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Resumen

El virus de Anticarsia gemmatalis, AgMNPV, es el bioinsecticida viral que ha sido mas utilizado
en el mundo. Este virus, perteneciente a la familia de los baculovirus, actlia especificamente
sobre larvas de la oruga de las leguminosas, Anticarsia gemmatalis, un lepidéptero que causa
severos danos en los cultivos de soja y otras leguminosas. A pesar del amplio uso de AgMNPV
en paises con climas calidos, como Brasil y Paraguay, la aplicacion de este baculovirus en
Argentina se ha visto limitada por su tiempo de acciéon lento en comparacién con los

insecticidas quimicos de amplio espectro.

El objetivo del trabajo desarrollado en esta tesis consiste en la generacidon de herramientas
que permitan mejorar las posibilidades de aplicacién de AgMNPV como bioinsectida mediante

el uso de estrategias de biologia molecular.

En el segundo capitulo se describe el desarrollo de un sistema de recombinacidn que establece

la base para la modificacion genética de AgMNPV.

En el tercer capitulo se describe el desarrollo de lineas celulares derivadas de lepiddpteros que
expresan la proteina mayoritaria del cuerpo de oclusidn de los baculovirus, poliedrina. Este
desarrollo permitié la generacién de cuerpos de oclusion de AgMNPV de genotipo poliedrina
negativo (polh’), lo cual representa un avance importante en la generacion de bioinsecticidas

con una barrera de contencidn ecoldgica.

En el cuarto capitulo se detalla el desarrollo de una linea celular que expresa un gen indicador
(GFP) inducible por la infeccidon con baculovirus. Este tipo de lineas celulares representa un
recurso importante para la manipulacion cotidiana de baculovirus en cultivo celular y para

estudios basicos.

En el quinto capitulo se describe la transactivacién de promotores del alfabaculovirus AgMNPV
y del betabaculovirus EpapGV por parte de factores de transcripcion provistos por la infeccién
con AgMNPV en un entorno celular en el que no se replica EpapGV. Este tipo de estudio
permite avizorar la perspectiva de expandir el rango de hospedador de AgMNPV a través del

desarrollo de baculovirus recombinantes quiméricos entre dos especies de la familia.

En el sexto capitulo se describen los avances en el desarrollo de sistemas de recombinacion
mas eficientes para AgMNPV y se discuten algunos resultados novedosos acerca de la funcién

del gen 1629 en la replicacidn y la infectividad de los baculovirus en cultivo celular.



Abstract

Anticarsia gemmatalis Multiple Nucleopolyhedrovirus is the most extensively used virus
pesticide in the world. This member of the Baculoviridae acts specifically on velvetbean
caterpillar, a lepidopteran insect that causes massive damage to soybean and other legumes
crops. Despite the successful use of AgMNPV in warm climate conditions (Brazil and Paraguay),
its application to protect crops in temperate climate (Argentina) has been limited due to its

slow speed of action when compared with broad-spectrum chemical pesticides.

The aim of the present work is the development of tools and strategies to improve the

feasibility of use of AgMNPV as biopesticide employing molecular biology approaches.

In the second chapter, the development of a recombination system that allows the genetic

engineering of AgMNPV is described.

The third chapter is a report on the development of lepidopteran transgenic cell lines
expressing the major occlusion body protein, polyhedrin. This development allowed the
generation of occlusion bodies containing only AgMNPV virions with a polyhedrin negative
(polh’) genotype. This represents a considerable step forward for the generation of

environmentally contained biopesticides.

The fourth chapter is a description of the generation of a transgenic cell line expressing a
reporter gene (GFP) inducible by virus infection. This type of cell lines facilitates the handing of

baculoviruses in the lab and represents a valuable tool for fundamental biological studies.

The fifth chapter details the results of a study on transactivation of alphabaculovirus AgMNPV
and betabaculovirus EpapGV promoters by transcription factors supplied by AgMNPV infection
in a cellular environment not permissive for EpapGV. This study aims at evaluating the
possibilities of expanding the host range of a baculovirus by the generating chimeric

recombinant baculovirus containing genomic fragments of two different species.

In the sixth chapter, the advances in the development of a highly efficient AgMNPV
recombination and selection system are described. Novel results found about the functions of

1629 gene in the infectivity of baculovirus in cell culture are discussed as well.
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Introduccion






1.1. El cultivo de soja

La soja (Glycine max) es una especie de la familia de las leguminosas (Fabaceae o
Leguminosae) cultivada por sus semillas. Debido a su alto contenido proteico y de
aceites, el grano de soja y sus subproductos (aceite y harina de soja, principalmente) se
utilizan para la alimentacion humana y la formulacién de alimentos balanceados para el

ganado.

La soja varia en crecimiento, habito y altura. Puede crecer desde 20 cm hasta 2 metros
de altura. Las vainas, tallos, y hojas estan cubiertas por finos pelos marrones o grises.
Las hojas son trifoliadas, con 3 a 4 prospectos por hoja. Los prospectos son de 6—15 cm
de longitud y de 2—7 cm de ancho. Las hojas caen antes de que las semillas estén
maduras. Las flores grandes, inconspicuas y autofértiles, nacen en la nervadura de la

hoja y son blancas, rosas o purpuras.

El fruto es una vaina pilosa que contiene entre dos y cuatro semillas (Figura 1.1). Las
semillas poseen una cubierta resistente que protege el tejido germinal de cualquier
dafio. Juntos, el aceite y el contenido de proteinas suman el aproximadamente el 60%
del peso seco de la soja; proteina 40% y aceite 20%. El remanente consiste en 35% de

carbohidratos y alrededor del 5% de ceniza.

Figura 1.1. a) Vainas de una planta de soja, con semillas en su interior. Imagen del Departamento de
Agricultura de EEUU. b) Semillas de soja, National Soybean Germplasm Collection en Illinois. Foto de Scott
Bacuer, Nro de imagen K5267-7.



La soja es un alimento muy rico en proteinas. Algunos derivados de ésta se consumen
en sustitucion de los productos carnicos debido a que su proteina es de una calidad
comparable a la de la carne. La soja aporta los 8 aminoacidos esenciales en la edad
adulta (Renkema, 2001). El aceite de soja crudo es rico en acidos grasos poliinsaturados
y posee los acidos grasos esenciales omega 3 y omega 6, por lo cual resulta un buen
complemento para dietas en las que abundan carnes rojas y carbohidratos (Fukushima,

1991).

Hace mas de un siglo que en Argentina se desarrolla el cultivo de soja para la produccién
de granos como materia prima de uso directo o indirecto a través de sus derivados
industriales. Argentina es el tercer productor mundial de poroto de soja luego de
Estados Unidos y Brasil. Medida en volumen, su participacidon en el mercado supera el
20%. La combinacién entre alta produccién y bajo consumo doméstico hacen de

Argentina el mayor exportador mundial de aceite de soja.

En las ultimas décadas, la evolucién tecnoldgica relacionada con semillas, maquinarias y
manejo del cultivo, sumada a la calidad de los suelos y al clima favorable ha promovido

la intensificacidn y expansidn de esta actividad.

El incremento en la produccién de soja en el pais en los ultimos afios fue ocasionado
principalmente por un aumento en el area cultivada, a través de la incorporacion de
tierras marginales para el cultivo, en especial con el desplazamiento de zonas ganaderas.
A pesar de esto, los continuos desarrollos tecnoldgicos han permitido que esta
expansion tuviera lugar con un crecimiento continuo del rendimiento productivo (Figura

1.2).

1.1.2. Plagas comunes de la soja

La soja es atacada por una gran variedad de especies de plagas entre las que se
encuentran orugas defoliadoras durante el periodo vegetativo y chinches durante la

etapa de fructificacion.

Las modificaciones en la practica del cultivo de la soja que han tenido lugar en los ultimos
afos referentes al desplazamiento del periodo de sembrado a épocas mas tempranas y
al cambio del sistema de cultivo tradicional con laboreo del suelo por la siembra directa

(Panigatti et al., 1998) han contribuido a la proliferacion de especies dafiinas como
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moluscos (babosas y caracoles), crustaceos (bicho bolita) y otras plagas como las orugas
cortadoras debido a que estos organismos son comunes en primavera y el sistema de
siembra directa, en funcién de la cobertura de rastrojo y alto nivel de humedad, favorece

su proliferacion (Aragon et al., 1998).

Millones de Tn. (produccién)
Millones de Ha. (area sembrada)

1970 1980 1990 2002 2007 2009 2011 2014 2015

Aio

Figura 1.1. Evolucion de la produccién (area en verde) y del area cultivada de soja en Argentina (area
celeste). Los resultados de la produccién de la temporada 2014/2014 pertenecen a estimaciones del

departamento de Agricultura de EEUU. Fuentes: Bolsa de Comercio de Rosario http://www.bcr.com.ar.

Departamento de Agricultura de EEUU http://www.usda.gov.

Ante esta situacion, las medidas para combatir el ataque de plagas se han visto
intensificadas y las estrategias mas difundidas consisten en la aplicacidn de insecticidas

de origen quimico y monitoreo exhaustivo de las poblaciones de organismos plagas.

1.1.3. La oruga de las leguminosas, Anticarsia gemmatalis

Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) es nativa de regiones tropicales y
subtropicales del hemisferio oeste, fue descripta por primera vez en 1903 en Florida
(Hinds y Osterberger, 1931). En nuestro pais, se encuentra en la regién Pampeana,
Mesopotamia y Norte, con desarrollo de poblaciones masivas en Cérdoba y Santa Fe

(lannone, 2007), donde el drea de cultivo de soja es extensa (Figura 1.3). Ademas, puede

“Desarrollo de herramientas moleculares para incrementar la aplicabilidad del baculovirus de A. gemmatalis en el control bioldgico de plagas”
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atacar cultivos de mani, alfalfa, poroto, algodon, trigo, lino y algunas hortalizas. Los
huevos son depositados en forma aislada, principalmente en el envés de las hojas.
Durante el primer estadio se alimentan del parénquima, dejando la epidermis superior
de las hojas casi intacta; en el segundo, se alimentan de la porcidn intervenal del tejido
y de las nervaduras mas pequefias. A medida que aumenta su desarrollo su voracidad
también se incrementa (Gutiérrez y Pulido, 1978). Las larvas son esencialmente
fil6fagas, pero en ocasiones atacan también las vainas que aun no formaron granos,
siendo este comportamiento la principal causa del dafio econdmico producido por el

insecto. Una larva llega a consumir entre 100 y 110 cm? de hojas de soja.

Anticarsia gemmatalis es uno de las insectos plagas mas perjudiciales para el cultivo de
soja en Argentina y ha alcanzado altos niveles poblacionales debido a la expansidn del
area sembraday las practicas de cultivo establecidas. Para el control de la especie suelen
utilizarse insecticidas quimicos de amplio espectro a base de piretroides y

organofosforados (Aragon, 2007).

1.1.4. Manejo integrado de plagas

El manejo integrado de plagas (MIP) tuvo nacimiento
en la década de 1950 en respuesta a dos grandes
problematicas ocasionadas por la aplicacién de
insecticidas quimicos como Unico método de control

de plagas: la aparicidon de plagas resistentes a los

productos y el desarrollo de nuevas plagas, que en

un inicio eran minoritarias, a causa de la aniquilacién
de insectos competidores naturales. El entonces

llamado “control integrado” combinaba el uso de

Figura 1.3. Dos fenotipos observados
en poblaciones de larvas de Anticarsia
gemmatalis alimentandose sobre el
follaje de una planta de soja. Se
advierten dafios incipientes en la hoja.

control bioldgico sumado al quimico y definia sus

acciones en base al concepto clave de “umbral de dafio econdmico”.

Posteriormente, el control integrado fue incluyendo otras tacticas supresivas como
resistencia de la planta hospedadora y manejo de cultivos. Actualmente, el Manejo
Integrado de Plagas (MIP) comprende el conjunto de acciones tendientes a evitar,

atenuar o reducir el impacto de las plagas sobre los cultivos, en tanto los objetivos y



procedimientos de tales acciones se comprendan claramente (Kogan, 1998). Ademas,
los intereses del MIP no estdn concentrados solamente en el dafio econdmico
ocasionado a los cultivos sino en el desarrollo de alternativas de control que afecten al

medioambiente en la menor medida posible.

1.1.5. Control biolégico de plagas

El control bioldgico de plagas puede definirse como la eliminacion o atenuacién de
una especie que ha adquirido la categoria de plaga por otro organismo vivo
que es introducido al ambiente (Saxena, 2008). Por lo tanto, se trata de un manejo
de la peste mediante enemigos, ya sean naturales o modificados genéticamente.
Los insectos, ademas de sus predadores naturales, tienen como enemigos a
muchos patdgenos naturales que incluyen bacterias, hongos, nematodos y virus.
Estos microorganismos, cuando son administrados artificialmente, pueden
controlar de manera efectiva la poblacidon plaga, incluso de manera permanente,

si es que la especie patégena logra establecerse en la poblacidon hospedadora.

El control biolégico, ademas de resultar ventajoso desde el punto de vista econémico,
reduce la exposicion de los trabajadores del campo a agroquimicos potencialmente
peligrosos y disminuye la contaminacion ambiental y de los alimentos con estos

productos.

La utilizacion de pesticidas microbianos es probablemente el método de control
biolégico mas difundido y econédmico. Entre los pesticidas de origen bacteriano, Bacillus
thuringiensis ha sido el mas exitoso, acaparando cerca del 2% del mercado global de
insecticidas y aproximadamente el 75% del mercado de bioinsecticidas, sin tener en
cuenta el empleo de plantas transgénicas que expresan proteinas de esta bacteria

(Shelton et al., 2002).

Se conocen unas 15 familias diferentes de virus capaces de infectar insectos (Entwistle
y Evans, 1985; Moore et al., 1987). Los virus pertenecientes la familia de los baculovirus
han sido los mas utilizados para el desarrollo de bioinsecticidas comerciales. Estos virus
son altamente especificos, con frecuencia limitados a una Unica especie hospedadora,
lo que supone ventajas en relacién al nivel de bioseguridad y alteracién minima del nicho

ecoldgico. En un comienzo, los tiempos de accidon relativamente lentos, que condujeron



a los usuarios (acostumbrados a los insecticidas quimicos de rapida accion) a
catalogarlos de inefectivos y las dificultades técnicas limitaron la expansion comercial y
la aplicacidn a gran escala de los baculovirus. Sin embargo, la actitud de desconfianza
fue revirtiéndose y la aplicacién de baculovirus se fue convirtiendo en una alternativa

atractiva para la proteccién de cultivos a largo plazo.

Hasta la fecha, el proyecto mas exitoso ha sido el implementado en Brasil, con la
administracion del baculovirus de Anticarsia gemmatalis (AgMNPV) en mdas de dos
millones de hectdreas de cultivos de soja por afio (Moscardi, 1999; Moscardi y Santos,
2005). Este proyecto ha revitalizado el interés en los baculovirus como bioinsecticidas y

gradualmente muchos paises han incrementado sus lineas de investigacién en el tema.

En la tabla 1.1 se puede observar una lista de los baculovirus comerciales de aplicacién

mas relevante en Latinoamérica.

1.2. Biologia de los baculovirus

1.2.1. Introduccion

Los baculovirus comprenden una familia de virus especificos de artréopodos. Han sido
aislados a partir de unas 600 especies diferentes de insectos, pertenecientes a los
ordenes Lepidoptera, Hymenoptera, Diptera, Orthoptera, Coleoptera, Neuroptera,
Thysaneura and Trichoptera (Adams y McClintock, 1991; Herniou et al., 2003; Larsson,
1984; Martignoni e lwai, 1986; Murphy et al., 1995; Tinsley y Kelly, 1985). A pesar de
eso, hasta el momento sélo se encuentran aceptadas oficialmente especies de
baculovirus que infectan artropodos de los 6rdenes Lepidoptera, Diptera e
Hymenoptera y de éstas, la gran mayoria de ellas han sido aisladas de lepiddpteros.
Hasta el momento, no se ha observado la infeccidn de baculovirus en ningln vertebrado,

por lo cual su aplicaciéon y manipulacion se considera segura para el hombre.

El genoma de estos virus, que varia entre los 80 y 180 kpb, se encuentra en forma de
DNA circular de doble cadena y empaquetado en una nucleocapside con forma de

bastén. Las nucleocapsides se encuentran envueltas en una membrana lipoproteica.



Virus Hospedador Cultivo Producto Pais Compafiia
Anticarsia Anticarsia gemmatalis Soja Baculo-soja, Brasil Nova Era Biotecnologia
gemmatalis Baculovirus Nitral?, Agricola', Nitral Urbana?,
MNPV Coopervirus SC3, COODETEC?,
Protege®, Milenia®,
Multigen® EMBRAPA’®
Autographa Autographa californica Alfalfa, VPN-ULTRA Guatemala Agricola El Sol
californica Trichoplusia ni Cultivos
MNPV Pseudoplusia includens horticolas
Heliothis virescens
Spodoptera exigua
Estigmene acrea
Plutella xylostella
Spodoptera sunia | Spodoptera spp. Horticolas VPN 82 Guatemala Agricola El Sol
NPV
Cydia pomonella | Cydia pomonella, Manzana, pera, Carpovirus Plus Argentina INTA-Arysta Life Science
GV Grapholita molesta nogal, durazno. Madex Agricheck SRL.- Andermatt
Carpovirusine Chile Biocontrol
Madex Twin Uruguay Arysta Life Science
Andermatt Biocontrol
Erinnyis ello GV Erinnys ello Mandioca Baculovirus erinnyis | Brasil Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdo Rural
de Santa Catarina S.A.
(EPAGRI)
Caucho Colombia BioCaribe SA
Colombia CORPOICA
Helicoverpa zea | Heliothis and | Maiz, tomate, Gemstar Meéxico Certis USA.
SNPV Helicoverpa spp. algodon, tabaco Brasil
Phthorimaea Phthorimaea operculella | Papa Baculovirus Colombia CORPOICA
operculella GV Tecia solanivora Corpoica
PTM baculovirus Pera SENASA Pert
Costa Rica INTA Costa Rica
Phthorimaea Phtorimaea operculella Papa Matapol Plus Bolivia PROINPA Fund.
operculella GV + | Tecia solanivora
Bacillus Symmetrischema Bacu-Turin Ecuador INIAP, Ecuador
thuringiensis tangolias
Spodoptera albula | Autographa californica Alfalfa, VPN-ULTRA Guatemala Agricola EI Sol
NPV Trichoplusia ni horticolas,
Pseudoplusia includens vegetales
Heliothis virescens
Spodoptera exigua
Estigmene acrea
Plutella xylostella
Spodoptera Spodoptera exigua Tomate, SPOD-X LC México Certis U.S.A. - SUMMIT
exigua NPV pimiento, AGRO Mexico
berenjena
Spodoptera Spodoptera frugiperda Maiz, sorgo Brasil EMBRAPA
frugiperda MNPV

Tabla 1.1. Algunos ejemplos de bioinsecticidas basados en baculovirus aplicados en Latinoamérica.

1.2.2. Los cuerpos de oclusion (OB)

Entre las estrategias desarrolladas por los virus para mantener un reservorio genético
gue permita la subsistencia de la especie, las mas difundidas consisten en permanecer
en estado de latencia dentro del huésped e infectar una especie huésped de reserva. Sin
embargo, estas estrategias no resultan adecuadas para los baculovirus, debido al
limitado tiempo de vida del huésped, su poblacion estacional y ciclica y a los profundos

cambios fisioldgicos que tienen lugar en el ciclo de vida del insecto.



Los mecanismos de evolucidon y seleccion natural han resultado en los baculovirus en el
desarrollo de capacidad de ocluir sus viriones en cristales de proteina, conformando
cuerpos de oclusién (OB: occlusion bodies). Esta adaptacion les permite permanecer en
estado de latencia en el ambiente conservando su viabilidad durante un tiempo
prolongado. De esta manera, los baculovirus pueden sobrevivir aunque no exista una

poblacién de insectos de densidad suficiente para transmitirlo.

1.2.3. Clasificaciéon y nomenclatura de los baculovirus

En los comienzos del estudio de la familia Baculoviridae, se reconocid que, en base a la
morfologia de los OBs, era posible distinguir dos grupos o géneros de

baculovirus: Nucleopoliedrovirus (NPV) y Granulovirus (GV).

Ambos grupos presentan una forma de cuerpo de oclusion, visible al microscopio dptico.
Los OB de los NPV resultan facilmente distinguibles, debido que presentan una
estructura mas grande y refringente. Los OB de los GV aparecen como granulos oscuros
gue son mas dificiles de distinguir. Debido a ello los OB de los NPV se conocen como
poliedros y los de los GV se denominan granulos. En correspondencia con esta
denominacion, la principal proteina que compone los OB de los NPV se llama poliedrina

y la que compone los OB de los GV, granulina.

