando   una  solución  de  polietilenimina 

(Polyethylenimine ‘Max’, PEI, linear, MW 25000, Polysciences, Inc.). Se incubaron 1 µg de 

DNA  del  plásmido  pIP-VSVG  y  3  μl  de  polietilenimina  (PEI,  1  mg/ml)  para  formar  el 

complejo  DNA:PEI  en  100  μl  de  una  solución  de  NaCl  150  μM.  A  continuación,  para 

favorecer la  formación del  complejo  DNA:PEI  la  solución se incubó durante 1 minuto a 

temperatura  ambiente  (Ogay  et  al., 2006).  La  línea  celular  transgénica  resultante  se 
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denominó: Hi5-vsvG. Paralelamente, para la generación de la línea celular Hi5-shGP64 que 

expresa los shRNA contra la glicoproteína GP64 de AcMNPV se transfectó el plásmido pIP-

shGP64  en  las  mismas  proporciones  mencionadas  de  DNA:PEI.  Luego,  la  solución 

DNA:PEI se agrega a las células con una confluencia del 70% en placa de poliestireno de 6 

pocillos. A  las 48 h p.t., se procedió al agregado de puromicina 10 µg/µl sostenido en el 

tiempo hasta que no se observa supervivencia en las células control  sin transfectar  por 

microscopia de campo claro. Posteriormente, se procedió al aislamiento de una línea celular 

monoclonal  que expresa  de manera estable  la  proteína VSV G o shRNA mediante  un 

protocolo  de  aislamiento  clonal  por  dilución  terminal  (ver  Anexo)  (InsectSelectTM BSD 

System, 2008). Los diferentes clones se conservan en crioviales en nitrógeno líquido N2(L) y 

para los experimentos que se presentan a continuación se utilizó un único clon.

Evaluación de la expresión e incorporación de la proteína 
VSV G

La línea celular de insecto transgénica Hi5-vsvG fue analizada por inmunofluorescencia. Las 

células Hi5-wt y Hi5-vsvG fueron incubadas con el anticuerpo primario de conejo anti-VSVG 

(Genscript® ) por 1 h a temperatura ambiente y lavadas 3 veces con PBS con 0,01% Tween 

20. A continuación, se incubaron con el anticuerpo secundario anti-conejo-Cy3 por 1 h en 

completa oscuridad. Finalmente, los núcleos celulares se tiñeron con DAPI. A continuación, 

los preparados fueron montados con Polymount y cubreobjetos para ser observados con 

posterioridad por microscopía confocal. Para la electroforesis en gel de poliacrilamida se 

cuantificaron las muestras por la  técnica de Bradford, como indica el fabricante (Bradford, 

1976).  A  continuación,  en  cada  calle  se  siembran  30  µg  de  proteínas  totales  de  las 

muestras: células Hi5-wt, y células Hi5-vsvG resuspendidas en buffer RIPA con una dilución 

1:100 del inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich). Las proteínas fueron separadas mediante 

SDS-PAGE (10% acrilamida) y visualizadas luego de la tinción de los geles con Coomassie 

Brilliant Blue R-250 0,25% p/v (Sambrook et al., 1989).
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Ensayos de transducción en células de mamífero

Para  los  ensayos  de transducción  se utilizaron  las  células  de  mamífero:  Vero,  A549  y 

HepG2.  A  los  baculovirus  control  Ac-dTwt o  el  virus  pseudotipado  Ac-dTVSVG,  según 

corresponda. Previamente a la transfección, se centrifugan 2 ml de los virus (107 UFP/ml) a 

14000 rpm por 60 min y se resuspenden en 200 μl de PBS 1X. Las células de mamífero se 

siembran en una placa de 12 pocillos con un 60 % de confluencia, se quita el medio de 

cultivo  y  se  hacen  2  lavados  con  PBS.  A  continuación,  las  células  se  incuban  con  el 

baculovirus control o con el baculovirus pseudotipado por 2 h a temperatura ambiente con 

agitación orbital. Finalmente, se les agrega 1 ml de medio de cultivo MEM con 10 % SFB y 

se incuban a 37 °C por 48 h. Para el cálculo de la eficiencia de transducción, se procedió a 

la fijación, permeabilización y tinción de las células con DAPI (1/5000, 10 min). Las células 

se analizaron por microscopía de fluorescencia, por triplicado y tomando 3 campos distintos 

de  cada  pocillo.  Los  gráficos  y  la   estadística  se  realizaron  con  el  Graphpad  Prism y 

calculando el Student's t-test.

% de transducción = 
n° decél . transducidas (rojas)
n°de cél totales(núcleos azules)

x 100

Evaluación de la expresión de los shRNA en ensayos de expresión 
transitoria

Para  los  ensayos  de  expresión  transitoria,  se  transfectaron  células  High  FiveTM con  el 

plásmido pIP-shGP64 y el plásmido control pIP-V5/His utilizando el reactivo de transfección 

PEI (ver Anexo). Para ello, se sembraron 106 células High Five en placas de 6 pocillos y una 

vez adheridas se incubaron las mismas con 1 μg del plásmido correspondiente y el reactivo 

de transfección. A las 48 h p.t., se retiró el medio de transfección, se lavaron las células dos 

veces con PBS y se procedió a la infección con el virus Ac-dsRed (108 UFP/ml) previamente 

desarrollado en nuestro laboratorio. Luego de 1 hora de adsorción, se retiró el sobrenadante 

(SN) de infección y se lavó con PBS. Finalmente, se calculó el número de placas de células 
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infectadas a las 48  h post infección (h p.i.) analizando la dispersión distal de la expresión de 

dsRed en las células vecinas. Se contó como placa de infección aquellos cúmulos con más 

de una célula dsRed positiva (dsRed+).  

Evaluación  de  la  expresión  de  los  shRNA en  ensayos  de  expresión 
constitutiva

Se procedió de manera similar al ensayo de expresión transitoria. Brevemente, se infecta 

con el baculovirus recombinante Ac-dsRed (108  UFP/ml), las células Hi5-wt y Hi5-shGP64 

en placas de 12 pocillos.  Las células  Hi5-wt y  Hi5-shGP64 cultivadas en placas de 12 

pocillos se infectaron con el baculovirus recombinante Ac-dsRed (108 UFP/ml). Pasadas las 

48 h p.i., se tomaron los medios de cultivo sobrenadantes y se clarificaron por centrifugación 

a 500 rpm por 5 min para eliminar restos celulares. Esta prueba se realizó por duplicado. A 

continuación, se calcula el título viral de ambos sobrenadantes analizando la expresión de 

dsRed por  el  método de dilución  final  en  células  Hi5-wt (ver  Anexo).  Los gráficos  y  la 

estadística se realizaron con el Graphpad Prism y calculando el test  t de Student. Para la 

electroforesis  en gel  de poliacrilamida  se cuantificaron  las  muestras  por  la   técnica  de 

Bradford, de acuerdo a las indicaciones del fabricante. A continuación, se sembraron 30 µg 

de las muestras: SN de las células Hi5-wt, y SN de las células Hi5-shGP64 resuspendidas 

en  buffer  RIPA  con  una  dilución  1:100  del  inhibidor  de  proteasas  (Sigma-Aldrich).  Los 

perfiles de proteínas fueron analizados mediante SDS-PAGE (10% acrilamida) y tinción con 

Coomassie Brilliant Blue R-250 0,25% p/v (Sambrook et al., 1989).
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Resultados

Generación de la línea celular monoclonal de insecto Hi5-vsvG

Se generó el vector de expresión pIP-VSVG para la expresión constitutiva del gen  G de 

VSV  (VSV  G)  en  células  de  insecto  High  FiveTM  (Figura  5.3a).  Para  ello,  se  digirió  el 

plásmido  pHDM-G y,  luego  de  la  purificación  del  gen  G,  se  incorporó  en  el  vector  de 

expresión  pIP-V5/His  como  se  muestra  en  la  Figura  5.3a.  Los  clones  positivos  fueron 

seleccionados por colony PCR utilizando los primers Fw vsvG y Rv vsvG (ver Anexo) que 

amplifican un segmento interno de VSV G de 700 pb como se muestra en la Figura 5.3b. La 

secuencia  del  gen  G en el  plásmido pIP-VSVG fue confirmada por secuenciamiento de 

Sanger (Macrogen Corporation, Corea del Sur).
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A continuación,  y con el  fin de mejorar  la  eficiencia  de transducción de los baculovirus 

destinados a la terapia génica, se desarrolló una línea celular transgénica de insecto que 

expresa constitutivamente la glicoproteína recombinante VSV G. Las células High FiveTM se 

transfectaron con el plásmido obtenido y, luego, se aplicó una presión de selección que 

permitió  aislar  los  clones  de  la  línea  celular  denominada  Hi5-vsvG  (ver  "Materiales  y 

Métodos") para la producción de los viriones brotantes pseudotipados con VSV G para su 

uso como vectores virales para la transducción de células de mamífero (Figura 5.4).

Figura  5.4.  Esquema  para  la  generación  de  baculovirus  decorados  en  trans con  la  proteínas 
recombinante  VSV G utilizando  como plataforma  líneas  celulares  de  insecto  transgénicas.  Esta 
estrategia permite obtener baculovirus pseudotipados con el fin de ampliar su tropismo celular.

Página 200



Cap. 5: Desarrollo de plataformas para la aplicación de los baculovirus en la salud                                 Ma. Laura Fabre - Tesis doctoral  

Caracterización de la línea monoclonal Hi5-vsvG

La expresión de la proteína recombinante VSV G en células Hi5-vsvG se evaluó por SDS-

PAGE  y  por  inmunofluorescencia  utilizando  anticuerpos  monoclonales  anti-vsvG.  Como 

control negativo y positivo, se utilizaron las células Hi5-wt y células A549 infectadas con 

VSV, respectivamente. En el gel de proteínas se advierte un aumento de la banda de 65 

kDa en las células Hi5-vsvG correspondiente a la sobreexpresión de VSV G y no así en el 

control  negativo (Figura 5.5a).  En la  inmunofluorescencia se observó la presencia de la 

glicoproteína G en la membrana plasmática de la célula Hi5-vsvG y en el control positivo, 

confirmando la expresión, un correcto procesamiento y el direccionamiento de la proteína 

recombinante  VSV  G  en  la  célula  monoclonal  de  insecto  Hi5-vsvG  (Figura  5.5b). 

Finalmente, se infectaron las células Hi5-wt y Hi5-vsvG con el virus Ac-dT para obtener los 

stock virales Ac-dTwt y Ac-dTVSVG.

Figura 5.5.  a.  SDS-PAGE (10%) de la  línea celular  Hi5-vsvG resuspendidas  en buffer  RIPA en 
presencia de inhibidores de proteasas y, Hi5-wt, como control. Se observa una banda de ~60 kDa de 
tamaño esperado para VSV G en las células Hi5-vsvG. b. Inmunofluorescencia de las células Hi5-
vsvG y como control positivo células A549 infectadas con el virus VSV. Ambas incubadas con el 
anticuerpo  primario  (anti-VSV  G)  y  el  secundario  (anti-conejo-Cy3).  Mock:  células  Hi5-vsvG 
incubadas únicamente con el anticuerpo secundario.
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Eficiencia de transducción en células de mamífero

Para los ensayos de transducción se utilizó el baculovirus AcMNPV-dTomato (Ac-dT) el cual 

expresa en células de mamífero el gen indicador dTomato bajo el control del promotor del 

gen temprano ie1 del citomegalovirus humano (CMV-IE). La eficiencia de transducción en 

distintos tipos celulares se realizó comparando los BV en la versión pseudotipada con la 

glicoproteína VSV G (AcMNPV-dTVSVG) y otra, sin pseudotipar (AcMNPV-dTwt) (Figura 5.6, 

panel  izquiero).  La  eficiencia  de  transducción  de  los  baculovirus  pseudotipados  y  no 

pseudotipados fueron comparadas incubando Ac-dT en células de mamífero: Vero, A549, 

HepG2 a diferentes MOT: 0,01 y/o 0,1.  En la Figura 5.6 se muestra la microscopía de 

fluorescencia de células Vero transfectadas con los virus Ac-dTwt y Ac-dTVSVG a las 48 h post 

transfección (h p.t.). Se observó la fluorescencia roja correspondiente a la expresión del gen 

reportero dTomato y, en azul, a los núcleos celulares teñidos con DAPI. El mismo patrón se 

vio en los experimentos de transducción de las células A549 y HepG2.

Figura 5.6. Esquema del ensayo de transducción de células Vero con el baculovirus pseudotipado: 
Ac-dTVSVG  y el baculovirus no pseudotipado: Ac-dTwt  (panel izquierdo). Microscopía de fluorescencia 
evidenciando la expresión de dTomato (panel derecho). 
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El estudio de las imágenes se realizó por triplicado con el software ImageJ para el cálculo 

de número de células fluorescentes en el total de células. Para MOT entre 0,01 y 0,1, el 

análisis estadístico determinó que los baculovirus pseudotipados con VSV G poseen una 

capacidad de transducción entre 4-12% y 12% en A549 y HepG2, respectivamente (Figura 

5.7).  En cambio,  para el  caso de las células VERO no se observaron diferencias entre 

ambos virus, con una capacidad de transducción del 60% (Figura 5.7).

Figura 5.7 . Cuantificación del número de células dTomato positivas para estimar la eficiencia (%) de  
la  transducción en células Vero,  HepG2 y A549.  Diferencias significativas relativas a  Ac-dTwt se 
realizaron con el test t de Student: ****P < 0,001.

Generación de la línea celular monoclonal de insecto Hi5-shGP64

Se generó el vector de expresión pIP-shGP64 para la expresión constitutiva de dos shRNA 

bajo el promotor del gen del RNA U6 derivado de humano que es reconocido por la RNA 

polimerasa III  en células de insecto High FiveTM (Figura 5.8a).  El  vector pUC57-shGP64 

obtenido en Genscript® (ver "Materiales y Métodos") se digirió con las enzimas de restricción 

HindIII y BamHI y se subclonó el en el vector de expresión pIP-V5His previamente digerido 
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con las mismas enzimas (Figura 5.8b. Panel izquierdo). Por la técnica de  colony PCR se 

corroboró la  incorporación de la  construcción génica en el  sitio  de clonado múltiple  del 

vector pIP-shGP64 utilizando un par de primers que flanquean el sitio de clonado múltiple 

(pIB-check,  ver  Anexo)  (Figura 5.8b.).  En la  Figura  5.8b.,  panel  derecho,  se observa la 

banda  de 900 pb correspondiente  a la  construcción sintética de shGP64,  como control 

positivo se utilizó un vector pIP desarrollado en el laboratorio. A continuación, las células 

High FiveTM se transfectaron con el  plásmido obtenido y se generó la  línea celular  que 

expresa constitutivamente múltiples shRNA para el silenciamiento de la glicoproteína GP64 

de AcMNPV (ver "Materiales y Métodos"). La línea celular monoclonal se denominó Hi5-

shGP64. 
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Figura 5.8. a. Esquema de clonado del vector de expresión pIP-shGP64.  El gen de resistencia a la  
puromicina permite la selección de células de insecto transfectadas en cuyo genoma se encuentra 
integrado  el  plásmido.  Esquema  del  cassette de  silenciamiento  sintetizado  por  Genscript®  que 
incorpora las secuencias que codifican para dos shRNA específicos contra el gen gp64 bajo el control 
del promotor U6 de la RNA pol III (U6-P), en los extremos se ubican las enzimas de restricción para  
el  clonado  en  el  vector  de  expresión  (HindIII/BamHI).  b.  Digestión  del  vector  pUC57-shGP64 
(construcción sintética) con las enzimas de restricción  HindIII y  BamHI y sus respectivos controles 
con una única enzima (panel izquierdo).  Colony PCR del vector pIP-shGP64 con los  primers pIB-
check (ver Anexo), observándose la banda esperada de ~900 pb (panel derecho). 

Ensayos de funcionalidad de la construcción silenciadora shGP64 

Para determinar el efecto del silenciamiento de los shRNA se decidió evaluar en células 

infectadas la capacidad de generar viriones brotantes midiendo el título viral. Para evaluar si 

la  inhibición  de  GP64  afecta  la  brotación  de  los  viriones  del  baculovirus  Ac-dsRed 

(previamente desarrollado en nuestro laboratorio) en las células de insecto High FiveTM se 

realizaron, en primera medida, ensayos de expresión transitoria mediante la transfección in 

vitro con el plásmido pIP-shGP64. En la Figura 5.9a. se muestra una imagen representativa 

del esquema de trabajo, las células Hi5-wt se transfectaron, en experimentos paralelos, con 

el plásmido control pIP-V5/His (Mock) y el plásmido pIP-shGP64 (shGP64). Luego, a las 48 

h p.t. se infectaron con el virus Ac-dsRed midiendo el número de placas dsRed-positivas 

(dsRed+)  a  las  48  h  p.i.  En  la  Figura  5.9b,  se  puede  observar  la  disminución  de  la 

fluorescencia  roja  correspondiente  a  la  expresión  del  gen  dsRed en  las  células  que 

expresan los shRNA comparada con la wild type. Mediante la cuantificación de las placas 

de infección en células Hi5 dsRed+ pudo observarse una disminución de la dispersión distal 

de los BV (50 %) utilizando 1 μg de DNA (Figura 5.9c).
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Figura 5.9. a. Esquema de los ensayos para evaluar los efectos de la expresión transitoria de los shRNA contra 
el gen gp64. b. Imágenes representativas de la microscopía de fluorescencia de células Hi5-wt y Hi5-shGP64 
infectadas con Ac-dsRed. c. Medición del número de placas de infección en células High Five transfectadas con 
el  plásmido  control  pIP-V5/His  o  el  plásmido  pIP-shGP64  y  luego,  infectadas  con  Ac-dsRed.  Diferencias 
significativas  del  número  de  células  con  dispersión  distal  relativas  a  las  células  Hi-5  transfectadas  con  el 
plásmido control se realizaron con el test t de Student: *P < 0,001.

A continuación,  se  utilizó  la  línea  celular  de  insecto  transgénica  que  expresa  múltiples 

shRNA contra la  glicoproteína GP64 del  virus  de AcMNPV (Hi5-shGP64)  para medir  el 

efecto  de  silenciamiento  en  un  contexto  de  expresión  constitutiva  de  los  mismos.  Se 

infectaron con el  baculovirus recombinante Ac-dsRed las células Hi5-wt que reflejan los 

niveles de expresión normales para el baculovirus, y las células Hi5-shGP64 que expresa 

de manera constitutiva los shRNA (silenciadoras).  Pasadas las 48 h p.i.  se tomaron los 

sobrenadantes (SN), se clarificaron para eliminar restos celulares y se calculó el título viral 

por  el  método  de  dilución  final  en  células  Hi5-wt (ver  Anexo).  En  la  figura  5.10a.,  se 

muestran dos réplicas del experimento en un gel de proteínas con los sobrenadante de los 

cultivos  celulares  clarificados.  En  todos  los  sobrenadantes  se  observa  el  patrón 

característico de los viriones brotantes de AcMNPV, en la calle  wt y su duplicado  wt(d)  se 
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observa un mayor contenido proteico, y en las calles de shGP64 y shGP64(d) una disminución del 

mismo indicando que en el sobrenadante de la infección en las células Hi5-shGP64 hay una 

menor proporción de BV. Este resultado se corresponde con el valor del título final obtenido 

~  108/mL y  ~  107/mL  luego  del  primer  pasaje  en  células  Hi5-wt o  Hi5-shGP64, 

respectivamente (Figura  5.10b.).  Se realizaron ensayos de western blot,  pero el  control 

positivo de los mismos no fueron reactivos contra GP64 debido a la calidad del anticuerpo, 

imposibilitando  realizar  estudios  cuantitativos  para  determinar  la  capacidad  del 

silenciamiento. Finalmente, este primer avance sobre el estudio del silenciamiento, mostró 

que la expresión de los shRNA de interferencia generan una disminución en un orden de 

magnitud en la producción de BV en las células Hi5-shGP64 para una MOI 10, cuando se 

compara el título viral producido por la línea celular silenciadora con las células wild type.

Figura  5.10.  Efectos  del  silenciamiento  en  la  replicación  viral  de  Ac-dsRed  en  la  línea  celular 
transgénica células Hi5-shGP64. a. SDS-PAGE (10%) de los sobrenadantes de infección de células 
Hi5-wt o Hi5-shGP64 con el virus Ac-dsRed (48 h p.i.). Se observa una disminución de la cantidad de 
proteína total en los sobrenadantes de células Hi5-shP64 (silenciadora) comparada con los del wild 
type.  Todos los experimentos se realizaron por duplicado. b.  Titulación de los sobrenadantes de 
infección de células Hi5-wt o Hi5-shGP64 con el virus Ac-dsRed (48 h p.i.) por el método de dilución 
terminal en células Hi5-wt.  Diferencias significativas del  título viral  de Ac-dsRed replicado en las 
células Hi5-wt o células Hi5-shGP64 se realizaron con el test t de Student:* :1,0e-02 < p <= 5,00e-02.
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Discusión

En las últimas décadas, los baculovirus han sido investigados como un eficiente sistema 

para la expresión de genes heterólogos en terapia génica, debido a su alto tropismo y a su 

incapacidad de replicar en células de mamíferos (van Loo et al., 2001). Aunque no se ha 

esclarecido la presencia o no de un receptor celular para el ingreso de estos virus, varios 

grupos de investigación han hecho avances identificando diversos factores del hospedador 

que interaccionan con la glicoproteína baculoviral GP64. Colectivamente, se ha establecido 

que el colesterol en la membrana plasmática, la endocitosis dependiente de clatrina y la 

macropinocitosis tienen un rol preponderante en la entrada de los baculovirus en las células 

de mamífero, aunque la ruta de internalización podría ser dependiente del tipo celular (van 

Loo et al., 2001, Li & Blissard, 2009; Blissard & Theilmann, 2018). Aún poseyendo un amplio 

tropismo,  los  baculovirus  han  sido  modificados  para  obtener  una  mejor  eficiencia  de 

transducción en células blanco. Entre las estrategias empleadas para ello, el pseudotipado 

de los viriones brotantes con la glicoproteína G de VSV ha sido la más explorada para 

mejorar la transducción in vivo e in vitro (Kaikkonen et al., 2006; Kaneko et al., 2006; Liu et 

al., 2008; Ono  et al., 2018). En este trabajo, se planteó el desarrollo de una plataforma 

celular que exprese la proteína VSV G de manera constitutiva para modificar la envoltura de 

los baculovirus que se propaguen en ella. La línea celular monoclonal Hi5-vsvG obtenida 

fue eficiente en la expresión de la proteína recombinante VSV G y en la inserción de esta 

proteína en  los  viriones  brotantes.  El  baculovirus  pseudotipado  Ac-dTVSVG presenta  una 

mayor eficiencia de transducción en comparación con el virus no pseudotipado para el caso 

de las células tumorales A549 y HepG2. En las células Vero, el porcentaje de transducción 

fue del 60%, un valor  saturante, característico de esta línea celular  posiblemente por la 

ausencia de respuesta al interferón (Young  et al., 2003), sin observarse diferencias entre 

ambos virus.

Por otro lado, se desarrolló una plataforma de células de insecto con el objetivo de facilitar 

el proceso de producción y purificación de proteínas recombinantes, más específicamente 
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para el desarrollo de vacunas VLP. En este sentido, se decidió evaluar la inhibición de la 

expresión mediada por  RNA de interferencia  de la  glicoproteína GP64 encargada de la 

brotación por la membrana citoplasmática de los viriones del baculovirus para evitar así 

altas concentraciones del baculovirus en la mezcla final de las VLP.  Se diseñó un vector de 

expresión con múltiples shRNA con el fin de direccionar dos RNAi a diferentes regiones del 

gen gp64 para obtener así una sinergia en el efecto de silenciamiento. Junto con esto, se 

estableció una guía para la aplicación de la tecnología de RNA de interferencia de manera 

constitutiva  en  líneas  celulares  de  insecto  transgénicas  para  el  desarrollo  de  nuevas 

estrategias  según  las  necesidades  de  las  líneas  de  investigación.  La  línea  celular 

silenciadora Hi5-shGP64 demostró ser susceptible a la infección y, la primera aproximación, 

que prevé un ciclo infectivo de 48 h y una MOI de 10 permitió disminuir el título viral en un 

orden de magnitud, pasando de ~108 a 107 UFP/mL. Resta avanzar en la puesta a punto de 

este sistema de semi-purificación, mejorando las condiciones de cultivo celular que permita 

la producción de VLP con el menor título viral contaminante.

Este trabajo apuntó a obtener nuevas herramientas para aplicaciones biotecnológicas de los 

baculovirus.  Partiendo  de  un  proyecto  de  colaboración  con  miembros  del  grupo  de 

investigación,  integramos dos perspectivas:  una línea que se concentra en modificar los 

genomas virales para incorporar genes heterólogos destinados a estudiar una problemática 

en salud en particular  y,  por  otro lado,  mejorar  la  plataforma tecnológica  de células  de 

insecto  que  permitan  ampliar  el  tropismo  celular  en  mamíferos  y,  resolver  problemas 

asociados al proceso de producción y purificación. Como perspectiva, se plantea continuar 

desarrollando  líneas  celulares  que  permitan  direccionar  los  viriones  a  un  tipo  celular 

específico.  El  direccionamiento  es  posible  mediante  la  inserción  de  péptidos  en  la 

glicoproteína  VSV  G  diseñados  para  establecer  interacciones  con  receptores  celulares 

específicos. De esta manera, se obtendría una colección de líneas celulares de insecto que 

permitirían obtener virus pseudotipados que, a su vez, dirijan al baculovirus recombinante a 

un sitio blanco específico. Además, se plantea, finalizar con la caracterización minuciosa de 
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la estrategia de RNA de interferencia en células de insecto que, por cuestiones coyunturales 

que atañen al sistema científico, no pudimos concretar. 
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Conclusiones

En el  presente trabajo doctoral  se abordó el  uso de los baculovirus como herramientas 

biotecnológicas aplicadas al mejoramiento del cuidado del ambiente y la salud humana. En 

este sentido, se han desarrollado líneas celulares de insecto monoclonales que expresan 

proteínas recombinantes para su final incorporación en los dos morfotipos baculovirales: en 

los cuerpos de oclusión para el desarrollo de bioinsecticidas y en los viriones brotantes para 

el desarrollo de terapias génicas.

De los estudios de la proteína de envoltura del poliedro (PEP) en este trabajo se desprende 

que, dependiendo del género, los baculovirus presentan un número diferente de genes pep. 

Sin embargo, los estudios bioinformáticos indicaron un origen monofilético para las PEP 

de los géneros Alpha- y Betabaculovirus. Mientras los alfabaculovirus codifican proteínas 

PEP  con  dominios  Baculo_PEP_N  y  Baculo_PEP_C,  los  betabaculovirus  poseen  tres 

copias de pep: pep-1 y pep-2, que codifican un solo dominio Baculo_PEP_N, y pep/p10, que 

codifica tanto el dominio N- como el C-terminal. Aunque las estructuras de la proteína PEP y 

sus sitios de unión e interacción con otras moléculas aún no se ha esclarecido, la presencia 

de proteínas PEP con diferente composición  de dominio  y  niveles  de diversidad podría 

conducir a cambios en la estructura del OB; sin embargo, se requieren más estudios para 

demostrarlo de manera concluyente.

El análisis por homología de la secuencia aminoacídica de PEP de AgMNPV indicaría que 

en el dominio N-terminal se encuentra una secuencia consenso de dominio de unión a 

DNA (BRO-N) conservada en el grupo I y, con ciertas modificaciones, en el grupo II de los 

miembros  del  género  Alphabaculovirus.  La  presencia  de  un  motivo  básico  muy 

conservado en el dominio N-terminal así como la composición de aminoácidos en región 

desordenada entre dominios indicarían sitios putativos de fosforilación y de interacción 

proteína a proteína. Finalmente en el dominio C-terminal de PEP se observó  un motivo 

Página 219



COnclusión final y Perspectivas                                               Ma. Laura Fabre - Tesis doctoral 

coiled-coil cuya naturaleza permite pensar en una probable región para la interacción con 

otras proteínas o consigo misma. 

Las líneas celulares  de  insecto poseen la  capacidad de  expresar  exitosamente  la 

proteína de envoltura PEP sin alterar  la  biología de la  célula  ni  la susceptibilidad a la 

infección por los baculovirus de AcMNPV y AgMNPV. 

La proteína quimérica GFP::PEPAg se direcciona y localiza en los cuerpos de oclusión 

(OB)  de  los  virus  salvajes  de  AcMNPV y  AgMNPV sin  afectar  el  ensamblado  de  la 

envoltura  del  poliedro.  Se  trata  de  una  prueba  de  concepto  satisfactoria;  aunque,  los 

estudios proteómicos muestran que la incorporación de GFP::PEPAg(heteróloga) es 100 

veces menor en los OB de AcMNPV.

La  incorporación  de  GFP::PEPAg en  los  poliedros  indicaría  que  la  generación  de  otras 

quimeras de PEP serían ensambladas en la misma localización y que  las interacciones 

proteína-proteína en un sistema donde se co-expresan diferentes PEP baculovirales 

no serían per se excluyentes sino, por el contrario, la plausibilidad de la interacción entre 

proteínas heterólogas dependerá  en gran medida de la  similitud  de secuencia  y  la 

distancia evolutiva entre las mismas. 

Los estudios de microscopía de epifluorescencia de la proteína PEP indicaron un cambio en 

la localización subcelular  en el  contexto de infección viral.  En etapas tempranas de la 

infección se  localiza  mayormente en  el  citoplasma y  luego,  en etapas tardías,  se 

verifica una mayor concentración en el núcleo. 

Los bioensayos en larvas  Spodoptera frugiperda no permitieron evaluar el tiempo letal de 

los  virus  de  AcMNPV  ya  que  mostraron  una alta  resistencia  a  la  infección  oral. 

Adicionalmente, podría existir una atenuación de los cuerpos de oclusión producto de los 

sucesivos pasajes por cultivo celular.
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Se obtuvieron baculovirus pseudotipados con la proteína VSV G expresada de manera 

constitutiva en una línea celular de insecto. Los virus recombinantes propagados en esta 

línea fueron significativamente más eficientes en la transducción de células humanas 

tumorales (objetivo final: terapia génica).

Se diseñaron dos RNA de interferencia específicos de la glicoproteína GP64 capaces de 

regular negativamente la expresión de la misma y, en consecuencia, reducir la producción 

de los viriones brotantes (BV) en cultivos de células de insecto. La expresión transitoria 

empleando un vector plasmídico demostró que los shRNA son funcionalmente activos y 

causan una disminución significativa en la dispersión distal de la placa de infección. 

Finalmente,  la expresión constitutiva de estos  shRNA en una línea celular de insecto 

transgénica redujo  la  producción  de BV en un orden de magnitud a  MOI  altas.  Estos 

resultados  permitirán  mejorar  la  etapa  de  pre-purificación  en  la  producción  y  el 

desarrollo de vacunas a VLP utilizando BEVS.

En conclusión,  la  modificación de células de insecto es una herramienta muy versátil  e 

innovadora  para  modificar  y  mejorar  a  los  baculovirus  como  vectores  virales  para  su 

aplicación como bioinsecticida , producción de complejos de proteínas extracelulares (por 

ejemplo: VLP) o como agente terapéutico.   
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Perspectivas

● Profundizar  los  estudios  de  caracterización  y  localización  de  los  dominios  de la 

proteína PEP por medio de análisis mutacionales.

● Realizar ensayos de co-inmunoprecipitación y análisis proteómicos para determinar 

el  estado  de  fosforilación  de  PEP  antes  y  después  de  la  infección,  así  como 

identificar  las  proteínas  que  interaccionan  con  PEP  al  momento  de  formar  los 

viriones brotantes y/o los cuerpos de oclusión.