En el OB de un NPV se ocluyen muchos ODV (ODV: occlusion derived virus o virus
derivados del cuerpo de oclusidn, ver mas adelante). En cambio, un Unico ODV es
ocluido en el OB de un GV (Figura 1.4). A su vez, en los NPV, un Unico ODV puede
contener varias o una Unica nucleocdpside, distinguiéndose de esta forma los NPV

multiples (MNPV) y simples (SNPV).

Posteriormente, alineamientos de secuencias nucleotidicas de poliedrina de los
baculovirus condujeron a la clasificacion de dos grupos de NPV divergentes (Zanotto
et al, 1993; Pearson y Rohrmann, 2002). Estos grupos se correlacionan con el tipo
de proteina de fusidon activa que se encuentra presente en la membrana del virién
brotado (BV: budded virus, ver mas adelante) y permite la brotacién e ingreso esta
forma viral en la célula. Los NPV del grupo Il conservan una proteina fusogénica (F)
ancestral activa y los del grupo | poseen una proteina fusogénica adquirida

posteriormente (GP64) que ha reemplazado a la anterior.



Poliedro de Poliedro de Grénulo de
nucleopoliedrovirus nucleopoliedrovirus granulovirus
multiple simple

ODV de MNPV ODV de SNPV ODV de GV

Figura 1.4. Esquemas de los tres principales tipos de viriones de ODV. Los OB de GV tienen forma
granular y contienen un Unico virién, en tanto que los OB de NPV, mucho mads grandes que los primeros,
son poliedros que contienen multiples ODV. Los NPV se dividen, a su vez, en NPV multiples y simples, de

acuerdo al numero de nucleocapsides encontradas en cada ODV.

La informacion aportada por la creciente cantidad de genomas de baculovirus
secuenciados condujo a la reformulacién de la clasificacién taxondmica de los
baculovirus (Jehle et al, 2006; Herniou et al., 2011) (Figura 1.5), en la cual se discriminan
cuatro géneros: Alphabaculovirus (NPV especificos de lepiddpteros), Betabaculovirus
(GV especificos de lepiddpteros), Gammabaculovirus (NPV especificos de himendpteros)
y Deltabaculovirus (NPV especificos de dipteros). En esta clasificacion, por lo tanto, se
toma como pardmetro evolutivo del género la especializacién por un hospedador

determinado.



1.2.4. Origen de los baculovirus

Los artrépodos, predecesores de los insectos, estuvieron entre los primeros organismos
en aventurarse habitar el ambiente terrestre cuando la vida aun se desarrollaba
principalmente en el mar. Esto ha permitido que los insectos evolucionaran durante
unos 400 millones de afios y de la misma manera lo han hecho sus virus. La especificidad
y complejidad de la interaccion entre los baculovirus y los insectos sugiere un profundo
vinculo evolutivo. Se ha propuesto, de hecho, que los baculovirus han coevolucionado
con el orden Lepidoptera (Zanotto et al., 1993), en base a la especificidad encontrada
entre los baculovirus de lepiddpteros y a su elevada complejidad en relacidon a otros
baculovirus, como los que fueron aislados de érdenes como Diptera y Hymenoptera
(Afonso et al., 2001; Garcia-Maruniak et al., 2004; Herniou et al., 2003; Lauzon et al.,

2004).

1.2.5. Estructura de los cuerpos de oclusion (OB)

Rodeando los cuerpos de oclusion de los NPV y GV se encuentra una red multicapa de
glicoproteinas denominada caliz (Carstens et al., 1992; Whitt y Manning, 1988),
membrana poliédrica (Adams y McClintock, 1991) o envoltura poliédrica (Gross y
Rohrmann, 1993; Gross et al., 1994; Russell y Rohrmann, 1990). La envoltura poliédrica
(PE: del inglés Polyhedral Envelope) es relativamente porosa y es bastante diferente a la
envoltura de bicapa lipidica convencional (Adams y McClintock, 1991; Robertson et al.,
1974). La PE es una matriz de proteinas y carbohidratos que forma una red con poros
hexagonales cuyo didmetro varia entre 6 a 15 nm (Adams y McClintock, 1991; Harrap,

1972).

La PE constituye la estructura que separa fisicamente los OB de su entorno, protegiendo
su integridad durante y después de la liberacién al ambiente. Por ejemplo, los
baculovirus son capaces de sobrevivir aun cuando un predador consume al insecto
infectado gracias a la proteccidon que provee la PE frente a las proteasas y glicosidasas

digestivas (Abbas y Boucias, 1984).
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Figura 1.5. Esquema de la nueva clasificacion taxondmica de la familia Baculoviridae, en base a la informacion
filogenética surgida recientemente. Adaptado de Jehle et al., 2006.

1.2.6. Ciclo infectivo de los baculovirus

Los baculovirus se replican exclusivamente en insectos en etapa larvaria. La transmisién
ocurre por via oral, cuando una larva consume alimento contaminado por OB. Los OBy
las particulas de alimento se transportan a través del intestino préoximo y medio (Figura
1.6). Los lepiddpteros poseen pH alcalino en el intestino (pH 10 a 11) y los baculovirus
han evolucionado para tolerar y explotar este microambiente extremo (Terra y Ferreira,
1994). La alcalinidad del medio desencadena la disolucidn de los OB liberando ODV en

la luz intestinal (Adams y McClintock, 1991).

Para tener acceso a las células epiteliales del intestino medio, los ODV deben superar la
barrera de la membrana peritrofica (PM). La membrana peritréfica es una matriz
de quitina y proteinas que tapiza y protege al intestino medio del contacto directo

con el alimento.



Los baculovirus han desarrollado estrategias para debilitar la membrana peritréfica. Una
de ellas consiste en la liberaciéon de proteinas denominadas enhancins previamente
empaquetadas dentro de los cuerpos de oclusidn (Greenspan et al., 1991; Hashimoto et
al., 1991; Hotchkin, 1981; Lepore et al., 1996; Ohba y Tanada, 1983; Wang et al., 1994)
o presentes en la superficie de los ODV (Slavicek y Popham, 2005). Se trata de
metaloproteasas que pueden llevar a la degradacién hidrolitica de las proteinas
MLK (mucin like proteins) que unen las unidades de quitina de la membrana
peritrofica. Existen ademds otros factores virales que debilitan la membrana

peritrofica (Derksen y Granados, 1988).

Una vez que los ODV han penetrado en el espacio ectoperitréfico se unen de manera
especifica a los microvilli de las células columnares que componen el epitelio del
intestino medio del insecto (Adams y McClintock, 1991). Se produce luego la fusion de
la bicapa lipidica del ODV con la membrana celular, liberandose de esta manera la
nucleocdpside al citoplasma celular (Haas-Stapleton et al., 2004; Horton y Burand,
1993). Las nucleocapsides se trasladan hacia el ntcleo donde son desensambladas y se
libera el genoma del virus. A partir de este momento se expresan los genes virales dando

lugar a la aparicion de progenie viral.

A pesar del alto grado de especificidad con el cual los baculovirus invaden las células
columnares del epitelio intestinal medio del insecto (infeccion primaria), este tejido no
resulta uno de los mdas convenientes en relaciéon a los objetivos de alto nivel de
replicacion del virus, debido a que las células epiteliales se desprenden con frecuencia
(Engelhard y Volkman, 1995), tienen predisposicion a la apoptosis (Uwo et al., 2002) y
su ciclo celular se encuentra detenido. Por esta razén, en la mayoria de los casos, el
curso de la infeccién de los baculovirus continda en tejidos internos que se dividen
activamente (infeccién secundaria), lo que permite alcanzar niveles de progenie
elevados. Parte del ciclo de infeccidn involucra la formacion de un nuevo fenotipo viral:

el virién brotante (BV: budded virus).

Los BV son producidos por las células del epitelio columnar y liberados a la lamina basal,
que representa el primer obstaculo en la dispersidn del viridn hacia los tejidos internos.
Para superar esta barrera, los BV cuentan con la colaboracién de catepsinas virales (V-

CATH) (Lanier y Volkman, 1998; Nomura y Katunuma, 2005; Yamaguchi et al., 1990) y



proteasas codificadas por las células columnares probablemente involucradas en la

degradacion de la ldamina basal.

vmones brotantes
célula epitelial

membrana peritréfica

Lumen del intestino medio |

© -\ ll |
cuerpo de oclusion (OB) |

Figura 1.6. a) Representacion seccional de una larva de lepidéptero. Un cuerpo de oclusién (OB) presente en
el ambiente es ingerido por la larva comenzando un nuevo ciclo de infeccion (1). Cuando el OB alcanza el
intestino medio (2) se disuelve en el medio alcalino, liberando ODV (3). La membrana peritréfica, que protege
a las células epiteliales del contacto directo con el contenido intestinal, es degradada por la accién de
proteinas codificadas por el virus y la célula hospedadora presentes en el OB (4), permitiendo el ingreso de
los ODV en las células (5). b) Representacion del ciclo de vida de un baculovirus. Los ODV ingresan en la
célula a través de la fusidon con las microvellosidades (1), liberando las nucleocapsides (NC) en el citoplasma
(2). Las NC pueden ingresar en el nucleo (3) donde se desensamblan liberando el genoma viral (4). De esta
forma los genes tempranos del virus son transcriptos (6) y traducidos en complejos ribosomales en el
citoplasma (7). Algunos productos de estos genes traslocan al nucleo para participar en la replicacién viral (5),
la transcripcién de los genes tardios (6) y el ensamblado de nuevas NC (9). En las primeras etapas de la
infeccion, las NC son transportadas al citoplasma (10) y emergen de la célula por brotacién de la membrana
citoplasmatica basolateral (11) (12) en forma de viriones brotantes (14) en las regiones donde se acumula la
proteina de fusion viral (13), previamente expresada y direccionada por la ruta secretoria. En la etapa tardia

de la infeccidn, en cambio, las NC son envueltas en el nlcleo y ocluidas en la matriz proteica de poliedrina (15).




Si la barrera de la lamina basal es superada, los BV pueden acceder libremente a
traqueoblastos (Engelhard et al., 1994; Kirkpatrick et al., 1994; Washburn et al., 1995),
hemocitos y células del cuerpo graso, favorables para la proliferaciéon del virus y la

produccién de OB.

Para finalizar el ciclo de vida, la produccion de grandes cantidades de poliedros no
resulta aun suficiente para asegurar la diseminacién adecuada del virus, debido a que
éstos se encuentran restringidos al interior del organismo infectado. Aunque la
predacién y el canibalismo de las larvas constituyen mecanismos de transmisidn
importantes, los baculovirus han desarrollado proceso mas eficiente que consiste en la
licuefaccion y rotura de cuticula de la larva infectada, favorecidos por la accidn sinérgica
de catepsinas (CATH) (Ohkawa, et al., 1994; Slack, et al., 1995) y quitinasas virales
(CHI-A) (Hawtin et al., 1997). De esta manera los OB son ampliamente dispersados

sobre la superficie del alimento que es ingerido por un nuevo hospedador.

1.2.7. Ciclo infectivo de los baculovirus y fenotipos virales

Fase temprana

El ciclo de vida de los baculovirus incluye una etapa no litica, en la cual se producen BV,
seguido de una etapa de produccion de ODV, que finaliza con la oclusiéon y la liberacion

litica de los OB.

Los diferentes eventos del ciclo infectivo ocurren de acuerdo a un orden cronoldgico
establecido, caracteristico de cada virus. En el baculovirus modelo AcMNPV, los genes
tempranos se expresan unos 30 minutos luego del comienzo de la infeccién (Chisholm y
Henner, 1988) y los productos codificados, en colaboracion con las proteinas
asociadas al virién, interaccionan con la célula hospedadora para permitir la
replicacion del DNA viral. De esta manera, la estructura del nucleo comienza a
expandirse (durante las primeras 6 horas), con la formacion de una estructura
irregular, de apariencia granulosa y alta densidad electrénica (Harrap, 1972; Young
et al., 1993). Esta regidn se denomina estroma virogénico y es el sitio donde
tiene lugar la transcripcion del RNA viral, la replicacion del DNA y el ensamblado
de la nucleocdpside. A su vez, ocurre un desplazamiento de la heterocromatina

hacia el borde del nucleo (Williams y Faulkner, 1997). A las 12 horas de la infeccidn, el



estroma virogénico ocupa la mayor parte del nucleo. A partir de ese punto comienza la
liberacion de los viriones brotantes (BV), que resultan de la envoltura de las
nucleocapsides con la membrana plasmatica del hospedador. La bicapa lipidica que
rodea los BV contiene, por lo tanto, proteinas de membrana del hospedador ademas
de las proteinas codificadas por el genoma viral. En las células columnares del

intestino medio, las nucleocapsides presentan polaridad basal (Keddie, et al., 1989).

Los viriones brotantes

Los viriones brotantes contienen una Unica nucleocapside, envuelta de una manera
espaciosa. La envoltura del BV puede contener alguna de las dos glicoproteinas
mayoritarias, GP64 o GP67 (Whitford et al., 1989) y/o la proteina de fusién EFP o F (Lung
et al., 2002; Pearson et al., 2000; Pearson, et al, 2001; Westenberg et al., 2004;
Westenberg et al., 2002; lJquel et al., 2000). Estas proteinas se encuentran implicadas
en la brotacidon y en el reconocimiento y la entrada de los BV en las células del
hospedador (Blissard y Wenz, 1992; Hefferon et al., 1999; Oomens y Blissard, 1999). La
proteina GP64 se encuentra presente Unicamente en los NPV del grupo |, mientras que
en este grupo la proteina F, aunque presente, ha perdido aparentemente las funciones
asociadas a la envoltura del virién (Whitford et al., 1989). En cambio, en los NPV del
grupo |l (y posiblemente en los GV) la EFP desempefia las funciones descriptas para la
GP64 (Bulach et al., 1999; Hashimoto et al., 2000; Hayakawa et al., 1999; Herniou et al.,
2001; Lange y Jehle, 2003; Luque et al., 2001; Slack et al., 2004; Wormleaton et al., 2003;

Zanotto, et al., 1993).

ODV: viriones derivados de los cuerpos de oclusion

Unas 20 horas después de iniciado el ciclo infectivo el estroma virogénico sufre una
retraccion y tiene lugar la produccion de ODV. El anillo nuclear se expande y el espacio
es ocupado por nuevas nucleocdpsides que luego, en el mismo nucleo, adquieren una
envoltura lipidica para convertirse en ODV. Es comprensible, por lo tanto, que la
estructura de la bicapa perteneciente a los ODV guarde cierta relacién con la membrana
nuclear interna en cuanto a su composicion lipidica (Braunagel & Summers, 1994). La
membrana de los ODV, al igual que la de los BV, contiene varias proteinas virales

integrales y asociadas (Figura 1.7).
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La aparicion de ODV en la zona anular del nucleo es seguida rapidamente de una etapa
de oclusion, que finaliza con la liberacion litica de los OB, a las 48 horas post
infecciéon. La proteina viral CATH, mencionada anteriormente por su rol en el
proceso de licuefaccion del hospedador también resulta critica para la lisis celular.
P10, capaz de formar cuerpos fibrilares en el nucleo y el citoplasma también estaria

implicada en la liberacidon de OB de la célula hospedadora (Williams et al., 1989).
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Figura 1.7. Esquema de los dos principales fenotipos de un MNPV: ODV (Oclussion derived virion) y BV
(Budded virion). Los ODV son estructuras especializadas en la invasion del epitelio intestinal, contienen
varias nucleocapsides por virién y su envoltura guarda una relacién muy estrecha con la de la membrana
nuclear interna de las células hospedadoras. Los BV surgen de la exocitosis de nucleocdpsides a través de
la membrana plasmatica de las células infectadas y se especializan en la invasion de tejidos internos. Los
BV contienen una uUnica nucleocdpside y poseen una region peplomérica en la cual se encuentra la
proteina de fusion (GP64 en NPV grupo | y proteina F en NPV grupo Il y GV), implicada en el proceso de
fusidon y endocitocis del BV. La estructura de la nucleocapside es muy similar en ambos viriones,
compuesta mayoritariamente por las proteinas VP39, P80 y P24. En la nucleocdpside se encuentra
el genoma viral asociado principalmente con la proteina basica de union al DNA (p6,9).
[Nota: los esquemas de ODV y BV no se presentan en la misma escala y no se detallan las

diferentes proteinas estructurales]

“Desarrollo de herramientas moleculares para incrementar la aplicabilidad del baculovirus de A. gemmatalis en el control bioldgico de plagas”



1.2.8. Estructura de las nucleocapsides y funciones de la proteina PP78/83 (1629)

Las nucleocapsides de los ODV y BV son muy similares debido a que ambas contienen
genomas virales completos y comparten las proteinas estructurales mayoritarias. Las
nucleocapsides son polares: poseen una base en un extremo y una estructura apical tipo
capuchén en el otro. Ademas de la proteina estructural mayoritaria de la nucleocapside,
denominada VP39, existen varias proteinas minoritarias pero esenciales asociadas a la
capside. Entre ellas, se encuentra la proteina PP78/83 (ORF 1629) (Pham et al., 1993).
La proteina 1629 se encuentra asociada con la base de las nucleocapsides (Russell y
Rohrmann, 1997) y se supone que se encuentra involucrada en la translocacion de
la nucleocapside al nucleo (Lanier y Volkman, 1998), aunque tendria ademas otros

roles.

1.2.9. Regulacion temporal de la expresion génica

La regulacion temporal de la expresion de los genes virales ha sido estudiada
principalmente en el baculovirus modelo AcCMNPV. En este virus la expresion tiene lugar
en forma de cascada, en la cual la expresion de los genes en una etapa determinada
requiere la presencia de los productos génicos de etapas anteriores. La expresion
genética del baculovirus puede ser dividida en cuatro fases temporales: fase temprana
inmediata, temprana retrasada, tardia y muy tardia (Tabla 1.2) (Rohrmann, 2013;

Romanowski y Ghiringhelli, 2001).
Genes tempranos

Los genes tempranos pueden subdividirse en dos categorias: tempranos inmediatos y
tempranos retrasados (genes ay B). Ambos son transcriptos por la RNA polimerasa Il de

la célula hospedante, sensible a la a-amanitina.

Los genes a y B difieren en sus promotores y en las secuencias activadoras a distancia
(enhancers). Los genes tempranos inmediatos son expresados dentro de los 30 min post-
infeccion una vez que el DNA viral ha alcanzado el nucleo (Chisholm y Henner, 1988).
Los genes tempranos retrasados requieren de la union de transactivadores virales
(sintetizados previamente) a los enhancers para alcanzar niveles de expresion maximos.

Los promotores de estos genes se asemejan a los promotores de genes del hospedante,



tienen un motivo TATA box tipico y un sitio de inicio de la transcripcion CAGT que se
ubica 25-31 pb downstream del motivo TATA box y son reconocidos por extractos
nucleares de células no infectadas (Hoopes y Rohrmann, 1991). La secuencia
CAGT estd involucrada en la eficiencia del inicio de transcripcion, probablemente

influyendo sobre la afinidad por el factor de transcripcion TF,D (Pullen y Friesen, 1995).

10 20 30 40 50 60 70

tiempo (horas)

fase fase fase

mprana| tardia muy tardia
(early) (late) (very late)
0-8h 8-24h

Transcripcién

mediada por: RNA polimerasa Il celular RNA polimerasa viral

Elementos
promotores utilizados TATA (A/G/T)TAAG
Secuencia de inicio
CA(C/G/T)T Primera A de la secuencia TAAG

de la transcripcion

Motivos de unioén a

proteinas involucradas|  (T/A)GATA(A/G)CACGTG
en la transcripcion

Replicacion del |
DNA

ie-0, ie-1, pe38, me53, dna-pol, 2} el s el iEEE)
dna-hel, etl, p47, lef-1, lef-3, | @na-Pol, dna-hel, lef-10, lef-1, | p10, polh, vp39, chiA, ubi,
Genes transcriptos lef-5, lef-6, lef-7, lef-8, iap-1, lef-2, lef-3, lef-4, lef-8, lef-9 | p74, gp41, odv-e66, odv-ec27,
p47, vif-1, p6.9, vp39, gp64, odv-e56, etc.
39K, p74, ubi, pp78/83, etc.
N

Produccién de BV | >

|

Produccién de OB | >

Tabla 1.2. Etapas en la infeccidn con NPV. La expresion de los genes de los baculovirus ocurre en forma

iap-2, p35, gp64, egt, etc.

de cascada (factores codificados en una etapa son necesarios para el desarrollo en las etapas
posteriores) y se di vide en tres etapas: temprana, tardia y muy tardia. La transcripciéon de genes
tempranos depende de la RNA polimerasa celular, aunque con la excepcién de los genes inmediatos,
requiere de factores adicionales codificados por el virus. La replicaciéon del DNA es un requisito para la
expresion de genes tardios y muy t ardios, los cuales se transcriben utilizando la RNA polimerasa viral.
En la etapa tardia se transcribe la mayoria de los genes estructurales de la nucleocapside y se liberan al
medio viriones brotantes, mientras que en la etapa muy tardia se producen la mayoria de proteinas
estructurales propias de los ODV y se ensamblan los cuerpos de oclusién. [Adaptado de: Romanowski,
V. y Ghiringhelli, P.D.: “Biologia molecular de los baculovirus. Replicacidn y regulacién de la expresién
génica”, Capitulo V, En: “Los Baculovirus y sus aplicaciones como bioinsecticidas en el control biolégico

de plagas" P. Caballero, M. Lopez-Ferber y T. Williams, eds.]



En la fase temprana inmediata la transcripcion es llevada a cabo por la RNA polimerasa
Il 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.

Replicacion

La replicacidon del DNA se produce en el nucleo de la célula infectada, el virus expresa
sus propios genes para este proceso durante la etapa temprana. Los elementos que
actuan en cis requeridos para la replicacién (origen de replicacién u ori) han sido
identificados por el analisis de genomas defectivos obtenidos luego de varios pasajes
virales en cultivo de células de insecto (Kool et al., 1994; Lee y Krell, 1994) y por ensayos
de replicacidn transitorios (Leisy y Rohrmann, 1993; Pearson y Rohrmann, 1995). La
actividad de ori fue encontrada en los baculovirus por estar asociada con las regiones
homologas (hr, por homologous region) (Lu y Miller, 1995a). Las hr contienen secuencias
palindrémicas 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 caracteristica comun de los baculovirus, sin embargo
no todo esta aclarado acerca de ellos (Berretta y Romanowski, 2008). Ademas de los ori
tipo hr, se identificaron secuencias no-hr con actividad ori mediante ensayos de
replicacién transitoria en los genomas del nucleopoliedrovirus de Orgia pseudotsugata
(Pearson et al., 1993), de Autographa californica (Kool et al., 1994b), de Spodoptera
exigua (Heldens et al., 1997) y de Spodoptera litura (Huang y Levin, 1999). Estos ori
llamados de tipo no-hr carecen de las secuencias palindrdmicas o repeticiones
encontradas en los oritipo hr. Los ori no-hr de diferentes baculovirus no tienen
homologia estructural entre ellos ni semejanza con los ori tipo hr en el mismo genoma.
Sin embargo, poseen elementos basicos que se encuentran en el consenso de los ori
eucariotas tales como multiples repeticiones invertidas y directas, palindromes y
secuencias ricas en AT (DePamphilis, 1993). A diferencia de los ori tipo hr, la presencia y
distribucidn de motivos de estructura secundaria dentro de las secuencias ori no-hr es
probablemente mds importante para la actividad ori que la secuencia nucleotidica

en si misma.



Los elementos que actuan en trans requeridos para la replicacion 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, 2003). Se han identificado cinco genes
esenciales (p143, ie-1, lef-1, lef-2, y lef-3) y cinco genes estimulantes de la replicacion
del DNA (dnapol, p35, ie-2, lef-7, y pe38) en AcMNPV (Crouch y Passarelli, 2002). En
ensayos de replicacién transitoria, los plasmidos que contienen hr replican a una alta tasa
(Leisy y Rohrmann, 1993). En otros estudios, un plasmido basado en pUC, sin ninguna
secuencia viral ori, replica en células de insecto infectadas formando concatémeros y/o
integrado en el genoma viral (Wu et al.,, 1999). Estas observaciones sugieren un
mecanismo de replicacién de DNA tipo circulo rodante, mientras Kool et al. (1995)
sugieren una posible combinacién de los mecanismos de circulo rodante vy tipo theta.
Oppenheimer y Volkman (1997) fueron capaces de detectar multiples fragmentos de
genoma de una unidad de longitud en proceso de replicacion, sugiriendo que AcCMNPV

replica en una manera cabeza-cola via un mecanismo de circulo rodante.

Genes tardios y muy tardios

Entre las 8 y 24 h. p. i. ocurre la transcripcidon y expresion de genes tardios (o genes y),
la produccién de proteinas estructurales y la formaciéon de BV. Estos genes asi como
también los genes muy tardios (o genes &) tienen un sitio de inicio de la transcripcién
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 a amanitina. Ademas, en estudios de
expresion transitoria se demostré que dieciocho genes de ACMNPV son esenciales para
lograr niveles de expresidn dptimos de un gen indicador bajo el control de promotores
tardios y muy tardios (vp39, p6.9, polh, p10) (Lu y Miller, 1995b). En la fase tardia se
expresan, entre otros, genes que codifican las proteinas estructurales dando comienzo
a la etapa de ensamblaje de nucleocdpsides (NC) en el nucleo de la célula

infectada (Fraser, 1986).

La expresion génica muy tardia comienza alrededor de las 18-24 hpi (horas post
infeccidn) y se caracteriza por un dramatico incremento de la transcripcion y expresiéon

de genes muy tardios, y la reduccion de la transcripcién de genes tardios. En los



promotores muy tardios, a diferencia de los tardios, el nivel de expresidon 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 transcripcidén y
el coddn de inicio de la traduccion. En los promotores muy tardios esta secuencia es rica
en AT e influye en la actividad del promotor. Esta region interactia con proteinas
celulares, las cuales son imprescindibles para asegurar altos niveles de transcripcion de
genes tales como poliedrina (polh) o granulina (gra), p10y otros que codifican proteinas
necesarias para formar los cuerpos de oclusion (Braunagel et al., 1999). El producto del
gen p10 estd asociado con la formacidn de extensas estructuras fibrilares en el nucleo y
citoplasma de células infectadas (Quant-Russell et al. 1987; Van der Wilk et al., 1987).
También se ha sugerido que podria contribuir a la ruptura de la membrana nuclear y la
liberacién de los cuerpos de oclusion desde las células infectadas (van Oers et al., 1993;
Williams et al., 1989). Dado que polh y p10 no son necesarias para la transmision de
baculovirus en cultivo celular y que se expresan en altos niveles durante la infeccion, sus
promotores han sido utilizados para el desarrollo de vectores de expresion. La regién
codificante de estos genes puede ser reemplazada por genes exdgenos que resultan en
la produccion de altos niveles de proteina de interés (Smith et al., 1983; Vlak et al.,

1990).

1.3. Control bioloégico de Anticarsia gemmatalis con el baculovirus AgMNPV

En la década de 1970 se aislo un baculovirus (AgMNPV) de larvas de A. gemmatalis de
diferentes regiones de Brasil (Allen y Knell, 1977; Carner y Turnipseed, 1977). Los
experimentos iniciales con AgMNPV revelaron un alto potencial para su utilizacion en
programas de MIP en cultivos de soja. Entre 1980y 1982 se llevaron a cabo los primeros
experimentos pilotos bajo la coordinacion del Dr. Flavio Moscardi en 21 campos en el
sur de Brasil, con virus obtenido a partir de la recoleccidon de larvas infectadas en el

campo.

El éxito subsecuente del programa de AgMNPV se debe en gran medida a la colaboracién
entre los investigadores del EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) y

los extensionistas que persuadieron a los agricultores de los beneficios de optar por este



tipo de control bioldgico. En esta etapa se organizaron charlas y otras actividades

destinadas a difundir los resultados obtenidos.

Como los resultados de los ensayos piloto resultaron satisfactorios, en 1983 se decidid
implementar un programa para la utilizacion de AgMNPV dirigido por EMBRAPA. En la
etapa inicial, el virus era producido en larvas de A. gemmatalis criadas en laboratorio y
luego se recolectaron larvas muertas de las areas tratadas con este producto de donde
se extraia mds virus para tratar otros campos o para almacenar inéculo para las
temporadas siguientes. Asi se establecid un modelo de produccion de AgMNPV en

campo de bajo costo.

En 1986, se desarrollé una formulacion de AgMNPV en forma de polvo humectable
(Moscardi, 1989, 1999, 2007; Moscardi et al., 2011) y hacia finales de la década de 1980
EMBRAPA comenzd a negociar contratos para la transferencia de la produccion de
AgMNPV a empresas privadas. La comercializacién de AgMNPV por parte de cinco
compaiiias condujo a la produccidn de virus para tratar mas de un millédn de hectdreas
en la temporada 1990-1991 y a dos millones en 2002-2003 (Sosa-Gomez et al., 2008;
Szewczyk et al., 2009).

A pesar de que algunas compaiiias intentaron establecer métodos de produccion del
virus en laboratorio a través de la infeccidn de larvas criadas en dieta artificial, esta
metodologia resultd mas costosa que la produccion en campo debido al alto precio del

trabajo, el material descartable y los componentes de la dieta artificial (Moscardi, 2007).

Por otro lado, la produccién de virus en campo posee varias desventajas relacionadas
con la variabilidad en los rendimientos que dependen de la prevalencia natural de la
larva y la calidad de la recoleccidn. Estos problemas se profundizaron cuando, en virtud
de la demanda creciente de bioinsecticida, se reemplazé la recolecciéon manual por
métodos automatizados. El material recolectado por estos medios fue de menor calidad,
incluyendo otros insectos y restos, resultando en una formulacién que no logré ejercer

una proteccién adecuada de los cultivos.

Posteriormente, se optimizaron los costos del proceso de produccion de AgMNPV en
laboratorio (Santos, 2003). De esta forma se consiguieron rendimientos econémicos

semejantes a los de la produccién en campo. La compafiia Codetec adapto este método



de produccién, contando con un potencial de produccion adecuado para tratar unos 2

millones de hectareas de cultivo.

Con la introduccién de los mecanismos de siembra directa en los cultivos de soja de
Brasil, muchos productores adquirieron paquetes tecnoldgicos de las grandes
compaiias agropecuarias que recomiendan la aplicacidon conjunta de herbicidas y
plaguicidas a las malezas. Esta practica tuvo como consecuencia una reduccién de las
poblaciones de organismos que son enemigos naturales de especies daiiinas y
potenciales plagas (Corréa-Ferreira et al., 2010). De esta forma, muchas especies que
antes causaban poco dafio se convirtieron en plagas (Bueno et al., 2007), lo cual derivd
en una reduccion significativa del uso de AgMNPV Brasil, siendo aplicado actualmente a

s6lo 200.000 hectdreas por afio (Sosa-Gémez, D.R., comunicacion personal).

El virus también ha sido incorporado con éxito en Paraguay desde la década de 1990

(Kokubu, 1994), donde actualmente se aplica en unas 100.000 hectareas por afio.

1.4. Granulovirus de Epinotia aporema

Epinotia aporema (Lepidoptera: Tortricidae) es plaga en cultivos de leguminosas de
interés agronémico, tales como soja, poroto, mani, lenteja, garbanzo y alfalfa. Se
encuentra distribuida en zonas templadas de Centro y Sudamérica. Se aisld un virus de
la granulosis (EpapGV) de larvas de Epinotia aporema (barrenador de brotes) y se realiz
su caracterizacidon biolégica, bioquimica y morfolédgica (Sciocco-Cap et al., 2001,
Goldberg et al., 2002). En particular, se verific6 que EpapGV es un virus
poliorganotrépico (GV tipo Il) y de accidn relativamente rdpida, caracteristicas que lo
convierten en un muy buen candidato para el control bioldgico del barrenador de
brotes. Mas recientemente, se secuencié y caracterizé su genoma completo (Ferrelli et

al., 2012).

1.5. Mejoramiento genético de baculovirus para el control biolagico de

plagas

Diversos miembros de la familia Baculoviridae son utilizados como agentes de control

bioldgico con excelentes resultados (Moscardi, 1999; Inceoglu et al., 2001; Haase et al.,



2013). Sin embargo, la aplicabilidad de algunas especies en el manejo de plagas agricolas

ha sido limitada por su lenta velocidad de accién y estrecho rango de huéspedes.

Se ha buscado mejorar la velocidad de accién de los baculovirus mediante el desarrollo
de baculovirus genéticamente modificados. Las estrategias mds exploradas hasta el
momento consisten en la interferencia de la fisiologia de la larva hospedante, la
introduccién de toxinas especificas de insecto (Bonning y Hammock, 1996; Mishra, 1998;
Inceoglu et al., 2001) y la expresion de genes que colaboran con la degradacion de la
membrana peritréfica (MP) de la larva (Lima et al., 2013). Entre estos genes, la toxina
TxP-| del 4caro Pyemotes tritici es uno de los candidatos mas prometedores (Lu, et al.,
1996; Burden et al., 2000). Esta toxina actla sobre los canales de calcio dependientes
de voltaje (VDCC: voltage-dependent calcium channels) de las neuronas de artrépodos,
ocasionando pardlisis. La incorporacidon de esta toxina en el genoma del baculovirus
modelo AcMNPV (virus de la poliedrosis nuclear multiple de Autographa californica)
condujo a una disminucion de tiempo de muerte de un 30% a un 60%, dependiendo del
tipo de promotor seleccionado (Lu et al., 1996). Se ha demostrado que ademdas no

ocasiona ningun efecto en ratones al inyectarse por via intracerebral o intraperitoneal.

Recientemente se ensayd una toxina de arafia muy prometedora que aun no se ha

probado en el contexto de un bioinsecticida baculoviral (Nakasu, et al., 2014).

La mayoria de los baculovirus poseen en su genoma genes que codifican proteinas que
intervienen en la degradacién de la membrana peritrdéfica, contribuyendo a unainvasion
efectiva del tejido epitelial del intestino medio. Entre estos genes se encuentran las
catepsinas virales (v-cath), las quitinasas (chiA) y gp37. Una de las caracteristicas mas
llamativas de AgMNPV es que no posee ninguno de estos genes. Aunque se supone que
en los cuerpos de oclusidon de este virus existen otras proteinas que reemplazan las
actividades de los genes mencionados, se planted la hipétesis de que la introduccidn de
v-cath, chiAy gp37 en el genoma de AgMNPV podria aumentar la velocidad de infeccién
del virus. Recientemente se generd un AgMNPV recombinante que expresa los genes de
v-cath y chiA de CfDEFNPV, resultando en una disminucién moderada del tiempo letal
medio (LTso) (Lima, et al., 2013). En algunos baculovirus los genes de v-cath y chiA se
encuentran adyacentes al gen de gp37 (Ferrelli et al., 2012). Este ultimo codifica una

proteina (GP37) homdloga a las fusolinas bacterianas que posee un dominio de union a



quitina (CBD). En bacterias, se demostré que existe una relacién funcional entre las
fusolinas y la quitinasa (Vaaje-Kolstad et al,. 2005): mediante la interaccion con quitina
las fusolinas facilitan la degradacidon de la quitina por parte de las quitinasas.
Considerando que esta interaccién aun no ha sido demostrada para los genes de
baculovirus, resulta de interés la insercidén de estos tres genes (gp37, chiA 'y v-cath) en
el genoma de AgMNPV. Ademds, algunos baculovirus codifican genes denominados
enhancins (enh) o viral enhancing factors (vef). Se trata de metaloproteasas que
pueden llevar a cabo la degradacion de las proteinas MLK (mucin like proteins) que
se encuentran asociadas a las unidades de quitina de la membrana peritrofica. Se ha
demostrado que la insercién y expresion de este tipo de genes en el genoma de
nucleopoliedrovirus que no lo poseen naturalmente puede conducir a un aumento de

la infectividad de AcCMNPV en larvas susceptibles (Lepore et al., 1996).



Objetivos

Objetivo general

Generar herramientas moleculares que permitan mejorar las propiedades

bioinsecticidas y las estrategias de aplicacién del baculovirus autéctono AgMNPV.

Objetivos particulares

e Desarrollo de un sistema de recombinacion para la generacion de AgMNPV
recombinantes infectivos por via oral que expresen genes heterdlogos bajo el

control de un promotor viral fuerte.

e Evaluacién del sistema de recombinacién a través de la generacion de un virus
AgMNPV recombinante infectivo por via oral que expresa un gen indicador

(reporter gene).

e Evaluacion de la complementacién funcional de la proteina mayoritaria del
cuerpo de oclusién entre dos alfabaculovirus para la produccién de baculovirus

infectivos por via oral no propagables en condiciones de campo.

e Generacion de una linea celular indicadora inducible por infeccion con
baculovirus para su aplicacién en la manipulacidon de baculovirus en cultivo

celular.

e Evaluacién de la transactivacion transcripcional de elementos regulatorios de
diferentes etapas transcripcionales entre alfabaculovirus y betabaculovirus, con
perspectivas a la generacidon de baculovirus hibridos con genes heterélogos

expresados bajo el control de sus propios promotores.
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Capitulo 2

Desarrollo de un sistema de recombinacion para
la obtencion de AgMNPV modificados






2.1.Introduccion

Diversos miembros de la familia Baculoviridae son utilizados como agentes de control
biolégico con excelentes resultados; sin embargo, la aplicabilidad de algunas
especies en el manejo de plagas agricolas se ha visto limitada por su lenta velocidad
de accidn y estrecho rango de hospedador (Inceoglu et al., 2001; Moscardi, 1999;
Szewczyk et al., 2006). Las estrategias mdas exploradas hasta el momento consisten
en la interferencia de la fisiologia de la larva hospedante (O’Reilly y Miller, 1991), la
introduccidn de toxinas especificas de insecto (Bonning y Hammock, 1996; Inceoglu et
al., 2001; Mishra, 1998) y la expresion de genes que colaboran con la degradacién de
la membrana peritréfica (MP) de la larva (Lima et al, 2013). Entre estas
estrategias, la que ha conseguido resultados mdas destacados es la insercién de
genes que codifican proteinas tdxicas especificas para insectos e inocuas para

vertebrados (Haase et al., 2013; Hawtin et al., 2006; Romanowski, 2002).

La mayoria de los sistemas utilizados para la modificacién genética de los baculovirus se
basan en la recombinacion homdloga entre un baculovirus parental y un vector de
transferencia. En los primeros sistemas desarrollados, se interrumpia un gen no esencial
por doble recombinacion y se aislaba el virus recombinante por sucesivos plagueos. En
muchos casos el gen seleccionado para la interrupcién era el de la poliedrina, ya que no
es esencial para la transmisidn del virus en cultivos celulares y su delecidon ocasiona un
fenotipo facilmente visible. Sin embargo, los virus deficientes en poliedrina no producen

poliedros y no por esta razén no se pueden utilizar como insecticidas.

Posteriormente, se desarrollaron sistemas mas sofisticados que permitieron aumentar
la proporcién de virus recombinante mediante la reduccién de la poblacion parental y a
su vez conservar en el recombinante el gen de poliedrina. Esto permitié el desarrollo de

muchos baculovirus con propiedades insecticidas mejoradas.

Una de las estrategias mas exitosas que ha sido aplicada consiste en la incorporacién de
sitios de restriccion Unicos en el genoma parental (Kitts et al., 1990). Para la generacion
de virus recombinantes, el genoma parental se digiere con la enzima de restriccidén
adecuada. El genoma linealizado no resulta infectivo y puede recuperar su circularidad

e infectividad a través de la doble recombinacién con el vector de transferencia. La



introduccion de sitios de restriccion duplicados puede mejorar ain mas la proporcién

de progenie recombinante (Kitts y Possee, 1993).

Anteriormente, en nuestro grupo de investigacion se desarrollé un AgMNPV linealizable
a través de la introduccién de dos sitios de restriccién para la enzima I|-Ppol,
una endonucleasa de restricciéon codificada en un intron (homing endonuclease)

(McCarthy, 2005).

La introduccion de los dos sitios de restriccién en el genoma de este virus recombinante
se logré mediante el reemplazo génico por doble recombinacién homodloga,
intercambiando el marco de lectura del gen de la poliedrina por el de la B-galactosidasa
de E. coli. La digestidon con la enzima I-Ppol, que fue puesta a punto en nuestro
laboratorio anteriormente (McCarthy y Romanowski, 2006), permite la linealizacion del
genoma vy la liberacién del marco de lectura del gen de la enzima B-galactosidasa de E.

coli, facilitando la diferenciacion de virus digerido (lacZ’) del virus parental (lacZ*).

En el presente capitulo se describe el desarrollo de vectores de transferencia y la puesta

a punto de la obtencién de recombinantes utilizando este virus como parental.

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Células y virus

Las células High Five™, (BTI-TN-5B1-4, derivadas de Trichoplusia nu) fueron mantenidas
a 27°C en medio de Grace (Invitrogen™) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(Bioser) y 50 pg/ml de gentamicina (Parafarm). El virus AgMNPV-I-Ppol (McCarthy,
2005) fue propagado en monocapa de células High Five™, y cuantificado mediante

ensayo de placas siguiendo el protocolo estandar (O'Reilly et al., 1994).