● Repetir  los  ensayos  biológicos  para  evaluar  la  capacidad  insecticida  de  los 

baculovirus  recombinantes  en  larvas  del  hospedador  natural Rachiplusia  nu  y 

realizar  colaboraciones  con  investigadores  extranjeros  para  los  bioensayos  en 

Anticarsia gemmatalis.

● Desarrollar las líneas celulares transgénicas de insecto que expresen las fusiones 

traduccionales de PEP con las proteínas insecticidas y comparar los desempeños en 

términos de tiempo letal medio de los virus salvajes propagados en estas células con 

los baculovirus recombinantes que expresan las mismas quimeras.

● Realizar la puesta a punto y prueba de concepto del silenciamiento con los oligoDNA 

en larvas de  Spodoptera  frugiperda.  Para ello,  se utilizará  el  virus recombinante 

AcMNPV-dsRed y se aplicará de manera tópica una mezcla de oligosDNA (anti-

dsRed, anti-ie1) en agua . El curso y/o inhibición de la infección se evaluará con el 

marcador de fluorescencia.

● Realizar  ensayos  in  vivo en  modelos  animales  para  evaluar  la  eficiencia  de  la 

transducción de los baculovirus pseudotipados con la proteína recombinante G de 

VSV.

● Desarrollar líneas celulares que expresen la proteína G de VSV fusionada a péptidos 

que  permitan  direccionar  a  los  baculovirus  a  tejidos  específicos  para  generar 

terapias dirigidas.
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● Confirmar el efecto de los shRNA de la glicoproteína GP64 cuantificando los niveles 

de  mRNA  y  proteína.  Determinar  aquella  multiplicidad  de  infección  que  permita 

obtener  el  mejor  balance  entre  los  niveles  de  producción  de  viriones  brotantes 

(silenciamiento) y la(s) proteína(s) recombinante(s) expresada(s) como VLP.
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Anexo
Materiales y Métodos 

A.1. Materiales

A.1.1. Productos químicos y enzimáticos
Durante el desarrollo del presente trabajo se utilizaron reactivos de grado analítico o de 
grado biología molecular suministrados por Merck (Darmstadt, Alemania), Sigma (St. Louis, 
EE.UU.)  y  Carlo  Erba  (Milano,  Italia).  Las  enzimas  utilizadas  fueron  provistas  por  las 
empresas  Stratagene  (La  Jolla,  EE.UU.),  Promega  (Madison,  EE.UU.),  New  England 
Biolabs  (Beverly,  EE.UU.)  y  Gibco  BRL-  Life  Technologies  (Grand  Island,  USA).  Los 
componentes  de  los  medios  de  cultivo  para  bacterias  se  adquirieron  en  Difco  (Detroit, 
EE.UU.). Los medios de cultivo de células eucariotas fueron suministrados por Gibco BRL 
(Grand Island,  EE.UU.) y los sueros fetales por Bioser (Buenos Aires, Argentina). Las cajas 
de Petri y los frascos de poliestireno, utilizados en el cultivo de células fueron provistos por 
Nunc  (Kamstrup,  Dinamarca)  y  Corning  (EE.UU.).  Las  fotografías  se obtuvieron con un 
equipo de Electrophoresis Documentation and Analysis System 120 (Kodak digital science) 
o capturador de imágenes Epichemi3 Darkroom (UVP Bioimaging Systems). Para la toma 
de imágenes se utilizó un escáner VistaScan 240. La cuantificación de muestras se realizó 
por  medidas  de  absorbancia;  con  el  programa  LabWorksTM 4.6  (Image  Acquisition  and 
Analysis Software) o con Nanodrop Spectrophotometer ND-1000.

A.1.2. Soluciones
Todas las soluciones preparadas fueron esterilizadas por tratamiento de calor en autoclave 
a 121°C a 1 atmósfera de sobrepresión. Las soluciones termolábiles fueron esterilizadas por 
filtración con filtro de diámetro de poro de 22 μm. El agua utilizada en las soluciones fue 
bidestilada, filtrada por columna de intercambio iónico y esterilizada en autoclave.

A.1.2.1 Soluciones para la extracción de plásmidos
Alcoholes: Etanol 96% y 70%.
Solución I: Glucosa 50 mM, Tris-HCl 25 mM (pH=8) EDTA 1 mM
Solución II: NaOH 0,2 N; SDS 1%
Solución III: AcOK 5M. pH=4.8
Buffer TE: Tris-HCl 10 mM (pH=8) EDTA 1 mM
NaAcO 3 M : se pesó 246.1 gramos de NaAcO y se disolvió en agua bidestilada. Se llevó a 
pH 5,2 con ácido acético glacial y se añadió agua hasta llegar a un volumen final de 1 L.
Cloroformo:Isoamílico (24,1): 24 partes de cloroformo y 1 parte de alcohol isoamílico.
Fenol: Solución de fenol equilibrada con fase acuosa pH 8
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A.1.2.2. Soluciones de antibióticos
Los antibióticos se disolvieron en agua bidestilada estétil a una concentración final de 100 
mg/ml y se esterilizaron por filtración.

A.1.2.3.  Soluciones  para  la  resolución  de  ácidos  nucleicos  mediante 
electroforesis
Buffer de corrida TAE (Tris-HCl, ácido acético, EDTA) 50 X: 242 Tris base, 57,1 ml ácido 
acético glacial y 100 mM EDTA 0,5 M pH=8,0. Completado a 1 L con agua.
TAE 1X: Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM.
Solución Stock Bromuro de etidio: 10 mg/ml BrEt, conservado en oscuridad.
Geles Agarosa: Agarosa 0,3% - 2% en buffer TAE 1X.
Solución  de  siembra:  TAE  1X,  Glicerol  30%  y  colorantes  Xilen  cianol  FF  y  azul  de 
bromofenol.

A.1.2.4. Soluciones para el análisis de proteínas mediante electroforesis 
en geles de poliacrilamida con SDS
Gel separador: 12, ó 10% dependiendo del experimento. El gel se prepara a partir de una 
solución concentrada de acrilamida:bisacrilamida (29:1) diluyendo en buffer de separación 1 
X: 0,375 M Tris-HCl pH 8,8; 0,1% SDS. Se agrega además persulfato de amonio y TEMED 
al 0,1 y 0,01%, respectivamente.
Gel  concentrador:  5%.  El  gel  se  prepara  a  partir  de  una  solución  concentrada  de 
acrilamida:bisacrilamida (30;0,8) diluyendo en buffer concentrador 1 X: 125 mM Tris-HCl pH 
6,8;  0,1%  SDS.  Se  agrega  además  persulfato  de  amonio  y  TEMED  al  0,1  y  0,01%, 
respectivamente.
Buffer de corrida 1 X: Tris base 25 mM glicina pH 8,3 250 mM SDS 0,1%
Solución para siembra de muestras 4 X: Tris-HCl pH 6,8 200 mM glicerol 40,0% SDS 8,0% 
β-mercaptoetanol 8,0% azul de bromofenol 0,4%.
Solución  de  tinción:  Coomassie  Brilliant  Blue  R-250  0,25% p/v  metanol  45% v/v  ácido 
acético 10% v/v Se lleva a 100 ml con H2O.
Solución desteñidora: etanol 30% v/v ácido acético 10% v/v

A.1.2.5. Soluciones utilizadas en reacciones enzimáticas:
Las distintas reacciones de digestión se llevaron a cabo incubando el DNA a digerir con la 
enzima correspondiente, teniendo en cuenta la actividad de la enzima y utilizando el buffer 
de digestión, la cantidad de enzima y el tiempo y temperatura de incubación recomendados 
por el proveedor. Los volúmenes de digestión variaron con la masa de DNA digerido de 5 μl 
a 100 μl.

A.1.3. Cepas bacterianas
Para el  desarrollo  de este trabajo  se utilizaron las cepas de  Escherichia  coli  DH5αTM y 
Top10, que poseen los siguientes genotipos: 
DH5αTM:  F-  φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)  U169  deoR  recA1  endA1  hsdR17 (rk-,  mk+) 
phoA supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1 tonA (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 
Top10: F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 deoR recA1 endA1 araΔ139 
Δ(ara, leu)7697 galU galK λ- rpsL(StrR) nupG (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
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A.1.4. Medios

A.1.4.1. Medios para cultivo de bacterias
Medio LB: se disuelven 5 g de NaCl,  10 g de triptona y 5 g de extracto de levadura en 
aproximadamente 700 ml de agua destilada, se lleva a pH neutro. Una vez disueltos los 
reactivos se ajusta el volumen a 1 litro con agua destilada. Se esteriliza en autoclave. Para 
preparar medios sólidos se agrega 15 g de agar por cada litro de medio líquido.

A.1.4.2. Antibióticos para cultivo de bacterias
Ampicilina:  se  disuelven  100  mg en  1  ml  de  agua  bidestilada  estéril.  Se  esteriliza  por 
filtración. Esta solución se considera 1000x. 

A.1.4.3. Medios para cultivo de células de insectos
Grace’s, Thermo-Fischer / Life Sciences / InvitrogenTM (Grand Island, USA) suplementado 
con 10% de suero fetal bovino (Bioser, Buenos Aires, Argentina).

A.1.4.4. Antifúngicos y Antibióticos para cultivo de células
Anfotericina B: se disuelven 2,5 mg en 1 ml de agua bidestilada estéril. Se esteriliza por 
filtración. Esta solución se considera 1000x.
Gentamicina:  se disuelven 50 mg en 1 ml  de agua bidestilada  estéril.  Se esteriliza  por 
filtración. Esta solución se considera 1000x.

A.2. Métodos

A.2.1. Técnicas que involucran DNA
Se utilizaron las técnicas de clonado generales detalladas en (Green & Sambrook, 2012) .

A.2.1.2. Preparación de DNA plasmídico
La purificación de DNA plasmídico se efectuó por el método de lisis alcalina  (Birnboim  & 
Doly, 1979). Se crecieron bacterias E. coli (DH-5α o TOP10) en medio LB hasta saturación 
con el antibiótico correspondiente. Se centrifugó 1,5 ml de estos cultivos a 14000-18000 x g 
durante  30  segundos  en  un  tubo  Eppendorf  y  se  descartó  el  sobrenadante.  Este 
procedimiento se repitió cinco veces sobre el mismo Eppendorf. Se añadieron 200 μl de 
Solución I al sedimento obtenido y se lo resuspendió con vórtex. Luego se agregó 400 ml de 
Solución  II.  Después  se invirtió  suavemente  el  tubo 5  a  10 veces  o  hasta  observar  la 
clarificación de la suspensión y se incubó en agua-hielo durante 5 min. Luego se neutralizó 
el pH con 300 μl de Solución III (a 4°C) y se incubó durante 2-5 min en agua-hielo. El tubo 
Eppendorf se centrifugó 5 minutos a 14.000-18.000 x g a 4°C y se extrajo el sobrenadante 
(DNA plasmídico) evitando tomar el precipitado de DNA cromosómico, restos celulares y 
proteínas acomplejadas con el SDS. Los RNA celulares de esta solución se degradaron por 
incubación con RNAsa A (20 μg/ml) durante 30 min a 37°C. EL DNA plasmídico se aisló de 
las proteínas por dos extracciones sucesivas con fenol y cloroformo/isoamílico (24:1) y se 
concentró  por  precipitación  etanólica  o  con  isopropanol.  La  preparación  plasmídica  se 
purificaron luego con polvo de sílica.
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A.2.1.3. Extracción fenólica
Este  método  se  empleó  para  separar  proteínas  de  soluciones  de  ácidos  nucleicos  de 
preparaciones de viriones de AgMNPV y AcMNPV tratados con proteinasa K. El DNA se 
extrajo  con un  volumen  de  fenol  para  eliminar  proteínas.  Una  vez añadida  la  solución 
orgánica  al  tubo,  se  mezcló  suavemente  por  inversión  durante  10  min  y  se  centrifugó 
durante 5 min a 14-18000 x g y se tomó la fase acuosa tratando de no extraer material de la 
interfase. El procedimiento se repitió con cloroformo-isoamílico (24:1).

A.2.1.4. Precipitación de ácidos nucleicos
Los DNA virales fueron precipitados mediante la adición de 0,1 volúmenes (vol) de AcNa 3 
M más 2,5 volúmenes de etanol 96%. Alternativamente, se precipitaron los DNA por adición 
de 0,3 vol de AcNa 3M más 0,6-0,9 volúmenes de alcohol isopropílico. En cualquiera de los 
dos protocolos, las soluciones se centrifugaron a 14.000 x g 4°C durante 30 min. Las sales 
fueron  lavadas  con  solución  de  etanol  70%,  preparado  con  agua  bidestilada  estéril.  El 
sedimento se secó a temperatura ambiente. El DNA se resuspendió en agua bidestilada 
estéril.

A.2.1.5. Electroforesis en geles de agarosa
Se pesó agarosa en un frasco de vidrio, se añadió buffer TAE (con Bret 0,5 μg/ml) y se 
calentó en horno microondas hasta disolución de la agarosa en el buffer. Una vez que la 
agarosa  se  enfrió,  pero  aún  se  encontraba  en  estado  líquido,  se  colocó  un  volumen 
conveniente  sobre  un  molde  acrílico  con  un  peine  para  generar  calles  de  siembra  de 
muestra. Una vez gelificada la agarosa, el gel se colocó en una cuba de  electroforesis y se 
lo cubrió con buffer TAE. Las muestras de DNA se mezclaron con buffer de muestra en una 
relación buffer/muestra correspondiente y se depositaron dentro de las calles del gel. Los 
DNA se resolvieron en geles de agarosa aplicando un voltaje entre 80-120 V en caso que 
los tamaños de los fragmentos fueran pequeños o de 50-70 V para fragmentos grandes y 
porcentajes de geles bajos (0,3- 0,6%). Los geles de agarosa se resolvieron en aparatos 
BIO-RAD. Los DNA se visualizaron por iluminación con transiluminadores de luz ultravioleta 
de 310 nm (Fotodyne, EE.UU. o Stratagene, EE.UU.) y las imágenes se capturaron con un 
aparato de documentación de geles Electrophoresis Documentation and Analysis System 
120 (Kodak Digital Science).

A.2.1.6. Purificación de fragmentos de DNA por adsorción a polvo de 
sílice
Los fragmentos de DNA o de productos de amplificación, se purificaron a partir de geles de 
agarosa por adsorción a polvo de sílice (Geneclean Bio 101 Inc.). Se extrajo la porción del 
gel con la banda de interés y se incubó en 3 volúmenes de NaI saturado durante 5 min a 
60°C.  Posteriormente,  se  resuspendió  en  20  μl  de  polvo  de  sílice  (previamente 
resuspendido)  y  se  incubó  con  agitación  durante  5  min.  La  solución  fue  centrifugada 
durantes 10 segundos a 14-18.000 X g. El sobrenadante se descartó y el precipitado fue 
lavado con 200 μl de solución New Wash (NaCl,  etanol y agua), este paso se repitió 2 
veces.  Este  precipitado  fue  secado  durante  5  min  a  temperatura  ambiente  y  luego 
resuspendido en una cantidad conveniente de de agua bidestilada. Se centrifugó 30 seg a 
14-18.000 X g y el sobrenadante conteniendo el DNA de interés se transfirió a otro tubo que 
fue  conservado  a  -20  °C  hasta  su  uso.  El  protocolo  anterior  fue  adaptado  para  la 
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purificación de minipreps. En este caso, se agregaron 3 volúmenes de NaI a la solución de 
miniprep y 20 μl de polvo de sílice, siendo el resto de los pasos iguales.

A.2.2. Métodos de transformación y screening

A.2.2.1. Preparación de bacterias E. coli electrocompetentes
Se crecieron bacterias E. coli DH5α hasta saturación. Ese cultivo se diluyó 1/20 en medio 
LB sin NaCl (1.000 ml) y se cultivó a 37 °C con agitación de 180-220 rpm hasta alcanzar 0,5 
a 0,6 unidades de densidad óptica a 600 nm. En este punto, el cultivo se enfrió en agua 
hielo durante 30 min. Posteriormente, se centrifugó el cultivo a 2800 G durante 20 minutos a 
4 °C y el sedimento de bacterias se resuspendió en 500 ml de glicerol 10% (v/v) preparado 
en  agua  bidestilada  estéril.  El  proceso  de  resuspensión  y  centrifugación  se  repitió  dos 
veces,  disminuyendo  el  volumen  de  glicerol  utilizado  en  los  lavados,  reuniendo  los 
sobrenadantes  resuspendidos  de  dos  recipientes  en  uno.  Finalmente,  las  bacterias  se 
resuspendieron en 2 ml de glicerol  10% o medio GYT, se separaron en alícuotas y se 
congelaron rápidamente a -80 °C hasta el momento de su uso.

A.2.2.2. Transformación de E. coli por electroporación
La transformación de bacterias electrocompetentes se realizó en un electroporador Gene 
PulserTM (Bio-Rad,  Hercules,  CA,  EE.UU.).  Se  mezclaron  50  de  bacterias 
electrocompetentes con 2 μl reacción de ligación. Esta mezcla se colocó en una cubeta de 
electroporación fría de 0,2 cm de distancia entre los electrodos y la mezcla se sometió a un 
pulso de 2,2 kV. Las variables capacitancia y resistencia se fijaron en 25 μF y 200 ohm (Ω), 
respectivamente. Inmediatamente luego del pulso eléctrico, se añadió 1 ml de medio LB sin 
antibiótico a las bacterias y se las incubó 1 h a 37 °C con agitación. Se sembraron 200 y 
300 μl de cultivo en placas de LB con el agregado de antibiótico de selección (Ampicilina 
100 μg/ml). Las placas se incubaron 18-24 h a 37 °C.

A.2.2.3. Colony PCR
Con palillos estériles se tomaron las colonias resultantes de las diferentes transformaciones 
y fueron estriadas en una placa con antibiótico. El remanente de bacterias fue depositado 
en un tubo eppendorf con agua estéril, reuniendo hasta 10 colonias en cada tubo. Los tubos 
eppendorf fueron hervidos durante quince minutos, para provocar la lisis celular y liberación 
del DNA plasmídico. Posteriormente, cada tubo se centrifugó a 14-18.000 X g durante 5 
min.  Las  reacciones  de  amplificación  se  realizaron  en  las  condiciones  descritas 
anteriormente, utilizando 1 μl del sobrenadante como molde en 10 μl de volumen final y 
empleando los primers correspondientes. Los pooles que presentaron una señal positiva por 
PCR fueron analizados en una colony PCR individual, con una colonia por tubo, a partir de 
las estrías del proceso anterior.

A.2.2.4. Reacciones de amplificación por PCR
Las reacciones de amplificación de DNA fueron llevadas a cabo en los cicladores térmicos 
Eppendorf (Mastercycler Gradient) y Thermo (PCR Sprint). Las reacciones en las que se iba 
a utilizar el producto de amplificación para clonación se utilizó la polimerasa Taq (Embiotec) 
si el producto era menor a 1000 pb. En las reacciones de caracterización se usó la misma 
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polimerasa.  La mezcla  de reacción  fue diseñada  de acuerdo  a  las  indicaciones  de los 
fabricantes la enzima. La mezcla de reacción fue diseñada de acuerdo a las indicaciones de 
los fabricantes la enzima, variando únicamente la concentración de MgCl2. Para el clonado 
de  productos  de  más  de  1000  pb  se  utilizó  la  enzima  Phusion  High-Fidelity  DNA 
Polymerases  (Thermo Scientific), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

A.2.3. Métodos que involucran cultivo celular.

A.2.3.1. Mantenimiento de células
Las células High FiveTM (BTI-TN-5B1-4) y UFLAg-286 se mantuvieron a 27°C en medio de 
Grace (InvitrogenTM ) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Bioser).

A.2.3.2. Congelamiento
Para el congelamiento se parte de monocapas de células confluentes de frascos t25. Se 
extrae el medio de cultivo y se agregan 5 ml de medio de Grace con 10% SFB y 10% 
DMSO. Se suspenden las células mecánicamente y se alicuotan en crioviales. Luego se 
procede a un congelamiento graduado hasta -80°C, colocando los crioviales en contacto 
con una suspensión de etanol o glicerol y finalmente en N2(L).

A.2.3.3. Transfecciones
Como reactivo de transfección se utiliza Cellfectin II (InvitrogenTM ) o PEI (Polyethylenimine, 
linear,  MW 25000,  Polysciences,  Inc.).  Se utiliza el  protocolo sugerido por el  fabricante. 
Brevemente, para la transfección de una placa de 10 cm 2 se realiza una mezcla de DNA a 
transfectar con 200 μl de medio sin suero y otra mezcla de 5 μl de Cellfectin y 200 μl de 
medio sin suero. Las mezclas de DNA y Cellfectin se mezclan por goteo suave y se espera 
15  minutos  (Cellfectin  II)  para  permitir  la  formación  de  complejos  DNA-Reactivo  de 
transfección. Se retira el sobrenadante de la placa de cultivo a transfectar y se lava 3 veces 
con medio sin suero. Finalmente, se gotea suavemente la mezcla de transfección sobre la 
placa. Luego se agregan 400 μl adicionales de medio sin suero para completar el volumen 
mínimo  de  medio  requerido  por  la  placa  para  la  supervivencia  de  las  células.  Al  día 
siguiente se extrae el medio de transfección y se agregan 2 ml de medio completo. Para la 
transfección con el reactivo PEI las células se sembraron en una placa de 6 pocillos (2 x 106 

células/pocillo) y se transfectan con 1 μg de DNA plasmídico utilizando 3 μl de 1 mg / ml de 
polietilenimina (PEI). Brevemente, 1 μg del DNA plasmídico se mezcló con 100 μL de NaCl 
150 mM y se mezcló suavemente con PEI. Después de la incubación a Se añadió a las 
células temperatura ambiente durante 5 minutos de complejo de DNA-PEI.

A.2.3.4. Generación de líneas celulares transgénicas.
Para  el  aislamiento  de  poblaciones  celulares  clonales  se  utilizó  el  método  de  dilución 
terminal  (InsectSelectTM BSD  System,  2008).  En  este  método  se  siembran  diluciones 
seriadas  de las  células  previamente  transfectadas en placas  multipocillo.  Se utiliza  una 
placa de 96 pocillos y las células se diluye de tal manera que en la primera fila de la placa 
(12 pocillos)  se siembran 1000 células  por pocillo.  En la  segunda fila  se siembran 500 
células por pocillo y se continúa diluyendo 2 veces la concentración cada fila. Luego las 
diluciones  sembradas  en  cada  pocillo  son  seleccionadas  mediante  el  agregado  de 
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antibiótico (Blasticidina 40 μg/ml ó Puromicina 10 μg/ml).  En algunos pocillos de alguna 
dilución sobrevivirá una única célula que formará una microcolonia luego de varios días. Se 
considera que cada pocillo en el cual se formó una única microcolonia proviene de una 
única  célula  y  por  lo  tanto  representa  una  población  clonal.  Cada  población  clonal  es 
repicada  e  infectada  para  observar  la  expresión  del  transgén.  Para  asegurar  la 
homogeneidad genética de los clones, la dilución terminal se vuelve a repetir dos o tres 
veces más, rescatando en cada repetición células de una única microcolonia.

A.2.3.5. Métodos que involucran manipulación de baculovirus en cultivo 
celular
Para el mantenimiento de virus en cultivo celular, se siguieron los protocolos sugeridos en 
los libros de referencia “Baculovirus Expression Vectors: A Laboratory Manual” (O’Reilly  et 
al., 1994) y “Baculovirus and Insect Cell Expression Protocols” (Murhammer, 2008). 

A.2.4. Métodos que involucran proteínas.

A.2.4.1. Reducción, alquilación y precipitación con TCA de muestras en 
solución (Servicio del CEQUIBIEM).
- Agregar DTT hasta una concentración final 10 mM en HCO3NH4 50 mM, pH=8 (se puede 
utilizar cualquier otro buffer de pH= 7-8, o en buffer con Urea 8M)
- Incubar 60 min a 56°C
- Agregar Iodoacetamida hasta una concentración final 20mM en HCO3NH4 50 mM 
- Incubar 60 min en oscuridad a temperatura ambiente.
- Agregar 1/5 de volumen de TCA 100% por cada 1 volumen de muestra
- Dejar reposar durante 2 horas a -20°C
- Centrifugar al máximo en microcentrífuga durante 10 min
- Lavar el pellet 3 veces con Acetona a -20°C
- Dejar secar al aire durante 5 min.
- Guardar el pellet en frío.

A.2.5. Análisis estadístico
En los gráficos de barras, los datos han sido expresados como promedio ± error estándar 
de la media o SEM (del inglés,  standard error of the median).  Las diferencias entre los 
grupos se determinaron con la prueba t de Student. Los valores de p < 0,05 se consideraron 
estadísticamente significativos.  

A.3. Lista de primers utilizados

Gen/Molde  PRIMER SECUENCIA

GP37
(EpapGV 
genoma)

FwGP37
GGTACCACTGAGCTCGATATGATAGTACTGATAATATT
G
(KpnI-SacI)
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RvGP37
GGATCCAACTGCAGTTAAAACTCGTCATTTTGT 
(BamHI)

RvGP37s/s GGATCCCAATGAAAACTCGTCATTTTGT (BamHI)

V-Cath
(EpapGV 
genoma)

FwV-Cath
GGTACCACTGAGCTCTTAATGTCGAATTATATTCTTAT
ACTGTTA
(KpnI-SacI)

RvV-Cath
GGATCCTTACAAGACCGCCGATGCTGCGTAGG 
(BamHI)

RvV-Cath s/s
GACTGGATCCTGACAAGACCGCCGATGCTGCGTAGG 
(BamHI)

ChiA
(EpapGV 
genoma)

FwChiA
GGTACCACTGAGCTCAGTATGAAACTAGCAATTGTGT
C
(KpnI-SacI)

RvChiA
GGATCCCTATCCTTTACAGAACGCGTCAAGTCC 
(BamHI)

RvChiA s/s
GGATCCCCATCCTTTACAGAACGCGTCAAGTCC(BamH
I)

 Enhancin 1
(LdMNPV 
genoma)

 FwE1 GGTACCACTACAATGAGCAATACGACTAC (KpnI)

 RvE1
GATCGGATCCTTACACACGCTGCAGC
(BamHI)

 RvE1 s/s GGATCCTGACACACGCTGCAGC (BamHI)

 eGFP
(pEGFP-N3 
plásmido)

 Fegfp
GGTACCACTGAGCTCAGATCTATGGTGAGCAAGGGC
GAG

(KpnI-SacI-BglII)

 Rvegfp
GGATCCTCTAGATTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC
(XbaI-BamHI)

 Regfp s/s
GACTGGATCCTCTAGATGACTTGTACAGCTCGTCCAT
GCC (XbaI-BamHI)

Tox34
(pBS-Tox34 
plásmido, 
Pyemotes 

tritici)

 Fwtox34
GGTACCACTGAGCTCATGGATAATGGCAATGTCGAAT
C (KpnI-SacI)

 RvTox34 s/s GGATCCACACAGTCTTGAATCACTTTTTG (BamHI)

 Rvtox34 GGATCCTTAACACAGTCTTGAATCACTTTTTG (BamHI)

 PEP
(AgMNPV 
genoma)

 FpepC-ter AAGCTTCGCTGTACCTACAATATAATTC (HindIII)

 RpepC-ter s/s
GGATCCGAGCTCGGTACCGCTTCCGCCTCCGCCTGA
TTTGCGACTGCCCATC (BamHI-SacI-KpnI)

FpepN-ter GAGCTCACTGGATCCGGCGGAGGCGGAAGCTACGCT
GTACCTACAATATCATT(SacI-BamHI)
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 RpepNter GACTCTCGAGTTATTTGCGACTGCCCATC (XhoI)

 Ω-hexatoxina
(Hv1a, H. 
versuta)

 Fw H-tox
GGTACCACTGAGCTCATGAGCCCCACCTGCATCCCCA
GC (SacI-KnpI)

Rv H-tox GGATCCTTAATCGCAGCGCTTCACGGTGTTG (BamHI)

RvH-tox s/s GGATCCATCGCAGCGCTTCACGGTGTTG (BamHI)

 GNA
(snowdrop 

lectina)

Fw GNA AGATCTATGGCCGCTGACAATATT

Rv GNA CTCGAGTTAGGCGTAGTCAGGCAC

IRES
(White spot 

virus)

Fw Ires ATCCTCTAGAACCCTGGCTTACTGTA

Rv Ires AGTGGGATCCGACGAGTTTTTTTCTTTATC

VSV-G
(p-HDM-G)

Fw vsvG TGCCCGTCAAGCTCAGATTT

Rv vsvG AGCATGACACATCCAACCGT

Puromicina
Fw puro CCATGGCAATGACCGAGTACAAGCCCACGG (NcoI)

Rv Puro CGCAAGCCCGGTGCCTGACGAGATCT (BglII)

dTOMATO
Fw dt GCGAGGAGGTCATCAAAG

Rv dt GAGCCGTACATGAACTGG

pIB-check
Fw pIB-check CGCAACGATCTGGTAAACAC

Rv pIB-check GACAATACAAACTAAGATTTAGTCAG

pIP-GFPPEP 
(plásmido)

Fw 
pIPGFPPEPNter

GTATCCGGAATTCGCGTACCGGTCATCATCACCATC 
(EcoRI)
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Unique	Cutters	Bold
Sequence:		pBacPAK9.dna		(Circular	/	5538	bp)
Enzymes:		 Unique	6+	Cutters		(51	of	666	total)
Features:		 15	total
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BspQI 	-	SapI(5475)		

PciI(5358)		

PspFI(5058)		
BseYI(5054)		

AlwNI(4949)		

BmrI(4430)		
BpmI(4401)		

NmeAIII(4323)		

PvuI(4101)		

ScaI(3989)		

EcoO109I(3490)		
PfoI(3431)		

DraIII(3074)		

BsmI 		(83)

BstXI 		(313)
NsiI 		(330)

MluI 		(545)
BbvCI 	-	Bpu10I 		(562)

BseRI 		(678)

EcoRV 		(1157)
BsaBI 		(1182)
BamHI 		(1252)
TspMI 	-	XmaI 		(1256)
SmaI 		(1258)
EcoRI 		(1261)
Eco53kI 		(1269)
SacI 		(1271)
Acc65I 		(1273)
KpnI 		(1277)
BglII 		(1279)
XbaI 		(1285)
BstBI 		(1292)
PaeR7I 	-	PspXI 	-	XhoI 		(1297)
StuI 		(1303)
PstI 	-	SbfI 		(1309)
EagI 	-	NotI 		(1313)
PacI 		(1324)
SnaBI 		(1400)
SwaI 		(1490)

HindIII 		(1763)

BmgBI 		(1904)

AgeI 		(2248)

AleI 		(2479)
SgrAI 		(2488)

pBacPAK9
5538	bp

6	features	are	not	displayed



pBacPAK9.dna		(Circular	/	5538	bp)

Printed from SnapGene®:  giovedì 26 mar 2020  19:37 Page	2

90aacggctccgcccactattaatgaaattaaaaattccaattttaaaaaacgcagcaagagaaacatttgtatgaaagaatgcgtagaagg
180aaagaaaaatgtcgtcgacatgctgaacaacaagattaatatgcctccgtgtataaaaaaaatattgaacgatttgaaagaaaacaatgt
270accgcgcggcggtatgtacaggaagaggtttatactaaactgttacattgcaaacgtggtttcgtgtgccaagtgtgaaaaccgatgttt
360aatcaaggctctgacgcatttctacaaccacgactccaagtgtgtgggtgaagtcatgcatcttttaatcaaatcccaagatgtgtataa
450accaccaaactgccaaaaaatgaaaactgtcgacaagctctgtccgtttgctggcaactgcaagggtctcaatcctatttgtaattattg
540aataataaaacaattataaatgctaaatttgttttttattaacgatacaaaccaaacgcaacaagaacatttgtagtattatctataatt
630gaaaacgcgtagttataatcgctgaggtaatatttaaaatcattttcaaatgattcacagttaatttgcgacaatataattttattttca
720cataaactagacgccttgtcgtcttcttcttcgtattccttctctttttcatttttctcctcataaaaattaacatagttattatcgtat
810ccatatatgtatctatcgtatagagtaaattttttgttgtcataaatatatatgtcttttttaatggggtgtatagtaccgctgcgcata
900gtttttctgtaatttacaacagtgctattttctggtagttcttcggagtgtgttgctttaattattaaatttatataatcaatgaatttg
990ggatcgtcggttttgtacaatatgttgccggcatagtacgcagcttcttctagttcaattacaccattttttagcagcaccggattaaca

1080taactttccaaaatgttgtacgaaccgttaaacaaaaacagttcacctcccttttctatactattgtctgcgagcagttgtttgttgtta
1170aaaataacagccattgtaatgagacgcacaaactaatatcacaaactggaaatgtctatcaatatatagttgctgatatcatggagataa
1260ttaaaatgataaccatctcgcaaataaataagtattttactgttttcgtaacagttttgtaataaaaaaacctataaatacggatcccgg
1350gaattcgagctcggtaccagatcttctagattcgaactcgaggcctgcagggcggccgcttaattaattgatccgggttattagtacatt
1440tattaagcgctagattctgtgcgttgttgatttacagacaattgttgtacgtattttaataattcattaaatttataatctttagggtgg
1530tatgttagagcgaaaatcaaatgattttcagcgtctttatatctgaatttaaatattaaatcctcaatagatttgtaaaataggtttcga
1620ttagtttcaaacaagggttgtttttccgaaccgatggctggactatctaatggattttcgctcaacgccacaaaacttgccaaatcttgt
1710agcagcaatctagctttgtcgatattcgtttgtgttttgttttgtaataaaggttcgacgtcgttcaaaatattatgcgcttttgtattt
1800ctttcatcactgtcgttagtgtacaattgactcgacgtaaacacgttaaataaagcttggacatatttaacatcgggcgtgttagcttta
1890ttaggccgattatcgtcgtcgtcccaaccctcgtcgttagaagttgcttccgaagacgattttgccatagccacacgacgcctattaatt
1980gtgtcggctaacacgtccgcgatcaaatttgtagttgagctttttggaattatttctgattgcgggcgtttttgggcgggtttcaatcta
2070actgtgcccgattttaattcagacaacacgttagaaagcgatggtgcaggcggtggtaacatttcagacggcaaatctactaatggcggc
2160ggtggtggagctgatgataaatctaccatcggtggaggcgcaggcggggctggcggcggaggcggaggcggaggtggtggcggtgatgca
2250gacggcggtttaggctcaaatgtctctttaggcaacacagtcggcacctcaactattgtactggtttcgggcgccgtttttggtttgacc
2340ggtctgagacgagtgcgatttttttcgtttctaatagcttccaacaattgttgtctgtcgtctaaaggtgcagcgggttgaggttccgtc
2430ggcattggtggagcgggcggcaattcagacatcgatggtggtggtggtggtggaggcgctggaatgttaggcacgggagaaggtggtggc
2520ggcggtgccgccggtataatttgttctggtttagtttgttcgcgcacgattgtgggcaccggcgcaggcgccgctggctgcacaacggaa
2610ggtcgtctgcttcgaggcagcgcttggggtggtggcaattcaatattataattggaatacaaatcgtaaaaatctgctataagcattgta
2700atttcgctatcgtttaccgtgccgatatttaacaaccgctcaatgtaagcaattgtattgtaaagagattgtctcaagctcggatcgatc
2790ccgcacgccgataacaagccttttcatttttactacagcattgtagtggcgagacacttcgctgtcgtcgcctgatgcggtattttctcc
2880ttacgcatctgtgcggtatttcacaccgcatacgtcaaagcaaccatagtacgcgccctgtagcggcgcattaagcgcggcgggtgtggt
2970ggttacgcgcagcgtgaccgctacacttgccagcgccctagcgcccgctcctttcgctttcttcccttcctttctcgccacgttcgccgg
3060ctttccccgtcaagctctaaatcgggggctccctttagggttccgatttagtgctttacggcacctcgaccccaaaaaacttgatttggg
3150tgatggttcacgtagtgggccatcgccctgatagacggtttttcgccctttgacgttggagtccacgttctttaatagtggactcttgtt
3240ccaaactggaacaacactcaaccctatctcgggctattcttttgatttataagggattttgccgatttcggcctattggttaaaaaatga
3330gctgatttaacaaaaatttaacgcgaattttaacaaaatattaacgtttacaattttatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgc
3420cgcatagttaagccagccccgacacccgccaacacccgctgacgcgccctgacgggcttgtctgctcccggcatccgcttacagacaagc
3510tgtgaccgtctccgggagctgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaagggcctcgtgatacgcctatt
3600tttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatt
3690tttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtat
3780tcaacatttccgtgtcgcccttattcccttttttgcggcattttgccttcctgtttttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaaga
3870tgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacg
3960ttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggcgcggtattatcccgtattgacgccgggcaagagcaactcggtcgccgcat
4050acactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgc
4140tgccataaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacat
4230gggggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagc
4320aatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataa
4410agttgcaggaccacttctgcgctcggcccttccggctggctggtttattgctgataaatctggagccggtgagcgtgggtctcgcggtat
4500cattgcagcactggggccagatggtaagccctcccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatag
4590acagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaact
4680tcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagc
4770gtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgct
4860accagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgt
4950ccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggc
5040tgctgccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacgggggg
5130ttcgtgcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcccga
5220agggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgcctggtatct
5310ttatagtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccag
5400caacgcggcctttttacggttcctggccttttgctggccttttgctcacatgttctttcctgcgttatcccctgattctgtggataaccg
5490tattaccgcctttgagtgagctgataccgctcgccgcagccgaacgaccgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgccc

5538aatacgcaaaccgcctctccccgcgcgttggccgattcattaatgcag



pBacPAK9.dna		(Circular	/	5538	bp)

Enzymes Sites 1000 2000 3000 4000 5000
Acc65I 1
AgeI 1
AleI 1
AlwNI 1
BamHI 1
BbvCI 1
BglII 1
BmgBI 1
BmrI 1
BpmI 1
Bpu10I 1
BsaBI 1
BseRI 1
BseYI 1
BsmI 1
BspQI 1
BstBI 1
BstXI 1
DraIII 1
EagI 1
Eco53kI 1
EcoO109I 1
EcoRI 1
EcoRV 1
HindIII 1
KpnI 1
MluI 1
NmeAIII 1
NotI 1
NsiI 1
PacI 1
PaeR7I 1
PciI 1
PfoI 1
PspFI 1
PspXI 1
PstI 1
PvuI 1
SacI 1
SapI 1
SbfI 1
ScaI 1
SgrAI 1
SmaI 1
SnaBI 1
StuI 1
SwaI 1
TspMI 1
XbaI 1
XhoI 1
XmaI 1
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Feature Location Size Type

✓ AcMNPV 1 .. 1233 1233	bp misc_feature

✓ baculovirus	recombination	region	(lef2/ORF603) 327 .. 1154 828	bp misc_recomb

/note = contains	ORF603	and	part	of	lef2

✓ lef2 327 .. 451 125	bp CDS

/codon_start = 3
/product = baculovirus	late	expression	factor	2
/translation = HLLIKSQDVYKPPNCQKMKTVDKLCPFAGNCKGLNPICNY*

40	amino	acids  =  4,5	kDa

✓ ORF603 489 .. 1094 606	bp CDS

/product = baculovirus	ORF603	protein
/translation = MAVIFNNKQLLADNSIEKGGELFLFNGSYNILESYVNPVLLKNGVIELEEAAYYAGNILYKTDDPKFIDYINLIIKATHSEELPENSTVVNYRKTMRSGTIHPIKKDIYIYDNKKFTLYDRYIYGY

DNNYVNFYEEKNEKEKEYEEEDDKASSLCENKIILSQINCESFENDFKYYLSDYNYAFSIIDNTTNVLVAFGLYR*
201	amino	acids  =  23,6	kDa

✓ polyhedrin	promoter 1158 .. 1249 92	bp promoter

/gene = polh	from	Autographa	californica

/note = promoter	for	the	baculovirus	polyhedrin	gene

✓ Ppolyhedrin 1158 .. 1201 44	bp misc_feature

✓ BAC1 1181 .. 1200 20	bp primer_bind

/note = Primer	para	secuenciación	(Forward)

✓ AcMNPV 1337 .. 2770 1434	bp misc_feature

✓ baculovirus	recombination	region	(ORF1629) 1337 .. 2694 1358	bp misc_recomb

/note = contains	part	of	ORF1629

✓ ORF1629 1353 .. 2694 1342	bp CDS

/codon_start = 2
/product = baculovirus	capsid-associated	protein
/note = required	for	viral	replication
/translation = PSLRQSLYNTIAYIERLLNIGTVNDSEITMLIADFYDLYSNYNIELPPPQALPRSRRPSVVQPAAPAPVPTIVREQTKPEQIIPAAPPPPPSPVPNIPAPPPPPPPSMSELPPAPPMPTEPQPAAP

LDDRQQLLEAIRNEKNRTRLRPVKPKTAPETSTIVEVPTVLPKETFEPKPPSASPPPPPPPPPPPAPPAPPPMVDLSSAPPPPPLVDLPSEMLPPPAPSLSNVLSELKSGTVRLKPAQKRPQS
EIIPKSSTTNLIADVLADTINRRRVAMAKSSSEATSNDEGWDDDDNRPNKANTPDVKYVQALFNVFTSSQLYTNDSDERNTKAHNILNDVEPLLQNKTQTNIDKARLLLQDLASFVALSE
NPLDSPAIGSEKQPLFETNRNLFYKSIEDLIFKFRYKDAENHLIFALTYHPKDYKFNELLKYVQQLSVNQQRTESSA*
446	amino	acids  =  49,2	kDa

✓ BAC2 1355 .. 1374 20	bp primer_bind

/note = Primer	para	secuenciación	(Reverse)

✓ f1	ori 2841 .. 3296 456	bp rep_origin

/direction = RIGHT
/note = f1	bacteriophage	origin	of	replication;	arrow	indicates	direction	of	(+)	strand	synthesis

✓ AmpR	promoter 3578 .. 3682 105	bp promoter

/gene = bla

✓ Amp(R) 3683 .. 4543 861	bp CDS

✓ ori 4714 .. 5302 589	bp rep_origin

/direction = RIGHT
/note = high-copy-number	ColE1/pMB1/pBR322/pUC	origin	of	replication



Unique	Cutters	Bold
Sequence:		pbacpak-enh-gp37-pepag-V5.dna		(Circular	/	7544	bp)
Enzymes:		 <	Unsaved	Enzyme	Set	>		(2	of	666	total)
Features:		 16	total
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BamHI(7540)		

HindIII(5023)		

pBK9-ENHGP37PEPAg
7544	bp
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90CGTATTTATAGGTTTTTTTATTACAAAACTGTTACGAAAACAGTAAAATACTTATTTATTTGCGAGATGGTTATCATTTTAATTATCTCC
180ATGATATCAGCAACTATATATTGATAGACATTTCCAGTTTGTGATATTAGTTTGTGCGTCTCATTACAATGGCTGTTATTTTTAACAACA
270AACAACTGCTCGCAGACAATAGTATAGAAAAGGGAGGTGAACTGTTTTTGTTTAACGGTTCGTACAACATTTTGGAAAGTTATGTTAATC
360CGGTGCTGCTAAAAAATGGTGTAATTGAACTAGAAGAAGCTGCGTACTATGCCGGCAACATATTGTACAAAACCGACGATCCCAAATTCA
450TTGATTATATAAATTTAATAATTAAAGCAACACACTCCGAAGAACTACCAGAAAATAGCACTGTTGTAAATTACAGAAAAACTATGCGCA
540GCGGTACTATACACCCCATTAAAAAAGACATATATATTTATGACAACAAAAAATTTACTCTATACGATAGATACATATATGGATACGATA
630ATAACTATGTTAATTTTTATGAGGAGAAAAATGAAAAAGAGAAGGAATACGAAGAAGAAGACGACAAGGCGTCTAGTTTATGTGAAAATA
720AAATTATATTGTCGCAAATTAACTGTGAATCATTTGAAAATGATTTTAAATATTACCTCAGCGATTATAACTACGCGTTTTCAATTATAG
810ATAATACTACAAATGTTCTTGTTGCGTTTGGTTTGTATCGTTAATAAAAAACAAATTTAGCATTTATAATTGTTTTATTATTCAATAATT
900ACAAATAGGATTGAGACCCTTGCAGTTGCCAGCAAACGGACAGAGCTTGTCGACAGTTTTCATTTTTTGGCAGTTTGGTGGTTTATACAC
990ATCTTGGGATTTGATTAAAAGATGCATGACTTCACCCACACACTTGGAGTCGTGGTTGTAGAAATGCGTCAGAGCCTTGATTAAACATCG

1080GTTTTCACACTTGGCACACGAAACCACGTTTGCAATGTAACAGTTTAGTATAAACCTCTTCCTGTACATACCGCCGCGCGGTACATTGTT
1170TTCTTTCAAATCGTTCAATATTTTTTTTATACACGGAGGCATATTAATCTTGTTGTTCAGCATGTCGACGACATTTTTCTTTCCTTCTAC
1260GCATTCTTTCATACAAATGTTTCTCTTGCTGCGTTTTTTAAAATTGGAATTTTTAATTTCATTAATAGTGGGCGGAGCCGTTCTGCATTA
1350ATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCG
1440GCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAA
1530AGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCG
1620ACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCC
1710GACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTC
1800GGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGA
1890GTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGA
1980GTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAG
2070AGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGG
2160ATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATC
2250AAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTA
2340CCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTAC
2430GATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCA
2520GCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAG
2610TAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAG
2700CTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAG
2790AAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGT
2880GACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGC
2970GCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAG
3060TTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAA
3150TGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTA
3240TTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGA
3330CGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGG
3420TGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTC
3510AGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATAAAATTGTAAACGTTAA
3600TATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAA
3690AGAATAGCCCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAA
3780AACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCAAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAA
3870CCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGC
3960TAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTACTATGGTTG
4050CTTTGACGTATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGACGACAGCGAAGTGTCTCGCCACTACAA
4140TGCTGTAGTAAAAATGAAAAGGCTTGTTATCGGCGTGCGGGATCGATCCGAGCTTGAGACAATCTCTTTACAATACAATTGCTTACATTG
4230AGCGGTTGTTAAATATCGGCACGGTAAACGATAGCGAAATTACAATGCTTATAGCAGATTTTTACGATTTGTATTCCAATTATAATATTG
4320AATTGCCACCACCCCAAGCGCTGCCTCGAAGCAGACGACCTTCCGTTGTGCAGCCAGCGGCGCCTGCGCCGGTGCCCACAATCGTGCGCG
4410AACAAACTAAACCAGAACAAATTATACCGGCGGCACCGCCGCCACCACCTTCTCCCGTGCCTAACATTCCAGCGCCTCCACCACCACCAC
4500CACCATCGATGTCTGAATTGCCGCCCGCTCCACCAATGCCGACGGAACCTCAACCCGCTGCACCTTTAGACGACAGACAACAATTGTTGG
4590AAGCTATTAGAAACGAAAAAAATCGCACTCGTCTCAGACCGGTCAAACCAAAAACGGCGCCCGAAACCAGTACAATAGTTGAGGTGCCGA
4680CTGTGTTGCCTAAAGAGACATTTGAGCCTAAACCGCCGTCTGCATCACCGCCACCACCTCCGCCTCCGCCTCCGCCGCCAGCCCCGCCTG
4770CGCCTCCACCGATGGTAGATTTATCATCAGCTCCACCACCGCCGCCATTAGTAGATTTGCCGTCTGAAATGTTACCACCGCCTGCACCAT
4860CGCTTTCTAACGTGTTGTCTGAATTAAAATCGGGCACAGTTAGATTGAAACCCGCCCAAAAACGCCCGCAATCAGAAATAATTCCAAAAA
4950GCTCAACTACAAATTTGATCGCGGACGTGTTAGCCGACACAATTAATAGGCGTCGTGTGGCTATGGCAAAATCGTCTTCGGAAGCAACTT
5040CTAACGACGAGGGTTGGGACGACGACGATAATCGGCCTAATAAAGCTAACACGCCCGATGTTAAATATGTCCAAGCTTGGTACCATGTTT
5130TTTAAACAAGATCTCAGCGGGTCCGGAGCTGCTTATTATGGACCGTTTTGGATTGGTGTGACCACGCAATCTTTCGATCTTTTCTACAAT
5220GTCTCCATTTCAAATTGGATAATGCTTCATGTGATGGGTCACGCCTACGATTTTGAGTTTGCTAATAGCAAATCAATATTTGAAGAGACG
5310TGGGCGAGCATATTTGCCGATAGATATCAATTTTTTAGATCTACCAAAATGGAACGTTATCTAACAAACACGGTCTTTGGACCACAAATG
5400TATTCACAAATTATTACTGATATCAATATATTGTTCTCGGCCAGAACTCCTTTTCCCGCTTGGCCAGAGTTTAGAAAGCTATTAATTTTA
5490TCTCTAATTTTAAATACAAAACACGGAGAAGATGGGTTTAGAGAGTTAAATCGCTCATTTAGACGAAAGCAGATTGGAATGGTATTTGAG
5580AGCGGTCAAATCTTCTCTTTGCTTCTGCGAAACTACTCGCATTATGATCTTTATTATTATTTCAAAATGATATTACAAGTTCCCATTACT
5670GACTATTACATGCATTACACCAACGCTGACAATATAACTTTTAAACCCTACTATCATCAGTATGAAGGGTTGGCTCGGAATAAACAATGC
5760TTGAATAGTCTAAACAGTGAAATTACAATAATGTCCTCCGAAAGCTATTCAGACCATTTAATTAAAACATATTACGACACCCAGTTCGCT
5850TTGGTTACCCCAACGGACGTTTTACCCTATAATAACGGTTCGACCACATTTTATATTAGAGCGGTCAGTGGTACACATATATTTAATAAC
5940GACTTAGTTGGTAAAACAATCATTATAATGAACGGTGATACTGTGGTTGAAGAGTGTATAATTCGTCTTGGTACCGAGCTCATGCCGTTG
6030GCGAGACAGCGCCACTGTTACAATGGACAGGACTACTATTGGCCGGTGGACGGTGCCGGTATCAAGGATGAGGGGTGTCGCGCTGCCTTT
6120CAACACGTCTACACTAGGAACGGTAACAATAGTGCTGCGGCACAGGCCATGTTCAACCAGAACGCAGAGTATGCCGCAATGGCGGGAAAA
6210GATTATAGGAATTTGACACACATTAGGGAGAGTGTGGTGCCAAAATATTTATGTGGCGCGGGTGCTGCAAACGCTAGCGCTAGGTTTGGT
6300GACAAGTCGGGTATGGACACGGTGAATGTGACGTGGCGCACAAACACTGTGCCTTACAAAGAGCGTGACACTTTTTATTTTTGTCCGACC
6390GCCGTGCACGAACCTGGCTACTTTGAGGTGTATGTGTCCCGAGAAGGTTATGATGCGGGCAAAAGTAGTTTGCAGTGGTCCGATTTGGAG
6480TTGGTGTACAGTAATACGTCCAATTTGGTGACCAAGAAATTGGACTTGTGTAGTAGTGATCGAATGTACGAGTTGAGGGATGTGAAAATT
6570CCGTTAAGGAGTGGTGGGTTTGTGATGTATGTGAGATGGCAAAGGGAGGATGTGGGCGGAGAGGGTTTCTATAATTGTGTGGATGTTGTT
6660CACAAGCAAACGAAAAGTGATTTGGAGCTCGGCGGAGGCGGAAGCATGACGTCATCTTGTATGACGCCCAACAACAACGTCATGTTTGAC
6750GACGCGTCGGTCATGTGGATTGACGCCGACTACATTTTTCAAAACTCTAAAATGCCGTTGTCCACGTTTCAACAGCTGTTGTTTTCCATT
6840CCGTCGAAACACCGCAAGATGATAAACGATATCGGCAATCCGCCGTCTTGTTCGTTTCCACCTTCCAATAACACGGTCAAGTACATGGTG
6930GACATTTACGGCGCCGCGGTGTTGACAATGCGTTGCCCGTCGTTGTTTTCCGACCAGTTGCTCACCACGTTTATTGCCAATAATTATATG
7020AGCTTTTGTAACCGACAACGGCCGTGCCAACCACCACCGTGCCAACCGCAAACGCCGCCGTTTGATTGCGTTCAAAAGCAAATTGTGGAC
7110GCGTTGGAAAAACTGGCGCACCAAAATGACCTGCTCATCAACAGCGTCAACCAAATTTCGCTAAATCAATCCAACCAATTCTTAGAATTG
7200CGCACGCAGTACGCGCAGATTATGGCCGCGTTGGAAAGCGCCAAAGACACAATACTTAACCGTCTCAACGTGTTAGTGGATGAAATTAAA
7290GCCGCGTTGCCTGACCAGTCCGCTCAGCTGCAGGAACAAATTGACAAATTGCTTGAAGCCATCAACGTGGTTGCGCAAACGTTACGCAGC
7380GAAATGAACAACACCAACTCTATTTTGACCAACTTGGCGTCCAGCATAACCAACATTAACAGTACATTAAACAATTTGTTGAATGCCATC
7470GAAGGCATAACGGGCGGCGAAGGCGGCGGATTGGGTGACGCCGACCGTCAAAAGTTGAGCGACGTGCTTGATCTGGTGACCGAAATAAGA

7544AGCATTTTGATGGGCAGTCGCAAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGTAAGGATC
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Feature Location Size Type

miscellaneous 1 .. 7544 7544	bp misc_feature

/note
/note

=
=

/comment=Molecule	is	created	with	Unipro	UGENE	v1.32
/ugene_name=source

✓ PH_promoter 5 .. 105 101	bp promoter

/label = PH_promoter
/note = /translation=MAVIFNNKQLLADNSIEKGGELFLFNGSYNILESYVNPVLLKNG	VIELEEAAYYAGNILYKTDDPKFIDYINLIIKATHSEELPENSTVVNYRKTMRSGTIH

PIKKDIYIYDNKKFTLYDRYIYGYDNNYVNFYEEKNEKEKEYEEEDDKASSLCENKII	LSQINCESFENDFKYYLSDYNYAFSIIDNTTNVLVAFGLYR*

✓ polyhedrin_fwd_primer 62 .. 79 18	bp misc_feature

/label = polyhedrin_fwd_primer
/note = /translation=MAVIFNNKQLLADNSIEKGGELFLFNGSYNILESYVNPVLLKNG	VIELEEAAYYAGNILYKTDDPKFIDYINLIIKATHSEELPENSTVVNYRKTMRSGTIH

PIKKDIYIYDNKKFTLYDRYIYGYDNNYVNFYEEKNEKEKEYEEEDDKASSLCENKII	LSQINCESFENDFKYYLSDYNYAFSIIDNTTNVLVAFGLYR*

✓ Ac_5_flank 106 .. 1252 1147	bp misc_feature

/label = Ac_5_flank

ORF	frame	2 159 .. 764 606	bp CDS

/label = ORF	frame	2
/translation = MAVIFNNKQLLADNSIEKGGELFLFNGSYNILESYVNPVLLKNGVIELEEAAYYAGNILYKTDDPKFIDYINLIIKATHSEELPENSTVVNYRKTMRSGTIHPIKKDIYIYDNKKFTLYDRYIYGY

DNNYVNFYEEKNEKEKEYEEEDDKASSLCENKIILSQINCESFENDFKYYLSDYNYAFSIIDNTTNVLVAFGLYR*
201	amino	acids  =  23,6	kDa

✓ pBR322_origin 1474 .. 2093 620	bp rep_origin

/direction = LEFT
/label = pBR322_origin
/note = /translation=MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFAHPETLVKVKDAEDQLGARVGY	IELDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRIDAGQEQLGRRIHYSQNDLVE

YSPVTEKHLTDGMTVRELCSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRL	DRWEPELNEAIPNDERDTTMPVAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPL
LRSALPAGWFIADKSGAGERGSRGIIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIA	EIGASLIKHW*

✓ ORF	frame	2 2248 .. 3108 861	bp CDS

/label = ORF	frame	2
/translation = MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFAHPETLVKVKDAEDQLGARVGYIELDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRIDAGQEQLGRRIHYSQNDLVEYSPVTEKHLTDGMTVRELC

SAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTMPVAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWFIADKSGAGERG
SRGIIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW*
286	amino	acids  =  31,6	kDa

Ampicillin 2248 .. 3108 861	bp gene

/gene = Ampicillin
/label = Ampicillin
/note = /translation=MLIADFYDLYSNYNIELPPPQALPRSRRPSVVQPAAPAPVPTIV	REQTKPEQIIPAAPPPPPSPVPNIPAPPPPPPPSMSELPPAPPMPTEPQPAAPLDDRQ

QLLEAIRNEKNRTRLRPVKPKTAPETSTIVEVPTVLPKETFEPKPPSASPPPPPPPPP	PPAPPAPPPMVDLSSAPPPPPLVDLPSEMLPPPAPSLSNVLSELKSGTVRLKPAQKRP
QSEIIPKSSTTNLIADVLADTINRRRVAMAKSSSEATSNDEGWDDDDNRPNKANTPDV	KYVQALFNVFTSSQLYTNDSDERNTKAHNILNDVEPLLQNKTQTNIDKARLLLQDLAS
FVALSENPLDSPAIGSEKQPLFETNRNLFYKSIEDLIFKFRYKDAENHLIFALTYHPK	DYKFNELLKYVQQLSVNQQRTESSA*

✓ AmpR_promoter 3150 .. 3178 29	bp promoter

/label = AmpR_promoter
/note = /translation=MLIADFYDLYSNYNIELPPPQALPRSRRPSVVQPAAPAPVPTIV	REQTKPEQIIPAAPPPPPSPVPNIPAPPPPPPPSMSELPPAPPMPTEPQPAAPLDDRQ

QLLEAIRNEKNRTRLRPVKPKTAPETSTIVEVPTVLPKETFEPKPPSASPPPPPPPPP	PPAPPAPPPMVDLSSAPPPPPLVDLPSEMLPPPAPSLSNVLSELKSGTVRLKPAQKRP
QSEIIPKSSTTNLIADVLADTINRRRVAMAKSSSEATSNDEGWDDDDNRPNKANTPDV	KYVQALFNVFTSSQLYTNDSDERNTKAHNILNDVEPLLQNKTQTNIDKARLLLQDLAS
FVALSENPLDSPAIGSEKQPLFETNRNLFYKSIEDLIFKFRYKDAENHLIFALTYHPK	DYKFNELLKYVQQLSVNQQRTESSA*

✓ pGEX_3_primer 3337 .. 3359 23	bp misc_feature

/label = pGEX_3_primer
/note = /translation=MLIADFYDLYSNYNIELPPPQALPRSRRPSVVQPAAPAPVPTIV	REQTKPEQIIPAAPPPPPSPVPNIPAPPPPPPPSMSELPPAPPMPTEPQPAAPLDDRQ

QLLEAIRNEKNRTRLRPVKPKTAPETSTIVEVPTVLPKETFEPKPPSASPPPPPPPPP	PPAPPAPPPMVDLSSAPPPPPLVDLPSEMLPPPAPSLSNVLSELKSGTVRLKPAQKRP
QSEIIPKSSTTNLIADVLADTINRRRVAMAKSSSEATSNDEGWDDDDNRPNKANTPDV	KYVQALFNVFTSSQLYTNDSDERNTKAHNILNDVEPLLQNKTQTNIDKARLLLQDLAS
FVALSENPLDSPAIGSEKQPLFETNRNLFYKSIEDLIFKFRYKDAENHLIFALTYHPK	DYKFNELLKYVQQLSVNQQRTESSA*

✓ f1_origin 3627 .. 3933 307	bp rep_origin

/direction = LEFT
/label = f1_origin
/note = /translation=MLIADFYDLYSNYNIELPPPQALPRSRRPSVVQPAAPAPVPTIV	REQTKPEQIIPAAPPPPPSPVPNIPAPPPPPPPSMSELPPAPPMPTEPQPAAPLDDRQ

QLLEAIRNEKNRTRLRPVKPKTAPETSTIVEVPTVLPKETFEPKPPSASPPPPPPPPP	PPAPPAPPPMVDLSSAPPPPPLVDLPSEMLPPPAPSLSNVLSELKSGTVRLKPAQKRP
QSEIIPKSSTTNLIADVLADTINRRRVAMAKSSSEATSNDEGWDDDDNRPNKANTPDV	KYVQALFNVFTSSQLYTNDSDERNTKAHNILNDVEPLLQNKTQTNIDKARLLLQDLAS
FVALSENPLDSPAIGSEKQPLFETNRNLFYKSIEDLIFKFRYKDAENHLIFALTYHPK	DYKFNELLKYVQQLSVNQQRTESSA*

✓ Ac_3_flank 4028 .. 5003 976	bp misc_feature

✓ ENH	AgseGV 5035 .. 5919 885	bp misc_feature

/note = /ugene_name=ENH

✓ GP37	CpGV 5932 .. 6594 663	bp misc_feature

/note = /ugene_name=gp37

✓ PEPAg 6631 .. 7494 864	bp CDS

/translation = MTPNNNVMFDDASVMWIDADYIFQNSKMPLSTFQQLLFSIPSKHRKMINDIGNPPSCSFPPSNNTVKYMVDIYGAAVLTMRCPSLFSDQLLTTFIANNYMSFCNRQRPCQPPPCQPQTP
PFDCVQKQIVDALEKLAHQNDLLINSVNQISLNQSNQFLELRTQYAQIMAALESAKDTILNRLNVLVDEIKAALPDQSAQLQEQIDKLLEAINVVAQTLRSEMNNTNSILTNLASSITNINS
TLNNLLNAIEGITGGEGGGLGDADRQKLSDVLDLVTEIRSILMGSRK
288	amino	acids  =  32,0	kDa
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✓ V5	tag 7495 .. 7536 42	bp misc_feature



Unique	Cutters	Bold
Sequence:		pbacpak9-PEPAcGNAHtoxIRESdT.dna		(Circular	/	7762	bp)
Enzymes:		 <	Unsaved	Enzyme	Set	>		(15	of	666	total)
Features:		 26	total

Printed from SnapGene®:  giovedì 26 mar 2020  19:34 Page	1

HindIII(3987)		

EcoRV 		(1157)
BamHI 		(1252)
EcoRI 		(1261)
SacI 		(1271)
KpnI 		(1277)
BglII 		(1279)
XbaI 		(1285)

kozak	consensus	BmNPV
SphI 		(1335)
EcoRI 		(1337)

SacI 		(2106)
KpnI 		(2127)
NheI 		(2129)
BamHI 		(2249)
LINKER
NotI 		(2262)

NotI 		(2586)

BglII 		(2804)
SpeI 		(2810)

XhoI 		(3521)
NotI 		(3537)