2.2.2. Purificacion de DNA viral a pequena escala

Los BV se aislaron a partir del sobrenadante del cultivo de células infectadas. El
sobrenadante se clarificd por centrifugacién a 1000 x g a 4°C durante 5 min. La
precipitacién de los viriones se realizdé centrifugando 1,5 ml de este sobrenadante a
14000 x g y 4°C durante 45 min en un tubo eppendorf. Luego se descarté el

sobrenadante. Este procedimiento se repitid tres veces en el mismo tubo. El pellet de



viriones se resuspendio delicadamente en buffer de lisis (Tris-HCI (pH 7,6) 10 mM;
EDTA 10 mM; SDS 0,25%), se agregd proteinasa K (500 pug/ml) y se incubo a 60°C
durante un minimo de 2 h. Se realizaron tres extracciones sucesivas (fenol/ fenol-
cloroformo-isoamilico/ cloroformo-isoamilico) agregando 500 pl de solvente orgéanico
en cada caso. Se llevd la fase acuosa a una concentracion final de NaCl 0,2 M, se
agregod 500 ul de isopropanol para precipitar y posteriormente se lavé el pellet con
500 pl de etanol 70%, se centrifugd a 14000 x g a 4°C por 30 min. El pellet se

resuspendié en 20 pl de agua bidestilada estéril.

2.2.3. Generacion del vector de transferencia pi3

El vector de transferencia pl3 fue construido mediante ligacién secuencial de
fragmentos del genoma del aislamiento (wild type) AgMNPV-2D (Zanotto et al., 1992) y
algunos fragmentos de plasmidos comerciales (Figura 2.1). Las secuencias de los primers
utilizados se detallan en la tabla 2.1. Los detalles de las reacciones de PCR se pueden
encontrar en el Anexo (seccion A.3). En primera instancia, se generd un
fragmento que incluye las secuencias de los promotores de los genes p10y polh en
disposicidon opuesta. Para esto, se amplificd el promotor del gen p10 con los primers
Uprl0-Ndel y Lprl10-Sgf10 y se clond en el vector pGEM-T Easy, generando el vector
PGEM-T-pp10. Por otro lado, el promotor del gen de poliedrina se amplificé con los
primers Uprom-Ndel y pPolhrev-Notl. Tanto el producto de PCR del promotor de
poliedrina como el vector pGEM-T-pp10 se digirieron con Ndel y Pstl y se ligaron,

generando el plasmido denominado pGET-T-pp10-ppolh.

La regidn upstream del gen de poliedrina fue amplificada por PCR y fusionada por Splice
Overlap Extension (SOE) PCR a la regién de poliadenilacién de SV40 del plasmido
comercial pDsRED1-N1. El producto de fusion fue ligado en los sitios Rsrll y Notl
del pldasmido comercial pIRES (Clontech), generando de esta forma el plasmido
pIRES-UpspA. Los primers utilizados para amplificar la regién upstream fueron Uup-Rsrll
y Lup-Sfi y la region polyA de SV40 fue amplificada del vector comercial pDsRED1-N1
con los primers Lred-Sfi y SV40/CcdB-Xmal.



Primer Secuencia (5°- 3")

Uprl0-Ndel GCCCATATGCACAGTCAACGCCGGCC

Lpr10-Sgfl0 GCCCGCGATCGCGACGATATTGAAATGGTTGAAATAAATATAC
Uprom-Ndel GCCCCATATGAAGTTGCAGCTCAAGCAGGATTGT
pPolhrev-Notl| CATTGCGGCCGCGAATTCAAGCTTAGTTATAGCAAATTTTACTAC
Uup-Rsr CCCCGGTCCGATGACCGAATTGAGCAACGCG

Lup-Sfi CTAGTTGGCCGCCTCGGCCTGCTGACTAAGCGTAGACC

Lred-Sfi CGCTTAGTGGCCGAGGCGGCCAACTAGAATGCAGTGAAAAAAATG
SV40/CcdB-Xmal | ATGGACCACCCCGGGTTCCTGTAGCGGCCGCG

Polhi-Sgfl AAATTTGCGATCGCTATGCCAGATTATACG

Ldw-Bglll GGAAAGATCTATACACACGTTAGGCGAGCGCCG

Tabla 1.1: Primers utilizados en la construccion del vector de transferencia pl3. En negrita se destaca
los nucleétidos que hibridan con el molde. Subrayados en itdlica se destacan las secuencias

de reconocimiento para las enzimas de restriccién agregadas con el primer.

El fragmento con el promotor de p10 y el promotor de poliedrina en disposicion
opuesta fue liberado del vector pGEM-T-p10-ppolh por digestién con Notl y fue
ligado en el sitio Notl del vector pIRES-UpspA, dando lugar al vector pIRES-UpspA-
ppl0-ppolh. Finalmente, el ORF del gen de la poliedrina fue amplificd con los
primers Polhi-Sgfl y Ldw-Bglll y se ligd al vector pIRES-UpspA-pp10-ppolh con los sitios

Sgfl and Bglll, dando como resultado el vector de transferencia pl3.

2.2.4. Clonado de genes en el vector de transferencia pl3

Con el fin de evaluar la funcionalidad del vector de transferencia generado se le
inserté el gen que codifica la proteina fluorescente verde EGFP (Enhanced
Green Fluorescent Protein). El ORF de EGFP fue obtenido mediante PCR utilizando
como molde el plasmido peGFP-N3 (Clontech) y los primers eGFP/Up-EcoRIl y eGFP/
Down-Xhol. Los detalles del ciclado y las secuencias de los primers se encuentran
en el Anexo (seccion A.3). El producto de PCR fue purificado de gel y clonado en el
vector pGEM-T Easy (Promega). Luego, el inserto fue liberado del vector por

digestidon con EcoRl y clonado en el vector pl3, para generar el vector pl3-GFP.
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Se ha construido una serie de clones de pl3-X con distintos genes de interés. Los
genes fueron amplificados mediante PCR utilizando como molde DNA viral de
EpapGV (y primers especificos detallados en el Anexo (seccion A.3)). Los productos
de PCR fueron aislados de gel clonados en pGEM-T Easy (Promega). Los productos
de digestidon de EpapGV se liberaron de pGEM-T Easy con EcoRI fueron clonados
en pl3, previamente digerido con la misma enzima. En el caso del gen tox34 de
Pyemotes tritici, se liberé el ORF del pldasmido pBS-Tox34 (Arana, 2003) con EcoRl y se
cloné en pl3. Posteriormente se incorpord a este Utimo vector el promotor de egt
de AgMNPV para producir una variante donde el gen tox34 se encuentra bajo el
control de este promotor. Los plasmidos obtenidos fueron: pl3-gp37, y pl3-chiA,

pl3-tox34, pl3-pegtAg-tox43 y pl3-5kb.

2.2.5. Digestion del DNA viral con la enzima I-Ppol

Para la reaccion de digestion del DNA viral AgMNPV-I-Ppol, se siguié el
protocolo propuesto por McCarthy (2006), en el cual se utiliza buffer E (Promega)
en lugar del buffer recomendado por el fabricante. Las condiciones de incubacion

y cantidad de enzima que se usaron fueron las recomendadas por el proveedor.

2.2.6. Obtencion de virus recombinantes

Se sembraron 10° células High Five™ en placas de 35 mm y se incubaron por una noche
a 27°C para favorecer su adhesion a la superficie. Las células fueron cotransfectadas con
una mezcla de 500 ng de DNA gendmico de AgMNPV-I-Ppol linealizado y 1 ug del
pldasmido de transferencia correspondiente. Se utilizé el reactivo de transfeccién
Cellfectin Il (Invitrogen™), siguiendo el protocolo del fabricante con algunas
modificaciones. Brevemente, el DNA viral y el plasmidico fueron diluidos en 200 pl de
medio de Grace libre de suero (solucién A), 4 pl del reactivo de transfeccién fueron
diluidos en 200 pl de Grace’s libre de suero (solucién B). La solucidon B fue agregada
gota a gota a la solucion A y esta mezcla incubada a temperatura ambiente por 45
minutos. Pasado este tiempo se agregaron 400 ul de medio de Grace libre de suero. La
mezcla final fue agregada a la monocapa celular, previamente lavada dos veces con PBS
1X, e incubada por una noche a 27°C. Luego de este tiempo, se agregaron 2 ml de

medio de Grace suplementado con 10% de suero. Luego de seis dias, se recolecto el



medio sobrenadante, que contenia la progenie viral. Los virus recombinantes fueron
purificados mediante ensayos de placa sucesivos (O'Reilly et al., 1994). La deteccién
de los virus recombinantes fue monitoreada por la formacién de placas blancas y la
aparicion de poliedros luego del agregado de 500 pg/ml de X-gal por placa. Los virus
recombinantes potenciales fueron monitoreados mediante PCR, siguiendo las

consideraciones descriptas (McCarthy y Romanowski, 2008).

2.7. Caracterizacion del virus AgMNPV-GFP

El virus AGMNPV-GFP se amplificé en células High Five™ vy las células infectadas se
observaron por microscopia de fluorescencia (Nikon Eclipse Ti). Se purifico
DNA gendémico de AgMNPV-GFP y del virus parental AgMNPV-I-Ppol de acuerdo
a los protocolos establecidos (Murhammer, 2008) y se desarrollaron varios ensayos

de PCR para confirmar la estructura genética del virus recombinante (Figura 2.6).

2.8. Infeccidn oral de larvas de A. gemmatalis con AgMNPV-GFP

Se infectaron células High Five™ con los virus AgMNPV-2D (wild type) y AGMNPV. Se
lisaron las células mediante el agregado de SDS a concentracién final de 0,2% y se
agitod con vértex. Luego se centrifugd 2 min a 50 x g para eliminar todos los restos
celulares. El sobrenadante se centrifugd por 20 min a 2000 x g, este paso se repitid
3 veces. El pellet obtenido se disolvio en 1 ml de agua bidestilada y se centrifugd
nuevamente 2000 x g. Este paso se repitid 3 veces para asegurar la eliminacién de
restos de detergente. Finalmente los OB se resuspendieron en 50 ul de agua vy se
verificd la calidad de la extraccién por medio de observacidon al microscopio de
contraste de fase (400 X). La concentracion de poliedros fue determinada mediante

contabilizacion con una cdmara de Neubauer.

Para la infeccién oral de larvas de A. gemmatalis, se recurrié al método de la
alimentacion por gotas. Las suspensiones de poliedros se prepararon en agua

destilada con Coomasie blue al 1% (p/v) y sacarosa al 1% (p/v).

Para evaluar la expresion del gen heterdlogo (GFP) in vivo se utilizaron larvas de A.
gemmatalis en tercer estadio y se administraron 500 OB/larva (aproximadamente 20

veces la dosis letal media (LDsgy) (Biedma, 2009) ajustando la concentracién de las



suspensiones de poliedros al volumen medio ingerido por estas larvas en el estadio
mencionado (Kunimiy Fuxa, 1996). Se compard la fluorescencia de larvas infectadas con
AgMNPV-GFP y AgMNPV-2D por exposiciéon de los organismos enteros a luz UV
(Figura 2.) Luego de cinco dias de infeccion, las larvas fueron disecadas, separando el

tejido intestinal y la hemolinfa. Estas extracciones fueron observadas al microscopio.

Para evaluar los pardmetros insecticidas del virus recombinante, se administraron a
través de suspensiones en gotas dosis de 50 OB (aproximadamente el valor de LDso) y
300 OB (aproximadamente 6 veces la LDso) (Biedma, 2009) considerando el volumen
medio ingerido por larvas de A. gemmatalis en tercer estadio (Kunimi y Fuxa, 1996),
utilizando grupos de 20 larvas para cada dosis y cada virus (AgMNPV-wt y
AgMNPV-GFP). Como control negativo se utiliz6 un grupo de 20 larvas que se

alimentd con una suspension sin OB. Se registrd la mortalidad de las larvas por dia.

2.3. Resultados

2.3.1. Construccion del plasmido de transferencia pl3

Se construyd un plasmido de transferencia que contiene regiones para la recombinacion
homaloga con el virus parental linealizable AgMNPV. El genoma parental linealizable no
contiene el gen de la poliedrina. Por esta razén, el vector de transferencia pl3 posee el
marco de lectura de la poliedrina bajo el control del promotor del gen p10. De esta

— o forma, la doble recombinacién homdloga permite la
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Figura 2.2. Esquema del vector de transferencia desarrollado para la modificacion genética de AgMNPV.
El sitio de clonado que secuencias de reconocimiento para Notl, EcoRl y Hindlll permite la clonacién de
marcos de lectura para la expresion heterdloga de proteinas bajo el control del promotor de poliedrina.
Las regiones upstream y downstream corresponden a las secuencias adyacentes al ORF de poliedrina y

permiten la recombinacién con el virus parental AgMNPV-I-Ppol.
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Figura 2.3: a) Representaciéon esquematica del sistema de generacion de AgMNPV recombinantes
(rAgMNPV) desarrollado. b) Microscopia dptica de poliedros recombinantes purificados. c) Digestion de

AgMNPV-I-Ppol con I-Ppol. Se observa la liberaciéon del fragmento del ORF de lacZ.

El objetivo del vector de transferencia generado es la expresiéon de genes heterdlogos
incorporados en el genoma de AgMNPV. Para esto se dispuso en el plasmido un sitio de
clonado que permite la insercidon de marcos de lectura para la expresion bajo el control

del promotor de poliedrina.

2.3.2. Generacidn del virus recombinante AgMNPV-GFP

Para validar el sistema desarrollado se procedié a generar un baculovirus AgMNPV
recombinante que exprese la proteina verde fluorescente (GFP). En la primera etapa, se
cloné el marco de lectura de la proteina GFP en el vector pl3, generando el pldsmido

pI3-GFP.

“Desarrollo de herramientas moleculares para incrementar la aplicabilidad del baculovirus de A. gemmatalis en el control bioldgico de plagas”



Luego se cotransfectaron células High Five™ con el genoma parental AgMNPV-I-Ppol
digerido con I-Ppol y el vector pl3-GFP. 5 dias
después de la transfeccidn, cuando se evidencid
la aparicion de cuerpos de oclusién y la 5
expresion de GFP en algunas células, se

recolectd el sobrenadante del cultivo celular

upsstream

(que contiene virus brotantes). El sobrenadante
recolectado se utilizd para infectar nuevas
monocapas de células High Five™ y luego de la
infeccion se inmovilizaron las células con
agarosa para aislar placas de clones del virus
recombinante. El proceso de plagueo se repitid

tres veces.
2.3.3. Caracterizacion genética del virus AgMNPV-GFP clonado

Los clones de AgMNPV se diferenciaron por PCR, descartando aquellos recombinantes
que resultaron de recombinacion homaéloga simple o ilegitima y seleccionando un clon
que resulté de una doble recombinacion homodloga para continuar el estudio. Para
esto, se dised una serie de ensayos de PCR en los cuales un primer hibrida contra una
region que estd en el genoma del virus parental, por fuera del locus de recombinacién
y el otro primer hibrida con una region propia del plasmido de transferencia. De esta
forma, la PCR sodlo se verifica en caso de que haya ocurrido recombinacién homéloga
entre el virus parental y el vector. Como control negativo de recombinacién se utilizé
una PCR que amplifica un fragmento del ORF de P—galactosidasa (presente en el
genoma parental no digerido) y como control positivo del molde se utilizé una PCR que

amplifica el promotor del gen ie-1 de AgMNPV.

2.3.5. Determinacion de la infectividad de AgMNPV-GFP en larvas por via oral

y parametros insecticidas.

Se purificaron cuerpos de oclusién de AgMNPV-GFP a partir del cultivo celular infectado

y se evalué su infectividad oral sobre larvas de A. gemmatalis.

Wwpalsumop

Figura 2.4: Plasmido de transferencia pl3-GFP.



Se observd la expresion del gen recombinante en las larvas infectadas y en los tejidos
hemolinfaticos y traqueolares analizados (Figura 2.7). Ademas, se determinaron los
pardmetros bioinsecticidas del virus recombinante, demostrando que tanto la dosis
letal media (LDsg) como el tiempo letal medio (LTso) resultaron comparables con los
del aislamiento de virus salvaje AgMNPV-2D (Figura 2.8). No se observé mortalidad de

larvas en el grupo de control no infectado.
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Figura 2.5: a) Miscroscopia de fluorescencia de células High Five™ cotransfectadas con AgMNPV-I-Ppol
linealizado y pI3-GFP. b) Deteccién del gen heterdlogo en sobrenadante de células cotransfectadas por

PCR.

2.3.6. Clonacion de genes de interés en el vector pl3

Se clonaron genes con el objeto de poder generar AgMNPV recombinantes con
propiedades insecticidas mejoradas en el vector de transferencia pl3. Los genes
seleccionados fueron: El gen que codifica la toxina TxP-I de P. tritici (gen tox34), bajo el
control del promotor de poliedrina del vector pl3 y el promotor de egt de AgMNPV; los
genes gp37, y chiA (quitinasa) de EpapGV, bajo el control del promotor de poliedrina
del vector pI3 y un fragmento de 5 kpb que contiene los genes gp37, v-cath (catepsina)
y chiA de EpapGV bajo los promotores de cada gen de EpapGV (Figura 2.9). Este ultimo

vector permitiria la construccion de un AgMNPV recombinante que exprese estos



tres genes, que presumiblemente actian de forma coordinada para la degradacién

de la membrana peritréfica del intestino del insecto.
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Figura 2.6: Caracterizacién genética del virus recombinante AgMNPV-GFP. a) Se destacan los posibles
productos de PCR que se amplificarian en cada virus recombinante que es posible obtener o en el virus
parental. b) Tamafio del amplicdn que se espera para cada reaccién de PCR en cada especie recombinante
o en el virus parental. Los guiones indican que para ese virus no se espera producto de PCR. c) Resultado
de las reacciones de PCR obtenido con el virus doble recombinante AgMNPV-GFP y comparacién con el
virus parental AgMNPV-I-Ppol. d) Tabla con los detalles primers utilizados en cada reaccién de PCR de la

caracterizacion.
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Figura 2.7: Expresion de GFP en larvas de A. gemmatalis infectadas con AgMNPV-GFP. a,b) Larvas de A.

gemmatalis infectadas con AGMNPV-GFP (puntas de flecha rojas) y AgMNPV-wt (puntas de flecha azules),
expuestas a luz visible (a) y UV (b). ¢,d) Tejido traqueolar c) y hemolinfatico d) de larvas de A. gemmatalis

infectadas con AgMNPV-GFP, observadas al microscopio de fluorescencia con filtro para GFP.
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Figura 2.8: Resultados de los bioensayos comparativos entre el virus recombinante AgMNPV-eGFP y

el virus parental AgMNPV-wt.
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Figura 2.9. Vectores de transferencia desarrollados en base a pl3.

2.4. Discusion

Al momento, se ha desarrollado un numero limitado de AgMNPV recombinantes (Arana
etal.,, 2001; Lima et al., 2013; Pinedo et al., 2003; Ribeiro et al., 2001). Recientemente,
se desarrollé un baculovirus que incluye el gen de poliedrina (polh*) y expresa los
genes de catepsina (v-cath) y quitinasa (chiA) de CfDefNPV (Lima et al., 2013). AgMNPV
no posee estos genes (Oliveira et al., 2006), por lo cual su adiciéon contribuyé a
aumentar la capacidad insecticida del virus. Sin embargo, sin la disposicion de un
sistema de recombinacién eficiente, el aislamiento del virus genéticamente
modificado resulté muy laboriosa, requiriendo siete aislamientos sucesivos por placa.
Ademas, a pesar de que la expresién de los genes heterdélogos de este virus

recombinante fue verificada, los detalles de la estructura genética no son claros.

Considerando que toma cerca de 10 dias completar una ronda de purificacién
por plaqueo, la generacién de un virus recombinante sin un sistema eficiente

podria tomar mas de tres meses. Se ha demostrado que el pasaje repetido de virus en



cultivo celular puede conducir a la acumulacion de virus defectivos que se pueden
convertir en la especie predominante (Pijlman, et al., 2001). Ademas, el pasaje de
virus en cultivo celular puede favorecer la acumulacién de mutaciones en los genes
determinantes de la infectividad oral, ya que estos no estan sujetos a presién

de seleccion en cultivo in vitro.

En resumen, aqui se desarrolld un sistema de recombinacién que permitié el
aislamiento de un virus AgMNPV que expresa un gen heterdlogo bajo el control de
un promotor viral fuerte. Se comprobd que este baculovirus recombinante generado
poseen infectividad oral sobre larvas de A. gemmatalis y que la expresién del gen
heterdlogo en las larvas es muy elevada. El virus recombinante posee una actividad
biolégica semejante al virus parental sobre larvas de A. gemmatalis. El desarrollo
descripto es el primer paso para la construccién de AgMNPV que expresen genes

destinados a mejorar las propiedades insecticidas del virus.



Referencias

Arana, E. I. (2003). Desarrollo de vectores para la construccién de recombinantes del virus de la
poliedrosis nuclear de Anticarsia gemmatalis (oruga de las leguminosas). Tesis doctoral, Universidad
Nacional de La Plata.