PacI 		(3548)

pBK9-PEPAcHtoxGNAIRESdT
7762	bp

10	features	are	not	displayed
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90aacggctccgcccactattaatgaaattaaaaattccaattttaaaaaacgcagcaagagaaacatttgtatgaaagaatgcgtagaagg
180aaagaaaaatgtcgtcgacatgctgaacaacaagattaatatgcctccgtgtataaaaaaaatattgaacgatttgaaagaaaacaatgt
270accgcgcggcggtatgtacaggaagaggtttatactaaactgttacattgcaaacgtggtttcgtgtgccaagtgtgaaaaccgatgttt
360aatcaaggctctgacgcatttctacaaccacgactccaagtgtgtgggtgaagtcatgcatcttttaatcaaatcccaagatgtgtataa
450accaccaaactgccaaaaaatgaaaactgtcgacaagctctgtccgtttgctggcaactgcaagggtctcaatcctatttgtaattattg
540aataataaaacaattataaatgctaaatttgttttttattaacgatacaaaccaaacgcaacaagaacatttgtagtattatctataatt
630gaaaacgcgtagttataatcgctgaggtaatatttaaaatcattttcaaatgattcacagttaatttgcgacaatataattttattttca
720cataaactagacgccttgtcgtcttcttcttcgtattccttctctttttcatttttctcctcataaaaattaacatagttattatcgtat
810ccatatatgtatctatcgtatagagtaaattttttgttgtcataaatatatatgtcttttttaatggggtgtatagtaccgctgcgcata
900gtttttctgtaatttacaacagtgctattttctggtagttcttcggagtgtgttgctttaattattaaatttatataatcaatgaatttg
990ggatcgtcggttttgtacaatatgttgccggcatagtacgcagcttcttctagttcaattacaccattttttagcagcaccggattaaca

1080taactttccaaaatgttgtacgaaccgttaaacaaaaacagttcacctcccttttctatactattgtctgcgagcagttgtttgttgtta
1170aaaataacagccattgtaatgagacgcacaaactaatatcacaaactggaaatgtctatcaatatatagttgctgatatcatggagataa
1260ttaaaatgataaccatctcgcaaataaataagtattttactgttttcgtaacagttttgtaataaaaaaacctataaatacggatcccgg
1350gaattcgagctcggtaccagatcttCTAGAaaaaatcaccatgggcgattacaaggatgacgacgataagGCATGCGAATTCccatggAA
1440GCCGACGAATAACGTTATGTTCGACGACGCGTCGGTCCTTTGGATCGACACGGACTACATTTATCAAAATTTAAAAATGCCTTTGCAGGC
1530GTTTCAACAACTTTTGTTCACCATTCCATCTAAACATAGAAAAATGATCAACGATGCGGGCGGATCGTGTCATAACACGGTCAAATACAT
1620GGTGGACATTTACGGAGCGGCCGTTCTGGTTTTGCGAACGCCTTGCTCGTTCGCCGACCAGTTGTTGAGCACATTTATTGCAAACAATTA
1710TTTGTGCTACTTTTACCGTCGTCGCCGATCACGATCACGCTCACGATCACGCTCGCGATCACGTTCTCCTCATTGCAGACCTCGTTCGCG
1800CTCTCCTCATTGCAGACCTCGTTCGCGATCTCGGTCCCGGTCgAGATCGCGGTCACGTTCATCGTCTCCCAGGCGAGGGCGTCGACAAAT
1890ATTCGACGCGCTGGAAAAGATTCGTCATCAAAACGACATGTTGATGAGCAACGTCAACCAAATAAATCTCAACCAAACTAATCAATTTTT
1980AGAATTGTCCAACATGATGACGGGCGTGCGCAATCAAAACGTGCAGCTCCTCGCGGCGTTGGAAACCGCTAAAGATGTTATTTTGACCAG
2070ATTAAACACATTGCTTGCCGAGATTACAGACTCGTTACCCGACTTGACGTCCATGTTAGATAAATTAGCTGAACAATTGTTGGACGCCAT
2160CAACACGGTGCAGCAAACCTGCGCAACGAGTGAGCTCGGCGGAGGCGGAAGCGGTACCGCTAGCagccccacctgcatccccagcGGCCA
2250GCCCTGCCCCTACAACGAGAACTGCTGCAGCCAGAGCTGCACCTTCAAGGAGAACGAGAACGGcaacaccgtgaagcgctgcgattCaGG
2340ATCCGCCGCTGCGGCCGCtgacaatattttgtactccggtgagactctctctacaggggaatttctcaactacggaagtttcgtttttat
2430catgcaagaggactgcaatctggtcttgtacgacgtggacaagccaatctgggcaacaaacacaggtggtctctcccgtagctgcttcct
2520cagcctgcagactgatgggaacctcgtggtgtacaacccatcgaacaaaccgatttgggcaagcaacactggaggccaaaatgggaatta
2610cgtgtgcatcctacagaaggataggaatgttgtgatctacggaactgatcgttgggctactggaGCGGCCGCatatccttacgacgtgcc
2700tgactacgcctaaaccctggcttactgtaacagaaaaaagagtaaaaggcgacagctcgcttgccaattgtcctgttacgtactctgtgg
2790tttcacgaggttgtcatcaccaaaggtaacctttttttttgtcctcgccgacaaaacgacatcttaataaccaagcaacgttcgataaag
2880aaaaaaactcgtcAGATCTACTAGTatggtgagcaagggcgaggaggtcatcaaagagttcatgcgcttcaaggtgcgcatggagggctc
2970catgaacggccacgagttcgagatcgagggcgagggcgagggccgcccctacgagggcacccagaccgccaagctgaaggtgaccaaggg
3060cggccccctgcccttcgcctgggacatcctgtccccccagttcatgtacggctccaaggcgtacgtgaagcaccccgccgacatccccga
3150ttacaagaagctgtccttccccgagggcttcaagtgggagcgcgtgatgaacttcgaggacggcggtctggtgaccgtgacccaggactc
3240ctccctgcaggacggcacgctgatctacaaggtgaagatgcgcggcaccaacttcccccccgacggccccgtaatgcagaagaagacgat
3330gggctgggaggcctccaccgagcgcctgtacccccgcgacggcgtgctgaagggcgagatccaccaggccctgaagctgaaggacggcgg
3420ccactacctggtggagttcaagaccatctacatggccaagaagcccgtgcaactgcccggctactactacgtggacaccaagctggacat
3510cacctcccacaacgaggactacaccatcgtggaacagtacgagcgctccgagggccgccaccacctgttcctgtacggcatggacgagct
3600gtacaagtaaCtcgaggcctgcagggcggccgcttaattaattgatccgggttattagtacatttattaagcgctagattctgtgcgttg
3690ttgatttacagacaattgttgtacgtattttaataattcattaaatttataatctttagggtggtatgttagagcgaaaatcaaatgatt
3780ttcagcgtctttatatctgaatttaaatattaaatcctcaatagatttgtaaaataggtttcgattagtttcaaacaagggttgtttttc
3870cgaaccgatggctggactatctaatggattttcgctcaacgccacaaaacttgccaaatcttgtagcagcaatctagctttgtcgatatt
3960cgtttgtgttttgttttgtaataaaggttcgacgtcgttcaaaatattatgcgcttttgtatttctttcatcactgtcgttagtgtacaa
4050ttgactcgacgtaaacacgttaaataaagcttggacatatttaacatcgggcgtgttagctttattaggccgattatcgtcgtcgtccca
4140accctcgtcgttagaagttgcttccgaagacgattttgccatagccacacgacgcctattaattgtgtcggctaacacgtccgcgatcaa
4230atttgtagttgagctttttggaattatttctgattgcgggcgtttttgggcgggtttcaatctaactgtgcccgattttaattcagacaa
4320cacgttagaaagcgatggtgcaggcggtggtaacatttcagacggcaaatctactaatggcggcggtggtggagctgatgataaatctac
4410catcggtggaggcgcaggcggggctggcggcggaggcggaggcggaggtggtggcggtgatgcagacggcggtttaggctcaaatgtctc
4500tttaggcaacacagtcggcacctcaactattgtactggtttcgggcgccgtttttggtttgaccggtctgagacgagtgcgatttttttc
4590gtttctaatagcttccaacaattgttgtctgtcgtctaaaggtgcagcgggttgaggttccgtcggcattggtggagcgggcggcaattc
4680agacatcgatggtggtggtggtggtggaggcgctggaatgttaggcacgggagaaggtggtggcggcggtgccgccggtataatttgttc
4770tggtttagtttgttcgcgcacgattgtgggcaccggcgcaggcgccgctggctgcacaacggaaggtcgtctgcttcgaggcagcgcttg
4860gggtggtggcaattcaatattataattggaatacaaatcgtaaaaatctgctataagcattgtaatttcgctatcgtttaccgtgccgat
4950atttaacaaccgctcaatgtaagcaattgtattgtaaagagattgtctcaagctcggatcgatcccgcacgccgataacaagccttttca
5040tttttactacagcattgtagtggcgagacacttcgctgtcgtcgcctgatgcggtattttctccttacgcatctgtgcggtatttcacac
5130cgcatacgtcaaagcaaccatagtacgcgccctgtagcggcgcattaagcgcggcgggtgtggtggttacgcgcagcgtgaccgctacac
5220ttgccagcgccctagcgcccgctcctttcgctttcttcccttcctttctcgccacgttcgccggctttccccgtcaagctctaaatcggg
5310ggctccctttagggttccgatttagtgctttacggcacctcgaccccaaaaaacttgatttgggtgatggttcacgtagtgggccatcgc
5400cctgatagacggtttttcgccctttgacgttggagtccacgttctttaatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaacccta
5490tctcgggctattcttttgatttataagggattttgccgatttcggcctattggttaaaaaatgagctgatttaacaaaaatttaacgcga
5580attttaacaaaatattaacgtttacaattttatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagccccgacacc
5670cgccaacacccgctgacgcgccctgacgggcttgtctgctcccggcatccgcttacagacaagctgtgaccgtctccgggagctgcatgt
5760gtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataa
5850tggtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatc
5940cgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgcccttattc
6030ccttttttgcggcattttgccttcctgtttttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgag
6120tgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaag
6210ttctgctatgtggcgcggtattatcccgtattgacgccgggcaagagcaactcggtcgccgcatacactattctcagaatgacttggttg
6300agtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactg
6390cggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgccttgatc
6480gttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactat
6570taactggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgctcgg
6660cccttccggctggctggtttattgctgataaatctggagccggtgagcgtgggtctcgcggtatcattgcagcactggggccagatggta
6750agccctcccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcac
6840tgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctagg
6930tgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaag
7020gatcttcttgagatcctttttttctgcgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgccggatc
7110aagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggcc
7200accacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtggcgataagtcgtgtc
7290ttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacagcccagcttggagc
7380gaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccgg
7470taagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccacc
7560tctgacttgagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctgg
7650ccttttgctggccttttgctcacatgttctttcctgcgttatcccctgattctgtggataaccgtattaccgcctttgagtgagctgata
7740ccgctcgccgcagccgaacgaccgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgcccaatacgcaaaccgcctctccccgcgc

7762gttggccgattcattaatgcag



pbacpak9-PEPAcGNAHtoxIRESdT.dna		(Circular	/	7762	bp)

Enzymes Sites 2000 4000 6000
(1) 0 1	chosen	enzyme	does	not	cut
BamHI 2
BglII 2
EcoRI 2
EcoRV 1
HindIII 1
KpnI 2
NheI 1
NotI 3
PacI 1
SacI 2
SpeI 1
SphI 1
XbaI 1
XhoI 1
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Feature Location Size Type

✓ AcMNPV 1 .. 1233 1233	bp misc_feature

✓ baculovirus	recombination	region	(lef2/ORF603) 327 .. 1154 828	bp misc_recomb

/note = contains	ORF603	and	part	of	lef2

✓ lef2 327 .. 451 125	bp CDS

/codon_start = 3
/product = baculovirus	late	expression	factor	2
/translation = HLLIKSQDVYKPPNCQKMKTVDKLCPFAGNCKGLNPICNY*

40	amino	acids  =  4,5	kDa

✓ ORF603 489 .. 1094 606	bp CDS

/product = baculovirus	ORF603	protein
/translation = MAVIFNNKQLLADNSIEKGGELFLFNGSYNILESYVNPVLLKNGVIELEEAAYYAGNILYKTDDPKFIDYINLIIKATHSEELPENSTVVNYRKTMRSGTIHPIKKDIYIYDNKKFTLYDRYIYGY

DNNYVNFYEEKNEKEKEYEEEDDKASSLCENKIILSQINCESFENDFKYYLSDYNYAFSIIDNTTNVLVAFGLYR*
201	amino	acids  =  23,6	kDa

✓ polyhedrin	promoter 1158 .. 1249 92	bp promoter

/gene = polh	from	Autographa	californica

/note = promoter	for	the	baculovirus	polyhedrin	gene

✓ Ppolyhedrin 1158 .. 1201 44	bp misc_feature

✓ BAC1 1181 .. 1200 20	bp primer_bind

✓ kozak	consensus	BmNPV 1291 .. 1298 8	bp misc_feature

/note = paper Effect	of	ATG	initiation	codon	context	motifs	on	the	efficiency	of	translation	of	mRNA	derived	from	exogenous	genes	in	the	transgenic	silkworm,
Bombyx	mori
Ken-ichiro	Tatematsu*,	Keiro	Uchino,	Hideki	Sezutsu	and	Toshiki	Tamura

✓ FLAG 1307 .. 1330 24	bp CDS

/product = FLAG®	epitope	tag,	followed	by	an	enterokinase	cleavage	site
/translation = DYKDDDDK

8	amino	acids  =  1,0	kDa

✓ Flag	tag 1307 .. 1330 24	bp misc_feature

✓ PEP	Ac 1349 .. 2101 753	bp misc_feature

✓ LINKER 2108 .. 2122 15	bp misc_feature

✓ HTOX 2135 .. 2248 114	bp misc_feature

✓ LINKER 2255 .. 2260 6	bp misc_feature

✓ GNA 2270 .. 2584 315	bp misc_feature

✓ HA	tag 2594 .. 2620 27	bp misc_feature

✓ IRES 2624 .. 2803 180	bp misc_feature

✓ dTomato 2816 .. 3517 702	bp CDS

/translation = MVSKGEEVIKEFMRFKVRMEGSMNGHEFEIEGEGEGRPYEGTQTAKLKVTKGGPLPFAWDILSPQFMYGSKAYVKHPADIPDYKKLSFPEGFKWERVMNFEDGGLVTVTQDSSLQDG
TLIYKVKMRGTNFPPDGPVMQKKTMGWEASTERLYPRDGVLKGEIHQALKLKDGGHYLVEFKTIYMAKKPVQLPGYYYVDTKLDITSHNEDYTIVEQYERSEGRHHLFLYGMDELYK

234	amino	acids  =  27,0	kDa

✓ AcMNPV 3561 .. 4994 1434	bp misc_feature

✓ baculovirus	recombination	region	(ORF1629) 3561 .. 4918 1358	bp misc_recomb

/note = contains	part	of	ORF1629

✓ ORF1629 3577 .. 4918 1342	bp CDS

/codon_start = 2
/product = baculovirus	capsid-associated	protein
/note = required	for	viral	replication
/translation = PSLRQSLYNTIAYIERLLNIGTVNDSEITMLIADFYDLYSNYNIELPPPQALPRSRRPSVVQPAAPAPVPTIVREQTKPEQIIPAAPPPPPSPVPNIPAPPPPPPPSMSELPPAPPMPTEPQPAAP

LDDRQQLLEAIRNEKNRTRLRPVKPKTAPETSTIVEVPTVLPKETFEPKPPSASPPPPPPPPPPPAPPAPPPMVDLSSAPPPPPLVDLPSEMLPPPAPSLSNVLSELKSGTVRLKPAQKRPQS
EIIPKSSTTNLIADVLADTINRRRVAMAKSSSEATSNDEGWDDDDNRPNKANTPDVKYVQALFNVFTSSQLYTNDSDERNTKAHNILNDVEPLLQNKTQTNIDKARLLLQDLASFVALSE
NPLDSPAIGSEKQPLFETNRNLFYKSIEDLIFKFRYKDAENHLIFALTYHPKDYKFNELLKYVQQLSVNQQRTESSA*
446	amino	acids  =  49,2	kDa

✓ BAC2 3579 .. 3598 20	bp primer_bind

✓ f1	ori 5065 .. 5520 456	bp rep_origin

/direction = RIGHT
/note = f1	bacteriophage	origin	of	replication;	arrow	indicates	direction	of	(+)	strand	synthesis

✓ AmpR	promoter 5802 .. 5906 105	bp promoter

/gene = bla

✓ Amp(R) 5907 .. 6767 861	bp CDS



pbacpak9-PEPAcGNAHtoxIRESdT.dna		(Circular	/	7762	bp)
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Feature Location Size Type

✓ ori 6938 .. 7526 589	bp rep_origin

/direction = RIGHT
/note = high-copy-number	ColE1/pMB1/pBR322/pUC	origin	of	replication



Unique	Cutters	Bold
Sequence:		pGEMT-EGFPN-TER		(Circular	/	3766	bp)
Enzymes:		 Unique	6+	Cutters		(42	of	666	total)
Features:		 16	total
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PspOMI(10)		

NaeI(3458)		
NgoMIV(3456)		

BsaAI 	-	DraIII(3355)		

PsiI(3227)		

XmnI(2760)		

ScaI(2641)		

BsaI(2222)		
AhdI(2161)		

ApaI 		(14)
ZraI 		(18)

AatII 		(20)
SphI 		(26)

NcoI 	-	StyI 		(37)
SacII 		(49)

MCS
Acc65I 		(66)
KpnI 		(70)
XcmI 		(77)
BseRI 		(111)

PfoI *		(361)

BsrGI 		(790)
BamHI 		(801)
SpeI 		(815)
BfuAI 	-	BspMI 		(828)
PstI 	-	SbfI 		(839)
SalI 		(841)
AccI 		(842)
HincII 		(843)
NdeI 		(848)
MluI 		(865)
BstXI 		(869)
NsiI 		(878)

BspQI 	-	SapI 		(1152)

PciI 		(1268)

BseYI 		(1572)
PspFI 		(1576)

AlwNI 		(1684)

pGEMT-EGFPN-TER
3766	bp

4	features	are	not	displayed



pGEMT-EGFPN-TER		(Circular	/	3766	bp)
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90GGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGactggtaccactgagctcATGGTGAGCA
180AGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGG
270GCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCA
360CCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACG
450TCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCA
540TCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCA
630TGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACC
720AGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACG
810AGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTCAggatccagtc
900AATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGT
990CACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGA

1080AGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAAC
1170CTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGAC
1260TCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCA
1350GGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCT
1440GACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCC
1530CTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCA
1620CGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTA
1710TCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGG
1800TATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAG
1890CCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAG
1980ATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGG
2070ATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAG
2160TAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTC
2250CCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCA
2340GATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGT
2430TGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCG
2520TTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTC
2610GGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCA
2700TCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCG
2790TCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATC
2880TTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGA
2970GCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTAT
3060TGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTT
3150CCCCGAAAAGTGCCACCTGATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGAAATTGTAAGCGTTAATATT
3240TTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAA
3330TAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACC
3420GTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCT
3510AAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGG
3600GCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCATTCGCCATTCA
3690GGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAA

3766GTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATA



pGEMT-EGFPN-TER		(Circular	/	3766	bp)

Enzymes Sites 1000 2000 3000
AatII 1
AccI 1
Acc65I 1
AhdI 1
AlwNI 1
ApaI 1
BamHI 1
BfuAI 1
BsaI 1
BsaAI 1
BseRI 1
BseYI 1
BspMI 1
BspQI 1
BsrGI 1
BstXI 1
DraIII 1
HincII 1
KpnI 1
MluI 1
NaeI 1
NcoI 1
NdeI 1
NgoMIV 1
NsiI 1
PciI 1
PfoI 1*
PsiI 1
PspFI 1
PspOMI 1
PstI 1
SacII 1
SalI 1
SapI 1
SbfI 1
ScaI 1
SpeI 1
SphI 1
StyI 1
XcmI 1
XmnI 1
ZraI 1
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Feature Location Size Type

✓ MCS 10 .. 57 48	bp misc_feature

✓ MCS 63 .. 68 6	bp misc_feature

✓ EGFP 81 .. 798 718	bp CDS

3	segments

/translation = M,V,SKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEG
DTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDEL
YK
239	amino	acids  =  26,9	kDa

✓ lacZα 812 .. 931 120	bp CDS

/translation = MTMITPSYLGDTIEYSSYASNALGALPYGRPAGGREFTSD
40	amino	acids  =  4,3	kDa

✓ MICS 815 .. 879 65	bp misc_feature

✓ SP6	promoter 891 .. 909 19	bp promoter

✓ M13	rev 927 .. 943 17	bp primer_bind

✓ lac	operator 951 .. 967 17	bp protein_bind

✓ lac	promoter 975 .. 1005 31	bp promoter

3	segments

✓ ori 1329 .. 1917 589	bp rep_origin

/direction = LEFT

✓ AmpR 2088 .. 2948 861	bp CDS

2	segments

/translation = MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFA,HPETLVKVKDAEDQLGARVGYIELDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRIDAGQEQLGRRIHYSQNDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL
CSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTMPVAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWFIADKSGAGER
GSRGIIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW*
286	amino	acids  =  31,6	kDa

✓ AmpR	promoter 2949 .. 3053 105	bp promoter

✓ f1	ori 3131 .. 3586 456	bp rep_origin

/direction = LEFT

✓ lacZα 3563 .. 60 264	bp CDS

/translation = IEFPRPPWRPGACDVGPNSPYSESYYNSLAVVLQRRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGEWTRPVAAH*
87	amino	acids  =  10,0	kDa

✓ M13	fwd 3727 .. 3743 17	bp primer_bind

✓ T7	promoter 3750 .. 2 19	bp promoter



Unique	Cutters	Bold
Sequence:		pGEMT-PEPNTER.dna		(Circular	/	3969	bp)
Enzymes:		 Unique	6+	Cutters		(46	of	666	total)
Features:		 15	total
Primers:		 2	total
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PspOMI(10)		

NaeI(3661)		
NgoMIV(3659)		

BtgZI(3559)		
BsaAI 	-	DraIII(3558)		

PsiI(3430)		

XmnI(2963)		

ScaI(2844)		

NmeAIII(2512)		

BpmI(2434)		
BsaI(2425)		

AlwNI(1887)		

ApaI 		(14)
SphI 		(26)

NcoI 	-	StyI 		(37)

PRIMER	2 		(62	..	90)

AvaI 	-	BsoBI 	-	PaeR7I 	-	XhoI 		(66)
BmeT110I 		(67)

BstEII 		(108)
BmgBI 		(125)

BsmI 		(193)
BlpI 		(342)
BsmBI 	-	Esp3I 		(387)

AleI 		(602)

KasI 		(714)
NarI 		(715)
SfoI 		(716)
PluTI 		(718)

EcoRV 		(788)

BamHI 		(996)
PRIMER	1 		(957	..	1013)

SpeI 		(1018)
SbfI 		(1042)
SalI 		(1044)
AccI 		(1045)
NdeI 		(1051)
NsiI 		(1081)

BspQI 	-	SapI 		(1355)

PciI 		(1471)

BseYI 		(1775)
PspFI 		(1779)

pGEMT-PEPNTER
3969	bp

4	features	are	not	displayed



pGEMT-PEPNTER.dna		(Circular	/	3969	bp)

Printed from SnapGene®:  giovedì 26 mar 2020  18:42 Page	2

90GGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGACTCTCGAGTTATTTGCGACTGCCCATC
180aaaatgcttcttatttcggtcaccagatcaagcacgtcgctcaacttttgacggtcggcgtcacccaatccgccgccttcgccgcccgtt
270atgccttcgatggcattcaacaaattgtttaatgtactgttaatgttggttatgctggacgccaagttggtcaaaatagagttggtgttg
360ttcatttcgctgcgtaacgtttgcgcaaccacgttgatggcttcaagcaatttgtcaatttgttcctgcagctgagcggactggtcaggc
450aacgcggctttaatttcatccactaacacgttgagacggttaagtattgtgtctttggcgctttccaacgcggccataatctgcgcgtac
540tgcgtgcgcaattctaagaattggttggattgatttagcgaaatttggttgacgctgttgatgagcaggtcattttggtgcgccagtttt
630tccaacgcgtccacaatttgcttttgaacgcaatcaaacggcggcgtttgcggttggcacggtggtggttggcacggccgttgtcggtta
720caaaagctcatataattattggcaataaacgtggtgagcaactggtcggaaaacaacgacgggcaacgcattgtcaacaccgcggcgccg
810taaatgtccaccatgtacttgaccgtgttattggaaggtggaaacgaacaagacggcggattgccgatatcgtttatcatcttgcggtgt
900ttcgacggaatggaaaacaacagctgttgaaacgtggacaacggcattttagagttttgaaaaatgtagtcggcgtcaatccacatgacc
990gacgcgtcgtcaaacatgacgttgttgttgggcgtcatacaagatgacgtcatattgaatGatattgtaggtacagcgtaGCTTCCGCCT

1080CCGCCggatccAGTgagctcagtAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGC
1170ATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAA
1260TTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCAC
1350TGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCT
1440CTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTAT
1530CCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGT
1620TTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACC
1710AGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAA
1800GCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCG
1890TTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTG
1980GTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTAT
2070TTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTG
2160GTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGT
2250GGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTA
2340AATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTC
2430GTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGC
2520GAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCG
2610CCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAG
2700GCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGT
2790GCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGC
2880ATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGC
2970GACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTT
3060CGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTA
3150CTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCA
3240TACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAAC
3330AAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATC
3420AGGAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCA
3510AAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACT
3600CCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCC
3690GTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGA
3780AAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTAC
3870AGGGCGCGTCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGG
3960GGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGA

3969CTCACTATA



pGEMT-PEPNTER.dna		(Circular	/	3969	bp)

Enzymes Sites 1000 2000 3000
AccI 1
AleI 1
AlwNI 1
ApaI 1
AvaI 1
BamHI 1
BlpI 1
BmeT110I 1
BmgBI 1
BpmI 1
BsaI 1
BsaAI 1
BseYI 1
BsmI 1
BsmBI 1
BsoBI 1
BspQI 1
BstEII 1
BtgZI 1
DraIII 1
EcoRV 1
Esp3I 1
KasI 1
NaeI 1
NarI 1
NcoI 1
NdeI 1
NgoMIV 1
NmeAIII 1
NsiI 1
PaeR7I 1
PciI 1
PluTI 1
PsiI 1
PspFI 1
PspOMI 1
SalI 1
SapI 1
SbfI 1
ScaI 1
SfoI 1
SpeI 1
SphI 1
StyI 1
XhoI 1
XmnI 1
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pGEMT-PEPNTER.dna		(Circular	/	3969	bp)
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Feature Location Size Type

✓ MCS 10 .. 57 48	bp misc_feature

✓ PEPAg 72 .. 953 882	bp CDS

/translation = MTSSCMTPNNNVMFDDASVMWIDADYIFQNSKMPLSTFQQLLFSIPSKHRKMINDIGNPPSCSFPPSNNTVKYMVDIYGAAVLTMRCPSLFSDQLLTTFIANNYMSFCNRQRPCQPPPC
QPQTPPFDCVQKQIVDALEKLAHQNDLLINSVNQISLNQSNQFLELRTQYAQIMAALESAKDTILNRLNVLVDEIKAALPDQSAQLQEQIDKLLEAINVVAQTLRSEMNNTNSILTNLASSI
TNINSTLNNLLNAIEGITGGEGGGLGDADRQKLSDVLDLVTEIRSILMGSRK*
293	amino	acids  =  32,5	kDa

✓ lacZα 1015 .. 1134 120	bp CDS

/translation = MTMITPSYLGDTIEYSSYASNALGALPYGRPAGGREFTSD
40	amino	acids  =  4,3	kDa

✓ MICS 1018 .. 1082 65	bp misc_feature

✓ SP6	promoter 1094 .. 1112 19	bp promoter

✓ M13	rev 1130 .. 1146 17	bp primer_bind

✓ lac	operator 1154 .. 1170 17	bp protein_bind

✓ lac	promoter 1178 .. 1208 31	bp promoter

3	segments

✓ ori 1532 .. 2120 589	bp rep_origin

/direction = LEFT

✓ AmpR 2291 .. 3151 861	bp CDS

2	segments

/translation = MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFA,HPETLVKVKDAEDQLGARVGYIELDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRIDAGQEQLGRRIHYSQNDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL
CSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTMPVAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWFIADKSGAGER
GSRGIIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW*
286	amino	acids  =  31,6	kDa

✓ AmpR	promoter 3152 .. 3256 105	bp promoter

✓ f1	ori 3334 .. 3789 456	bp rep_origin

/direction = LEFT

✓ lacZα 3766 .. 60 264	bp CDS

/translation = IEFPRPPWRPGACDVGPNSPYSESYYNSLAVVLQRRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGEWTRPVAAH*
87	amino	acids  =  10,0	kDa

✓ M13	fwd 3930 .. 3946 17	bp primer_bind

✓ T7	promoter 3953 .. 2 19	bp promoter



Unique	Cutters	Bold
Sequence:		pGEMT-Puro.dna		(Circular	/	3666	bp)
Enzymes:		 Unique	6+	Cutters		(48	of	666	total)
Features:		 14	total
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BglII(3661)		
BstAPI(3619)		

SexAI *(3615)		

PfoI *(3523)		
BssHII(3503)		

BsmBI 	-	Esp3I(3440)		
MscI *(3423)		
StuI(3379)		

BstEII(3182)		
RsrII(3164)		

BsiWI(3104)		
SmaI(3099)		

BmeT110I(3098)		
AvaI 	-	BsoBI 	-	TspMI 	-	XmaI(3097)		

PflFI 	-	Tth111I(3090)		

SphI(2981)		
ApaI(2969)		

PspOMI(2965)		

M13	fwd

NaeI(2647)		
NgoMIV(2645)		

BtgZI(2545)		
BsaAI(2544)		

PsiI(2416)		

XmnI(1949)		

SpeI 		(4)
BfuAI 	-	BspMI 		(17)

PstI 	-	SbfI 		(28)
NdeI 		(37)

Eco53kI 		(47)
SacI 		(49)

MluI 		(54)
BstXI 		(58)

NsiI 		(67)

lac	operator
CAP	binding	site

BspQI 	-	SapI 		(341)

PciI 		(457)

BseYI 		(761)
PspFI 		(765)

AlwNI 		(873)

AhdI 		(1350)

ScaI 		(1830)

pGEMT-Puro
3666	bp

1	feature	is	not	displayed



pGEMT-Puro.dna		(Circular	/	3666	bp)
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90ATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTC
180ACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAA
270GCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACC
360TGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACT
450CGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAG
540GAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTG
630ACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCC
720TCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCAC
810GCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTAT
900CCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGT
990ATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGC

1080CAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGA
1170TTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGA
1260TTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGT
1350AAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCC
1440CCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAG
1530ATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTT
1620GCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGT
1710TTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCG
1800GTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCAT
1890CCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGT
1980CAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCT
2070TACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAG
2160CAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATT
2250GAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTC
2340CCCGAAAAGTGCCACCTGATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGAAATTGTAAGCGTTAATATTT
2430TGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAAT
2520AGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCG
2610TCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTA
2700AAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGG
2790CGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCATTCGCCATTCAG
2880GCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAG
2970TTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCC
3060GACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATGCGGCCGCGGGAATTCGATTCGTTCCATGGCAATGACCGAGTACA
3150AGCCCACGGTGCGCCTCGCCACCCGCGACGACGTCCCCCGGGCCGTACGCACCCTCGCCGCCGCGTTCGCGGACTACCCCGCCACGCGCC
3240ACACCGTCGACCCGGACCGCCACATCGAGCGGGTCACCGAGCTGCAAGAACTCTTCCTCACGCGCGTCGGGCTCGACATCGGCAAGGTGT
3330GGGTCGCGGACGACGGCGCCGCGGTGGCGGTCTGGACCACGCCGGAGAGCGTCGAAGCGGGGGCGGTGTTCGCCGAGATCGGCCCGCGCA
3420TGGCCGAGTTGAGCGGTTCCCGGCTGGCCGCGCAGCAACAGATGAAAGGCCTCCTGGCGCCGCACCGGCCCAAGGAGCCCGCGTGGTTCC
3510TGGCCACCGTCGGCGTCTCGCCCGACCACCAGGGCAAGGGTCTGGGCAGCGCCGTCGTGCTCCCCGGAGTGGAGGCGGCCGAGCGCGCCG
3600GGGTGCCCGCCTTCCTGGAGACCTCCGCGCCCCGCAACCTCCCCTTCTACGAGCGGCTCGGCTTCACCGTCACCGCCGACGTCAAGGTGC

3666CCGAAGGACCGCGCACCTGGTGCATGACCCGCAAGCCCGGTGCCTGACGCCCGCCCCACGAGATCT



pGEMT-Puro.dna		(Circular	/	3666	bp)

Enzymes Sites 1000 2000 3000
AhdI 1
AlwNI 1
ApaI 1
AvaI 1
BfuAI 1
BglII 1
BmeT110I 1
BsaAI 1
BseYI 1
BsiWI 1
BsmBI 1
BsoBI 1
BspMI 1
BspQI 1
BssHII 1
BstAPI 1
BstEII 1
BstXI 1
BtgZI 1
Eco53kI 1
Esp3I 1
MluI 1
MscI 1*
NaeI 1
NdeI 1
NgoMIV 1
NsiI 1
PciI 1
PflFI 1
PfoI 1*
PsiI 1
PspFI 1
PspOMI 1
PstI 1
RsrII 1
SacI 1
SapI 1
SbfI 1
ScaI 1
SexAI 1*
SmaI 1
SpeI 1
SphI 1
StuI 1
TspMI 1
Tth111I 1
XmaI 1
XmnI 1
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pGEMT-Puro.dna		(Circular	/	3666	bp)
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Feature Location Size Type

✓ SP6	promoter 80 .. 98 19	bp promoter

/note = promoter	for	bacteriophage	SP6	RNA	polymerase

✓ M13	rev 116 .. 132 17	bp primer_bind

/note = common	sequencing	primer,	one	of	multiple	similar	variants

✓ lac	operator 140 .. 156 17	bp protein_bind

/bound_moiety = lac	repressor	encoded	by	lacI
/note = The	lac	repressor	binds	to	the	lac	operator	to	inhibit	transcription	in	E.	coli.	This	inhibition	can	be	relieved	by	adding	lactose	or	isopropyl-β-D-

thiogalactopyranoside	(IPTG).