Arana, E.l.; Albarino, C.G.; O'Reilly, D.; Ghiringhelli, P.D.; Romanowski, V. (2001). Generation of a
recombinant Anticarsia gemmatalis multicapsid nucleopolyhedrovirus expressing a foreign gene under
the control of a very late promoter. Virus Genes, 22 (3), 363-372.

Biedma, M.E. (2009). “Desarrollo de un sistema de recombinacion para su aplicacion al estudio de
determinantes genéticos que afectan la infectividad de baculovirus de interés agronomico”. Tesis doctoral,
Universidad Nacional de La Plata.

Bonning, B. C. y Hammock, B. D. (1996). Development of recombinant baculoviruses for insect control.
Annu. Rev. Entomol., 41, 191-210.

Haase, S.; Ferrelli, M.L.; Pidre, M.L.; Romanowski, V. (2013). Genetic Engineering of Baculoviruses,

Current Issues in Molecular Virology - Viral Genetics and Biotechnological Applications, Prof. Victor
Romanowski (Ed.) ISBN: 978-953-51-1207-5, InTech, DOI: 10.5772/56976.

Hawtin, R.E.; King, L.A.; Possee, R.D. (2006). Prospects for the development of a genetically engineered
baculovirus insecticide. Pest. Sci., 34, 9-15.

Inceoglu, A.B.; Kamita, S.G.; Hinton, A.C.; Huang, Q.; Severson, T.F.; Kang, K.; Hammock, B.D. (2001).
Recombinant baculoviruses for insect control. Pest. Manag. Sci., 57 (10), 981-987.

Kitts, P.A.: Ayres, M.D.: Possee, R.D. (1990). Linearization of baculovirus DNA enhances the recovery of
recombinant virus expression vectors. Nucleic Acids Res., 18 (19), 5667-5672.

Kitts, P.A. y Possee, R.D. (1993). A method for producing recombinant baculovirus expression vectors at
high frequency. Biotechniques, 14 (5), 810-817.

Kunimi, Y.; Fuxa, J.R. (1996) Volumes ingested by four species of noctuids with reference to peroral
droplet bioassay of baculoviruses. J. Invertebr. Pathol., 68, 310-311.

Lima, A.A.; Aragao, C.W.; de Castro, M.E.; Oliveira, J.V.; Sosa Gomez, D.R.; Ribeiro, B.M. (2013). A
Recombinant Anticarsia gemmatalis MNPV Harboring chiA and v-cath genes from Choristoneura
fumiferana defective NPV induce host liquefaction and increased insecticidal activity. PLoS One, 8(9),
€74592. doi: 10.1371/journal.pone.0074592

McCarthy, C.B. (2005). Generacidn de recombinantes del virus dee la poliedrosis nuclear de Anticarsia
gemmatalis (AgMNPV). Tesis doctoral, Universidad Nacional de La Plata.

McCarthy, C.B. y Romanowski, V. (2006). Digestion of I-Ppol recognition sites in unfavorable sequence
contexts achieved by changing the reaction conditions. Biochem. Genet., 44 (1-2), 61-68.

McCarthy, C. B. y Romanowski, V. (2008). A simplified method for the extraction of baculoviral DNA for
PCR analysis: a practical application. J. Virol. Methods, 148 (1-2), 286-290.

Mishra, S. (1998). Baculoviruses as biopesticides. Curr. Sci., 75(1015-1022).

Moscardi, F. (1999). Assessment of the application of baculoviruses for control of Lepidoptera. Annu. Rev.
Entomol., 44, 257-289.

Murhammer, D.W. (2008). Baculovirus and Insect Cell Expression Protocols. Methods in Molecular
Biology, 388.

O'Reilly, D.R.; Miller, L.K.; Luckow, V.A. (1994). Baculovirus Expression Vectors: A Laboratory Manual.
Oxford University Press. 347 pages.

O’Reilly, D. R. y Miller, L. K. (1991). Improvement of a baculovirus pesticide by deletion of the egt gene.
Nat. Biotech., 9, 1086-1089.

Oliveira, J.V.; Wolff, J.L.; Garcia-Maruniak, A.; Ribeiro, B.M.; de Castro, M.E.; de Souza, M.L.; Moscardi,
F.; Maruniak, J.E.; Zanotto, P.M. (2006). Genome of the most widely used viral biopesticide: Anticarsia
gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus. J. Gen. Virol., 87 (Pt 11), 3233-3250.



Pijlman, G.P.; van den Born, E.; Martens, D.E.; Vlak, J.M. (2001). Autographa californica baculoviruses
with large genomic deletions are rapidly generated in infected insect cells. Virology, 283 (1), 132-138.
Pinedo, F.J.R.; Moscardi, F.; Luque, T.; Olszewski, J.A.; Ribeiro, B.M. (2003). Inactivation of the
ecdysteroid UDP-glucosyltransferase (egt) gene of Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus
(AgMNPV) improves its virulence towards its insect host. Biol. Control, 27, 336-344.

Ribeiro, B.M.; Gatti, C.D.; Costa, M.H.; Moscardi, F.; Maruniak, J.E.; Possee, R.D.; Zanotto, P.M. (2001).
Construction of a recombinant Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus (AgMNPV-2D) harbouring the
beta-galactosidase gene. Arch. Virol., 146 (7), 1355-1367.

Romanowski, V. (2002). Engineered baculovirus insecticides. Proceedings of the VIII International
Colloquium on Insect Pathology and Microbial Control & 35th Annual Meeting of the Society for
Invertebrate Pathology, Foz do Iguagu, Brasil, 19-27.

Szewczyk, B.; Hoyos-Carvajal, L.; Paluszek, M.; Skrzecz, I.; Lobo de Souza, M. (2006). Baculoviruses--re-
emerging biopesticides. Biotechnol. Adv., 24 (2), 143-160.

Zanotto, P.M.; Sampaio, M.J.; Johnson, D.W.; Rocha, T.L.; Maruniak, J.E. (1992). The Anticarsia
gemmatalis nuclear polyhedrosis virus polyhedrin gene region: sequence analysis, gene product and
structural comparisons. J. Gen. Virol., 73, 1049-1056.






Capitulo 3

Estudio de la complementacion funcional del
gen de poliedrina entre dos alfabaculovirus






3.1. Introduccion

Los ensayos de complementacion genética efectuados en baculovirus han permitido
determinar que algunos genes esenciales no pueden ser reemplazados por sus
homdlogos de virus relacionados, aportando indicios sobre la importancia de estos
genes en la interaccidén especifica virus-hospedador (Yu y Carstens, 2012; Gonzélez et
al., 1989). Entre los genes de baculovirus cuya complementacién entre especies ha
sido estudiada se encuentra la poliedrina, que es la proteina mayoritaria de los
cuerpos de oclusidn de los poliedrovirus. En el primer estudio publicado se reemplazé
el gen de la poliedrina de SfMNPV (virus de la poliedrosis nuclear mdultiple de
Spodoptera frugiperda) en AcMNPV (Gonzdlez et al., 1989). A partir de una biblioteca
gendmica de SFMNPV, se detectd un clon con un inserto de 3.7 kb, que incluia el gen
completo de la poliedrina de SFTMNPV con secuencias flanqueantes. Se reemplazé de
esta forma el locus de poliedrina de AcMNPV por el correspondiente de
SfMNPV. Sin embargo, los resultados de estos experimentos no fueron claros:
debido a la indeterminacién del genoma recombinante, es probable que Ia
construccién obtenida contuviera regiones del gen de la poliedrina de AcMNPV, lo

gue condujo a la generacion productos de transcripcion interrumpidos.

En otro ensayo, con el objetivo de analizar la complementacién funcional entre los genes
de poliedrina y granulina, el gen de la poliedrina del virus de la poliedrosis nuclear de
Bombix mori (BmNPV) fue reemplazado en BmNPV por el gen de la granulina del virus
de la granulosis de Trichoplusia ni (TnGV). Al infectar células derivadas de B. mori con el
BmNPV recombinante que posee la granulina de TnGV aparecieron poliedros grandes y
de forma cubica, parecidos a los cuerpos de oclusiéon (OB) tanto en el nicleo como en el
citoplasma (Zhou, et al., 1998). Estas estructuras no contenian nucleocdpsides en su
interior, demostrando la incapacidad de la granulina para complementar la poliedrina
en estas especies. Considerando que el ciclo de replicacion de los granulovirus
involucra la ruptura de la membrana nuclear, se especulé que la limitante en
la formacién de cuerpos de oclusién heterdlogos se debia a la ausencia de una sefial
de localizacion nuclear en la granulina. Sin embargo, en otro trabajo se demostrd
que la granulina de TnGV con una secuencia de localizacidn nuclear agregada no

puede complementar la ausencia de poliedrina de AcMNPV (Eason et al., 1998),



y que el baculovirus recombinante da lugar a grandes inclusiones cubicas en el
citoplasma y nucleo de las células infectadas. Estas estructuras cristalinas
carecen de bordes biselados caracteristicos de los poliedros de AcMNPV wild type,

gue contienen fracturas y pocos o ningun virién ocluido.

Posteriormente, se investigd acerca de la posibilidad de complementar genes de
baculovirus a través de la generacién de cultivos celulares transgénicos (Lopez, et al.,
2010). Se transfectaron cultivos de la linea Sf9 (derivadas del lepiddptero Spodoptera
frugiperda) con un plasmido que contenia el gen de la poliedrina de AcCMNPV y se
obtuvieron cultivos celulares transgénicos por seleccién con blasticidina. Al infectar con
un AcMNPV recombinante deficiente en poliedrina, se detectd la expresién de
poliedrina y, ademas, se observaron estructuras cristalinas, como poliedros, mediante
microscopia éptica. Finalmente, se demostro la infectividad oral de estos poliedros por
la deteccién de fluorescencia en larvas Rachiplusia nu (susceptibles a AcCMNPV)
infectadas con un poliedros de un AcMNPV recombinante en el que el gen de polh
habia sido reemplazado por el gen de la proteina fluorescente verde (gfp*-polh’),

ocluido en el cultivo transgénico.

Los ensayos de complementacidn concentrados en el gen que codifica la proteina
mayoritaria de los cuerpos de oclusion de los nucleopoliedrovirus, no han logrado aun
establecer con claridad si un gen de poliedrina heterdlogo puede restituir
completamente el fenotipo wild type de un virus deficiente en este gen. No obstante, se
sabe que la formacién de poliedros no depende Unicamente de la secuencia de
aminodacidos, sino que también se encuentran involucrados los fendmenos de

interaccion entre la poliedrina y los virones.

El objetivo del trabajo descripto en este capitulo consiste en estudiar la
complementacién funcional de la poliedrina. Para esto, se desarrollaron dos lineas
celulares derivadas de High Five™ (Maruniak, et al., 1994; Wickham, et al., 1992). Una
de ellas contiene en su genoma una construccion compuesta por el marco de lectura
de la poliedrina de AcMNPV bajo el control del promotor de la poliedrina de AcMNPV.
La otra linea celular contiene en su genoma una construcciéon compuesta por el marco

de lectura de la poliedrina de AgMNPV bajo el control del mismo promotor de poliedrina



de AcMNPV. En ambas lineas, para proveer un nivel de expresiéon mayor, se adiciond
al plasmido la regién hrl de AcMNPV. Se ha establecido que esta region con
secuencias repetidas tiene la capacidad de incrementar drasticamente los niveles de

transcripcion de los genes que se encuentren en su cercania (Guarino, et al., 1986).

El promotor de poliedrina utilizado en la construccidon de las dos lineas transgénicas,
derivado de AcMNPV, requiere la presencia de factores de transcripcion virales para su
activacion. Por lo tanto, se espera que la poliedrina heterdloga se exprese cuando la
linea celular se infecte con AcMNPV o con otro baculovirus heterdlogo, dependiendo en

este Ultimo caso de la transactivacién heterdloga del promotor (Figura 3.1).

Asi, se espera que la infeccion de la linea celular que expresa la poliedrina de AgMNPV
con un AcMNPV defectivo en poliedrina (polh’) active al promotor de poliedrina de
AcMNPV integrado en el genoma de la célula y la aparicion de poliedros indicaria que la
poliedrina de AgMNPV puede sustituir funcionalmente a su homdloga en AcMNPV. De
la misma forma, al infectar la linea celular que expresa la poliedrina de AcCMNPV con
AgMNPV defectivo en poliedrina, la formacion de poliedros indicaria que la poliedrina
de AcMNPV puede sustituir las funciones de su homéloga de AgMNPV. En este ultimo
caso, ademads, para que ocurra la complementacion funcional mencionada, los factores
transcripcionales de AgMNPV deben reconocer al promotor de AcMNPV que controla la

expresion del gen.

Ademas de la relevancia del estudio de la complementacidon de la poliedrina, las lineas
celulares que se obtuvieron pueden ser de gran utilidad para el empaquetamiento de
virus recombinantes deficientes en poliedrina con potencial como bioinsecticidas. Los
virus empaquetados en cultivo celular poseen infectividad por via oral pero tienen una
propagacion limitada, debido a su incapacidad de producir poliedros en las larvas
infectadas. Experimentos anteriores llevados a cabo con poliedros de AcMNPV con
viriones deficientes en el gen de poliedrina generados por co-oclusién en cultivo celular
demostraron que la persistencia en el ambiente de estas especies deficientes es muy
bajo (Wood, et al., 1994). Esto los convierte en excelentes candidatos para bioensayos

controlados a campo y para el desarrollo de bioinsecticidas genéticamente modificados.



Finalmente, se generaron cultivos celulares transgénicos que expresan genes de
poliedrina de AgMNPV y AcMNPV y GFP bajo el control de los elementos regulatorios de
AgMNPV, con el objetivo de que los elementos regulatorios autélogos incrementen los

niveles de expresion de poliedrina al infectar con AgMNPV.

virién brotante (virus polh’)

genoma
celular (cromatina)

transcrip.

promotor viral &

ORF poliedrina

Figura 3.1: Esquema del concepto de complementacion utilizando lineas celulares que transgénicas que
expresan poliedrina, donde se representa una célula transgénica infectada por un viridon brotante. Al
infectar con un virus delecionado en el gen de poliedrina (polh’), los factores transcripcionales codificados
por el virus (proteinas en gris) reconocen el promotor viral en un cromosoma de la célula hospedadora.
Asi se activa la transcripcion de la poliedrina, que es luego traducida y al ingresar al nicleo, donde se
forman los ODV, los incluye formando cuerpos de oclusion. Si el virus deficiente pertenece a una especie
(codigo amarillo) y el gen de poliedrina a otra especie (cddigo rojo), se formaran OB hibridos. Esta

posibilidad permite analizar la complementacién funcional del gen de poliedrina entre varias especies.



3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Amplificacion y clonado de la regidon codificante del gen de la poliedrina de
AgMNPV

Los vectores pXXL-GFP y pXXL-PolhAcMNPV fueron gentilmente cedidos por los Dres.
Gabriela Lépez y Oscar Taboga (Instituto de Biotecnologia, CICVyA, Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (IB-INTA)) (Figura 3.2). Para la generaciéon del vector pXXL-
PolhAgMNPV, se amplificod por PCR el marco de lectura abierto (ORF) de la poliedrina de
AgMNPV (polhAgMNPV) utilizando los primers polhi-Sgfl (Forward) y polh-back
(Reverse) y el genoma de AgMNPV-2D (aislamiento wild type) como molde. El producto
de PCR se cloné en el vector comercial pGEM-T Easy y se subclond en el vector pXXL-
PolhAcMNPV. Este vector contiene el promotor de polh de AcMNPV
(hr1/ppolhAcCMNPV), seguido por el ORF de la poliedrina de AcMNPV. El gen de la
poliedrina esta flanqueado en ambos lados por sitios de restriccidon para la enzima Notl.
El vector se digirié con Notl para la liberacién del ORF de la poliedrina de AcMNPV y se

insertd el ORF de la poliedrina de AgMNPV en su lugar.

hr1 AcMNPV hrl AcCMNPV

pXXL-GFP

olh AcMNPV

Notl AcMNPV Xbal
Xbal

Figura 3.2: esquema de los vectores pXXL-PolhAcMNPV y pXXL-GFP.



Para identificar colonias que contuvieran el plasmido recombinante, se realizd
una colony PCR. Se usaron los primers Bacl (primer forward, especifico del vector.
Hibrida en la regiéon del promotor de poliedrina de AcMNPV) y polh-back (primer

reverse, especifico del inserto. Hibrida en la regién final del ORF de poliedrina de

AgMNPV) (Figura 3.3).
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Figura 3.3: Esquema de la generacion del vector pXXL-PolhAgMNPV. Como vector de partida se utilizé
pXXL-PolhAcMNPV. Este pldsmido se digirié con Notl para liberar el marco de lectura de la poliedrina de
AcMNPV y en su lugar se cloné el ORF de la poliedrina de AgMNPV. Los productos de digestion se
separaron por electroforesis en gel de agarosa. Remarcada en el gel superior se observa un gel con la
banda de digestion con Notl de mayor peso de pXXL-PolhAcMNPV desfosforilada y purificada (M=
marcador de peso molecular: A/Hindlll). En los geles inferiores se observan los productos de la digestion
completa con Notl del vector pGEM-T-Easy-PolhAgMNPV (izquierda) (M= marcador de peso molecular: 400
pb, Embiotec) y el producto de digesién de Notl correspondiente al ORF de poliedrina de AgMNPV
purificado (derecha) (M= marcador de peso molecular: A/HindlIl). Los productos purificados fueron ligados

para la generacion de pXXL-PolhAgMNPV.

Para generar los vectores que expresan genes de poliedrina y GFP bajo el control de

promotores de AgMNPV, se utilizé como base el vector pIB (Invitrogen®). Se amplificé



por PCR la region hrl de AgMNPV utilizando como molde el genoma de AgMNPV y los
primers hrl1AgMNPVforw y hrlAgMNPVrev. Estos primers delimitan una secuencia que
se encuentra entre los nucleétidos 8042 y 9781 en el genoma de AgMNPV. Esta regién
fue clonada en el vector pGEM-T Easy y subclonada en el vector pIB/V5-His utilizando el
sitio de restriccion de EcoRl. El vector resultante se denomindé plB-Hrl1AgMNPV.
Posteriormente, se amplificd el promotor de poliedrina de AgMNPV, utilizando los
primers forwPpolhAgMNPV y revPpolhAgMNPV y se cloné en el vector pGEM-T Easy.
Este promotor fue clonado luego en el vector pIB/V5-His utilizando el sitio de
restriccion de Notl. El plasmido resultante fue denominado pIB-Hr1AgMNPV-
ppolhAgMNPV. Este ultimo vector contiene un gen que confiere resistencia a
blasticidina como marcador para la seleccion de células transformadas y el promotor
de poliedrina de AgMNPV expandido con la regién hrl de AgMNPV, la cual actuaria
como enhancer. En este vector se clonaron independientemente los marcos de lectura
(ORF) de tres diferentes genes: porteina verde fluorescente (GFP), poliedrina de
AcCMNPV (polhAcMNPV) y poliedrina de AgMNPV (polhAgMNPV). De esta manera se
generaron los vectores de expresion y seleccidn: pIB-Hr1AgMNPV-ppolhAgMNPV-
GFP, plIB-Hr1AgMNPV-ppolhAgMNPV-PolhAcMNPV y pIB-Hrl1AgMNPV-ppolhAgMNPV-
polhAgMNPV (Figura 3.4).

3.2.2. Obtencion de las lineas celulares XXL-polhAcMNPV y XXL-polhAgMNPV

Se transfectaron células High Five™ con los plasmidos pXXL-GFP, pXXL-polhAcMNPV,
pXXL-polhAgMNPV, pIB-Hr1AgMNPV-ppolhAgMNPV-GFP, pIB-Hr1AgMNPV-ppolhAgMNPV-
Polh AcMNPV vy pIB-Hr1AgMNPV-ppolhAgMNPV-polhAgMNPV utilizando el reactivo
de transfeccion Cellfectin Il (Invitrogen®) de acuerdo al protocolo
recomendado por el fabricante (ver Anexo).

Se generaron lineas celulares derivadas de los vectores pXXL-GFP, pXXL-polhAcMNPV y
pXXL-polhAcMNPV de acuerdo al protocolo de dilucién terminal (ver Anexo). Estas lineas
celulares se denominaron XXL-GFP, XXL-polhAcMNPV y XXL-polhAgMNPV y expresan,
respectivamente, GFP, poliedrina de AcMNPV vy poliedrina de AgMNPV bajo el control
del promotor de poliedrina de AcCMNPV extendido con la regién hr1 de ACMNPV.

Cada poblacién clonal fue repicada e infectada para observar la expresion del transgén

(O'Reilly, et al., 1994), medida de manera indirecta por la formacién de poliedros al
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infectar con AcMNPV-lacZ*-polh™ (En el caso de las lineas celulares XXL-polhAcMNPC y
XXL-polhAgMNPV) o mediante la expresidén de GFP en el caso de la linea celular XXL-GFP.
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Figura 3.4: Esquema de la construccién de los vectores pIB-Hr1AgMNPV-ppolhAgMNPV-polhAgMNPV,
pIB-Hr1AgMNPV-ppolhAgMNPV-PolhAcMNPV y Hr1AgMNPV-ppolhAgMNPV-GFP.

“Desarrollo de herramientas moleculares para incrementar la aplicabilidad del baculovirus de A. gemmatalis en el control bioldgico de plagas”



Los clones seleccionados por poseer una expresion del transgén homogénea en todas
las células se sometieron a dos procesos sucesivos de clonacion por dilucién terminal

adicionales para asegurar la homogeneidad genética de las lineas celulares obtenidas.

En el caso de las construcciones que expresan genes bajo el control de los elementos
regulatorios de AgMNPV, se generaron cultivos policlonales transgénicos. Las células
transfectadas con los plasmidos pIB-Hr1AgMNPV-ppolhAgMNPV-GFP, pIB-Hr1AgMNPV-
ppolhAgMNPV-PolhAcMNPV vy  pIB-Hr1AgMNPV-ppolhAgMNPV-polhAgMNPV  se
mantuvieron en medio con blasticidina (50 pg/ml) durante diez dias para seleccionar la
integracion de los pldsmidos en el genoma de la célula y luego fueron repicadas y
utilizadas para los ensayos correspondientes.

3.2.4. Evaluacion de la expresion del gen heterdlogo del virus recombinante
AgMNPV-tox34-polh

El virus AgMNPV-tox34-polh- fue desarrollado anteriormente en nuestro laboratorio
mediante el reemplazo alélico del ORF de poliedrina de AgMNPV por el ORF del gen
tox34 del acaro P. tritici (Arana, 2003). Se infectaron células High Five™ con el virus de
acuerdo a los protocolos establecidos (O'Reilly et al., 1994). Luego de 4 dias después de
la infeccidn, se recolectd el sobrenadante y se suspendieron las células en PBS. Las
células se centrifugaron a 2000 x g durante 10 minutos. A alicuotas de ambas
fracciones (celular y sobrenadante) se les agregd buffer de siembra (5x = Tris-HCl
0.25M pH 6.8., SDS 15%, glicerol 50%, B-mercaptoetanol 25% y azul de bromofenol
0.01%) vy las proteinas se resolvieron mediante SDS-PAGE. Se utilizdé el marcador de

peso molecular de rango amplio (Broad Range Unstained) de Bio-Rad.

3.2.3. Ensayos de niveles de activacion transcripcional y oclusion de virus poliedrina
negativo (pol/h’) en cultivos complementadores.

Para comparar los niveles de activacién de los promotores clonados por parte de los
factores transcripcionales de las dos especies de virus evaluadas, se infecté en una
primera etapa la linea celular XXL-GFP con los virus AcMNPV y AgMNPV, siguiendo los
protocolos estandar. En otro ensayo, se infecté el cultivo celular transgénico generado

a partir de la construccion pIB-Hr1AgMNPV-ppolhAgMNPV-GFP con el virus AgMNPV.



96 horas después de la infeccion, se analizd el nivel de expresiéon de GFP por
microscopia de fluorescencia.

Para evaluar la complementacion funcional de virus deficientes a partir de los cultivos
celulares que expresan genes de poliedrina, se utilizaron los recombinantes
AcMNPV-lacZ-polh~ y AgMNPV-tox34-polh . El primero expresa ademas el gen de Ila
B-galactosidasa de E. coli mientras el segundo expresa la toxina tox34 del acaro P. tritici.
El virus ACMNPV-lacZ-polh™ se utilizé para infectar las lineas celulares XXL-polhAcMNPV
y XXL-polhAgMNPV. El virus AgMNPV-tox34-polh se utilizé para infectar las lineas
celulares XXL-polhAcMNPV, XXL-polhAgMNPV y los cultivos transgénicos policlonales
derivados de las construcciones plIB-Hr1AgMNPV-ppolhAgMNPV-PolhAcMNPV y plIB-
Hr1AgMNPV-ppolhAgMNPV-polhAgMNPV. Luego de siete dias se analizd por

microscopia la presencia de cuerpos de oclusidn en los cultivos celulares infectados.

3.2.4. Evaluacién de la infectividad oral de los cuerpos de oclusién complementados
de AcMNPV-lacZ-polh~ complementados en las lineas celulares XXL-PolhAcCMNPV y
XXL-PolhAgMNPV en larvas de Rachiplusia nu

Para evaluar la capacidad infectiva oral, se realizé la extraccién de los cuerpos de
oclusién a partir de cultivo celular de acuerdo a los protocolos establecidos (O'Reilly
et al., 1994). Se utilizaron cultivos de las lineas celulares XXL-PolhAcMNPV vy
XXL-PolhAgMNPV infectados con AcMNPV-lacZ-polh™ y como control positivo se

utilizaron OB purificados de células High Five™ infectadas con AcCMNPV-wt.

Se prepararon suspensiones de OB en agua destilada con Coomassie brilliant blue
1% (p/v) como colorante y sacarosa 1% (p/v) como fagoestimulante. Las
preparaciones se administraron por via oral a 40 larvas del tercer estadio de
Rachiplusia nu siguiendo el método de la alimentacién por gotas (Hughes y Wood,
1981). Teniendo en cuenta el volumen promedio ingerido por las larvas de R. nu en
tercer estadio (Kunimi y Fuxa, 1996), se utilizé una suspension de OB de una

concentracion adecuada para administrar 1000 OB a cada larva.

Cuatro dias después de la infeccion, algunas larvas fueron disecadas y se extrajo el
tejido intestinal y la hemolinfa. Estos tejidos fueron tefidos con X-gal (5-bromo-4-

cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido) para observar actividad B-galactosidasa. Para ello,



se extendieron sobre un portaobjetos los tejidos y se lavaron con 1 ml de PBS 1X y se
incubaron durante 5 min a temperatura ambiente con 500 pl de solucién fijadora
(formaldehido 2% (v/v), glutaraldehido 0,2% (v/v), en PBS). A continuacién, se lavaron 2
veces con 1 ml de PBS y se incubaron con 1 ml de solucidn de tincién (ferricianuro de
potasio 5 mM, ferrocianuro de potasio 5 mM, MgCl, 2 mM y X-gal 1 mg/ml) durante 2

horas a 37°C. Finalmente, los preparados se observaron al microscopio en campo claro.

3.3. Resultados

Inicialmente, se utilizaron dos vectores de transferencia. Uno de ellos, desarrollado
previamente por la Dra. Gabriela Lopez en el grupo de trabajo del Dr. Oscar Taboga
(Lopez et al., 2010), contiene el marco de lectura del gen de poliedrina de AcCMNPV bajo
el control de su propio promotor, ampliado con una regiéon hrl de AcMNPV. Este
vector se utilizd para intercambiar el ORF de poliedrina de AcMNPV por el de

AgMNPV, conservando las regiones regulatorias de AcMNPV.

Utilizando estas construcciones, se generaron dos lineas celulares transgénicas. Una de

ellas expresa la poliedrina de AcMNPV y la otra expresa la poliedrina de AgMNPV.

Para evaluar la complementaciéon funcional entre los genes de poliedrina de las dos
especies, se infectaron las lineas celulares que expresa la poliedrina de AgMNPV y
ACMNPV (XXL-polhAgMNPV y XXL-polhAcMNPV) con un virus AcMNPV deficiente
en poliedrina (polh’, lacZ*). En ambas infecciones se observd la formacién de
cuerpos de oclusion de tamafio y forma regular en los nucleos de las células infectadas.

La eficiencia de oclusion fue, ademas, muy elevada. Luego de 96 horas de infeccion

se observaron OB en mas del 90 % de las células (Figuras 3.5y 3.6).

Los poliedros generados en estas infecciones se purificaron y administraron por via oral
a larvas de Rachiplusia nu, susceptibles a ACMNPV. Se comprobd que la administracion
oral de OB a dosis mas de diez veces superiores a la dosis letal media, ocasiond el 100%
de mortalidad de las larvas. Ademds, se observd que las larvas infectadas
expresaban lacZ en el tejido intestinal y en células de la hemolinfa (Figura 3.7).
Estos resultados demuestran que la poliedrina de AcMNPV puede ser
complementada con la proteina homdloga de AgMNPV. La complementacidon da

lugar a cuerpos de oclusién con morfologia normal que son infectivos por via oral.
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Figura 3.5. Microscopia de la linea celular transgénica pXXL-polhAcMNPV infectada con el virus
AcMNPV-lacZ*-polh™.

Figura 3.6. a) Microscopia de linea transgénica pXXL-polhAgMNPV infectada con el virus ACMNPV-lacZ*-

polh~. b) Microscopia de linea transgénica pXXL-polhAcMNPV, infectado con el virus AgMNPV-polh~. En
ambos casos se evidencia la aparicidon de cuerpos de oclusion en el nucleo de las células.

Por otra parte, se infectd la linea celular que expresa la poliedrina de AcCMNPV con
un virus AgMNPV deficiente en poliedrina (polh’). En este caso, se observaron muy
pocas células con cuerpos de oclusion de tamafio pequeio en su interior (Figura
3.6). Esto podria deberse a que el promotor de poliedrina de AcMNPV no es
activado de manera eficiente por los factores transcripcionales de AgMNPV (y no
se consigue la concentracién de poliedrina en la célula requerida para iniciar la
cristalizacion y la formacion de OB) o que las células High Five™ no son altamente

susceptibles a AgMNPV (Mengual Gémez, 2013).

“Desarrollo de herramientas moleculares para incrementar la aplicabilidad del baculovirus de A. gemmatalis en el control bioldgico de plagas”



Figura 3.7. Microscopia de tejidos extraidos de larvas de Rachiplusia nu y tefiidos para observar actividad

B-galactosidasa. Las larvas fueron infectadas con a) AcMNPV-lacZ-polh™ ocluido con la linea transgénica
pXXL-polhAcMNPV b) AcMNPV-lacZ-polh~ ocluido con la linea transgénica pXXL-polhAgMNPV c)
AcMNPV-wt (control).

Para averiguar a cual de estas opciones se debia la ineficiencia de la oclusién de AgMNPV
en las lineas complementadoras, se generd una linea celular que expresa GFP bajo el
control del promotor de poliedrina extendido de AcMNPV, utilizando el vector
pXXL-GFP, gentilmente cedido por los Dres. Gabriela Lopez y Oscar Taboga (Lopez et
al., 2010). Los ensayos de expresion utilizando esta linea transgénica mostraron que
los niveles de expresidon conseguidos al infectar con AgMNPV son inferiores a los que

se consiguen al infectar con AcCMNPV (Figura 3.8).

Por esta razdn, se considerd la posibilidad de aumentar los niveles de expresidn
produciendo lineas celulares con promotores y secuencias repetitivas (hrs) de AgMNPV.
Esto condujo al desarrollo de nuevos vectores que expresan los genes de poliedrina de
ambas especies (AcMNPV y AgMNPV) bajo el control de un promotor de poliedrina de
AgMNPV extendido con la region repetitiva hr1 de AgMNPV (Figura 3.4). Los niveles de
activacion de este promotor fueron evaluados utilizando un cultivo celular transformado
con una construccién que expresa GFP. Como se esperaba, al infectar con AgMNPV los
niveles de expresion de GFP fueron mayores en el cultivo celular transformado con una
construccion que contiene el promotor de AgMNPV que en el transformado con una

construccion que contiene el promotor de ACMNPV (pXXL-GFP).



Figura 3.8. Comparacion de los niveles de expresion de GFP en las lineas pXXL-GFP infectada con

AcCMNPV (a) y AgMNPV (b) y el cultivo celular derivado del vector pIB-Hr1AgMNPV-ppolhAgMNPV-

GFP infectado con AgMNPV (c).
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Figura 3.9. Evaluacion de la expresion de
TxP-I en células infectadas con el virus
AgMNPV-tox34-polh” en sobrenadante (sn)
y fraccion celular. La banda mayoritaria
(40 kDa) (resaltada) en ambas
fracciones corresponde a la proteina
TxP-I. Como control se utilizé el virus
AgMNPV-wt, en el cual se observa la
banda de poliedrina (resaltada) sélo en
la fraccidn celular. Se marcé el peso en
kDa de las bandas relevantes del
marcador de peso molecular.

Se considerd la posibilidad de utilizar las lineas
celulares que expresan poliedrina para generar
cuerpos de oclusion de AgMNPV-tox34-polh’, un
virus desarrollado anteriormente en nuestro
laboratorio que no pudo ser evaluado como
bioinsecticida por la incapacidad de formar
cuerpos de oclusién (Arana, 2003). Se decidid
evaluar la expresién del gen tox34 por en células
infectadas con este virus, encontrando una
concentracion de proteina elevada en el interior
de la célula y en el medio de -cultivo
sobrenadante (Figura 3.9). Esto implica que las
células High Five™ procesan y direccionan el
producto polipeptidico de tox34 (TxP-l)
adecuadamente, por lo cual es muy probable
gue la toxina sea biolégicamente activa y
permita mejorar la capacidad insecticida del
virus. Posteriormente, se infectaron los cultivos
transgénicos derivados de las construcciones

pIB-Hr1AgMNPV-ppolhAgMNPV-PolhAcMNPV y
pIB-Hr1AgMNPV-ppolhAgMNPV-polhAgMNPV
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con AgMNPV-tox34-polh y luego de siete dias se observd la presencia de OB en las
células infectadas de ambos cultivos. A diferencia de lo observado con la infeccion de la
linea celular pXXL-polhAgMNPV con AgMNPV (polh’), en este caso los OB observados

presentaron un tamaio regular al complementar con los genes de poliedrina de las dos

especies (Figura 3.10).

pIB-hr1AgMNPV- pIB-hr1AgMNPV-
ppolhAgMNPV- ppolhAgMNPV-
polhAgMNPV polhAcMNPV

Figura 3.10. Microscopia de los cultivos transgénicos derivados de los vectores HrlAgMNPV-
ppolhAgMNPV-PolhAcMNPV y pIB-Hrl1AgMNPV-ppolhAgMNPV-polhAgMNPV infectados con el virus
AgMNPV-tox34-polh~. Se observan cuerpos de oclusion regulares en ambos casos.

“Desarrollo de herramientas moleculares para incrementar la aplicabilidad del baculovirus de A. gemmatalis en el control bioldgico de plagas”



Por una parte, se confirmoé que existe reconocimiento de la poliedrina de AcMNPV
por los viriones de AgMNPV y oclusion. Por otra parte, estos resultados confirman
que la ineficiencia en la complementacién de AgMNPV (polh’) con las lineas pXXL-

polhAgMNPV y pXXL-polhAgMNPV se debe al bajo nivel de reconocimiento del

promotor de AcCMNPV por los factores de transcripcion de AgMNPV.

3.4. Discusion

Se desarrollaron dos lineas celulares que expresan la poliedrina de AgMNPV y AcCMNPV,
respectivamente, bajo el control del promotor de poliedrina de AcMNPV. La infeccién
de la linea celular transgénicas XXL-polhAgMNPV con el virus AcMNPV-lacZ*-polh-, dio
lugar a la formacidn de cuerpos de oclusion. A su vez, la infeccion de la linea celular
transgénicas XXL-polhAcMNPV con el virus AgMNPV-polh™-tox34, también dio lugar a la
formacién de cuerpos de oclusién. Los poliedros de AcMNPV-polh™ empaquetados con
la poliedrina de AgMNPV son capaces de infectar larvas susceptibles por via oral,
conduciendo a su muerte. Esto indica que la poliedrina de AgMNPV puede
complementar funcionalmente a su par de ACMNPV.

Ademas, se generd una linea celular (XXL-PolhAcMNPV) que expresa la poliedrina
de AcMNPV bajo control del promotor extendido de poliedrina de AcMNPV. Al infectar
esta linea celular con AcCMNPV se observé una produccion regular de poliedros. Sin
embargo, al infectar esta linea celular con AgMNPV, se observé un nimero muy bajo
de células con cuerpos de oclusién de tamafio pequefio. Esto podria deberse a un
bajo nivel de reconocimiento del promotor de AcMNPV por parte de los factores
transcripcionales de AgMNPV.

Por esta razon, se generaron vectores con elementos regulatorios de AgMNPV
conduciendo la expresidon de los ORF de poliedrina de AgMNPV, AcMNPV y GFP. Las
construcciones se utilizaron para generar cultivos celulares transgénicos. Los cultivos
celulares transgénicos generados con estos nuevos vectores permitieron la oclusion de
AgMNPV-polh™ en poliedros que son indistinguibles de los de AgMNPV-wt. En particular,
se consiguié ocluir el virus recombinante AgMNPV-tox34-polh-, desarrollado
anteriormente en nuestro laboratorio. Se espera que este virus, al expresar tox34, posea
una capacidad insecticida mejorada, aunque adn no se ha evaluado la infectividad oral

de estos poliedros ni su actividad insecticida sobre larvas de A. gemmatalis.



La generacion de lineas celulares que expresan la poliedrina de AgMNPV tiene un gran
potencial biotecnolégico, ya que permite la oclusidén de virus deficientes en poliedrina.
Cuando estos virus ocluidos son ingeridos por las larvas, en éstas no se producen
poliedros, limitando la transmisién de la infeccién a otras larvas. Se ha demostrado el
bajo nivel de persistencia de los genomas deficientes en poliedrina (Wood et al., 1994;
Inceoglu et al., 2001, 2006) en el ambiente, de manera que se podria utilizar esta
tecnologia para la aplicacién contenida de baculovirus recombinantes a campo.

Los resultados obtenidos muestran ademas que existe una complementacion funcional
entre la poliedrina de especies heteréloga (AgMNPV y AcMNPV) y abren posibilidades
hacia un estudio detallado de los mecanismos que determinan la interaccion entre la
poliedrina y los viriones del baculovirus. En este marco, el sistema de estudio utilizado,
a través de lineas celulares transgénicas ha demostrado ser muy conveniente para

investigar este tipo de fendmenos.
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Capitulo 4

Desarrollo de una linea celular para la titulacion y el
monitoreo de infecciones de baculovirus






4.1. Introduccion

El mantenimiento y la modificacién genética de los baculovirus se llevan a cabo
normalmente en cultivos celulares derivados de lepiddpteros. Las lineas celulares mas
populares para la manipulacién de baculovirus son High Five™, derivada de células de
ovario del lepidoptero Trichoplusia niy Sf9, derivada de células de ovario del lepiddptero

Spodoptera frugiperda y permiten la replicacidn de varios poliedrovirus.

El aislamiento de baculovirus recombinantes y las titulaciones en cultivo celular
requieren que las células infectadas se puedan diferenciar facilmente de células no
infectadas. Sin embargo, el fenotipo del baculovirus no siempre se diferencia
visualmente y las placas de infeccidon no son distinguibles si el baculovirus no expresa el
gen de la poliedrina. Por esta razon, resulta util el desarrollo de lineas celulares
transgénicas que expresen genes indicadores inducibles por la infeccion viral. Para lograr
la induccidn controlada del gen indicador, se utilizan los promotores virales tardios, que

requieren de factores virales para su transcripcion.

Los métodos de titulacién de baculovirus mds aplicados actualmente se basan en la
cuantificacion de genomas virales por PCR en tiempo real (qPCR). Estos métodos,
aungue son rapidos y relativamente sencillos, poseen la desventaja de que no permiten
diferenciar viriones defectivos o inviables de los viriones viables, que son los que
realmente poseen la capacidad de penetrar en una célula susceptible e iniciar un ciclo
replicativo. Por esta razdn, los métodos de cuantificacién basados en gPCR tienden a

sobreestimar los titulos virales.

Los métodos de titulacidn por plagueo son mas confiables, porque permiten determinar
la cantidad de particulas infectivas viables de una muestra. Sin embargo, son mas lentos
y las técnicas involucradas resultan mas complejas que las de qPCR. La disponibilidad de
una linea celular que expresa un gen indicador inducible por infeccion que pueda ser
detectado por técnicas no invasivas permite la exploracion de nuevos métodos de
titulacién automatizados que podrian ser aplicados por cualquier laboratorio como

practicas estandar.



En este capitulo se describe el desarrollo de una linea celular derivada de High Five™
que expresa la proteina fluorescente verde (GFP) bajo el control del promotor de
poliedrina del nucleopoliedrovirus de Autographa californica (AcMNPV) y su aplicacién
en la clonacidn de virus recombinantes y el monitoreo y titulacidon de stocks virales.
Si bien otro grupo de investigacidon ha descripto anteriormente el desarrollo de una
linea celular que expresa GFP bajo el promotor de poliedrina de AcMNPV basada
en Sf-9 (Hopkins y Esposito, 2009), ese trabajo carece de una caracterizacion
detallada de la linea celular como la que es abordada en este capitulo. Ademas, la
linea High Five™ presenta algunas ventajas en comparacion con la linea celular Sf9.
Entre ellas se puede destacar una mayor viabilidad frente a la infeccién, un mayor
nivel de expresion de proteinas heterélogas y una mayor eficiencia de captacion de

virus brotantes (Wickham et al., 1992; Maruniak, et al., 1994).