✓ lac	promoter 164 .. 194 31	bp promoter

3	segments

/note = promoter	for	the	E.	coli	lac	operon

✓ CAP	binding	site 209 .. 230 22	bp protein_bind

/bound_moiety = E.	coli	catabolite	activator	protein
/note = CAP	binding	activates	transcription	in	the	presence	of	cAMP.

✓ ori 518 .. 1106 589	bp rep_origin

/direction = LEFT
/note = high-copy-number	ColE1/pMB1/pBR322/pUC	origin	of	replication

✓ AmpR 1277 .. 2137 861	bp CDS

2	segments

/gene = bla

/product = β-lactamase
/note = confers	resistance	to	ampicillin,	carbenicillin,	and	related	antibiotics
/translation = MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFA,HPETLVKVKDAEDQLGARVGYIELDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRIDAGQEQLGRRIHYSQNDLVEYSPVTEKHLTDGM

TVRELCSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTMPVAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWFI
ADKSGAGERGSRGIIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW*
286	amino	acids  =  31,6	kDa

✓ AmpR	promoter 2138 .. 2242 105	bp promoter

/gene = bla

✓ f1	ori 2320 .. 2775 456	bp rep_origin

/direction = LEFT
/note = f1	bacteriophage	origin	of	replication;	arrow	indicates	direction	of	(+)	strand	synthesis

✓ M13	fwd 2916 .. 2932 17	bp primer_bind

/note = common	sequencing	primer,	one	of	multiple	similar	variants

✓ T7	promoter 2939 .. 2957 19	bp promoter

/note = promoter	for	bacteriophage	T7	RNA	polymerase

✓ Kozak	sequence 2988 .. 2997 10	bp regulatory

/regulatory_class = other
/note = vertebrate	consensus	sequence	for	strong	initiation	of	translation	(Kozak,	1987)

✓ Kozak	sequence 2992 .. 3001 10	bp regulatory

/regulatory_class = other
/note = vertebrate	consensus	sequence	for	strong	initiation	of	translation	(Kozak,	1987)

✓ PuroR 3048 .. 3647 600	bp CDS

/gene = pac	from	Streptomyces	alboniger

/product = puromycin	N-acetyltransferase
/note = confers	resistance	to	puromycin
/translation = MTEYKPTVRLATRDDVPRAVRTLAAAFADYPATRHTVDPDRHIERVTELQELFLTRVGLDIGKVWVADDGAAVAVWTTPESVEAGAVFAEIGPRMAELSGSRLAAQQQMKGL

LAPHRPKEPAWFLATVGVSPDHQGKGLGSAVVLPGVEAAERAGVPAFLETSAPRNLPFYERLGFTVTADVKVPEGPRTWCMTRKPGA*
199	amino	acids  =  21,5	kDa

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3313277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3313277


Unique	Cutters	Bold
Sequence:		pHDM-G.dna		(Circular	/	6237	bp)
Enzymes:		 <	Unsaved	Enzyme	Set	>		(1	of	666	total)
Features:		 9	total
Primers:		 2	total
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EcoRI 		(1303)

Primer	1 		(1433	..	1452)

Primer	2 		(1527	..	1546)

EcoRI 		(2970)

pHDM-G
6237	bp



pHDM-G.dna		(Circular	/	6237	bp)
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90agcttggcccattgcatacgttgtatccatatcataatatgtacatttatattggctcatgtccaacattaccgccatgttgacattgat
180tattgactagttattaatagtaatcaattacggggtcattagttcatagcccatatatggagttccgcgttacataacttacggtaaatg
270gcccgcctggctgaccgcccaacgacccccgcccattgacgtcaataatgacgtatgttcccatagtaacgccaatagggactttccatt
360gacgtcaatgggtggagtatttacggtaaactgcccacttggcagtacatcaagtgtatcatatgccaagtacgccccctattgacgtca
450atgacggtaaatggcccgcctggcattatgcccagtacatgaccttatgggactttcctacttggcagtacatctacgtattagtcatcg
540ctattaccatggtgatgcggttttggcagtacatcaatgggcgtggatagcggtttgactcacggggatttccaagtctccaccccattg
630acgtcaatgggagtttgttttggcaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtcgtaacaactccgccccattgacgcaaatgggcggta
720ggcgtgtacggtgggaggtctatataagcagagctcgtttagtgaaccgtcagatcgcctggagacgccatccacgctgttttgacctcc
810atagaagacaccgggaccgatccagcctcccctcgaagctgatcctgagaacttcagggtgagtctatgggacccttgatgttttctttc
900cccttcttttctatggttaagttcatgtcataggaaggggagaagtaacagggtacacatattgaccaaatcagggtaattttgcatttg
990taattttaaaaaatgctttcttcttttaatatacttttttgtttatcttatttctaatactttccctaatctctttctttcagggcaata

1080atgatacaatgtatcatgcctctttgcaccattctaaagaataacagtgataatttctgggttaaggcaatagcaatatttctgcatata
1170aatatttctgcatataaattgtaactgatgtaagaggtttcatattgctaatagcagctacaatccagctaccattctgcttttatttta
1260tggttgggataaggctggattattctgagtccaagctaggcccttttgctaatcatgttcatacctcttatcttcctcccacagctcctg
1350ggcaacgtgctggtctgtgtgctggcccatcactttggcaaagaattctgacactatgaagtgccttttgtacttagcctttttattcat
1440tggggtgaattgcaagttcaccatagtttttccacacaaccaaaaaggaaactggaaaaatgttccttctaattaccattattgcccgtc
1530aagctcagatttaaattggcataatgacttaataggcacagccatacaagtcaaaatgcccaagagtcacaaggctattcaagcagacgg
1620ttggatgtgtcatgcttccaaatgggtcactacttgtgatttccgctggtatggaccgaagtatataacacagtccatccgatccttcac
1710tccatctgtagaacaatgcaaggaaagcattgaacaaacgaaacaaggaacttggctgaatccaggcttccctcctcaaagttgtggata
1800tgcaactgtgacggatgccgaagcagtgattgtccaggtgactcctcaccatgtgctggttgatgaatacacaggagaatgggttgattc
1890acagttcatcaacggaaaatgcagcaattacatatgccccactgtccataactctacaacctggcattctgactataaggtcaaagggct
1980atgtgattctaacctcatttccatggacatcaccttcttctcagaggacggagagctatcatccctgggaaaggagggcacagggttcag
2070aagtaactactttgcttatgaaactggaggcaaggcctgcaaaatgcaatactgcaagcattggggagtcagactcccatcaggtgtctg
2160gttcgagatggctgataaggatctctttgctgcagccagattccctgaatgcccagaagggtcaagtatctctgctccatctcagacctc
2250agtggatgtaagtctaattcaggacgttgagaggatcttggattattccctctgccaagaaacctggagcaaaatcagagcgggtcttcc
2340aatctctccagtggatctcagctatcttgctcctaaaaacccaggaaccggtcctgctttcaccataatcaatggtaccctaaaatactt
2430tgagaccagatacatcagagtcgatattgctgctccaatcctctcaagaatggtcggaatgatcagtggaactaccacagaaagggaact
2520gtgggatgactgggcaccatatgaagacgtggaaattggacccaatggagttctgaggaccagttcaggatataagtttcctttatacat
2610gattggacatggtatgttggactccgatcttcatcttagctcaaaggctcaggtgttcgaacatcctcacattcaagacgctgcttcgca
2700acttcctgatgatgagagtttattttttggtgatactgggctatccaaaaatccaatcgagcttgtagaaggttggttcagtagttggaa
2790aagctctattgcctcttttttctttatcatagggttaatcattggactattcttggttctccgagttggtatccatctttgcattaaatt
2880aaagcacaccaagaaaagacagatttatacagacatagagatgaaccgacttggaaagtaactcaaatcctgcacaacagattcttcatg
2970tttggaccaaatcaacttgtgataccatgctcaaagaggcctcaattatatttgagtttttaatttttatgaaaaaaaaaaaaaaaacgg
3060aattccgcgggcggccgctctagaggatccaagcttatcgataccgtcgacctcgagggcccagatctaattcaccccaccagtgcaggc
3150tgcctatcagaaagtggtggctggtgtggctaatgccctggcccacaagtatcactaagctcgctttcttgctgtccaatttctattaaa
3240ggttcctttgttccctaagtccaactactaaactgggggatattatgaagggccttgagcatctggattctgcctaataaaaaacattta
3330ttttcattgcaatgatgtatttaaattatttctgaatattttactaaaaagggaatgtgggaggtcagtgcatttaaaacataaagaaat
3420gaagagctagttcaaaccttgggaaaatacactatatcttaaactccatgaaagaaggtgaggctgcaaacagctaatgcacattggcaa
3510cagcccctgatgcctatgccttattcatccctcagaaaaggattcaagtagaggcttgatttggaggttaaagttttgctatgctgtatt
3600ttacattacttattgttttagctgtcctcatgaatgtcttttcactacccatttgcttatcctgcatctctcagccttgactccactcag
3690ttctcttgcttagagataccacctttcccctgaagtgttccttccatgttttacggcgagatggtttctcctcgcctggccactcagcct
3780tagttgtctctgttgtcttatagaggtctacttgaagaaggaaaaacagggggcatggtttgactgtcctgtgagcccttcttccctgcc
3870tcccccactcacagtgacccggaatccctcgacatggcagtctagatcattcttgaagacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttat
3960aggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttct
4050aaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaac
4140atttccgtgtcgcccttattcccttttttgcggcattttgccttcctgtttttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctg
4230aagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttc
4320caatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggcgcggtattatcccgtattgacgccgggcaagagcaactcggtcgccgcatacact
4410attctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgcca
4500taaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatggggg
4590atcatgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatgg
4680caacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttg
4770caggaccacttctgcgctcggcccttccggctggctggtttattgctgataaatctggagccggtgagcgtgggtctcgcggtatcattg
4860cagcactggggccagatggtaagccctcccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacaga
4950tcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatt
5040tttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcag
5130accccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccag
5220cggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgttcttc
5310tagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctg
5400ccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgt
5490gcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcccgaaggga
5580gaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgcctggtatctttata
5670gtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacg
5760gatgcgccgcgtgcggctgctggagatggcggacgcgatggatatgttctgccaagggttggtttgcgcattcacagttctccgcaagaa
5850ttgattggctccaattcttggagtggtgaatccgttagcgaggtgccgccggcttccattcaggtcgaggtggcccggctccatgcaccg
5940cgacgcaacgcggggaggcagacaaggtatagggcggcgcctacaatccatgccaacccgttccatgtgctcgccgaggcggcataaatc
6030cccgtgacgatcagcggtccaatgatcgaagttaggctggtaagagccgcgagcgatccttgaagctgtccctgatggtcgtcatctacc
6120tgcctggacagcatggcctgcaacgcgggcatcccgatgccgccggaagcgagaagaatcataatggggaaggccatccagcctcgcgtc
6210ggggagctttttgcaaaagcctaggcctccaaaaaagcctcctcactacttctggaatagctcagaggccgaggcggcctcggcctctgc

6237ataaataaaaaaaattagtcagccatg
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Feature Location Size Type

✓ CMV	enhancer 82 .. 461 380	bp enhancer

/note = human	cytomegalovirus	immediate	early	enhancer

✓ CMV	promoter 462 .. 665 204	bp promoter

/note = human	cytomegalovirus	(CMV)	immediate	early	promoter

✓ β-globin	intron 779 .. 1254 476	bp intron

/note = internally	truncated	intron	from	human β-globin

✓ VSV-G 1316 .. 2851 1536	bp CDS

2	segments

/product = vesicular	stomatitis	virus	G	glycoprotein
/note = Indiana	strain
/translation = MKCLLYLAFLFIGVNC,KFTIVFPHNQKGNWKNVPSNYHYCPSSSDLNWHNDLIGTAIQVKMPKSHKAIQADGWMCHASKWVTTCDFRWYGPKYITQSIRSFTPSVEQCKESIEQTKQG

TWLNPGFPPQSCGYATVTDAEAVIVQVTPHHVLVDEYTGEWVDSQFINGKCSNYICPTVHNSTTWHSDYKVKGLCDSNLISMDITFFSEDGELSSLGKEGTGFRSNYFAYETGGKACK
MQYCKHWGVRLPSGVWFEMADKDLFAAARFPECPEGSSISAPSQTSVDVSLIQDVERILDYSLCQETWSKIRAGLPISPVDLSYLAPKNPGTGPAFTIINGTLKYFETRYIRVDIAAPILSR
MVGMISGTTTERELWDDWAPYEDVEIGPNGVLRTSSGYKFPLYMIGHGMLDSDLHLSSKAQVFEHPHIQDAASQLPDDESLFFGDTGLSKNPIELVEGWFSSWKSSIASFFFIIGLIIGLF
LVLRVGIHLCIKLKHTKKRQIYTDIEMNRLGK*

511	amino	acids  =  57,5	kDa

✓ KS	primer 3009 .. 3025 17	bp primer_bind

/note = common	sequencing	primer,	one	of	multiple	similar	variants

✓ β-globin	poly(A) 3119 .. 3513 395	bp polyA_site

/note = human β-globin	polyadenylation	signal

✓ AmpR	promoter 3933 .. 4037 105	bp promoter

/gene = bla

✓ AmpR 4038 .. 4898 861	bp CDS

2	segments

/gene = bla

/product = β-lactamase
/note = confers	resistance	to	ampicillin,	carbenicillin,	and	related	antibiotics
/translation = MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFA,HPETLVKVKDAEDQLGARVGYIELDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRIDAGQEQLGRRIHYSQNDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL

CSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTMPVAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWFIADKSGAGER
GSRGIIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW*
286	amino	acids  =  31,6	kDa

✓ ori 5069 .. 5657 589	bp rep_origin

/direction = RIGHT
/note = high-copy-number	ColE1/pMB1/pBR322/pUC	origin	of	replication
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PspOMI(3194)		

AgeI 		(46)
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PciI 		(283)
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pIB-ENHGP37PEPAg
6066	bp
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90GGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCATCACCATTGAGTTTATCTGACTAAATCT
180TAGTTTGTATTGTCATGTTTTAATACAATATGTTATGTTTAAATATGTTTTTAATAAATTTTATAAAATAATTTCAACTTTTATTGTAAC
270AACATTGTCCATTTACACACTCCTTTCAAGCGCGTGGGATCGATGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATA
360ACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCC
450CCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAA
540GCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATA
630GCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCG
720CCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAG
810CGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGC
900TGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGC
990AGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTT

1080AAGGGATTTTGGTCATGCGAAACACGCACGGCGCGCGCACGCAGCTTAGCACAAACGCGTCGTTGCACGCGCCCACCGCTAACCGCAGGC
1170CAATCGGTCGGCCGGCCTCATATCCGCTCACCAGCCGCGTCCTATCGGGCGCGGCTTCCGCGCCCATTTTGAATAAATAAACGATAACGC
1260CGTTGGTGGCGTGAGGCATGTAAAAGGTTACATCATTATCTTGTTCGCCATCCGGTTGGTATAAATAGACGTTCATGTTGGTTTTTGTTT
1350CAGTTGCAAGTTGGCTGCGGCGCGCGCAGCACCTTTGCCGGGATCTGCCGGGCTGCAGCACGTGTTGACAATTAATCATCGGCATAGTAT
1440ATCGGCATAGTATAATACGACAAGGTGAGGAACTAAACCATGGCAATGACCGAGTACAAGCCCACGGTGCGCCTCGCCACCCGCGACGAC
1530GTCCCCCGGGCCGTACGCACCCTCGCCGCCGCGTTCGCGGACTACCCCGCCACGCGCCACACCGTCGACCCGGACCGCCACATCGAGCGG
1620GTCACCGAGCTGCAAGAACTCTTCCTCACGCGCGTCGGGCTCGACATCGGCAAGGTGTGGGTCGCGGACGACGGCGCCGCGGTGGCGGTC
1710TGGACCACGCCGGAGAGCGTCGAAGCGGGGGCGGTGTTCGCCGAGATCGGCCCGCGCATGGCCGAGTTGAGCGGTTCCCGGCTGGCCGCG
1800CAGCAACAGATGAAAGGCCTCCTGGCGCCGCACCGGCCCAAGGAGCCCGCGTGGTTCCTGGCCACCGTCGGCGTCTCGCCCGACCACCAG
1890GGCAAGGGTCTGGGCAGCGCCGTCGTGCTCCCCGGAGTGGAGGCGGCCGAGCGCGCCGGGGTGCCCGCCTTCCTGGAGACCTCCGCGCCC
1980CGCAACCTCCCCTTCTACGAGCGGCTCGGCTTCACCGTCACCGCCGACGTCAAGGTGCCCGAAGGACCGCGCACCTGGTGCATGACCCGC
2070AAGCCCGGTGCCTGACGCCCGCCCCACGAGATCTGCATGTCTACTAAACTCACAAATTAGAGCTTCAATTTAATTATATCAGTTATTACC
2160CATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCAC
2250CCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATC
2340CTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCC
2430GGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGC
2520ATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAG
2610GAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGAC
2700GAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAA
2790TTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGA
2880GCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGT
2970CAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCA
3060TATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGATGATAAACAAT
3150GTATGGTGCTAATGTTGCTTCAACAACAATTCTGTTGAACTGTGTTTTCATGTTTGCCAACAAGCACCTTTATACTCGGTGGCCTCCCCA
3240CCACCAACTTTTTTGCACTGCAAAAAAACACGCTTTTGCACGCGGGCCCATACATAGTACAAACTCTACGTTTCGTAGACTATTTTACAT
3330AAATAGTCTACACCGTTGTATACGCTCCAAATACACTACCACACATTGAACCTTTTTGCAGTGCAAAAAAGTACGTGTCGGCAGTCACGT
3420AGGCCGGCCTTATCGGGTCGCGTCCTGTCACGTACGAATCACATTATCGGACCGGACGAGTGTTGTCTTATCGTGACAGGACGCCAGCTT
3510CCTGTGTTGCTAACCGCAGCCGGACGCAACTCCTTATCGGAACAGGACGCGCCTCCATATCAGCCGCGCGTTATCTCATGCGCGTGACCG
3600GACACGAGGCGCCCGTCCCGCTTATCGCGCCTATAAATACAGCCCGCAACGATCTGGTAAACACAGTTGAACAGCATCTGTTCGAATTTA
3690ggtaccATGTTTTTTAAACAAGATCTCAGCGGGTCCGGAGCTGCTTATTATGGACCGTTTTGGATTGGTGTGACCACGCAATCTTTCGAT
3780CTTTTCTACAATGTCTCCATTTCAAATTGGATAATGCTTCATGTGATGGGTCACGCCTACGATTTTGAGTTTGCTAATAGCAAATCAATA
3870TTTGAAGAGACGTGGGCGAGCATATTTGCCGATAGATATCAATTTTTTAGATCTACCAAAATGGAACGTTATCTAACAAACACGGTCTTT
3960GGACCACAAATGTATTCACAAATTATTACTGATATCAATATATTGTTCTCGGCCAGAACTCCTTTTCCCGCTTGGCCAGAGTTTAGAAAG
4050CTATTAATTTTATCTCTAATTTTAAATACAAAACACGGAGAAGATGGGTTTAGAGAGTTAAATCGCTCATTTAGACGAAAGCAGATTGGA
4140ATGGTATTTGAGAGCGGTCAAATCTTCTCTTTGCTTCTGCGAAACTACTCGCATTATGATCTTTATTATTATTTCAAAATGATATTACAA
4230GTTCCCATTACTGACTATTACATGCATTACACCAACGCTGACAATATAACTTTTAAACCCTACTATCATCAGTATGAAGGGTTGGCTCGG
4320AATAAACAATGCTTGAATAGTCTAAACAGTGAAATTACAATAATGTCCTCCGAAAGCTATTCAGACCATTTAATTAAAACATATTACGAC
4410ACCCAGTTCGCTTTGGTTACCCCAACGGACGTTTTACCCTATAATAACGGTTCGACCACATTTTATATTAGAGCGGTCAGTGGTACACAT
4500ATATTTAATAACGACTTAGTTGGTAAAACAATCATTATAATGAACGGTGATACTGTGGTTGAAGAGTGTATAATTCGTCTTGGTACCGAG
4590CTCATGCCGTTGGCGAGACAGCGCCACTGTTACAATGGACAGGACTACTATTGGCCGGTGGACGGTGCCGGTATCAAGGATGAGGGGTGT
4680CGCGCTGCCTTTCAACACGTCTACACTAGGAACGGTAACAATAGTGCTGCGGCACAGGCCATGTTCAACCAGAACGCAGAGTATGCCGCA
4770ATGGCGGGAAAAGATTATAGGAATTTGACACACATTAGGGAGAGTGTGGTGCCAAAATATTTATGTGGCGCGGGTGCTGCAAACGCTAGC
4860GCTAGGTTTGGTGACAAGTCGGGTATGGACACGGTGAATGTGACGTGGCGCACAAACACTGTGCCTTACAAAGAGCGTGACACTTTTTAT
4950TTTTGTCCGACCGCCGTGCACGAACCTGGCTACTTTGAGGTGTATGTGTCCCGAGAAGGTTATGATGCGGGCAAAAGTAGTTTGCAGTGG
5040TCCGATTTGGAGTTGGTGTACAGTAATACGTCCAATTTGGTGACCAAGAAATTGGACTTGTGTAGTAGTGATCGAATGTACGAGTTGAGG
5130GATGTGAAAATTCCGTTAAGGAGTGGTGGGTTTGTGATGTATGTGAGATGGCAAAGGGAGGATGTGGGCGGAGAGGGTTTCTATAATTGT
5220GTGGATGTTGTTCACAAGCAAACGAAAAGTGATTTGGAGCTCGGCGGAGGCGGAAGCatgacgtcatcttgtatgacgcccaacaacaac
5310gtcatgtttgacgacgcgtcggtcatgtggattgacgccgactacatttttcaaaactctaaaatgccgttgtccacgtttcaacagctg
5400ttgttttccattccgtcgaaacaccgcaagatgataaacgatatcggcaatccgccgtcttgttcgtttccaccttccaataacacggtc
5490aagtacatggtggacatttacggcgccgcggtgttgacaatgcgttgcccgtcgttgttttccgaccagttgctcaccacgtttattgcc
5580aataattatatgagcttttgtaaccgacaacggccgtgccaaccaccaccgtgccaaccgcaaacgccgccgtttgattgcgttcaaaag
5670caaattgtggacgcgttggaaaaactggcgcaccaaaatgacctgctcatcaacagcgtcaaccaaatttcgctaaatcaatccaaccaa
5760ttcttagaattgcgcacgcagtacgcgcagattatggccgcgttggaaagcgccaaagacacaatacttaaccgtctcaacgtgttagtg
5850gatgaaattaaagccgcgttgcctgaccagtccgctcagctgcaggaacaaattgacaaattgcttgaagccatcaacgtggttgcgcaa
5940acgttacgcagcgaaatgaacaacaccaactctattttgaccaacttggcgtccagcataaccaacattaacagtacattaaacaatttg
6030ttgaatgccatcgaaggcataacgggcggcgaaggcggcggattgggtgacgccgaccgtcaaaagttgagcgacgtgcttgatctggtg

6066accgaaataagaagcattttGATGGGCAGTCGCAAA



pIB-ENHGP37PEPAg.dna		(Circular	/	6066	bp)

Enzymes Sites 1000 2000 3000 4000 5000 6000
(1) 0 1	chosen	enzyme	does	not	cut
AfeI 1
AgeI 1
AleI 1
ApaI 1
BciVI 1
BfuAI 1
BmtI 1
BsaBI 1
BseRI 1
BseYI 1
BsmI 1
BspDI 1*
BspEI 1
BspHI 1
BspMI 1
BsrGI 1
BstBI 1
BstZ17I 1
ClaI 1*
DraIII 1
KpnI 2
NcoI 1
NheI 1
NsiI 1
PacI 1
PciI 1
PflFI 1
PfoI 1*
PmlI 1
PspFI 1
PspOMI 1
PvuI 1
SacI 2
SalI 1
ScaI 1
SexAI 1*
SmaI 1
StuI 1
TspMI 1
Tth111I 1
XcmI 1
XmaI 1
XmnI 1
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Feature Location Size Type

✓ V5	tag 1 .. 42 42	bp CDS

/product = epitope	tag	from	simian	virus	5
/translation = GKPIPNPLLGLDST

14	amino	acids  =  1,4	kDa

✓ 6xHis 52 .. 69 18	bp CDS

/product = 6xHis	affinity	tag
/translation = HHHHHH

6	amino	acids  =  840,9	Da

✓ OpIE-2	poly(A)	signal 87 .. 216 130	bp polyA_signal

/gene = immediate-early	gene	2	from	the	Orgyia	pseudotsugata	multicapsid	nucleopolyhedrovirus
/note = baculovirus	polyadenylation	signal

✓ ori 344 .. 932 589	bp rep_origin

/direction = LEFT
/note = high-copy-number	ColE1/pMB1/pBR322/pUC	origin	of	replication

✓ OpIE-1	promoter 1007 .. 1298 292	bp promoter

/gene = immediate-early	gene	1	from	the	Orgyia	pseudotsugata	multicapsid	nucleopolyhedrovirus
/note = moderate	constitutive	baculovirus	promoter	for	insect	cell	expression

✓ EM7	promoter 1324 .. 1371 48	bp promoter

/note = synthetic	bacterial	promoter 

✓ PuroR 1396 .. 1995 600	bp CDS

/gene = pac	from	Streptomyces	alboniger

/product = puromycin	N-acetyltransferase
/note = confers	resistance	to	puromycin
/translation = MTEYKPTVRLATRDDVPRAVRTLAAAFADYPATRHTVDPDRHIERVTELQELFLTRVGLDIGKVWVADDGAAVAVWTTPESVEAGAVFAEIGPRMAELSGSRLAAQQQMKGLLAPHR

PKEPAWFLATVGVSPDHQGKGLGSAVVLPGVEAAERAGVPAFLETSAPRNLPFYERLGFTVTADVKVPEGPRTWCMTRKPGA*
199	amino	acids  =  21,5	kDa

✓ AmpR 2089 .. 2949 861	bp CDS

2	segments

/gene = bla

/product = β-lactamase
/note = confers	resistance	to	ampicillin,	carbenicillin,	and	related	antibiotics
/translation = MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFA,HPETLVKVKDAEDQLGARVGYIELDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRIDAGQEQLGRRIHYSQNDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL

CSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTMPVAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWFIADKSGAGER
GSRGIIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW*
286	amino	acids  =  31,6	kDa

✓ OpIE-2	promoter 3045 .. 3592 548	bp promoter

/gene = immediate-early	gene	2	from	the	Orgyia	pseudotsugata	multicapsid	nucleopolyhedrovirus
/note = strong	constitutive	baculovirus	promoter	for	insect	cell	expression

✓ ENH	AgseGV 3607 .. 4491 885	bp misc_feature

✓ GP37	CpGV 4504 .. 5166 663	bp misc_feature

✓ PEP	AgMNPV 5203 .. 6066 864	bp misc_feature



Unique	Cutters	Bold
Sequence:		pIB-ENHPEPAg.dna		(Circular	/	5397	bp)
Enzymes:		 Unique	6+	Cutters		(43	of	666	total)
Features:		 11	total
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Eco53kI(5395)		

PacI(5199)		

NsiI(5061)		

BsaBI(4710)		
SspI(4674)		

BspEI(4529)		
BstBI(4487)		

BstZ17I(4155)		

ApaI(4093)		
PspOMI(4089)		

BspHI(3939)		

PvuI(3402)		

ScaI(3290)		

XmnI(3171)		

BstAPI 	-	DraIII(2862)		
SexAI *(2858)		

PfoI *(2766)		

SacI 		(0)

AleI 		(367)

BfuAI 	-	BspMI 		(459)

BsmI 		(778)

BseRI 		(908)
AgeI 		(941)

BspDI *	-	ClaI *		(1115)

PciI 		(1178)

BciVI 		(1381)

BseYI 		(1482)
PspFI 		(1486)

PmlI 		(2216)
NcoI 		(2283)

PflFI 	-	Tth111I 		(2333)
AvaI 	-	BsoBI 	-	TspMI 	-	XmaI 		(2340)

BmeT110I 		(2341)
SmaI 		(2342)

SalI 		(2399)

StuI 		(2622)

pIB-ENHPEPAg
5397	bp
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90CGGCGGAGGCGGAAGCatgacgtcatcttgtatgacgcccaacaacaacgtcatgtttgacgacgcgtcggtcatgtggattgacgccga
180ctacatttttcaaaactctaaaatgccgttgtccacgtttcaacagctgttgttttccattccgtcgaaacaccgcaagatgataaacga
270tatcggcaatccgccgtcttgttcgtttccaccttccaataacacggtcaagtacatggtggacatttacggcgccgcggtgttgacaat
360gcgttgcccgtcgttgttttccgaccagttgctcaccacgtttattgccaataattatatgagcttttgtaaccgacaacggccgtgcca
450accaccaccgtgccaaccgcaaacgccgccgtttgattgcgttcaaaagcaaattgtggacgcgttggaaaaactggcgcaccaaaatga
540cctgctcatcaacagcgtcaaccaaatttcgctaaatcaatccaaccaattcttagaattgcgcacgcagtacgcgcagattatggccgc
630gttggaaagcgccaaagacacaatacttaaccgtctcaacgtgttagtggatgaaattaaagccgcgttgcctgaccagtccgctcagct
720gcaggaacaaattgacaaattgcttgaagccatcaacgtggttgcgcaaacgttacgcagcgaaatgaacaacaccaactctattttgac
810caacttggcgtccagcataaccaacattaacagtacattaaacaatttgttgaatgccatcgaaggcataacgggcggcgaaggcggcgg
900attgggtgacgccgaccgtcaaaagttgagcgacgtgcttgatctggtgaccgaaataagaagcattttGATGGGCAGTCGCAAAGGTAA
990GCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCATCACCATTGAGTTTATCTGACTAAATCTTAGTT