4.2. Materiales y Métodos

4.2.1. Plasmido pXXL-GFP

El plasmido de seleccion utilizado para la generacion de la linea celular transgénica,
denominado pXXL-GFP, fue gentilmente cedido por los doctores Taboga y Lopez (INTA-
Castelar) (Lépez et al., 2010). Este vector contiene el marco de lectura de la proteina
GFP bajo el control del promotor de poliedrina de AcCMNPV. Para proveer un nivel de

expresiéon mayor, se adiciond al plasmido la region hr1 de AcCMNPV (ver Capitulo 3).

4.2.2. Obtencion de la linea celular XXL-GFP

Se transfectaron células High Five™ con el pldsmido pXXL-GFP utilizando el reactivo de
transfeccion Cellfectin Il (Invitrogen®) de acuerdo al protocolo recomendado por el
fabricante (ver Anexo). A partir de las células transfectadas, se generaron lineas
celulares derivadas de los vectores pXXL-GFP de acuerdo al protocolo de dilucion

terminal (ver Anexo).

Para verificar que los aislamientos seleccionados correspondieran a poblaciones
clonales, se infectaron estas lineas celulares con un virus AcMNPV que expresa la

proteina roja fluorescente. El proceso aislamiento clonal por dilucién serial se volvid a



repetir dos veces mas para los clones seleccionados. La linea celular transgénica

desarrollada se denomind XXL-GFP.

4.2.3. Evaluacion de la activacion de la expresion en la linea transgénica XXL-GFP
infectada con AgMNPV

Se infecto la linea celular transgénica con el virus AgMNPV-I-Ppol para evaluar si los
factores transcripcionales de AgMNPV pueden activar el promotor de poliedrina de
AcMNPV que dirige la expresion de GFP en la linea transgénica. La deteccién de la

expresion de GFP se realizé mediante microscopia de fluorescencia.

4.2.4. Evaluacion de la estabilidad genética de la linea XXL-GFP

La linea celular XXL-GFP fue sometida a 30 pasajes en medio sin antibidtico. Cada 10
pasajes se infectd la linea con el virus AcCMNPV-DsRed, que expresa la proteina roja
fluorescente y se evalud la expresidon de GFP y DsRed simultaneamente por microscopia

de fluorescencia.

4.2.5. Ensayos de titulacion

Se infectaron monocapas de la linea transgénica XXL-GFP para su evaluacion en
titulaciones por dilucién terminal y plaqueo (O'Reilly et al., 1994). Las titulaciones fueron
reveladas con un transiluminador convencional con filtro de 320 nm acoplado a un

equipo de adquisicion de imagenes.

4.3. Resultados

Se generd una linea celular que contiene el gen indicador gfp bajo el control del
promotor de poliedrina de AcMNPV (Figura 4.1). Este promotor es activado Unicamente
por factores transcripcionales del virus, por lo que la expresidon de GFP se convierte en

este caso en un indicador de infeccion de la célula.

Para asegurar la uniformidad genética de la linea celular XXL-GFP se repitié tres veces el

clonado por dilucién terminal.
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Figura 4.1. a) Vector de seleccion utilizado para la generacidn de la linea celular XXL-GFP. b) Microcolonia
blasticidina.

de células High Five™ transfectadas con el vector pXXL-GFP y seleccionadas con el antibidtico
Para verificar que todas

las células

infectadas expresan uniformemente el gen
heterdlogo, se utilizd un AcMNPV recombinante que expresa en su genoma el gen de la

proteina roja fluorescente DsRed bajo el control del promotor de poliedrina. Al infectar la

linea celular XXL-GFP con este virus, se observa que todas las células en las cuales se

observa fluorescencia roja (infectadas) también se observa fluorescencia verde (Figura 4.2).

Posteriormente, se analizd la activacién de las secuencias regulatorias del transgén en

la linea celular, que provienen del gen de poliedrina de AcMNPV, por los
factores transcripcionales de AgMNPV. Se observd un nivel

inferior en

la
expresion de GFP comparandolo con la infeccién de la linea XXL-GFP con AcCMNPV

(Figura 4.3). Esto puede deberse a un reconocimiento menos eficiente del promotor

heterdlogo o a que el ciclo replicativo de AgMNPV es menos eficiente en células High

Five™ que el de AcMNPV. Sin embargo, los niveles observados son suficientes para
permitir el uso de esta linea para clonar, titular y monitorear AgMNPV.

Se comprobd la estabilidad genética de la linea celular XXL-GFP mantenida sin agente
de seleccién a lo largo de los pasajes celulares. Durante 30 pasajes no se observo

variacion en la expresién de GFP en células infectadas o variaciones en la proporcién de
células infectadas que no expresan GFP (Figura 4.4).

“Desarrollo de herramientas moleculares para incrementar la aplicabilidad del baculovirus de A. gemmatalis en el control biolégico de plagas”



Figura 2. Homogeneidad de la expresion transgénica de la linea celular XXL-GFP. a) Linea celular XXL-GFP

infectada con AcMNPV-wt observada con luz UV con filtro para la excitacidn de i) GFP ii) DsRed. b) Linea
celular XXL-GFP infectada con AcMNPV-DsRed observada con luz UV con filtro para la excitacion i) GFP ii)
DsRed.

Luego de verificar la expresion adecuada del gen indicador de la linea celular XXL-GFP,
se analizd su utilidad para el monitoreo de infecciones revelando la expresion del gen
indicador con un transiluminador convencional, teniendo en cuenta que no todos los

laboratorios de biologia molecular disponen de un microscopio de fluorescencia.

Los resultados obtenidos demuestran que el revelado con transiluminador permite
diferenciar claramente las células infectadas, tanto en ensayos de dilucién terminal

como en plaqueos (Figura 4.5).



Figura 4.3: Linea celular XXL-GFP infectada con AgMNPV. La expresidon de GFP indica que el promotor de

poliedrina de AcMNPV es reconocido por los factores transcripcionales codificados por AgMNPV.

4.4. Discusion

Se desarrolld una linea celular transgénica que contiene un gen indicador que se
activa al infectar con varias especies de baculovirus. Este aspecto es muy util
para la manipulacion de los baculovirus en cultivo celular, ya que permite el seguir el
desarrollo de la infeccion virar por métodos no invasivos. Se ha demostrado la
estabilidad de la linea celular a largo plazo sin la necesidad de manener la presidn

de seleccidon del antibidtico.

Se comprobé que la deteccién de GFP se puede llevar a cabo con un transiluminador
convencional, lo que elimina la necesidad de disponer de un microscopio de
fluorescencia y los costos que esto implica, surgiendo la posibilidad de utilizar la linea

XXL-GFP como medio de monitoreo de rutina.

Se ha destacado que una de las limitantes para la expansion de la aplicacion de
bioinsecticidas basados en formulaciones de baculovirus consiste en que los métodos
de produccién actuales se basan en la purificacion de poliedros de larvas infectadas.
Estos métodos artesanales tienen requerimientos muy altos de mano de obra y su
capacidad de produccion depende de la disponibilidad de larvas de la especie

susceptible.
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Figura 4.4. Evaluacion de la estabilidad genética de la linea XXL-GFP a través de las generaciones. Cada 10

pasajes, se infectaron las células con el virus AcCMNPV-DsRed para comparar el patrén de fluorescencia

del gen indicador del virus (DsRed) con el del transgén de la linea celular (GFP).

En este marco, se han buscado alternativas para aumentar la factibilidad de la

produccién de baculovirus en cultivos celulares. Ademas, en la Ultima década se ha




aprobado la comercializacién de varias vacunas basadas en baculovirus para uso en
medicina humana y veterinaria. La produccién de estos productos se lleva a cabo en
lineas celulares de insecto y requiere de controles de calidad entre los cuales se
encuentra el recuento de particulas infectivas viables. Por lo tanto, los resultados
obtenidos permiten plantear la posibilidad de adaptar el uso de la linea celular XXL-GFP

a la produccidén industrial de bioinsecticidas y vacunas y otros productos de interés

médico e industrial basadas en baculovirus en cultivo celular.

Figura 4.5. a) Pocillos con monocapas de células XXL-GFP i) infectadas con AcMNPV vy ii) sin infectar,
reveladas con transiluminador UV con filtro de 320 nm. b) Pocillo con monocapa de células XXL-GFP
infectadas con AcMNPV en bajo titulo e inmovilizada con agarosa, revelada con transiluminador UV con

filtro de 360 nm luego de 7 dias. Se distinguen placas de infeccidn viral.
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Capitulo 5

Anadlisis de la transactivacion transcripcional de
elementos promotores entre alfa y betabaculovirus.






5.1. Introduccion

La "oruga de las leguminosas", Anticarsia gemmatalis, es una de las mayores plagas de la
soja y otros cultivos de leguminosas. Para su control se ha utilizado con éxito el virus
AgMNPV. Por otra parte, se ha caracterizado un virus de la granulosis de Epinotia
aporema (Wals., 1914) (Lepidoptera: Tortricidae), una de las principales plagas de la soja
y otras leguminosas de interés agrondmico, tales como poroto, mani, lenteja, garbanzo y
alfalfa (Goldberg et al., 2002; Sciocco-Cap et al., 2001). Una limitacion seria para realizar
estudios mas detallados a nivel molecular sobre el ciclo de infeccidn es la falta de una
linea celular susceptible. Recientemente ha sido determinado el genoma completo de

este virus (Ferrelli et al., 2012).

En este contexto, considerando que AgMNPV y EpapGV estan siendo evaluados para su
uso como agentes de control de los lepiddpteros Anticarsia gemmatalis y Epinotia
aporema, y que estas plagas se presentan en forma simultanea durante cierta época del
afo, seria interesante contar con un baculovirus modificado con rango de hospedador
ampliado a ambas plagas. Una posible estrategia para desarrollar este baculovirus con
rango de hospedador expandido consistiria en generar recombinantes de AgMNPV en
células derivadas de A. gemmatalis con regiones gendmicas relativamente extensas de
EpapGV y seleccionarlos por su infectividad sobre E. aporema. Sin embargo, es necesario
considerar antes que la expresion de los genes de EpapGV en el entorno heterélogo
dependera de la transactivacion de los promotores por parte de la maquinaria

transcripcional de la célula y productos génicos de AgMNPV.

Para comenzar a evaluar este problema, se requiere estudiar la regulacion transcripcional
de genes de EpapGV en el contexto del genoma de AgMNPV y del sistema heterélogo de
A. gemmatalis. Cabe mencionar que no se ha llevado a cabo aun un estudio detallado de
los niveles de activacion de promotores de betabaculovirus por parte de los factores

transcripcionales de un alfabaculovirus.

El primer objetivo en el estudio de la transactivacion transcripcional de promotores de
EpapGV en el entorno de AgMNPV consistio en la seleccion de promotores y el disefio de
primers para su amplificacion y clonado. Se decidié evaluar la transactivacion promotores

de genes correspondientes a diferentes fases del ciclo de vida del virus: un gen temprano



inmediato, ie-1, un gen temprano retrasado, egt y un gen de la fase muy tardia, poliedrina

o granulina.

Para el analisis se desarrollaron cultivos celulares establemente transformados con
construcciones indicadoras cuya expresion se encuentra bajo el control transcripcional de
las regiones regulatorias seleccionadas. Por un lado, este sistema permite independizar
el experimento de la eficiencia de transfeccion, ya que se eliminan las células que no
incorporan el plasmido en el genoma por su sensibilidad al antibiético. Por otra parte, se
ha informado que la activacion de los promotores de los genes tardios de los baculovirus
requiere de la replicacién del DNA (Rice y Miller, 1986), por lo cual es posible que un
experimento de expresion transitoria con vectores plasmidicos (que no replican en células

de insecto) arroje resultados negativos.
5.2. Materiales y Métodos.

5.2.1. Generacion de plasmidos con un gen indicador bajo el control de promotores de

AgMNPV y EpapGV.

Se amplificaron por PCR los promotores seleccionados utilizando los primers
detallados en la tabla 5.1 sobre los moldes de DNA gendmico de AgMNPV vy
EpapGV. Los productos de PCR obtenidos se clonaron independientemente en el
vector pGEM-T Easy. Seguidamente, se digirié con Notl y desfosforilé el vector de
seleccion pIB/V5-His y en él se subclonaron independientemente los promotores
liberados de pGEM-T Easy con la misma enzima de restriccion. De esta manera, se
generaron seis plasmidos con cada uno de los promotores seleccionados y un marcador
de seleccién para la integracién del DNA foraneo en las células de insecto (resistencia a
blasticidina). Finalmente, en cada uno de estos plasmidos se introdujo el ORF de GFP,
para ubicarlo bajo el control del promotor viral. El ORF se liberd del vector pXXL-GFP

(capitulo 3) con Xbal y se cloné en el mismo sitio del vector pIB-promotor.
5.2.2. Produccidn de cultivos celulares transgénicos
Se transfectaron células High Five™ con las construcciones indicadoras con cada uno de

los promotores analizados. Se utilizd el reactivo de transfecciéon Cellfectin I

(Invitrogen®), transfectando 2 pg de DNA plasmidico en cada caso y siguiendo las



instrucciones del fabricante (ver Anexo). Para la seleccion de células transgénicas, dos
dias después de la transfeccidn se agregd blasticidina a una concentracién de 40 pg/ml

final en cada pocillo.

PCR Primer Secuencia (5°- 3")

piel AgMNPV PielAg/Pstl TATAAGATCTGCAGGTACAATTG
pielAgrev CATGAAGATCTATTTATACC

piel EpapGV PielEpap-Up CATCAAGCTTCCCGCATCAC

PieEpap-Down

CACACTCCATAAGCTTTGTCTG

pegt AQMNPV | PegtAg600-Up CCTCTAAGCTTTTCGTCTATGTACATGTT
PegtAg600-Down ATAAAAAGCTTCGTAAATGCAGTTCAAT

pegt EpapGV | PegtEP-Up TCGTCCAAGCTTTGCGCACCTATCAGCT
PegtEp-Down GTCCACAAGCTTACTGATGTTGGAG

ppolh AgMNPV | PpolhAg600-Up TGTACAAAGCTTCTAATTGCGTAAAAATG

PpolhAg600-Down

TAATCAAGCTTAGTTATAGCAAATTTTA

AAATAATGAAGCTTAAGCATGTGGA
ACCTCAAAGCTTTGTTATATCCTATAAT

pgra EpapGV PgrakEp-Up

PgraEp-Down

Tabla 5.1: Primers utilizados para desarrollar cada una de las construcciones indicadoras.

5.2.3. Evaluacion de la transactivacion transcripcional de los promotores en las

células transgénicas

Para evaluar la activacidon transcripcional de las construcciones incorporadas en las
células transgénicas, se infectaron los cultivos con AgMNPV-wt a una MOI de 10
(Richardson et al., 2007). A diferentes tiempos post-infeccién se observd la

expresion de GFP por microscopia de fluorescencia.

5.3. Resultados

Para el andlisis de la transactivacion transcripcional de promotores de betabaculovirus y
alfabaculovirus seleccionados, se desarrollaron construcciones indicadoras que contienen
promotores seleccionados de tres etapas del ciclo replicativo del baculovirus. Se
seleccionaron: el promotor ie-1, de la etapa inmediata temprana (se sabe que no requiere
factores virales para su activacion (Guarino y Summers, 1986; Rohrmann, 2013), el

promotor del gen egt, de la etapa temprana retrasada y el promotor de la proteina



mayoritaria del cuerpo de oclusion, poliedrina (pol/h) o granulina (gra), de la etapa muy

tardia del ciclo replicativo.

En la primera etapa se amplificaron por PCR regiones de 600 nucledtidos upstream al
inicio del marco de lectura de estos genes para las especies AgMNPV y EpapGV. En el
caso del promotor de ie-1 de AgMNPV, la region amplificada fue de unos 423
nucledtidos, debido a que ya se informd que esta secuencia era suficiente para activar la

expresion de un gen indicador (Bilen et al., 2007) (Figura 5.1).

Se transfectaron células High Five™ con cada una de las construcciones y se seleccionaron
aquellas células que integraron los pldsmidos en el genoma con el agregado de
blasticidina. Posteriormente, los cultivos transgénicos fueron infectados para evaluar la

activacion de los promotores.

Como era esperable, las células transformadas con las construcciones indicadoras
gue contienen promotores tempranos inmediatos (pie-1 de AgMNPV vy pie-1 de
EpapGV) evidenciaron expresién de GFP sin necesidad de infeccion. Esto se
atribuye a que los promotores de ie-1 no requieren de factores transcripcionales
codificados por el virus, por lo que su actividad no depende de la infeccion viral
(Blissard, Kogan, Wei, & Rohrmann, 1992). No se observd diferencia entre células no

infectadas e infectadas 24 horas post infeccidn (hpi) (Figura 5.2).

Los promotores tempranos retrasados (pegtAgMNPV y pegtEpapGV) y muy tardios
(ppolhAgMNPV y pgraEpapGV), por otra parte, no mostraron transcripcion en células no
infectadas. En las células transgénicas con construcciones indicadoras con todos estos
promotores, se observd expresion de GFP al infectar con AgMNPV. No se realizaron

infecciones con EpapGV ya que no existen lineas celulares susceptibles a este virus.

En el caso de los promotores tempranos retrasados, se observd que se alcanzan niveles
altos de expresidn con sélo 24 hpi y después de ese tiempo estos se mantienen estables
hasta las 96 hpi (Figura 5.3). En el caso de los promotores muy tardios, la expresion va
aumentando y llega a un nivel comparable al de los promotores tempranos retrasados

luego de las 72 hpi (Figura 5.4).
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Figura 5.1. Esquema del desarrollo de las construcciones indicadoras empleadas. En la primera etapa,
se amplificaron por PCR los promotores de AgMNPV y EpapGV y se clonaron en el vector pGEM-T Easy.
Luego, cada promotor fue liberado del vector pGEM-T Easy con Notl y clonado en el vector pIB/V5-His.
Finalmente, cada plasmido pIB/V5conteniendo un promotor diferente fue digerido con Xbal y se cloné
en este sitio el ORF de GFP liberado del vector pXXL-GFP.
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piel-AgMNPV piel-EpapGV
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Figura 5.2. Actividad de los promotores tempranos inmediatos (ie-1) de AgMNPV y EpapGV en

células transformadas sin infectar e infectadas con AgMNPV-wt a diferentes tiempos.
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Figura 5.3. Actividad de los promotores tempranos retrasados (egt) de AgMNPV y EpapGV en células
transformadas sin infectar e infectadas con AgMNPV-wt a diferentes tiempos. En el caso del promotor de
egt de AgMNPYV se utilizé un menor tiempo de exposicion en la adquisicion de la imagen comparado con el
promotor de EpapGV, excepto en los cultivos no infectados.



Tanto en los promotores tempranos retrasados como en los muy tardios, se observé una
diferencia importante entre los niveles de expresién de los elementos de AgMNPV y
EpapGV. Esto puede deberse a un reconocimiento bajo de las secuencias promotoras de

EpapGV por parte de los factores transcripcionales de AgMNPV.

ppolh-AgMNPV pgra-EpapGV
Exposic. 2 seg. 0,5 seg. 2 seg. 0,5 seg.

Sin
Infectar

24

48
hpi

72
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96
hpi

Figura 5.4. Actividad de los promotores muy tardios (ppolh de AgMNPV y pgra de EpapGV) en
células transformadas sin infectar e infectadas con AgMNPV-wt a diferentes tiempos.

5.5. Discusion

Se estudid la transactivacion transcripcional de elementos regulatorios entre dos géneros
de baculovirus: Alfabaculovirus y Betabaculovirus. Para el analisis se seleccioné como
sistema experimental la transformacién estable de células con construcciones

indicadoras y la infeccion con baculovirus para la induccién de los promotores.



Los resultados obtenidos indican que los promotores de EpapGV seleccionados son
reconocidos y activados por los factores transcripcionales codificados por AgMNPV. En
el caso de los promotores tempranos inmediatos, la expresién del promotor de EpapGV
resulté mayor a la del de AgMNPV. Esto podria deberse a que la secuencia clonada de
EpapGV contiene unos 200 nucledtidos adicionales (upstream) comparada con la de

AgMNPV y podrian existir secuencias importantes para la transcripcidn en esta region.

Por otro lado, los niveles de expresion de los promotores tempranos retrasados y muy
tardios de EpapGV fueron muy bajos comparados con los promotores autélogos (de

AgMNPV) correspondientes.

Este resultado implica que la construccion de baculovirus hibridos entre alfabaculovirus y
betabaculovirus con fragmentos genédmicos heterélogos relativamente grandes como una
estrategia para modificar el rango de hospedador es factible siempre que los niveles de

expresion de los genes heterdlogos sean suficientes.