1080TGTATTGTCATGTTTTAATACAATATGTTATGTTTAAATATGTTTTTAATAAATTTTATAAAATAATTTCAACTTTTATTGTAACAACAT
1170TGTCCATTTACACACTCCTTTCAAGCGCGTGGGATCGATGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCA
1260GGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCT
1350GACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCC
1440CTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCA
1530CGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTA
1620TCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGG
1710TATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAG
1800CCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAG
1890ATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGG
1980ATTTTGGTCATGCGAAACACGCACGGCGCGCGCACGCAGCTTAGCACAAACGCGTCGTTGCACGCGCCCACCGCTAACCGCAGGCCAATC
2070GGTCGGCCGGCCTCATATCCGCTCACCAGCCGCGTCCTATCGGGCGCGGCTTCCGCGCCCATTTTGAATAAATAAACGATAACGCCGTTG
2160GTGGCGTGAGGCATGTAAAAGGTTACATCATTATCTTGTTCGCCATCCGGTTGGTATAAATAGACGTTCATGTTGGTTTTTGTTTCAGTT
2250GCAAGTTGGCTGCGGCGCGCGCAGCACCTTTGCCGGGATCTGCCGGGCTGCAGCACGTGTTGACAATTAATCATCGGCATAGTATATCGG
2340CATAGTATAATACGACAAGGTGAGGAACTAAACCATGGCAATGACCGAGTACAAGCCCACGGTGCGCCTCGCCACCCGCGACGACGTCCC
2430CCGGGCCGTACGCACCCTCGCCGCCGCGTTCGCGGACTACCCCGCCACGCGCCACACCGTCGACCCGGACCGCCACATCGAGCGGGTCAC
2520CGAGCTGCAAGAACTCTTCCTCACGCGCGTCGGGCTCGACATCGGCAAGGTGTGGGTCGCGGACGACGGCGCCGCGGTGGCGGTCTGGAC
2610CACGCCGGAGAGCGTCGAAGCGGGGGCGGTGTTCGCCGAGATCGGCCCGCGCATGGCCGAGTTGAGCGGTTCCCGGCTGGCCGCGCAGCA
2700ACAGATGAAAGGCCTCCTGGCGCCGCACCGGCCCAAGGAGCCCGCGTGGTTCCTGGCCACCGTCGGCGTCTCGCCCGACCACCAGGGCAA
2790GGGTCTGGGCAGCGCCGTCGTGCTCCCCGGAGTGGAGGCGGCCGAGCGCGCCGGGGTGCCCGCCTTCCTGGAGACCTCCGCGCCCCGCAA
2880CCTCCCCTTCTACGAGCGGCTCGGCTTCACCGTCACCGCCGACGTCAAGGTGCCCGAAGGACCGCGCACCTGGTGCATGACCCGCAAGCC
2970CGGTGCCTGACGCCCGCCCCACGAGATCTGCATGTCTACTAAACTCACAAATTAGAGCTTCAATTTAATTATATCAGTTATTACCCATTG
3060AAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGA
3150AACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGA
3240GAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCA
3330AGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGAC
3420AGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCT
3510AACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCG
3600TGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAAT
3690AGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGG
3780TGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGC
3870AACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATAT
3960ACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGATGATAAACAATGTATG
4050GTGCTAATGTTGCTTCAACAACAATTCTGTTGAACTGTGTTTTCATGTTTGCCAACAAGCACCTTTATACTCGGTGGCCTCCCCACCACC
4140AACTTTTTTGCACTGCAAAAAAACACGCTTTTGCACGCGGGCCCATACATAGTACAAACTCTACGTTTCGTAGACTATTTTACATAAATA
4230GTCTACACCGTTGTATACGCTCCAAATACACTACCACACATTGAACCTTTTTGCAGTGCAAAAAAGTACGTGTCGGCAGTCACGTAGGCC
4320GGCCTTATCGGGTCGCGTCCTGTCACGTACGAATCACATTATCGGACCGGACGAGTGTTGTCTTATCGTGACAGGACGCCAGCTTCCTGT
4410GTTGCTAACCGCAGCCGGACGCAACTCCTTATCGGAACAGGACGCGCCTCCATATCAGCCGCGCGTTATCTCATGCGCGTGACCGGACAC
4500GAGGCGCCCGTCCCGCTTATCGCGCCTATAAATACAGCCCGCAACGATCTGGTAAACACAGTTGAACAGCATCTGTTCGAATTTAggtac
4590cATGTTTTTTAAACAAGATCTCAGCGGGTCCGGAGCTGCTTATTATGGACCGTTTTGGATTGGTGTGACCACGCAATCTTTCGATCTTTT
4680CTACAATGTCTCCATTTCAAATTGGATAATGCTTCATGTGATGGGTCACGCCTACGATTTTGAGTTTGCTAATAGCAAATCAATATTTGA
4770AGAGACGTGGGCGAGCATATTTGCCGATAGATATCAATTTTTTAGATCTACCAAAATGGAACGTTATCTAACAAACACGGTCTTTGGACC
4860ACAAATGTATTCACAAATTATTACTGATATCAATATATTGTTCTCGGCCAGAACTCCTTTTCCCGCTTGGCCAGAGTTTAGAAAGCTATT
4950AATTTTATCTCTAATTTTAAATACAAAACACGGAGAAGATGGGTTTAGAGAGTTAAATCGCTCATTTAGACGAAAGCAGATTGGAATGGT
5040ATTTGAGAGCGGTCAAATCTTCTCTTTGCTTCTGCGAAACTACTCGCATTATGATCTTTATTATTATTTCAAAATGATATTACAAGTTCC
5130CATTACTGACTATTACATGCATTACACCAACGCTGACAATATAACTTTTAAACCCTACTATCATCAGTATGAAGGGTTGGCTCGGAATAA
5220ACAATGCTTGAATAGTCTAAACAGTGAAATTACAATAATGTCCTCCGAAAGCTATTCAGACCATTTAATTAAAACATATTACGACACCCA
5310GTTCGCTTTGGTTACCCCAACGGACGTTTTACCCTATAATAACGGTTCGACCACATTTTATATTAGAGCGGTCAGTGGTACACATATATT

5397TAATAACGACTTAGTTGGTAAAACAATCATTATAATGAACGGTGATACTGTGGTTGAAGAGTGTATAATTCGTCTTGGTACCGAGCT



pIB-ENHPEPAg.dna		(Circular	/	5397	bp)

Enzymes Sites 1000 2000 3000 4000 5000
AgeI 1
AleI 1
ApaI 1
AvaI 1
BciVI 1
BfuAI 1
BmeT110I 1
BsaBI 1
BseRI 1
BseYI 1
BsmI 1
BsoBI 1
BspDI 1*
BspEI 1
BspHI 1
BspMI 1
BstAPI 1
BstBI 1
BstZ17I 1
ClaI 1*
DraIII 1
Eco53kI 1
NcoI 1
NsiI 1
PacI 1
PciI 1
PflFI 1
PfoI 1*
PmlI 1
PspFI 1
PspOMI 1
PvuI 1
SacI 1
SalI 1
ScaI 1
SexAI 1*
SmaI 1
SspI 1
StuI 1
TspMI 1
Tth111I 1
XmaI 1
XmnI 1
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pIB-ENHPEPAg.dna		(Circular	/	5397	bp)
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Feature Location Size Type

✓ PEP	AgMNPV 32 .. 895 864	bp misc_feature

✓ V5	tag 896 .. 937 42	bp CDS

/product = epitope	tag	from	simian	virus	5
/translation = GKPIPNPLLGLDST

14	amino	acids  =  1,4	kDa

✓ 6xHis 947 .. 964 18	bp CDS

/product = 6xHis	affinity	tag
/translation = HHHHHH

6	amino	acids  =  840,9	Da

✓ OpIE-2	poly(A)	signal 982 .. 1111 130	bp polyA_signal

/gene = immediate-early	gene	2	from	the	Orgyia	pseudotsugata	multicapsid	nucleopolyhedrovirus
/note = baculovirus	polyadenylation	signal

✓ ori 1239 .. 1827 589	bp rep_origin

/direction = LEFT
/note = high-copy-number	ColE1/pMB1/pBR322/pUC	origin	of	replication

✓ OpIE-1	promoter 1902 .. 2193 292	bp promoter

/gene = immediate-early	gene	1	from	the	Orgyia	pseudotsugata	multicapsid	nucleopolyhedrovirus
/note = moderate	constitutive	baculovirus	promoter	for	insect	cell	expression

✓ EM7	promoter 2219 .. 2266 48	bp promoter

/note = synthetic	bacterial	promoter 

✓ PuroR 2291 .. 2890 600	bp CDS

/gene = pac	from	Streptomyces	alboniger

/product = puromycin	N-acetyltransferase
/note = confers	resistance	to	puromycin
/translation = MTEYKPTVRLATRDDVPRAVRTLAAAFADYPATRHTVDPDRHIERVTELQELFLTRVGLDIGKVWVADDGAAVAVWTTPESVEAGAVFAEIGPRMAELSGSRLAAQQQMKGLLAPHR

PKEPAWFLATVGVSPDHQGKGLGSAVVLPGVEAAERAGVPAFLETSAPRNLPFYERLGFTVTADVKVPEGPRTWCMTRKPGA*
199	amino	acids  =  21,5	kDa

✓ AmpR 2984 .. 3844 861	bp CDS

2	segments

/gene = bla

/product = β-lactamase
/note = confers	resistance	to	ampicillin,	carbenicillin,	and	related	antibiotics
/translation = MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFA,HPETLVKVKDAEDQLGARVGYIELDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRIDAGQEQLGRRIHYSQNDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL

CSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTMPVAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWFIADKSGAGER
GSRGIIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW*
286	amino	acids  =  31,6	kDa

✓ OpIE-2	promoter 3940 .. 4487 548	bp promoter

/gene = immediate-early	gene	2	from	the	Orgyia	pseudotsugata	multicapsid	nucleopolyhedrovirus
/note = strong	constitutive	baculovirus	promoter	for	insect	cell	expression

✓ ENH	AgseGV 4502 .. 5386 885	bp misc_feature



Unique	Cutters	Bold
Sequence:		pIB-GP37PEPAg.dna		(Circular	/	5175	bp)
Enzymes:		 Unique	6+	Cutters		(45	of	666	total)
Features:		 11	total
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Acc65I(5171)		
BstBI(5162)		

BstZ17I(4830)		
ApaI(4768)		

PspOMI(4764)		

BspHI(4614)		

BmrI(4406)		

PvuI(4077)		

ScaI(3965)		

XmnI(3846)		

BglII(3579)		
DraIII(3537)		
SexAI *(3533)		

PfoI *(3441)		

MscI *(3341)		
StuI(3297)		

SalI(3074)		
SmaI(3017)		

TspMI 	-	XmaI(3015)		
PflFI 	-	Tth111I(3008)		

NcoI(2958)		
PmlI(2891)		

KpnI 		(0)
XcmI 		(35)

SspI 		(242)
NheI 		(269)

BmtI 		(273)
AfeI 		(274)

BsrGI 		(471)

EcoRV 		(856)

AleI 		(1042)

BfuAI 	-	BspMI 		(1134)

BsmI 		(1453)

BseRI 		(1583)
AgeI 		(1616)

PsiI 		(1723)

BspDI *	-	ClaI *		(1790)

PciI 		(1853)

BciVI 		(2056)

BseYI 		(2157)
PspFI 		(2161)

pIB-GP37PEPAg
5175	bp



pIB-GP37PEPAg.dna		(Circular	/	5175	bp)
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90CGAGCTCATGCCGTTGGCGAGACAGCGCCACTGTTACAATGGACAGGACTACTATTGGCCGGTGGACGGTGCCGGTATCAAGGATGAGGG
180GTGTCGCGCTGCCTTTCAACACGTCTACACTAGGAACGGTAACAATAGTGCTGCGGCACAGGCCATGTTCAACCAGAACGCAGAGTATGC
270CGCAATGGCGGGAAAAGATTATAGGAATTTGACACACATTAGGGAGAGTGTGGTGCCAAAATATTTATGTGGCGCGGGTGCTGCAAACGC
360TAGCGCTAGGTTTGGTGACAAGTCGGGTATGGACACGGTGAATGTGACGTGGCGCACAAACACTGTGCCTTACAAAGAGCGTGACACTTT
450TTATTTTTGTCCGACCGCCGTGCACGAACCTGGCTACTTTGAGGTGTATGTGTCCCGAGAAGGTTATGATGCGGGCAAAAGTAGTTTGCA
540GTGGTCCGATTTGGAGTTGGTGTACAGTAATACGTCCAATTTGGTGACCAAGAAATTGGACTTGTGTAGTAGTGATCGAATGTACGAGTT
630GAGGGATGTGAAAATTCCGTTAAGGAGTGGTGGGTTTGTGATGTATGTGAGATGGCAAAGGGAGGATGTGGGCGGAGAGGGTTTCTATAA
720TTGTGTGGATGTTGTTCACAAGCAAACGAAAAGTGATTTGGAGCTCGGCGGAGGCGGAAGCatgacgtcatcttgtatgacgcccaacaa
810caacgtcatgtttgacgacgcgtcggtcatgtggattgacgccgactacatttttcaaaactctaaaatgccgttgtccacgtttcaaca
900gctgttgttttccattccgtcgaaacaccgcaagatgataaacgatatcggcaatccgccgtcttgttcgtttccaccttccaataacac
990ggtcaagtacatggtggacatttacggcgccgcggtgttgacaatgcgttgcccgtcgttgttttccgaccagttgctcaccacgtttat

1080tgccaataattatatgagcttttgtaaccgacaacggccgtgccaaccaccaccgtgccaaccgcaaacgccgccgtttgattgcgttca
1170aaagcaaattgtggacgcgttggaaaaactggcgcaccaaaatgacctgctcatcaacagcgtcaaccaaatttcgctaaatcaatccaa
1260ccaattcttagaattgcgcacgcagtacgcgcagattatggccgcgttggaaagcgccaaagacacaatacttaaccgtctcaacgtgtt
1350agtggatgaaattaaagccgcgttgcctgaccagtccgctcagctgcaggaacaaattgacaaattgcttgaagccatcaacgtggttgc
1440gcaaacgttacgcagcgaaatgaacaacaccaactctattttgaccaacttggcgtccagcataaccaacattaacagtacattaaacaa
1530tttgttgaatgccatcgaaggcataacgggcggcgaaggcggcggattgggtgacgccgaccgtcaaaagttgagcgacgtgcttgatct
1620ggtgaccgaaataagaagcattttGATGGGCAGTCGCAAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGG
1710TCATCATCACCATCACCATTGAGTTTATCTGACTAAATCTTAGTTTGTATTGTCATGTTTTAATACAATATGTTATGTTTAAATATGTTT
1800TTAATAAATTTTATAAAATAATTTCAACTTTTATTGTAACAACATTGTCCATTTACACACTCCTTTCAAGCGCGTGGGATCGATGCTCAC
1890TCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGT
1980AAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAAC
2070CCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTG
2160TCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTG
2250GGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTA
2340TCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTAC
2430GGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAA
2520CAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTT
2610TCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGCGAAACACGCACGGCGCGCGCACGCAGCTTAGC
2700ACAAACGCGTCGTTGCACGCGCCCACCGCTAACCGCAGGCCAATCGGTCGGCCGGCCTCATATCCGCTCACCAGCCGCGTCCTATCGGGC
2790GCGGCTTCCGCGCCCATTTTGAATAAATAAACGATAACGCCGTTGGTGGCGTGAGGCATGTAAAAGGTTACATCATTATCTTGTTCGCCA
2880TCCGGTTGGTATAAATAGACGTTCATGTTGGTTTTTGTTTCAGTTGCAAGTTGGCTGCGGCGCGCGCAGCACCTTTGCCGGGATCTGCCG
2970GGCTGCAGCACGTGTTGACAATTAATCATCGGCATAGTATATCGGCATAGTATAATACGACAAGGTGAGGAACTAAACCATGGCAATGAC
3060CGAGTACAAGCCCACGGTGCGCCTCGCCACCCGCGACGACGTCCCCCGGGCCGTACGCACCCTCGCCGCCGCGTTCGCGGACTACCCCGC
3150CACGCGCCACACCGTCGACCCGGACCGCCACATCGAGCGGGTCACCGAGCTGCAAGAACTCTTCCTCACGCGCGTCGGGCTCGACATCGG
3240CAAGGTGTGGGTCGCGGACGACGGCGCCGCGGTGGCGGTCTGGACCACGCCGGAGAGCGTCGAAGCGGGGGCGGTGTTCGCCGAGATCGG
3330CCCGCGCATGGCCGAGTTGAGCGGTTCCCGGCTGGCCGCGCAGCAACAGATGAAAGGCCTCCTGGCGCCGCACCGGCCCAAGGAGCCCGC
3420GTGGTTCCTGGCCACCGTCGGCGTCTCGCCCGACCACCAGGGCAAGGGTCTGGGCAGCGCCGTCGTGCTCCCCGGAGTGGAGGCGGCCGA
3510GCGCGCCGGGGTGCCCGCCTTCCTGGAGACCTCCGCGCCCCGCAACCTCCCCTTCTACGAGCGGCTCGGCTTCACCGTCACCGCCGACGT
3600CAAGGTGCCCGAAGGACCGCGCACCTGGTGCATGACCCGCAAGCCCGGTGCCTGACGCCCGCCCCACGAGATCTGCATGTCTACTAAACT
3690CACAAATTAGAGCTTCAATTTAATTATATCAGTTATTACCCATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTAT
3780TCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACG
3870AGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAA
3960AGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGT
4050TGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACAC
4140TGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGA
4230TCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACT
4320ATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTC
4410GGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGG
4500TAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTC
4590ACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTA
4680GGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGATGATAAACAATGTATGGTGCTAATGTTGCTTCAACAACAATTCTGTTGAACTGTGTTTTCA
4770TGTTTGCCAACAAGCACCTTTATACTCGGTGGCCTCCCCACCACCAACTTTTTTGCACTGCAAAAAAACACGCTTTTGCACGCGGGCCCA
4860TACATAGTACAAACTCTACGTTTCGTAGACTATTTTACATAAATAGTCTACACCGTTGTATACGCTCCAAATACACTACCACACATTGAA
4950CCTTTTTGCAGTGCAAAAAAGTACGTGTCGGCAGTCACGTAGGCCGGCCTTATCGGGTCGCGTCCTGTCACGTACGAATCACATTATCGG
5040ACCGGACGAGTGTTGTCTTATCGTGACAGGACGCCAGCTTCCTGTGTTGCTAACCGCAGCCGGACGCAACTCCTTATCGGAACAGGACGC
5130GCCTCCATATCAGCCGCGCGTTATCTCATGCGCGTGACCGGACACGAGGCGCCCGTCCCGCTTATCGCGCCTATAAATACAGCCCGCAAC

5175GATCTGGTAAACACAGTTGAACAGCATCTGTTCGAATTTAggtac



pIB-GP37PEPAg.dna		(Circular	/	5175	bp)

Enzymes Sites 1000 2000 3000 4000 5000
Acc65I 1
AfeI 1
AgeI 1
AleI 1
ApaI 1
BciVI 1
BfuAI 1
BglII 1
BmrI 1
BmtI 1
BseRI 1
BseYI 1
BsmI 1
BspDI 1*
BspHI 1
BspMI 1
BsrGI 1
BstBI 1
BstZ17I 1
ClaI 1*
DraIII 1
EcoRV 1
KpnI 1
MscI 1*
NcoI 1
NheI 1
PciI 1
PflFI 1
PfoI 1*
PmlI 1
PsiI 1
PspFI 1
PspOMI 1
PvuI 1
SalI 1
ScaI 1
SexAI 1*
SmaI 1
SspI 1
StuI 1
TspMI 1
Tth111I 1
XcmI 1
XmaI 1
XmnI 1
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pIB-GP37PEPAg.dna		(Circular	/	5175	bp)
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Feature Location Size Type

✓ GP37	CpGV 8 .. 670 663	bp misc_feature

✓ PEP	AgMNPV 707 .. 1570 864	bp misc_feature

✓ V5	tag 1571 .. 1612 42	bp CDS

/product = epitope	tag	from	simian	virus	5
/translation = GKPIPNPLLGLDST

14	amino	acids  =  1,4	kDa

✓ 6xHis 1622 .. 1639 18	bp CDS

/product = 6xHis	affinity	tag
/translation = HHHHHH

6	amino	acids  =  840,9	Da

✓ OpIE-2	poly(A)	signal 1657 .. 1786 130	bp polyA_signal

/gene = immediate-early	gene	2	from	the	Orgyia	pseudotsugata	multicapsid	nucleopolyhedrovirus
/note = baculovirus	polyadenylation	signal

✓ ori 1914 .. 2502 589	bp rep_origin

/direction = LEFT
/note = high-copy-number	ColE1/pMB1/pBR322/pUC	origin	of	replication

✓ OpIE-1	promoter 2577 .. 2868 292	bp promoter

/gene = immediate-early	gene	1	from	the	Orgyia	pseudotsugata	multicapsid	nucleopolyhedrovirus
/note = moderate	constitutive	baculovirus	promoter	for	insect	cell	expression

✓ EM7	promoter 2894 .. 2941 48	bp promoter

/note = synthetic	bacterial	promoter 

✓ PuroR 2966 .. 3565 600	bp CDS

/gene = pac	from	Streptomyces	alboniger

/product = puromycin	N-acetyltransferase
/note = confers	resistance	to	puromycin
/translation = MTEYKPTVRLATRDDVPRAVRTLAAAFADYPATRHTVDPDRHIERVTELQELFLTRVGLDIGKVWVADDGAAVAVWTTPESVEAGAVFAEIGPRMAELSGSRLAAQQQMKGLLAPHR

PKEPAWFLATVGVSPDHQGKGLGSAVVLPGVEAAERAGVPAFLETSAPRNLPFYERLGFTVTADVKVPEGPRTWCMTRKPGA*
199	amino	acids  =  21,5	kDa

✓ AmpR 3659 .. 4519 861	bp CDS

2	segments

/gene = bla

/product = β-lactamase
/note = confers	resistance	to	ampicillin,	carbenicillin,	and	related	antibiotics
/translation = MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFA,HPETLVKVKDAEDQLGARVGYIELDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRIDAGQEQLGRRIHYSQNDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL

CSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTMPVAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWFIADKSGAGER
GSRGIIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW*
286	amino	acids  =  31,6	kDa

✓ OpIE-2	promoter 4615 .. 5162 548	bp promoter

/gene = immediate-early	gene	2	from	the	Orgyia	pseudotsugata	multicapsid	nucleopolyhedrovirus
/note = strong	constitutive	baculovirus	promoter	for	insect	cell	expression



Unique	Cutters	Bold
Sequence:		pIB	V5-His.dna		(Circular	/	3521	bp)
Enzymes:		 Unique	6+	Cutters		(51	of	666	total)
Features:		 10	total
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Insect	cell	vector	for	transient	or	stable	constitutive	expression	of	C-terminally	V5-6xHis-tagged	proteins.

AhdI(3353)		

BpmI(3284)		
BglI(3235)		

ScaI(2872)		

XmnI(2753)		

EarI(2554)		

BglII(2486)		
SmaI(2482)		

TspMI 	-	XmaI(2480)		
BmgBI(2477)		
DraIII(2453)		

BsaBI *(2346)		

NruI *(2279)		
PvuII(2255)		

PpuMI(2207)		

BbsI(2133)		

MscI(2051)		
NcoI 	-	StyI(2046)		

HincII(1984)		
PmlI(1979)		

BspHI 		(0)

BstZ17I 		(216)

BsiWI 		(317)
RsrII 		(335)

KasI 		(474)
NarI 		(475)
SfoI 		(476)
PluTI 		(478)

HindIII 		(557)
Acc65I 		(563)
KpnI 		(567)
Eco53kI 		(571)
SacI 		(573)
BamHI 		(575)
SpeI 		(581)
EcoRI 		(598)
EcoRV 		(610)
NotI 		(625)
PaeR7I 	-	PspXI 	-	XhoI 		(631)
XbaI 		(637)
SacII 		(650)
AgeI 		(704)

PsiI 		(811)

BspDI *	-	ClaI *		(878)

PciI 		(941)

BciVI 		(1144)

pIB	V5-His
3521	bp



pIB	V5-His.dna		(Circular	/	3521	bp)
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90CATGATGATAAACAATGTATGGTGCTAATGTTGCTTCAACAACAATTCTGTTGAACTGTGTTTTCATGTTTGCCAACAAGCACCTTTATA
180CTCGGTGGCCTCCCCACCACCAACTTTTTTGCACTGCAAAAAAACACGCTTTTGCACGCGGGCCCATACATAGTACAAACTCTACGTTTC
270GTAGACTATTTTACATAAATAGTCTACACCGTTGTATACGCTCCAAATACACTACCACACATTGAACCTTTTTGCAGTGCAAAAAAGTAC
360GTGTCGGCAGTCACGTAGGCCGGCCTTATCGGGTCGCGTCCTGTCACGTACGAATCACATTATCGGACCGGACGAGTGTTGTCTTATCGT
450GACAGGACGCCAGCTTCCTGTGTTGCTAACCGCAGCCGGACGCAACTCCTTATCGGAACAGGACGCGCCTCCATATCAGCCGCGCGTTAT
540CTCATGCGCGTGACCGGACACGAGGCGCCCGTCCCGCTTATCGCGCCTATAAATACAGCCCGCAACGATCTGGTAAACACAGTTGAACAG
630CATCTGTTCGAATTTAAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCG
720CTCGAGTCTAGAGGGCCCGCGGTTCGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCA
810TCACCATTGAGTTTATCTGACTAAATCTTAGTTTGTATTGTCATGTTTTAATACAATATGTTATGTTTAAATATGTTTTTAATAAATTTT
900ATAAAATAATTTCAACTTTTATTGTAACAACATTGTCCATTTACACACTCCTTTCAAGCGCGTGGGATCGATGCTCACTCAAAGGCGGTA
990ATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCG

1080TTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTA
1170TAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTC
1260CCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCAC
1350GAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCA
1440GCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGA
1530AGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCT
1620GGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCT
1710GACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGCGAAACACGCACGGCGCGCGCACGCAGCTTAGCACAAACGCGTCG
1800TTGCACGCGCCCACCGCTAACCGCAGGCCAATCGGTCGGCCGGCCTCATATCCGCTCACCAGCCGCGTCCTATCGGGCGCGGCTTCCGCG
1890CCCATTTTGAATAAATAAACGATAACGCCGTTGGTGGCGTGAGGCATGTAAAAGGTTACATCATTATCTTGTTCGCCATCCGGTTGGTAT
1980AAATAGACGTTCATGTTGGTTTTTGTTTCAGTTGCAAGTTGGCTGCGGCGCGCGCAGCACCTTTGCCGGGATCTGCCGGGCTGCAGCACG
2070TGTTGACAATTAATCATCGGCATAGTATATCGGCATAGTATAATACGACAAGGTGAGGAACTAAACCATGGCCAAGCCTTTGTCTCAAGA
2160AGAATCCACCCTCATTGAAAGAGCAACGGCTACAATCAACAGCATCCCCATCTCTGAAGACTACAGCGTCGCCAGCGCAGCTCTCTCTAG
2250CGACGGCCGCATCTTCACTGGTGTCAATGTATATCATTTTACTGGGGGACCTTGCGCAGAACTCGTGGTGCTGGGCACTGCTGCTGCTGC
2340GGCAGCTGGCAACCTGACTTGTATCGTCGCGATCGGAAATGAGAACAGGGGCATCTTGAGCCCCTGCGGACGGTGCCGACAGGTTCTTCT
2430CGATCTGCATCCTGGGATCAAAGCCATAGTGAAGGACAGTGATGGACAGCCGACGGCAGTTGGGATTCGTGAATTGCTGCCCTCTGGTTA
2520TGTGTGGGAGGGCTAAGCACTTCGTGGCCGAGGAGCAGGACTGACACGTCCCGGGAGATCTGCATGTCTACTAAACTCACAAATTAGAGC
2610TTCAATTTAATTATATCAGTTATTACCCATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCG
2700GCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATC
2790GAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGT
2880GGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCA
2970GTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTA
3060CTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCG
3150GAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAA
3240CTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCT
3330GGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGT
3420ATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCAT
3510TGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTT

3521TTTGATAATCT



pIB	V5-His.dna		(Circular	/	3521	bp)

Enzymes Sites 1000 2000 3000
Acc65I 1
AgeI 1
AhdI 1
BamHI 1
BbsI 1
BciVI 1
BglI 1
BglII 1
BmgBI 1
BpmI 1
BsaBI 1*
BsiWI 1
BspDI 1*
BspHI 1
BstZ17I 1
ClaI 1*
DraIII 1
EarI 1
Eco53kI 1
EcoRI 1
EcoRV 1
HincII 1
HindIII 1
KasI 1
KpnI 1
MscI 1
NarI 1
NcoI 1
NotI 1
NruI 1*
PaeR7I 1
PciI 1
PluTI 1
PmlI 1
PpuMI 1
PsiI 1
PspXI 1
PvuII 1
RsrII 1
SacI 1
SacII 1
ScaI 1
SfoI 1
SmaI 1
SpeI 1
StyI 1
TspMI 1
XbaI 1
XhoI 1
XmaI 1
XmnI 1
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pIB	V5-His.dna		(Circular	/	3521	bp)
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Feature Location Size Type

✓ OpIE-1	promoter 1 .. 548 548	bp promoter

✓ MCS 557 .. 652 96	bp misc_feature

✓ V5	tag 659 .. 700 42	bp CDS

/translation = GKPIPNPLLGLDST
14	amino	acids  =  1,4	kDa

✓ 6xHis 710 .. 727 18	bp CDS

/translation = HHHHHH
6	amino	acids  =  840,9	Da

✓ OpIE-2	poly(A)	signal 745 .. 874 130	bp polyA_signal

✓ ori 1002 .. 1590 589	bp rep_origin

/direction = LEFT

✓ OpIE-2	promoter 1665 .. 1956 292	bp promoter

✓ EM7	promoter 1982 .. 2029 48	bp promoter

✓ BSD 2048 .. 2446 399	bp CDS

/translation = MAKPLSQEESTLIERATATINSIPISEDYSVASAALSSDGRIFTGVNVYHFTGGPCAELVVLGTAAAAAAGNLTCIVAIGNENRGILSPCGRCRQVLLDLHPGIKAIVKDSDGQPTAVGIREL
LPSGYVWEG*
132	amino	acids  =  13,7	kDa

✓ AmpR 2566 .. 3426 861	bp CDS

2	segments

/translation = MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFA,HPETLVKVKDAEDQLGARVGYIELDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRIDAGQEQLGRRIHYSQNDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL
CSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTMPVAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWFIADKSGAGER
GSRGIIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW*
286	amino	acids  =  31,6	kDa



Unique	Cutters	Bold
Sequence:		pIP-GFP.dna		(Circular	/	4432	bp)
Enzymes:		 <	Unsaved	Enzyme	Set	>		(52	of	666	total)
Features:		 10	total
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BamHI(4427)		
BsrGI(4416)		

BtgZI(3828)		

SacI(3705)		
Eco53kI(3703)		
KpnI(3694)		

Acc65I(3690)		
HindIII(3684)		

BstZ17I(3343)		

BspHI(3127)		

AhdI(2959)		

FspI(2736)		

PvuI(2590)		
TsoI(2561)		

ScaI(2478)		

XmnI(2359)		

BglII(2092)		

SpeI 		(6)
EcoRI 		(23)

PstI 		(32)
EcoRV 		(35)

NotI 		(50)
PaeR7I 	-	PspXI 	-	XhoI 		(56)

XbaI 		(62)
EcoO109I 		(68)

AgeI 		(129)
PsiI 		(236)
BspDI *	-	ClaI *		(303)
PciI 		(366)

DrdI 		(474)

BciVI 		(569)

BseYI 		(670)
PspFI 		(674)

PstI 		(1400)
PmlI 		(1404)

NcoI 		(1471)
PflFI 	-	Tth111I 		(1521)
TspMI 	-	XmaI 		(1528)

SmaI 		(1530)
SalI 		(1587)

BstEII 		(1613)

StuI 		(1810)
MscI *		(1854)

BsmBI 	-	Esp3I 		(1871)

SexAI *		(2046)
BstAPI 	-	DraIII 		(2050)

pIP-GFP
4432	bp



pIP-GFP.dna		(Circular	/	4432	bp)
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90GATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGCGGTTCGAAGGTAAGC
180CTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCATCACCATTGAGTTTATCTGACTAAATCTTAGTTTG
270TATTGTCATGTTTTAATACAATATGTTATGTTTAAATATGTTTTTAATAAATTTTATAAAATAATTTCAACTTTTATTGTAACAACATTG
360TCCATTTACACACTCCTTTCAAGCGCGTGGGATCGATGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGG
450AAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGA
540CGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCT
630CGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACG
720CTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATC
810CGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTA
900TGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCC
990AGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGAT

1080TACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGAT
1170TTTGGTCATGCGAAACACGCACGGCGCGCGCACGCAGCTTAGCACAAACGCGTCGTTGCACGCGCCCACCGCTAACCGCAGGCCAATCGG
1260TCGGCCGGCCTCATATCCGCTCACCAGCCGCGTCCTATCGGGCGCGGCTTCCGCGCCCATTTTGAATAAATAAACGATAACGCCGTTGGT
1350GGCGTGAGGCATGTAAAAGGTTACATCATTATCTTGTTCGCCATCCGGTTGGTATAAATAGACGTTCATGTTGGTTTTTGTTTCAGTTGC
1440AAGTTGGCTGCGGCGCGCGCAGCACCTTTGCCGGGATCTGCCGGGCTGCAGCACGTGTTGACAATTAATCATCGGCATAGTATATCGGCA
1530TAGTATAATACGACAAGGTGAGGAACTAAACCATGGCAATGACCGAGTACAAGCCCACGGTGCGCCTCGCCACCCGCGACGACGTCCCCC
1620GGGCCGTACGCACCCTCGCCGCCGCGTTCGCGGACTACCCCGCCACGCGCCACACCGTCGACCCGGACCGCCACATCGAGCGGGTCACCG
1710AGCTGCAAGAACTCTTCCTCACGCGCGTCGGGCTCGACATCGGCAAGGTGTGGGTCGCGGACGACGGCGCCGCGGTGGCGGTCTGGACCA
1800CGCCGGAGAGCGTCGAAGCGGGGGCGGTGTTCGCCGAGATCGGCCCGCGCATGGCCGAGTTGAGCGGTTCCCGGCTGGCCGCGCAGCAAC
1890AGATGAAAGGCCTCCTGGCGCCGCACCGGCCCAAGGAGCCCGCGTGGTTCCTGGCCACCGTCGGCGTCTCGCCCGACCACCAGGGCAAGG
1980GTCTGGGCAGCGCCGTCGTGCTCCCCGGAGTGGAGGCGGCCGAGCGCGCCGGGGTGCCCGCCTTCCTGGAGACCTCCGCGCCCCGCAACC
2070TCCCCTTCTACGAGCGGCTCGGCTTCACCGTCACCGCCGACGTCAAGGTGCCCGAAGGACCGCGCACCTGGTGCATGACCCGCAAGCCCG
2160GTGCCTGACGCCCGCCCCACGAGATCTGCATGTCTACTAAACTCACAAATTAGAGCTTCAATTTAATTATATCAGTTATTACCCATTGAA
2250AAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAA
2340CGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGA
2430GTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAG
2520AGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAG
2610TAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAA
2700CCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTG
2790ACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAG
2880ACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTG
2970AGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAA
3060CTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATAC
3150TTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGATGATAAACAATGTATGGT
3240GCTAATGTTGCTTCAACAACAATTCTGTTGAACTGTGTTTTCATGTTTGCCAACAAGCACCTTTATACTCGGTGGCCTCCCCACCACCAA
3330CTTTTTTGCACTGCAAAAAAACACGCTTTTGCACGCGGGCCCATACATAGTACAAACTCTACGTTTCGTAGACTATTTTACATAAATAGT
3420CTACACCGTTGTATACGCTCCAAATACACTACCACACATTGAACCTTTTTGCAGTGCAAAAAAGTACGTGTCGGCAGTCACGTAGGCCGG
3510CCTTATCGGGTCGCGTCCTGTCACGTACGAATCACATTATCGGACCGGACGAGTGTTGTCTTATCGTGACAGGACGCCAGCTTCCTGTGT
3600TGCTAACCGCAGCCGGACGCAACTCCTTATCGGAACAGGACGCGCCTCCATATCAGCCGCGCGTTATCTCATGCGCGTGACCGGACACGA
3690GGCGCCCGTCCCGCTTATCGCGCCTATAAATACAGCCCGCAACGATCTGGTAAACACAGTTGAACAGCATCTGTTCGAATTTAAAGCTTG
3780GTACCGAGCTGAGCTCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGG
3870CCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCC
3960CGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTT
4050CAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTT
4140CGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAA
4230CTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGG
4320CAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCA
4410GTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGA

4432CGAGCTGTACAAGTCAGGATCC



pIP-GFP.dna		(Circular	/	4432	bp)

Enzymes Sites 1000 2000 3000 4000
Acc65I 1
AgeI 1
AhdI 1
BamHI 1
BciVI 1
BglII 1
BseYI 1
BsmBI 1
BspDI 1*
BspHI 1
BsrGI 1
BstAPI 1
BstEII 1
BstZ17I 1
BtgZI 1
ClaI 1*
DraIII 1
DrdI 1
Eco53kI 1
EcoO109I 1
EcoRI 1
EcoRV 1
Esp3I 1
FspI 1
HindIII 1
KpnI 1
MscI 1*
NcoI 1
NotI 1
PaeR7I 1
PciI 1
PflFI 1
PmlI 1
PsiI 1
PspFI 1
PspXI 1
PstI 2
PvuI 1
SacI 1
SalI 1
ScaI 1
SexAI 1*
SmaI 1
SpeI 1
StuI 1
TsoI 1
TspMI 1
Tth111I 1
XbaI 1
XhoI 1
XmaI 1
XmnI 1
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pIP-GFP.dna		(Circular	/	4432	bp)
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Feature Location Size Type

✓ V5	tag 84 .. 125 42	bp CDS

/product = epitope	tag	from	simian	virus	5
/translation = GKPIPNPLLGLDST

14	amino	acids  =  1,4	kDa

✓ 6xHis 135 .. 152 18	bp CDS

/product = 6xHis	affinity	tag
/translation = HHHHHH

6	amino	acids  =  840,9	Da

✓ OpIE-2	poly(A)	signal 170 .. 299 130	bp polyA_signal

/gene = immediate-early	gene	2	from	the	Orgyia	pseudotsugata	multicapsid	nucleopolyhedrovirus
/note = baculovirus	polyadenylation	signal

✓ ori 427 .. 1015 589	bp rep_origin

/direction = LEFT
/note = high-copy-number	ColE1/pMB1/pBR322/pUC	origin	of	replication

✓ OpIE-1	promoter 1090 .. 1381 292	bp promoter

/gene = immediate-early	gene	1	from	the	Orgyia	pseudotsugata	multicapsid	nucleopolyhedrovirus
/note = moderate	constitutive	baculovirus	promoter	for	insect	cell	expression

✓ EM7	promoter 1407 .. 1454 48	bp promoter

/note = synthetic	bacterial	promoter 

✓ PuroR 1479 .. 2078 600	bp CDS

/gene = pac	from	Streptomyces	alboniger

/product = puromycin	N-acetyltransferase
/note = confers	resistance	to	puromycin
/translation = MTEYKPTVRLATRDDVPRAVRTLAAAFADYPATRHTVDPDRHIERVTELQELFLTRVGLDIGKVWVADDGAAVAVWTTPESVEAGAVFAEIGPRMAELSGSRLAAQQQMKGLLAPHR

PKEPAWFLATVGVSPDHQGKGLGSAVVLPGVEAAERAGVPAFLETSAPRNLPFYERLGFTVTADVKVPEGPRTWCMTRKPGA*
199	amino	acids  =  21,5	kDa

✓ AmpR 2172 .. 3032 861	bp CDS

2	segments

/gene = bla

/product = β-lactamase
/note = confers	resistance	to	ampicillin,	carbenicillin,	and	related	antibiotics
/translation = MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFA,HPETLVKVKDAEDQLGARVGYIELDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRIDAGQEQLGRRIHYSQNDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL

CSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTMPVAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWFIADKSGAGER
GSRGIIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW*
286	amino	acids  =  31,6	kDa

✓ OpIE-2	promoter 3128 .. 3675 548	bp promoter

/gene = immediate-early	gene	2	from	the	Orgyia	pseudotsugata	multicapsid	nucleopolyhedrovirus
/note = strong	constitutive	baculovirus	promoter	for	insect	cell	expression

✓ EGFP* 3707 .. 4423 717	bp CDS

3	segments

/product = enhanced	GFP
/translation = M,V,SKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEG

DTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDEL
YK
239	amino	acids  =  26,9	kDa



Unique	Cutters	Bold
Sequence:		PIP-GFPPEPAg.dna		(Circular	/	5296	bp)
Enzymes:		 <	Unsaved	Enzyme	Set	>		(46	of	666	total)
Features:		 14	total
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PvuI(4759)		

ScaI(4647)		

XmnI(4528)		

BglII(4261)		
BstAPI 	-	DraIII(4219)		

SexAI *(4215)		

MscI *(4023)		

StuI(3979)		

SalI(3756)		
SmaI(3699)		

TspMI 	-	XmaI(3697)		
PflFI 	-	Tth111I(3690)		

NcoI(3640)		

PmlI(3573)		
PstI(3569)		

PspFI(2843)		
BseYI(2839)		

BciVI(2738)		

BspHI 		(0)

BstZ17I 		(216)

HindIII 		(557)
Acc65I 		(563)
KpnI 		(567)
Eco53kI 		(571)
SacI 		(573)

BtgZI 		(696)

BsrGI 		(1284)
BamHI 		(1295)

EcoRV 		(1507)

BfuAI 	-	BspMI 		(1785)

PstI 		(1959)

BsmI 		(2104)
BmgBI 		(2170)

PaeR7I 	-	PspXI 	-	XhoI 		(2225)
XbaI 		(2231)

EcoO109I 		(2237)
AgeI 		(2298)

6xHis
PsiI 		(2405)

BspDI *	-	ClaI *		(2472)
PciI 		(2535)

PIP-GFPPEPAg
5296	bp
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90CATGATGATAAACAATGTATGGTGCTAATGTTGCTTCAACAACAATTCTGTTGAACTGTGTTTTCATGTTTGCCAACAAGCACCTTTATA
180CTCGGTGGCCTCCCCACCACCAACTTTTTTGCACTGCAAAAAAACACGCTTTTGCACGCGGGCCCATACATAGTACAAACTCTACGTTTC
270GTAGACTATTTTACATAAATAGTCTACACCGTTGTATACGCTCCAAATACACTACCACACATTGAACCTTTTTGCAGTGCAAAAAAGTAC
360GTGTCGGCAGTCACGTAGGCCGGCCTTATCGGGTCGCGTCCTGTCACGTACGAATCACATTATCGGACCGGACGAGTGTTGTCTTATCGT
450GACAGGACGCCAGCTTCCTGTGTTGCTAACCGCAGCCGGACGCAACTCCTTATCGGAACAGGACGCGCCTCCATATCAGCCGCGCGTTAT
540CTCATGCGCGTGACCGGACACGAGGCGCCCGTCCCGCTTATCGCGCCTATAAATACAGCCCGCAACGATCTGGTAAACACAGTTGAACAG
630CATCTGTTCGAATTTAAAGCTTGGTACCGAGCTcATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCT
720GGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTG
810CACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACAT
900GAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGAC
990CCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGG

1080GCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCG
1170CCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAA
1260CCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGG
1350GATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTCAggatccGGCGGAGGCGGAAGCtacgctgtacctacaatatCattcaatatgacgtc
1440atcttgtatgacgcccaacaacaacgtcatgtttgacgacgcgtcggtcatgtggattgacgccgactacatttttcaaaactctaaaat
1530gccgttgtccacgtttcaacagctgttgttttccattccgtcgaaacaccgcaagatgataaacgatatcggcaatccgccgtcttgttc
1620gtttccaccttccaataacacggtcaagtacatggtggacatttacggcgccgcggtgttgacaatgcgttgcccgtcgttgttttccga
1710ccagttgctcaccacgtttattgccaataattatatgagcttttgtaaccgacaacggccgtgccaaccaccaccgtgccaaccgcaaac
1800gccgccgtttgattgcgttcaaaagcaaattgtggacgcgttggaaaaactggcgcaccaaaatgacctgctcatcaacagcgtcaacca
1890aatttcgctaaatcaatccaaccaattcttagaattgcgcacgcagtacgcgcagattatggccgcgttggaaagcgccaaagacacaat
1980acttaaccgtctcaacgtgttagtggatgaaattaaagccgcgttgcctgaccagtccgctcagctgcaggaacaaattgacaaattgct
2070tgaagccatcaacgtggttgcgcaaacgttacgcagcgaaatgaacaacaccaactctattttgaccaacttggcgtccagcataaccaa
2160cattaacagtacattaaacaatttgttgaatgccatcgaaggcataacgggcggcgaaggcggcggattgggtgacgccgaccgtcaaaa
2250gttgagcgacgtgcttgatctggtgaccgaaataagaagcattttGATGGGCAGTCGCAAATAACTCGAGTCTAGAGGGCCCGCGGTTCG
2340AAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCATCACCATTGAGTTTATCTGACTAAAT
2430CTTAGTTTGTATTGTCATGTTTTAATACAATATGTTATGTTTAAATATGTTTTTAATAAATTTTATAAAATAATTTCAACTTTTATTGTA
2520ACAACATTGTCCATTTACACACTCCTTTCAAGCGCGTGGGATCGATGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGA
2610TAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCG
2700CCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGG
2790AAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCA
2880TAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTG
2970CGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAG
3060AGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCT
3150GCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAA
3240GCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACG
3330TTAAGGGATTTTGGTCATGCGAAACACGCACGGCGCGCGCACGCAGCTTAGCACAAACGCGTCGTTGCACGCGCCCACCGCTAACCGCAG
3420GCCAATCGGTCGGCCGGCCTCATATCCGCTCACCAGCCGCGTCCTATCGGGCGCGGCTTCCGCGCCCATTTTGAATAAATAAACGATAAC
3510GCCGTTGGTGGCGTGAGGCATGTAAAAGGTTACATCATTATCTTGTTCGCCATCCGGTTGGTATAAATAGACGTTCATGTTGGTTTTTGT
3600TTCAGTTGCAAGTTGGCTGCGGCGCGCGCAGCACCTTTGCCGGGATCTGCCGGGCTGCAGCACGTGTTGACAATTAATCATCGGCATAGT
3690ATATCGGCATAGTATAATACGACAAGGTGAGGAACTAAACCATGGCAATGACCGAGTACAAGCCCACGGTGCGCCTCGCCACCCGCGACG
3780ACGTCCCCCGGGCCGTACGCACCCTCGCCGCCGCGTTCGCGGACTACCCCGCCACGCGCCACACCGTCGACCCGGACCGCCACATCGAGC
3870GGGTCACCGAGCTGCAAGAACTCTTCCTCACGCGCGTCGGGCTCGACATCGGCAAGGTGTGGGTCGCGGACGACGGCGCCGCGGTGGCGG
3960TCTGGACCACGCCGGAGAGCGTCGAAGCGGGGGCGGTGTTCGCCGAGATCGGCCCGCGCATGGCCGAGTTGAGCGGTTCCCGGCTGGCCG
4050CGCAGCAACAGATGAAAGGCCTCCTGGCGCCGCACCGGCCCAAGGAGCCCGCGTGGTTCCTGGCCACCGTCGGCGTCTCGCCCGACCACC
4140AGGGCAAGGGTCTGGGCAGCGCCGTCGTGCTCCCCGGAGTGGAGGCGGCCGAGCGCGCCGGGGTGCCCGCCTTCCTGGAGACCTCCGCGC
4230CCCGCAACCTCCCCTTCTACGAGCGGCTCGGCTTCACCGTCACCGCCGACGTCAAGGTGCCCGAAGGACCGCGCACCTGGTGCATGACCC
4320GCAAGCCCGGTGCCTGACGCCCGCCCCACGAGATCTGCATGTCTACTAAACTCACAAATTAGAGCTTCAATTTAATTATATCAGTTATTA
4410CCCATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTC
4500ACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGA
4590TCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACG
4680CCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATG
4770GCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGA
4860AGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACG
4950ACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAAC
5040AATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTG
5130GAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGA
5220GTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACT

5296CATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCT



PIP-GFPPEPAg.dna		(Circular	/	5296	bp)

Enzymes Sites 1000 2000 3000 4000 5000
Acc65I 1
AgeI 1
BamHI 1
BciVI 1
BfuAI 1
BglII 1
BmgBI 1
BseYI 1
BsmI 1
BspDI 1*
BspHI 1
BspMI 1
BsrGI 1
BstAPI 1
BstZ17I 1
BtgZI 1
ClaI 1*
DraIII 1
Eco53kI 1
EcoO109I 1
EcoRV 1
HindIII 1
KpnI 1
MscI 1*
NcoI 1
PaeR7I 1
PciI 1
PflFI 1
PmlI 1
PsiI 1
PspFI 1
PspXI 1
PstI 2
PvuI 1
SacI 1
SalI 1
ScaI 1
SexAI 1*
SmaI 1
StuI 1
TspMI 1
Tth111I 1
XbaI 1
XhoI 1
XmaI 1
XmnI 1
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PIP-GFPPEPAg.dna		(Circular	/	5296	bp)
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Feature Location Size Type

✓ OpIE-1	promoter 1 .. 548 548	bp promoter

✓ MCS 557 .. 573 17	bp misc_feature

2	segments

✓ EGFP 575 .. 1292 718	bp CDS

3	segments

/translation = M,V,SKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEG
DTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDEL
YK
239	amino	acids  =  26,9	kDa

✓ Linker 1301 .. 1315 15	bp misc_feature

✓ PEP 1343 .. 2224 882	bp misc_feature

✓ MCS 2226 .. 2246 21	bp misc_feature

2	segments

✓ V5	tag 2253 .. 2294 42	bp CDS

/translation = GKPIPNPLLGLDST
14	amino	acids  =  1,4	kDa

✓ 6xHis 2304 .. 2321 18	bp CDS

/translation = HHHHHH
6	amino	acids  =  840,9	Da

✓ OpIE-2	poly(A)	signal 2339 .. 2468 130	bp polyA_signal

✓ ori 2596 .. 3184 589	bp rep_origin

/direction = LEFT

✓ OpIE-2	promoter 3259 .. 3550 292	bp promoter

✓ EM7	promoter 3576 .. 3623 48	bp promoter

✓ PuroR 3648 .. 4247 600	bp CDS

/gene = pac	from	Streptomyces	alboniger

/product = puromycin	N-acetyltransferase
/note = confers	resistance	to	puromycin
/translation = MTEYKPTVRLATRDDVPRAVRTLAAAFADYPATRHTVDPDRHIERVTELQELFLTRVGLDIGKVWVADDGAAVAVWTTPESVEAGAVFAEIGPRMAELSGSRLAAQQQMKGLLAPHR

PKEPAWFLATVGVSPDHQGKGLGSAVVLPGVEAAERAGVPAFLETSAPRNLPFYERLGFTVTADVKVPEGPRTWCMTRKPGA*
199	amino	acids  =  21,5	kDa

✓ AmpR 4341 .. 5201 861	bp CDS

2	segments

/translation = MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFA,HPETLVKVKDAEDQLGARVGYIELDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRIDAGQEQLGRRIHYSQNDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL
CSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTMPVAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWFIADKSGAGER
GSRGIIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW*
286	amino	acids  =  31,6	kDa



Unique	Cutters	Bold
Sequence:		pIP-shGP64.dna		(Circular	/	4319	bp)
Enzymes:		 Unique	6+	Cutters		(41	of	666	total)
Features:		 19	total
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Loop

Loop
terminador

pIP-shGP64
4319	bp



pIP-shGP64.dna		(Circular	/	4319	bp)
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90CCCGGGaattcgagggcctatttcccatgattccttcatatttgcatatacgatacaaggctgttagagagataattagaattaatttga
180ctgtaaacacaaagatattagtacaaaatacgtgacgtagaaagtaataatttcttgggtagtttgcagttttaaaattatgttttaaaa
270tggactatcatatgcttaccgtaacttgaaagtatttcgatttcttggctttatatatcttgtggaaaggacggtttagtgaacGCTGCG
360TGTCTGCTCATTAAATCAAGAGTTTAATGAGCAGACACGCAGCttttttGATATCgagggcctatttcccatgattccttcatatttgca
450tatacgatacaaggctgttagagagataattagaattaatttgactgtaaacacaaagatattagtacaaaatacgtgacgtagaaagta
540ataatttcttgggtagtttgcagttttaaaattatgttttaaaatggactatcatatgcttaccgtaacttgaaagtatttcgatttctt
630ggctttatatatcttgtggaaaggacggtttagtgaaccgGGCGACCTGATGCATATTCAATCAAGAGttgaatatgcatcaggtcgcct
720tttttGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGCGGTTCGAAGG
810TAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCATCACCATTGAGTTTATCTGACTAAATCTTA
900GTTTGTATTGTCATGTTTTAATACAATATGTTATGTTTAAATATGTTTTTAATAAATTTTATAAAATAATTTCAACTTTTATTGTAACAA
990CATTGTCCATTTACACACTCCTTTCAAGCGCGTGGGATCGATGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAAC

1080GCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCC
1170CCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGC
1260TCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGC
1350TCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCC
1440TTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCG
1530AGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTG
1620AAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAG
1710CAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAA
1800GGGATTTTGGTCATGCGAAACACGCACGGCGCGCGCACGCAGCTTAGCACAAACGCGTCGTTGCACGCGCCCACCGCTAACCGCAGGCCA
1890ATCGGTCGGCCGGCCTCATATCCGCTCACCAGCCGCGTCCTATCGGGCGCGGCTTCCGCGCCCATTTTGAATAAATAAACGATAACGCCG
1980TTGGTGGCGTGAGGCATGTAAAAGGTTACATCATTATCTTGTTCGCCATCCGGTTGGTATAAATAGACGTTCATGTTGGTTTTTGTTTCA
2070GTTGCAAGTTGGCTGCGGCGCGCGCAGCACCTTTGCCGGGATCTGCCGGGCTGCAGCACGTGTTGACAATTAATCATCGGCATAGTATAT
2160CGGCATAGTATAATACGACAAGGTGAGGAACTAAACCATGGCAATGACCGAGTACAAGCCCACGGTGCGCCTCGCCACCCGCGACGACGT
2250CCCCCGGGCCGTACGCACCCTCGCCGCCGCGTTCGCGGACTACCCCGCCACGCGCCACACCGTCGACCCGGACCGCCACATCGAGCGGGT
2340CACCGAGCTGCAAGAACTCTTCCTCACGCGCGTCGGGCTCGACATCGGCAAGGTGTGGGTCGCGGACGACGGCGCCGCGGTGGCGGTCTG
2430GACCACGCCGGAGAGCGTCGAAGCGGGGGCGGTGTTCGCCGAGATCGGCCCGCGCATGGCCGAGTTGAGCGGTTCCCGGCTGGCCGCGCA
2520GCAACAGATGAAAGGCCTCCTGGCGCCGCACCGGCCCAAGGAGCCCGCGTGGTTCCTGGCCACCGTCGGCGTCTCGCCCGACCACCAGGG
2610CAAGGGTCTGGGCAGCGCCGTCGTGCTCCCCGGAGTGGAGGCGGCCGAGCGCGCCGGGGTGCCCGCCTTCCTGGAGACCTCCGCGCCCCG
2700CAACCTCCCCTTCTACGAGCGGCTCGGCTTCACCGTCACCGCCGACGTCAAGGTGCCCGAAGGACCGCGCACCTGGTGCATGACCCGCAA
2790GCCCGGTGCCTGACGCCCGCCCCACGAGATCTGCATGTCTACTAAACTCACAAATTAGAGCTTCAATTTAATTATATCAGTTATTACCCA
2880TTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCC
2970AGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCT
3060TGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGG
3150GCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCAT
3240GACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGA
3330GCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGA
3420GCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATT
3510AATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGC
3600CGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCA
3690GGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATA
3780TATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGATGATAAACAATGT
3870ATGGTGCTAATGTTGCTTCAACAACAATTCTGTTGAACTGTGTTTTCATGTTTGCCAACAAGCACCTTTATACTCGGTGGCCTCCCCACC
3960ACCAACTTTTTTGCACTGCAAAAAAACACGCTTTTGCACGCGGGCCCATACATAGTACAAACTCTACGTTTCGTAGACTATTTTACATAA
4050ATAGTCTACACCGTTGTATACGCTCCAAATACACTACCACACATTGAACCTTTTTGCAGTGCAAAAAAGTACGTGTCGGCAGTCACGTAG
4140GCCGGCCTTATCGGGTCGCGTCCTGTCACGTACGAATCACATTATCGGACCGGACGAGTGTTGTCTTATCGTGACAGGACGCCAGCTTCC
4230TGTGTTGCTAACCGCAGCCGGACGCAACTCCTTATCGGAACAGGACGCGCCTCCATATCAGCCGCGCGTTATCTCATGCGCGTGACCGGA

4319CACGAGGCGCCCGTCCCGCTTATCGCGCCTATAAATACAGCCCGCAACGATCTGGTAAACACAGTTGAACAGCATCTGTTCGAATTTAA



pIP-shGP64.dna		(Circular	/	4319	bp)

Enzymes Sites 1000 2000 3000 4000
AgeI 1
AhdI 1
BciVI 1
BglII 1
BlpI 1
BmrI 1
BseRI 1
BseYI 1
BsmBI 1
BspDI 1*
BspHI 1
BstAPI 1
BstEII 1
BstZ17I 1
ClaI 1*
DraIII 1
DrdI 1
Esp3I 1
FspI 1
MscI 1*
NcoI 1
NotI 1
PaeR7I 1
PciI 1
PflFI 1
PfoI 1*
PmlI 1
PsiI 1
PspFI 1
PspXI 1
PvuI 1
SalI 1
ScaI 1
SexAI 1*
SpeI 1
StuI 1
TsoI 1
Tth111I 1
XbaI 1
XhoI 1
XmnI 1
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pIP-shGP64.dna		(Circular	/	4319	bp)
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Feature Location Size Type

✓ U6	promoter 12 .. 252 241	bp promoter

/note = RNA	polymerase	III	promoter	for	human	U6	snRNA

✓ shRNA1	sense 265 .. 285 21	bp misc_feature

✓ Loop 286 .. 292 7	bp misc_feature

✓ shRNA1	antisense 294 .. 313 20	bp misc_feature

✓ terminador 314 .. 319 6	bp misc_feature

✓ U6	promoter 326 .. 566 241	bp promoter

/note = RNA	polymerase	III	promoter	for	human	U6	snRNA

✓ shRNA2	sense 581 .. 601 21	bp misc_feature

✓ Loop 602 .. 608 7	bp misc_feature

✓ shRNA2	antisense 609 .. 629 21	bp misc_feature

✓ terminador 630 .. 635 6	bp misc_feature

✓ V5	tag 719 .. 760 42	bp CDS

/product = epitope	tag	from	simian	virus	5
/translation = GKPIPNPLLGLDST

14	amino	acids  =  1,4	kDa

✓ 6xHis 770 .. 787 18	bp CDS

/product = 6xHis	affinity	tag
/translation = HHHHHH

6	amino	acids  =  840,9	Da

✓ OpIE-2	poly(A)	signal 805 .. 934 130	bp polyA_signal

/gene = immediate-early	gene	2	from	the	Orgyia	pseudotsugata	multicapsid	nucleopolyhedrovirus
/note = baculovirus	polyadenylation	signal

✓ ori 1062 .. 1650 589	bp rep_origin

/direction = LEFT
/note = high-copy-number	ColE1/pMB1/pBR322/pUC	origin	of	replication

✓ OpIE-1	promoter 1725 .. 2016 292	bp promoter

/gene = immediate-early	gene	1	from	the	Orgyia	pseudotsugata	multicapsid	nucleopolyhedrovirus
/note = moderate	constitutive	baculovirus	promoter	for	insect	cell	expression

✓ EM7	promoter 2042 .. 2089 48	bp promoter

/note = synthetic	bacterial	promoter 

✓ PuroR 2114 .. 2713 600	bp CDS

/gene = pac	from	Streptomyces	alboniger

/product = puromycin	N-acetyltransferase
/note = confers	resistance	to	puromycin
/translation = MTEYKPTVRLATRDDVPRAVRTLAAAFADYPATRHTVDPDRHIERVTELQELFLTRVGLDIGKVWVADDGAAVAVWTTPESVEAGAVFAEIGPRMAELSGSRLAAQQQMKGLLAPHR

PKEPAWFLATVGVSPDHQGKGLGSAVVLPGVEAAERAGVPAFLETSAPRNLPFYERLGFTVTADVKVPEGPRTWCMTRKPGA*
199	amino	acids  =  21,5	kDa

✓ AmpR 2807 .. 3667 861	bp CDS

2	segments

/gene = bla

/product = β-lactamase
/note = confers	resistance	to	ampicillin,	carbenicillin,	and	related	antibiotics
/translation = MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFA,HPETLVKVKDAEDQLGARVGYIELDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRIDAGQEQLGRRIHYSQNDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL

CSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTMPVAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWFIADKSGAGER
GSRGIIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW*
286	amino	acids  =  31,6	kDa

✓ OpIE-2	promoter 3763 .. 4310 548	bp promoter

/gene = immediate-early	gene	2	from	the	Orgyia	pseudotsugata	multicapsid	nucleopolyhedrovirus
/note = strong	constitutive	baculovirus	promoter	for	insect	cell	expression



Unique	Cutters	Bold
Sequence:		PIP/V5His.dna		(Circular	/	3702	bp)
Enzymes:		 <	Unsaved	Enzyme	Set	>		(54	of	666	total)
Features:		 10	total
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AhdI(3534)		
BmrI(3494)		

FspI(3311)		

PvuI(3165)		
TsoI(3136)		

ScaI(3053)		

XmnI(2934)		

BglII(2667)		
BstAPI 	-	DraIII(2625)		

SexAI *(2621)		

PfoI *(2529)		

BsmBI 	-	Esp3I(2446)		
MscI *(2429)		

StuI(2385)		

BstEII(2188)		
SalI(2162)		
SmaI(2105)		

TspMI 	-	XmaI(2103)		
PflFI 	-	Tth111I(2096)		

NcoI(2046)		

PmlI(1979)		

BspHI 		(0)

BstZ17I 		(216)

HindIII 		(557)
Acc65I 		(563)
KpnI 		(567)
Eco53kI 		(571)
SacI 		(573)
BamHI 		(575)
SpeI 		(581)
EcoRI 		(598)
PstI 		(607)
EcoRV 		(610)
NotI 		(625)
PaeR7I 	-	PspXI 	-	XhoI 		(631)
XbaI 		(637)
EcoO109I 		(643)
BseRI 		(671)
AgeI 		(704)

PsiI 		(811)

BspDI *	-	ClaI *		(878)

PciI 		(941)

DrdI 		(1049)

BciVI 		(1144)

BseYI 		(1245)
PspFI 		(1249)

BlpI 		(1693)

PstI 		(1975)

pIP-V5/His
3702	bp



PIP/V5His.dna		(Circular	/	3702	bp)
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90CATGATGATAAACAATGTATGGTGCTAATGTTGCTTCAACAACAATTCTGTTGAACTGTGTTTTCATGTTTGCCAACAAGCACCTTTATA
180CTCGGTGGCCTCCCCACCACCAACTTTTTTGCACTGCAAAAAAACACGCTTTTGCACGCGGGCCCATACATAGTACAAACTCTACGTTTC
270GTAGACTATTTTACATAAATAGTCTACACCGTTGTATACGCTCCAAATACACTACCACACATTGAACCTTTTTGCAGTGCAAAAAAGTAC
360GTGTCGGCAGTCACGTAGGCCGGCCTTATCGGGTCGCGTCCTGTCACGTACGAATCACATTATCGGACCGGACGAGTGTTGTCTTATCGT
450GACAGGACGCCAGCTTCCTGTGTTGCTAACCGCAGCCGGACGCAACTCCTTATCGGAACAGGACGCGCCTCCATATCAGCCGCGCGTTAT
540CTCATGCGCGTGACCGGACACGAGGCGCCCGTCCCGCTTATCGCGCCTATAAATACAGCCCGCAACGATCTGGTAAACACAGTTGAACAG
630CATCTGTTCGAATTTAAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCG
720CTCGAGTCTAGAGGGCCCGCGGTTCGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCA
810TCACCATTGAGTTTATCTGACTAAATCTTAGTTTGTATTGTCATGTTTTAATACAATATGTTATGTTTAAATATGTTTTTAATAAATTTT
900ATAAAATAATTTCAACTTTTATTGTAACAACATTGTCCATTTACACACTCCTTTCAAGCGCGTGGGATCGATGCTCACTCAAAGGCGGTA
990ATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCG

1080TTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTA
1170TAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTC
1260CCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCAC
1350GAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCA
1440GCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGA
1530AGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCT
1620GGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCT
1710GACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGCGAAACACGCACGGCGCGCGCACGCAGCTTAGCACAAACGCGTCG
1800TTGCACGCGCCCACCGCTAACCGCAGGCCAATCGGTCGGCCGGCCTCATATCCGCTCACCAGCCGCGTCCTATCGGGCGCGGCTTCCGCG
1890CCCATTTTGAATAAATAAACGATAACGCCGTTGGTGGCGTGAGGCATGTAAAAGGTTACATCATTATCTTGTTCGCCATCCGGTTGGTAT
1980AAATAGACGTTCATGTTGGTTTTTGTTTCAGTTGCAAGTTGGCTGCGGCGCGCGCAGCACCTTTGCCGGGATCTGCCGGGCTGCAGCACG
2070TGTTGACAATTAATCATCGGCATAGTATATCGGCATAGTATAATACGACAAGGTGAGGAACTAAACCATGGCAATGACCGAGTACAAGCC
2160CACGGTGCGCCTCGCCACCCGCGACGACGTCCCCCGGGCCGTACGCACCCTCGCCGCCGCGTTCGCGGACTACCCCGCCACGCGCCACAC
2250CGTCGACCCGGACCGCCACATCGAGCGGGTCACCGAGCTGCAAGAACTCTTCCTCACGCGCGTCGGGCTCGACATCGGCAAGGTGTGGGT
2340CGCGGACGACGGCGCCGCGGTGGCGGTCTGGACCACGCCGGAGAGCGTCGAAGCGGGGGCGGTGTTCGCCGAGATCGGCCCGCGCATGGC
2430CGAGTTGAGCGGTTCCCGGCTGGCCGCGCAGCAACAGATGAAAGGCCTCCTGGCGCCGCACCGGCCCAAGGAGCCCGCGTGGTTCCTGGC
2520CACCGTCGGCGTCTCGCCCGACCACCAGGGCAAGGGTCTGGGCAGCGCCGTCGTGCTCCCCGGAGTGGAGGCGGCCGAGCGCGCCGGGGT
2610GCCCGCCTTCCTGGAGACCTCCGCGCCCCGCAACCTCCCCTTCTACGAGCGGCTCGGCTTCACCGTCACCGCCGACGTCAAGGTGCCCGA
2700AGGACCGCGCACCTGGTGCATGACCCGCAAGCCCGGTGCCTGACGCCCGCCCCACGAGATCTGCATGTCTACTAAACTCACAAATTAGAG
2790CTTCAATTTAATTATATCAGTTATTACCCATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGC
2880GGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACAT
2970CGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATG
3060TGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACC
3150AGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTT
3240ACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACC
3330GGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGA
3420ACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGC
3510TGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCG
3600TATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCA
3690TTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCT

3702TTTTGATAATCT



PIP/V5His.dna		(Circular	/	3702	bp)

Enzymes Sites 1000 2000 3000
Acc65I 1
AgeI 1
AhdI 1
BamHI 1
BciVI 1
BglII 1
BlpI 1
BmrI 1
BseRI 1
BseYI 1
BsmBI 1
BspDI 1*
BspHI 1
BstAPI 1
BstEII 1
BstZ17I 1
ClaI 1*
DraIII 1
DrdI 1
Eco53kI 1
EcoO109I 1
EcoRI 1
EcoRV 1
Esp3I 1
FspI 1
HindIII 1
KpnI 1
MscI 1*
NcoI 1
NotI 1
PaeR7I 1
PciI 1
PflFI 1
PfoI 1*
PmlI 1
PsiI 1
PspFI 1
PspXI 1
PstI 2
PvuI 1
SacI 1
SalI 1
ScaI 1
SexAI 1*
SmaI 1
SpeI 1
StuI 1
TsoI 1
TspMI 1
Tth111I 1
XbaI 1
XhoI 1
XmaI 1
XmnI 1
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PIP/V5His.dna		(Circular	/	3702	bp)
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Feature Location Size Type

✓ OpIE-1	promoter 1 .. 548 548	bp promoter

✓ MCS 557 .. 652 96	bp misc_feature

✓ V5	tag 659 .. 700 42	bp CDS

/translation = GKPIPNPLLGLDST
14	amino	acids  =  1,4	kDa

✓ 6xHis 710 .. 727 18	bp CDS

/translation = HHHHHH
6	amino	acids  =  840,9	Da

✓ OpIE-2	poly(A)	signal 745 .. 874 130	bp polyA_signal

✓ ori 1002 .. 1590 589	bp rep_origin

/direction = LEFT

✓ OpIE-2	promoter 1665 .. 1956 292	bp promoter

✓ EM7	promoter 1982 .. 2029 48	bp promoter

✓ PuroR 2054 .. 2653 600	bp CDS

/gene = pac	from	Streptomyces	alboniger

/product = puromycin	N-acetyltransferase
/note = confers	resistance	to	puromycin
/translation = MTEYKPTVRLATRDDVPRAVRTLAAAFADYPATRHTVDPDRHIERVTELQELFLTRVGLDIGKVWVADDGAAVAVWTTPESVEAGAVFAEIGPRMAELSGSRLAAQQQMKGLLAPHR

PKEPAWFLATVGVSPDHQGKGLGSAVVLPGVEAAERAGVPAFLETSAPRNLPFYERLGFTVTADVKVPEGPRTWCMTRKPGA*
199	amino	acids  =  21,5	kDa

✓ AmpR 2747 .. 3607 861	bp CDS

2	segments

/translation = MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFA,HPETLVKVKDAEDQLGARVGYIELDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRIDAGQEQLGRRIHYSQNDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL
CSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTMPVAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWFIADKSGAGER
GSRGIIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW*
286	amino	acids  =  31,6	kDa



Unique	Cutters	Bold
Sequence:		pIP-VSVG.dna		(Circular	/	5358	bp)
Enzymes:		 Unique	6+	Cutters		(49	of	666	total)
Features:		 10	total
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NotI(27)		
EcoRV(12)		

BsgI(5228)		

Bpu10I(4951)		

BmgBI(4841)		

BclI *(4783)		

XcmI(4447)		

EcoNI(4341)		
PasI(4337)		

PflMI(4148)		

SwaI(3835)		

BamHI(3679)		
SacI(3677)		

Eco53kI(3675)		
HindIII(3661)		

BstZ17I(3320)		

BspHI(3104)		

AhdI(2936)		

FspI(2713)		

PaeR7I 	-	PspXI 	-	XhoI 		(33)
XbaI 		(39)

EcoO109I 		(45)

PsiI 		(213)
BspDI *	-	ClaI *		(280)

PciI 		(343)

BseYI 		(647)
PspFI 		(651)

BlpI 		(1095)

PmlI 		(1381)

PflFI 	-	Tth111I 		(1498)
TspMI 	-	XmaI 		(1505)
SmaI 		(1507)
SalI 		(1564)
BstEII 		(1590)

MscI *		(1831)
BsmBI 	-	Esp3I 		(1848)

PfoI *		(1931)

SexAI *		(2023)
BglII 		(2069)

XmnI 		(2336)

ScaI 		(2455)
TsoI 		(2538)

PvuI 		(2567)

pIP-VSVG
5358	bp



pIP-VSVG.dna		(Circular	/	5358	bp)
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90AATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGCGGTTCGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGT
180CTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCATCACCATTGAGTTTATCTGACTAAATCTTAGTTTGTATTGTCATGTTTTAATACAATA
270TGTTATGTTTAAATATGTTTTTAATAAATTTTATAAAATAATTTCAACTTTTATTGTAACAACATTGTCCATTTACACACTCCTTTCAAG
360CGCGTGGGATCGATGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCC
450AGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCT
540CAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCC
630TGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGT
720AGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCA
810ACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCT
900TGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTG
990GTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTC

1080AAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGCGAAACACGCACG
1170GCGCGCGCACGCAGCTTAGCACAAACGCGTCGTTGCACGCGCCCACCGCTAACCGCAGGCCAATCGGTCGGCCGGCCTCATATCCGCTCA
1260CCAGCCGCGTCCTATCGGGCGCGGCTTCCGCGCCCATTTTGAATAAATAAACGATAACGCCGTTGGTGGCGTGAGGCATGTAAAAGGTTA
1350CATCATTATCTTGTTCGCCATCCGGTTGGTATAAATAGACGTTCATGTTGGTTTTTGTTTCAGTTGCAAGTTGGCTGCGGCGCGCGCAGC
1440ACCTTTGCCGGGATCTGCCGGGCTGCAGCACGTGTTGACAATTAATCATCGGCATAGTATATCGGCATAGTATAATACGACAAGGTGAGG
1530AACTAAACCATGGCAATGACCGAGTACAAGCCCACGGTGCGCCTCGCCACCCGCGACGACGTCCCCCGGGCCGTACGCACCCTCGCCGCC
1620GCGTTCGCGGACTACCCCGCCACGCGCCACACCGTCGACCCGGACCGCCACATCGAGCGGGTCACCGAGCTGCAAGAACTCTTCCTCACG
1710CGCGTCGGGCTCGACATCGGCAAGGTGTGGGTCGCGGACGACGGCGCCGCGGTGGCGGTCTGGACCACGCCGGAGAGCGTCGAAGCGGGG
1800GCGGTGTTCGCCGAGATCGGCCCGCGCATGGCCGAGTTGAGCGGTTCCCGGCTGGCCGCGCAGCAACAGATGAAAGGCCTCCTGGCGCCG
1890CACCGGCCCAAGGAGCCCGCGTGGTTCCTGGCCACCGTCGGCGTCTCGCCCGACCACCAGGGCAAGGGTCTGGGCAGCGCCGTCGTGCTC
1980CCCGGAGTGGAGGCGGCCGAGCGCGCCGGGGTGCCCGCCTTCCTGGAGACCTCCGCGCCCCGCAACCTCCCCTTCTACGAGCGGCTCGGC
2070TTCACCGTCACCGCCGACGTCAAGGTGCCCGAAGGACCGCGCACCTGGTGCATGACCCGCAAGCCCGGTGCCTGACGCCCGCCCCACGAG
2160ATCTGCATGTCTACTAAACTCACAAATTAGAGCTTCAATTTAATTATATCAGTTATTACCCATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAA
2250CATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCT
2340GAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTT
2430CCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACAC
2520TATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCC
2610ATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGG
2700GATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATG
2790GCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTT
2880GCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATT
2970GCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAG
3060ATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCAT
3150TTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGATGATAAACAATGTATGGTGCTAATGTTGCTTCAACAACAAT
3240TCTGTTGAACTGTGTTTTCATGTTTGCCAACAAGCACCTTTATACTCGGTGGCCTCCCCACCACCAACTTTTTTGCACTGCAAAAAAACA
3330CGCTTTTGCACGCGGGCCCATACATAGTACAAACTCTACGTTTCGTAGACTATTTTACATAAATAGTCTACACCGTTGTATACGCTCCAA
3420ATACACTACCACACATTGAACCTTTTTGCAGTGCAAAAAAGTACGTGTCGGCAGTCACGTAGGCCGGCCTTATCGGGTCGCGTCCTGTCA
3510CGTACGAATCACATTATCGGACCGGACGAGTGTTGTCTTATCGTGACAGGACGCCAGCTTCCTGTGTTGCTAACCGCAGCCGGACGCAAC
3600TCCTTATCGGAACAGGACGCGCCTCCATATCAGCCGCGCGTTATCTCATGCGCGTGACCGGACACGAGGCGCCCGTCCCGCTTATCGCGC
3690CTATAAATACAGCCCGCAACGATCTGGTAAACACAGTTGAACAGCATCTGTTCGAATTTAAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCAgaatt
3780ctgacactatgaagtgccttttgtacttagcctttttattcattggggtgaattgcaagttcaccatagtttttccacacaaccaaaaag
3870gaaactggaaaaatgttccttctaattaccattattgcccgtcaagctcagatttaaattggcataatgacttaataggcacagccatac
3960aagtcaaaatgcccaagagtcacaaggctattcaagcagacggttggatgtgtcatgcttccaaatgggtcactacttgtgatttccgct
4050ggtatggaccgaagtatataacacagtccatccgatccttcactccatctgtagaacaatgcaaggaaagcattgaacaaacgaaacaag
4140gaacttggctgaatccaggcttccctcctcaaagttgtggatatgcaactgtgacggatgccgaagcagtgattgtccaggtgactcctc
4230accatgtgctggttgatgaatacacaggagaatgggttgattcacagttcatcaacggaaaatgcagcaattacatatgccccactgtcc
4320ataactctacaacctggcattctgactataaggtcaaagggctatgtgattctaacctcatttccatggacatcaccttcttctcagagg
4410acggagagctatcatccctgggaaaggagggcacagggttcagaagtaactactttgcttatgaaactggaggcaaggcctgcaaaatgc
4500aatactgcaagcattggggagtcagactcccatcaggtgtctggttcgagatggctgataaggatctctttgctgcagccagattccctg
4590aatgcccagaagggtcaagtatctctgctccatctcagacctcagtggatgtaagtctaattcaggacgttgagaggatcttggattatt
4680ccctctgccaagaaacctggagcaaaatcagagcgggtcttccaatctctccagtggatctcagctatcttgctcctaaaaacccaggaa
4770ccggtcctgctttcaccataatcaatggtaccctaaaatactttgagaccagatacatcagagtcgatattgctgctccaatcctctcaa
4860gaatggtcggaatgatcagtggaactaccacagaaagggaactgtgggatgactgggcaccatatgaagacgtggaaattggacccaatg
4950gagttctgaggaccagttcaggatataagtttcctttatacatgattggacatggtatgttggactccgatcttcatcttagctcaaagg
5040ctcaggtgttcgaacatcctcacattcaagacgctgcttcgcaacttcctgatgatgagagtttattttttggtgatactgggctatcca
5130aaaatccaatcgagcttgtagaaggttggttcagtagttggaaaagctctattgcctcttttttctttatcatagggttaatcattggac
5220tattcttggttctccgagttggtatccatctttgcattaaattaaagcacaccaagaaaagacagatttatacagacatagagatgaacc
5310gacttggaaagtaactcaaatcctgcacaacagattcttcatgtttggaccaaatcaacttgtgataccatgctcaaagaggcctcaatt

5358atatttgagtttttaatttttatgaaaaaaaaaaaaaaaacggaattc



pIP-VSVG.dna		(Circular	/	5358	bp)

Enzymes Sites 1000 2000 3000 4000 5000
AhdI 1
BamHI 1
BclI 1*
BglII 1
BlpI 1
BmgBI 1
Bpu10I 1
BseYI 1
BsgI 1
BsmBI 1
BspDI 1*
BspHI 1
BstEII 1
BstZ17I 1
ClaI 1*
Eco53kI 1
EcoNI 1
EcoO109I 1
EcoRV 1
Esp3I 1
FspI 1
HindIII 1
MscI 1*
NotI 1
PaeR7I 1
PasI 1
PciI 1
PflFI 1
PflMI 1
PfoI 1*
PmlI 1
PsiI 1
PspFI 1
PspXI 1
PvuI 1
SacI 1
SalI 1
ScaI 1
SexAI 1*
SmaI 1
SwaI 1
TsoI 1
TspMI 1
Tth111I 1
XbaI 1
XcmI 1
XhoI 1
XmaI 1
XmnI 1
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Feature Location Size Type

✓ V5	tag 61 .. 102 42	bp CDS

/product = epitope	tag	from	simian	virus	5
/translation = GKPIPNPLLGLDST

14	amino	acids  =  1,4	kDa

✓ 6xHis 112 .. 129 18	bp CDS

/product = 6xHis	affinity	tag
/translation = HHHHHH

6	amino	acids  =  840,9	Da

✓ OpIE-2	poly(A)	signal 147 .. 276 130	bp polyA_signal

/gene = immediate-early	gene	2	from	the	Orgyia	pseudotsugata	multicapsid	nucleopolyhedrovirus
/note = baculovirus	polyadenylation	signal

✓ ori 404 .. 992 589	bp rep_origin

/direction = LEFT
/note = high-copy-number	ColE1/pMB1/pBR322/pUC	origin	of	replication

✓ OpIE-1	promoter 1067 .. 1358 292	bp promoter

/gene = immediate-early	gene	1	from	the	Orgyia	pseudotsugata	multicapsid	nucleopolyhedrovirus
/note = moderate	constitutive	baculovirus	promoter	for	insect	cell	expression

✓ EM7	promoter 1384 .. 1431 48	bp promoter

/note = synthetic	bacterial	promoter 

✓ PuroR 1456 .. 2055 600	bp CDS

/gene = pac	from	Streptomyces	alboniger

/product = puromycin	N-acetyltransferase
/note = confers	resistance	to	puromycin
/translation = MTEYKPTVRLATRDDVPRAVRTLAAAFADYPATRHTVDPDRHIERVTELQELFLTRVGLDIGKVWVADDGAAVAVWTTPESVEAGAVFAEIGPRMAELSGSRLAAQQQMKGLLAPHR

PKEPAWFLATVGVSPDHQGKGLGSAVVLPGVEAAERAGVPAFLETSAPRNLPFYERLGFTVTADVKVPEGPRTWCMTRKPGA*
199	amino	acids  =  21,5	kDa

✓ AmpR 2149 .. 3009 861	bp CDS

2	segments

/gene = bla

/product = β-lactamase
/note = confers	resistance	to	ampicillin,	carbenicillin,	and	related	antibiotics
/translation = MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFA,HPETLVKVKDAEDQLGARVGYIELDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRIDAGQEQLGRRIHYSQNDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL

CSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTMPVAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWFIADKSGAGER
GSRGIIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW*
286	amino	acids  =  31,6	kDa

✓ OpIE-2	promoter 3105 .. 3652 548	bp promoter

/gene = immediate-early	gene	2	from	the	Orgyia	pseudotsugata	multicapsid	nucleopolyhedrovirus
/note = strong	constitutive	baculovirus	promoter	for	insect	cell	expression

✓ VSV-G 3699 .. 5234 1536	bp CDS

2	segments

/product = vesicular	stomatitis	virus	G	glycoprotein
/note = Indiana	strain
/translation = MKCLLYLAFLFIGVNC,KFTIVFPHNQKGNWKNVPSNYHYCPSSSDLNWHNDLIGTAIQVKMPKSHKAIQADGWMCHASKWVTTCDFRWYGPKYITQSIRSFTPSVEQCKESIEQTKQG

TWLNPGFPPQSCGYATVTDAEAVIVQVTPHHVLVDEYTGEWVDSQFINGKCSNYICPTVHNSTTWHSDYKVKGLCDSNLISMDITFFSEDGELSSLGKEGTGFRSNYFAYETGGKACK
MQYCKHWGVRLPSGVWFEMADKDLFAAARFPECPEGSSISAPSQTSVDVSLIQDVERILDYSLCQETWSKIRAGLPISPVDLSYLAPKNPGTGPAFTIINGTLKYFETRYIRVDIAAPILSR
MVGMISGTTTERELWDDWAPYEDVEIGPNGVLRTSSGYKFPLYMIGHGMLDSDLHLSSKAQVFEHPHIQDAASQLPDDESLFFGDTGLSKNPIELVEGWFSSWKSSIASFFFIIGLIIGLF
LVLRVGIHLCIKLKHTKKRQIYTDIEMNRLGK*

511	amino	acids  =  57,5	kDa



Unique	Cutters	Bold
Sequence:		pUC57simple-PEPAcGNAHtoxIRESdT.dna		(Circular	/	4972	bp)
Enzymes:		 Unique	Cutters		(50	of	666	total)
Features:		 23	total
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PfoI(46)		

ScaI(4465)		

BsrFI(4065)		

BspQI 	-	SapI(2976)		

SacII(2691)		
PacI(2684)		

PaeR7I 	-	PspXI 	-	XhoI(2674)		
AleI(2599)		

MscI(2518)		
PflMI *(2490)		

NdeI 		(184)
BstAPI 		(185)

KasI 		(235)
NarI 		(236)

SfoI 		(237)
PluTI 		(239)

BsmI 		(424)
HindIII 		(432)
XbaI 		(438)
SphI 		(488)
EcoRI 		(490)
MluI 		(530)

BclI *		(638)

BsaBI *		(804)

SalI 		(944)
AccI 		(945)

Eco53kI 		(1257)
SacI 		(1259)
Acc65I 		(1276)
KpnI 		(1280)
NheI 		(1282)
BmtI 		(1286)
AarI 		(1303)

BamHI 		(1402)

BbvCI 	-	Bpu10I 		(1582)

EcoNI 		(1687)

SnaBI 		(1842)

BglII 		(1957)
SpeI 		(1963)

FspAI 		(2020)

BsiWI 		(2183)

PshAI 		(2276)
SbfI 		(2312)

BbsI 		(2392)
StuI 		(2404)

SexAI *		(2489)

pUC57s-PEPAcHtoxGNAIRESdT
4972	bp

6	features	are	not	displayed
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90TCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCA
180GACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGC
270ACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGG
360AAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGT
450TTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGGAGATCGGTACTTCGCGAATGCGTCGAGATaagcttTCTAGAaaaaatc
540accatgggcgattacaaggatgacgacgataagGCATGCGAATTCccatggAAGCCGACGAATAACGTTATGTTCGACGACGCGTCGGTC
630CTTTGGATCGACACGGACTACATTTATCAAAATTTAAAAATGCCTTTGCAGGCGTTTCAACAACTTTTGTTCACCATTCCATCTAAACAT
720AGAAAAATGATCAACGATGCGGGCGGATCGTGTCATAACACGGTCAAATACATGGTGGACATTTACGGAGCGGCCGTTCTGGTTTTGCGA
810ACGCCTTGCTCGTTCGCCGACCAGTTGTTGAGCACATTTATTGCAAACAATTATTTGTGCTACTTTTACCGTCGTCGCCGATCACGATCA
900CGCTCACGATCACGCTCGCGATCACGTTCTCCTCATTGCAGACCTCGTTCGCGCTCTCCTCATTGCAGACCTCGTTCGCGATCTCGGTCC
990CGGTCgAGATCGCGGTCACGTTCATCGTCTCCCAGGCGAGGGCGTCGACAAATATTCGACGCGCTGGAAAAGATTCGTCATCAAAACGAC

1080ATGTTGATGAGCAACGTCAACCAAATAAATCTCAACCAAACTAATCAATTTTTAGAATTGTCCAACATGATGACGGGCGTGCGCAATCAA
1170AACGTGCAGCTCCTCGCGGCGTTGGAAACCGCTAAAGATGTTATTTTGACCAGATTAAACACATTGCTTGCCGAGATTACAGACTCGTTA
1260CCCGACTTGACGTCCATGTTAGATAAATTAGCTGAACAATTGTTGGACGCCATCAACACGGTGCAGCAAACCTGCGCAACGAGTGAGCTC
1350GGCGGAGGCGGAAGCGGTACCGCTAGCagccccacctgcatccccagcGGCCAGCCCTGCCCCTACAACGAGAACTGCTGCAGCCAGAGC
1440TGCACCTTCAAGGAGAACGAGAACGGcaacaccgtgaagcgctgcgattCaGGATCCGCCGCTGCGGCCGCtgacaatattttgtactcc
1530ggtgagactctctctacaggggaatttctcaactacggaagtttcgtttttatcatgcaagaggactgcaatctggtcttgtacgacgtg
1620gacaagccaatctgggcaacaaacacaggtggtctctcccgtagctgcttcctcagcctgcagactgatgggaacctcgtggtgtacaac
1710ccatcgaacaaaccgatttgggcaagcaacactggaggccaaaatgggaattacgtgtgcatcctacagaaggataggaatgttgtgatc
1800tacggaactgatcgttgggctactggaGCGGCCGCatatccttacgacgtgcctgactacgcctaaaccctggcttactgtaacagaaaa
1890aagagtaaaaggcgacagctcgcttgccaattgtcctgttacgtactctgtggtttcacgaggttgtcatcaccaaaggtaacctttttt
1980tttgtcctcgccgacaaaacgacatcttaataaccaagcaacgttcgataaagaaaaaaactcgtcAGATCTACTAGTatggtgagcaag
2070ggcgaggaggtcatcaaagagttcatgcgcttcaaggtgcgcatggagggctccatgaacggccacgagttcgagatcgagggcgagggc
2160gagggccgcccctacgagggcacccagaccgccaagctgaaggtgaccaagggcggccccctgcccttcgcctgggacatcctgtccccc
2250cagttcatgtacggctccaaggcgtacgtgaagcaccccgccgacatccccgattacaagaagctgtccttccccgagggcttcaagtgg
2340gagcgcgtgatgaacttcgaggacggcggtctggtgaccgtgacccaggactcctccctgcaggacggcacgctgatctacaaggtgaag
2430atgcgcggcaccaacttcccccccgacggccccgtaatgcagaagaagacgatgggctgggaggcctccaccgagcgcctgtacccccgc
2520gacggcgtgctgaagggcgagatccaccaggccctgaagctgaaggacggcggccactacctggtggagttcaagaccatctacatggcc
2610aagaagcccgtgcaactgcccggctactactacgtggacaccaagctggacatcacctcccacaacgaggactacaccatcgtggaacag
2700tacgagcgctccgagggccgccaccacctgttcctgtacggcatggacgagctgtacaagtaaCTCGAGTTAATTAACCGCGGATCGGAT
2790GCCGGGACCGACGAGTGCAGAGGCGTGCAAGCGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACA
2880ATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCA
2970CTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGC
3060TCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTA
3150TCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCG
3240TTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATAC
3330CAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGA
3420AGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCC
3510GTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACT
3600GGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTA
3690TTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGT
3780GGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAG
3870TGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTT
3960AAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTT
4050CGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCG
4140CGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCC
4230GCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACA
4320GGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTG
4410TGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTG
4500CATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGG
4590CGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCT
4680TCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTT
4770ACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTC
4860ATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAA
4950CAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGG

4972CGTATCACGAGGCCCTTTCGTC



pUC57simple-PEPAcGNAHtoxIRESdT.dna		(Circular	/	4972	bp)

Enzymes Sites 1000 2000 3000 4000
AarI 1
AccI 1
Acc65I 1
AleI 1
BamHI 1
BbsI 1
BbvCI 1
BclI 1*
BglII 1
BmtI 1
Bpu10I 1
BsaBI 1*
BsiWI 1
BsmI 1
BspQI 1
BsrFI 1
BstAPI 1
Eco53kI 1
EcoNI 1
EcoRI 1
FspAI 1
HindIII 1
KasI 1
KpnI 1
MluI 1
MscI 1
NarI 1
NdeI 1
NheI 1
PacI 1
PaeR7I 1
PflMI 1*
PfoI 1
PluTI 1
PshAI 1
PspXI 1
SacI 1
SacII 1
SalI 1
SapI 1
SbfI 1
ScaI 1
SexAI 1*
SfoI 1
SnaBI 1
SpeI 1
SphI 1
StuI 1
XbaI 1
XhoI 1

Printed from SnapGene®:  giovedì 26 mar 2020  19:36 Page	3



pUC57simple-PEPAcGNAHtoxIRESdT.dna		(Circular	/	4972	bp)

Printed from SnapGene®:  giovedì 26 mar 2020  19:36 Page	4

Feature Location Size Type

✓ lacZα 146 .. 431 286	bp CDS

/codon_start = 1
/translation = SRRIREVPISNSLAVVLQRRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGEWRLMRYFLLTHLCGISHRIWCTLSTICSDAA*

94	amino	acids  =  10,9	kDa

✓ M13	fwd 379 .. 395 17	bp primer_bind

✓ kozak	consensus	BmNPV 444 .. 451 8	bp misc_feature

/note = paper Effect	of	ATG	initiation	codon	context	motifs	on	the	efficiency	of	translation	of	mRNA	derived	from	exogenous	genes	in	the	transgenic	silkworm,
Bombyx	mori
Ken-ichiro	Tatematsu*,	Keiro	Uchino,	Hideki	Sezutsu	and	Toshiki	Tamura

✓ Flag	tag 460 .. 483 24	bp misc_feature

✓ PEP	Ac 502 .. 1254 753	bp misc_feature

✓ rep	1 838 .. 863 26	bp misc_feature

✓ rep	2 865 .. 890 26	bp misc_feature

✓ rep	4 982 .. 992 11	bp misc_feature

✓ LINKER 1261 .. 1275 15	bp misc_feature

✓ HTOX 1288 .. 1401 114	bp misc_feature

✓ LINKER 1408 .. 1413 6	bp misc_feature

✓ GNA 1423 .. 1737 315	bp misc_feature

✓ HA	tag 1747 .. 1773 27	bp misc_feature

✓ IRES 1777 .. 1956 180	bp misc_feature

✓ rep	3 1905 .. 1915 11	bp misc_feature

✓ dTomato 1969 .. 2670 702	bp CDS

/translation = MVSKGEEVIKEFMRFKVRMEGSMNGHEFEIEGEGEGRPYEGTQTAKLKVTKGGPLPFAWDILSPQFMYGSKAYVKHPADIPDYKKLSFPEGFKWERVMNFEDGGLVTVTQDSSLQDG
TLIYKVKMRGTNFPPDGPVMQKKTMGWEASTERLYPRDGVLKGEIHQALKLKDGGHYLVEFKTIYMAKKPVQLPGYYYVDTKLDITSHNEDYTIVEQYERSEGRHHLFLYGMDELYK

234	amino	acids  =  27,0	kDa

✓ lacZα 2694 .. 2755 62	bp CDS

/translation = MTMITPSSLARLCTRRSRHP
20	amino	acids  =  2,3	kDa

✓ M13	rev 2751 .. 2767 17	bp primer_bind

✓ lac	operator 2775 .. 2791 17	bp protein_bind

✓ lac	promoter 2799 .. 2829 31	bp promoter

3	segments

✓ ori 3153 .. 3741 589	bp rep_origin

/direction = LEFT

✓ AmpR 3912 .. 4772 861	bp CDS

2	segments

/translation = MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFA,HPETLVKVKDAEDQLGARVGYIELDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRIDAGQEQLGRRIHYSQNDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL
CSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTMPVAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWFIADKSGAGER
GSRGIIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW*
286	amino	acids  =  31,6	kDa

✓ AmpR	promoter 4773 .. 4877 105	bp promoter