El desarrollo de estos baculovirus recombinantes hibridos puede ser utilizado
para verificar los resultados obtenidos en el contexto de la infeccidén de una, a través de
estudios de expresién de los genes heterdlogos insertados en el genoma del virus
recombinante. Ademas, la generacién de estos baculovirus hibridos y la posibilidad de
utilizarlos para infecciones en forma combinada permitirda evaluar una alternativa

empirica para la modificacion del rango de hospedador de los baculovirus.

Finalmente, se destaca que se consiguié un nivel de expresion elevado en un corto tiempo
(< 24 hpi) al evaluar el promotor temprano retrasado de egt. La construccién desarrollada
gue contiene este promotor se podria utilizar para la generacion de lineas celulares
gue permitirian la titulacidn rapida de baculovirus y, ademas este descubrimiento se
puede explotar para la expresion de genes tdxicos en baculovirus genéticamente

mejorados para su empleo en el control bioldgico de plagas.
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Desarrollo de un sistema de recombinacion de
alta eficiencia para AgMNPV y descubrimientos
sobre el gen esencial 1629






6.1. Introduccion

El virus de la poliedrosis multiple de Anticarsia gemmatalis (AgMNPV) ha sido utilizado
para el control de la oruga de las leguminosas, una plaga clave de la soja (Moscardi,
1999). Sin embargo, su velocidad de accién relativamente lenta en climas mas

templados limita su aplicacién en nuestro pais.

Para resolver esta limitacion, se ha planteado la posibilidad de introducir modificaciones
en su genoma, para lo cual se recurre en general a la recombinacion homaloga entre el
baculovirus y un vector de transferencia. Como la frecuencia de la recombinacién
homodloga es baja, se han desarrollado estrategias que permiten aumentar la frecuencia

de progenie recombinante (Haase et al., 2013).

Recientemente, en nuestro laboratorio se han desarrollado y evaluado estrategias para
la generacién de AgMNPV recombinantes sobre la base de la linealizacion de un genoma
viral deficiente en el gen de poliedrina y el uso de vectores de transferencia plasmidicos
que permiten la recuperacion del fenotipo polh* (infectivo por via oral en la naturaleza)
(Ver capitulo 2). Este desarrollo ha permitido la obtencidn y purificacidon de un virus de
AgMNPV que expresa la proteina verde fluorescente (GFP) bajo el control del promotor
de poliedrina. Sin embargo, el aislamiento de este virus ha requerido de sucesivos
aislamientos por placa con el fin de eliminar la contaminacion del genoma parental y los
productos de una recombinacidn homdloga simple o ilegitima. Cabe mencionar que, a
pesar de asegurar una digestion completa del genoma parental, los eventos de
reparacion celular pueden dar lugar a la generacién de un virus reparado (circular) que
no es producto de la recombinacidn con el vector de transferencia. Si bien la posibilidad
de uso de un genoma parental linealizable disminuye en forma muy significativa la
recuperacién de virus no recombinantes, ésta no se elimina totalmente. Por lo tanto,
la necesidad de un aislamiento clonal es inevitable en este sistema de
recombinacion. La clonacién por repetidos aislamientos de placas demanda
mucho tiempo y esto limita las posibilidades de generar diferentes variantes

de virus recombinantes.

Entre las estrategias que han sido evaluadas para disminuir la contaminacién

(background) en el proceso de generacién de recombinantes, una de las mas exitosas



ha sido la generacién de baculovirus defectivos en un gen esencial. Estos virus no son
viables en cultivo celular, por lo tanto se requiere la introduccién de un origen de
replicacion heterdlogo en su DNA gendmico para mantenerlos como cromosomas
artificiales en bacterias (bacmidos) o en levaduras. De esta forma, su replicacién ocurre
sin necesidad de establecer un ciclo infectivo y se puede extraer facilmente DNA
genomico viral a partir de estos microorganismos. El DNA extraido es transfectado en
cultivo celular en conjunto con un vector de transferencia que permite restituir el gen
esencial y la incorporacion de uno o varios genes que se desean expresar en el
baculovirus. El virus parental no es viable y sélo la recombinacién homodloga permite la
generacion de un genoma viable, por lo tanto en estos casos los porcentajes de viriones
con DNA parental que pueden aparecer en la progenie de las células cotransfectadas

son minimos y la tarea de purificar un clon recombinante se ve facilitada.

Se considerd la posibilidad de generar un baculovirus AgMNPV deficiente en un gen
esencial para utilizarlo como genoma parental en un sistema de recombinacion de alta
eficiencia. El mantenimiento de baculovirus deficientes en genes esenciales se ha
llevado a cabo siempre a través de la generacién de bacmidos, aunque la construccion
de estos genomas recombinantes requiere de la introduccién de secuencias heterdélogas
extensas que contengan elementos de replicacion y genes de seleccidn bacterianos. La
generacién de bacmidos resulta un trabajo dificultoso y por esta razén sélo se ha
conseguido completar el desarrollo para unas pocas especies de baculovirus modelo
(AcMNPV (Luckow et al., 1993), virus de la poliedrosis simple de Helicoverpa armigera
(Hou et al., 2002; Wang et al., 2003), virus de la poliedrosis multiple de Spodoptera
exigua (Pijlman et al., 2002), virus de la poliedrosis multiple de Bombyx mori MNPV
(Motohashi et al., 2005) y virus de la granulosis de Cydia pomonella (CpGV) (Hilton et
al., 2008)). Frecuentemente, en la produccion de bacmidos se ha observado la

generacion de genomas aberrantes (Pijlmann et al., 2002).

Como una alternativa, se este trabajo se propone generar una linea celular que exprese
un gen esencial (gen 1629) de AgMNPV con el fin de utilizarla para el mantenimiento
por complementacién de un genoma de AgMNPV deficiente en este gen. En el desarrollo
de este trabajo de tesis, se ha demostrado la complementacién funcional de genes de

baculovirus mediante el aprovechamiento de cultivos transgénicos (ver Capitulo 3). La



produccién de lineas celulares que expresen un gen esencial del baculovirus permitiria
la replicacién de un genoma viral deficiente en y la generacién de viriones brotantes.
Estos viriones con genomas deficientes podrian utilizarse para transducir células
transfectadas con un pldsmido de transferencia y dar lugar a la generacién de
recombinantes de segunda generacidon. Esto representa una ventaja ya que se
evitaria la etapa de transfeccion del genoma parental (de baja eficiencia),

sustituyéndola por una etapa de transduccién.

En este desarrollo se aprovecharad el plasmido pl3 construido previamente (ver capitulo
2) que posee en la regidn de recombinaciéon downstream parte del ORF de 1629 (un gen
esencial) y, por lo tanto, puede ser utilizado para rescatar el genoma deficiente
mediante recombinacion homdloga (Figura 6.1). De esta manera, no se requiere la

construccion de un nuevo vector de transferencia.
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Figura 6.1. Sistema de recombinacién desarrollado en base a la linealizacién del virus parental AgMNPV-
I-Ppol descripto en el capitulo 1. Se destaca la participacion del fragmento c-terminal del marco de lectura
del gen 1629 en la recombinacién entre el virus parental y el vector de transferencia. La participacion de
este gen en la recombinacién fue aprovechada para el disefio de un sistema de recombinacién mas
eficiente.

Dado que al inicio de este desarrollo no se dispone del AgMNPV con la delecion letal, se
utilizard en su lugar un bacmido de AcMNPV defectivo en el gen 1629, denominado

bApGOZA (Je, Chang, Choi, et al., 2001; Je, Chang, Roh, & Jin, 2001). Esto permitira



evaluar la linea celular transgénica en forma inmediata e independiente de la

construccion del genoma modificado de AgMNPV.

6.2. Materiales y métodos

6.2.1. Clonado del gen 1629 de AgMNPV

Se amplificé por PCR el ORF del gen 1629 utilizando como molde el DNA gendmico del
aislamiento AgMNPV-2D (wt), utilizando los primers detallados en la Tabla 1. El
producto de amplificacidn se purificod y clond en el vector comercial pGEM-T Easy. Luego
se subclond el marco de lectura en un vector comercial para la seleccién de cultivos
celulares de insecto transformados (pIB/V5-His, Invitrogen®). Este vector permite la
expresion del gen heterdlogo bajo el control del promotor viral temprano constitutivo
del gen ie-1 (immediate early 1) de Orgia pseudotsugata MNPV (OpMNPV) y posee un

gen que confiere resistencia a blasticidina para la seleccién de células transformadas.

6.2.2. Generacion de una linea celular transgénica que expresa constitutivamente el

gen 1629 de AgMNPV

Se transformé mediante transfeccion mediada por lipidos catidénicos (Cellfectin II,
Invitrogen®) la construccidn pIB-1629AgMNPV en la linea celular de insecto High Five™,

siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Posteriormente, se procedid al aislamiento de una linea celular monoclonal que exprese
de manera estable la proteina 1629 mediante un protocolo de aislamiento clonal por

dilucién terminal (ver Anexo) (InsectSelect™ BSD System, 2008).

6.2.3. Evaluacion de la complementacion heteréloga de un AcMNPV deficiente en el

gen 1629

Para evaluar la expresidn de la proteina heterdloga de la linea transgénica y su capacidad
de complementar un baculovirus deficiente, se infectd la lineas transgénica
obtenida con el bdcmido bApGOZA (Je et al., 2001a,2001b). La complementacion del
gen se evidencid por la presencia de cuerpos de inclusidon en los nucleos de las
células. Como control negativo, se transfectaron células High Five™ con el mismo

bacmido.



6.2.4. Confirmacion de estructura genética de bApGOZA por PCR

Considerando los resultados obtenidos, se realizd una serie de ensayos de PCR para
determinar la ausencia de un fragmento del ORF 1629 en el bacmido bApGOZA. Se
disefaron primers para amplificar fragmentos pequefios (<400 pb) correspondientes a
la regidn N-teminal, media y C-terminal del ORF de 1629 de AcMNPV. Los primers
utilizados se encuentran detallados en la tabla 6.1. Se utilizaron como moldes los

genomas de ACMNPV-wt y bApGOZA.

Primer Region de hibridacion en | Secuencia Tamafio del
el ORF de 1629 amplicon (pb)

Nter1629Fw N-terminal CTCGCCACTACAATGCTG

Nter1629Rv N-terminal TGTTAGGCACGGGAGAAG 345

Mid1629Fw Media AATAGTTGAGGTGCCGACTG

Mid1629Rv Media ACCCTCGTCGTTAGAAGTTG 391

Cter1629Fw C-terminal GTACACTAACGACAGTGATG

Cter1629Rv C-terminal TAAGCGCTAGATTCTGTGC 381

Tabla 6.1. Primers utilizados para verificar la delecion de 1629 en el bacmido bApGOZA.

6.2.5. Evaluacion de la replicacidon del virus deficiente en el gen 1629 bApGOZA.

Considerando los resultados obtenidos al transfectar células High Five™ con el virus
bApGOZA se analizé la capacidad replicativa de los viriones brotantes utilizando la linea
celular indicadora XXL-GFP (ver capitulo 4). Se transfectaron células High Five™y
High Five-1629Ag con DNA del bacmido bApGOZA extraido de bacterias, utilizando el
reactivo Cellfectin Il (Invitrogen®) y siguiendo los protocolos establecidos por el
fabricante (ver Anexo). Luego de 7 dias se analizé la presencia de OB en las
células mediante microscopia Optica y se extrajo el sobrenadante de las
transfecciones. Estos sobrenadantes se utilizaron para infectar células XXL-GFP. Se

efectuaron diluciones con densidades celulares y multiplicidades de infeccion variables.

6.2.6. Generacion de un vector de transferencia para la delecion del gen 1629 de AgMNPV.
El vector de transferencia para la delecion del gen 1629 de AgMNPV se generé utilizando

como base el vector de transferencia pl3-GFP. La region de recombinacion downstream



de este vector de transferencia posee la regién C-terminal del marco de lectura del
gen 1629. Parte de esta region fue eliminada amplificando todo el pldsmido por PCR
con los primers UpromNcol y Dw1629defNcol (Figura 6.2). Se digirié el producto de
PCR con Ncol y se ligd. El vector generado se denomind pi3-A1629GFP.

GFP
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upstream

upsstream

pl3-A1629GFP

Figura 6.2. Desarrollo del vector de pl3-A1629GFP. Se utiliz6 como molde el plasmido pl3-GFP (ver
Capitulo 1). Se elimind parte de la regidn C-terminal del ORF 1629.

6.3. Resultados

6.3.1. Desarrollo de la linea celular transgénica High Five-1629Ag

Se clond el marco de lectura del gen 1629 de AgMNPV en un vector que permite la
expresion del gen heterdlogo bajo el control del promotor viral temprano constitutivo
ie-1 (immediate early 1) de Orgia pseudotsugata MNPV (OpMNPV) y posee un gen que
confiere resistencia al antibidtico blasticidina para la seleccidon de células transformadas
(Figura 6.3). Se transfectaron células High Five™ con el plasmido obtenido y se generé
una linea celular que expresa constitutivamente el gen 1629 de AgMNPV siguiendo el

protocolo descripto (ver Anexo). La linea se denomind High Five 1629-Ag.

6.3.2. Complementacion funcional de bApGOZA a través de la linea celular High Five-1629Ag

y replicacion del virus bApGOZA en células que no expresan el gen 1629.

Para analizar si la expresion constitutiva del gen por parte de las linea celular transgénica

es capaz de complementar la deficiencia del gen en un baculovirus, se transfectd la linea



celular con un AcMNPV que posee una delecion en el gen 1629 (le et al., 2001a,
2001b). La integracion del ORF de 1629 en el genoma de la linea celular se comprobd

por PCR.

Opiel

1629 AgMNPV

Blastic”

Figura 6.3: a) Producto de PCR del ORF del gen 1629 de AgMNPV. b) Vector de pIB-1629AgMNPV. El ORF
de 1629 se expresa bajo el control del promotor del gen ie-1 de OpMNPV. El gen de resistencia a
blasticidina permite la seleccion de células de insecto transfectadas en cuyo genoma se encuentra

integrado el pldsmido.

Se observd la formacidn de cuerpos de oclusidn en los nucleos de las células
transfectadas (Figura 6.4), aunque al utilizar como control una transfecciéon de células
High Five™ con el virus bApGOZA, se observé que también se forman de cuerpos de
oclusion. Eso resulté llamativo porque el gen 1629 es considerado un gen esencial que se
ha caracterizado como un gen estructural de la nucleocdpside y ademas se propuso que
se encuentra involucrado en la replicacion viral (lorio et al., 1998). El descubrimiento
de la aparicion de cuerpos de oclusién en ausencia del gen 1629 implica, ademas,
que esta probablemente esta ocurriendo replicacion del virus, ya que ésta es necesaria
para que tenga lugar la transcripcién de poliedrina, un gen con un promotor muy tardio.

Considerando estos resultados llamativos, se decidié confirmar la delecién del gen 1629
en el genoma de bApGOZA. Se diseiiaron primers que amplifican las regiones N-terminal
(5'), media y C-terminal (3") del ORF de 1629 de AcMNPV. De acuerdo a lo informado en

el articulo que describe el desarrollo del bacmido (Je, Chang, Roh, et al., 2001) se elimind
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por recombinacidon una parte de la regién C-terminal del ORF de 1629. Se utilizé
como control el DNA gendmico de AcMNPV-wt, que posee el gen 1629

completo. Los resultados confirmaron la ausencia del fragmento C-terminal del

gen en bApGOZA (Figura 6.5).

d

Figura 6.4: a) Células High Five™ transfectadas con bApGOZA. b) Células High Five-1629Ag
transfectadas con bApGOZA.
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Figura 6.5. PCR de los fragmentos C-terminal, Medio y N-terminal del ORF 1629 de AcMNPV utilizando
como moldes el genoma de AcMNPV-wt (WT) y del bacmido bApGOZA (BAP). Se evidencia la ausencia
del fragmento C-terminal en el genoma de bApGOZA (recuadro discontinuo en rojo). M: marcador de
peso molecular 50 pb (Embiotec) (se destaca la banda de mayor masa de 250 pb),

Una vez confirmada la delecién del gen 1629 en el genoma de bApGOZA, ante el
resultado de la generacién de cuerpos de oclusién de este bacmido en células High

Five™ se llevaron a cabo experimentos que permitieran revelar con mas detalle qué

“Desarrollo de herramientas moleculares para incrementar la aplicabilidad del baculovirus de A. gemmatalis en el control biolégico de plagas”



etapas del ciclo infectivo se estaban produciendo en ausencia de 1629 y cuales se veian
limitadas. Se utilizé la linea tituladora XXL-GFP desarrollada previamente (ver capitulo
4) para analizar la formacion de virus brotantes y la diseminacion del virus deficiente a

lo largo del tiempo, de acuerdo al esquema que se detalla en la figura 6.6.

Se recolectaron los sobrenadantes de las células High Five-1629Agy High Five™
transfectadas con bApGOZA y se utilizaron para infectar células XXL-GFP (Figura 6.7). Las
células XXL-GFP poseen insertado en su genoma el gen indicador GFP bajo el control del
promotor de poliedrina de AcMNPV, de forma que la expresién de GFP se activa cuando
estd ocurriendo replicacién de un baculovirus en la célula (ver Capitulo 4). Las
infecciones con los sobrenadantes extraidos de High Five™ no mostraron células
fluorescentes, lo que indica que no se formaron virus brotantes en las células
transfectadas. En cambio, las infecciones con los sobrenadantes de las células

1629AgMNPV transfectadas se observaron células fluorescentes, como se esperaba.

Estoindica que la complementacion del virus bApGOZA con la copia de 1629 de AgMNPV
presente en el genoma celular restituye en el virus la capacidad de formar viriones

brotantes.

A pesar de la complementacién a nivel de proteina, los genomas que contienen los
viriones brotantes generados en esta linea celular son idénticos al del virus original
(bApGOZA); por lo tanto, son deficientes en el gen 1629. Por esta razon, se esperaba
que las células XXL-GFP infectadas evidenciaran fluorescencia pero no fueran capaces
de generar nuevos viriones brotantes que dispersaran la infeccidn a otras células. Sin
embargo, el monitoreo de la infeccidn de las células XXL-GFP a lo largo de los dias
indicd que el virus bApGOZA es capaz de dispersarse, dando lugar a la formacién de

placas de infeccion (Figura 6.7).

Recurriendo a un analisis de microscopia mdas minucioso de la dispersién del virus, se
observé la apariciéon repetida de células adyacentes infectadas conectadas por

proyecciones citoplasmaticas (filopodios) (Figura 6.8).
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Figura 6.6. Representacidn esquematica de la estrategia experimental disefiada para analizar el rol
de 1629 en la infeccidon de células High Five™. Los experimentos llevados a cabo transfectando el
virus bApGOZA en la linea celular High Five™ vy la linea celular transgénica 1629AgMNPV. Los
sobrenadantes de estas transfecciones se utilizaron para infectar la linea indicadora XXL-GFP y
determinar en qué condiciones se producen virus brotantes. A su vez, la diseminacién posterior del
virus puede indicar si la infeccion con estos brotantes se limita a la célula primaria o puede transmitirse
a células secundarias. Se indican las conclusiones que surgirian de cada resultado. El virus brotante
que aparece como resultado de la transfeccién de células High Five™ con bApGOZA aparece tachado
porque si en estas condiciones se produjeran brotantes, el gen 1629 no seria esencial para la infeccidon

en cultivo celular. Se destacan en rojo los resultados hallados en este trabajo.



Figura 6.7. Linea XXL-GFP infectada con viriones brotantes de bApGOZA generados en la linea

celular complementadora 1629AgMNPV (columna (a)) y con viriones de AcMNPV-lacZ-polh- como
control positivo (columna (b)), a tiempos cortos (1 dpi), (arriba) y largos (15 dpi para bApGOZA y 7
dpi para AcMNPV-lacZ-polh-), (abajo) de infeccidn.

Para verificar que esta dispersion no se debe a la presencia de viriones brotantes Se
utilizaron sobrenadantes de High Five™ transfectadas con bApGOZA y de células XXL-
GFP infectadas con virus brotantes de bApGOZA previamente producidos en la linea
1629AgMNPV para infectar células XXL-GFP. Finalmente, se verificd que las células High
Five™ infectadas con bApGOZA no producen virus brotantes (carecen de la proteina
1629). En ninguno de los dos casos se observo fluoresencia, lo que indica que no habia
virus brotantes en ninguno los sobrenadantes de las células que no expresan el gen 1629

(Figura 6.9).



Figura 6.8. Células XXL-GFP infectadas con bApGOZA. Se puede observar la conexién entre células
infectadas a través de filopodios. En la imagen inferior, que corresponde a una superposicién entre
microscopia visible y de fluorescencia, se pueden observar cuerpos de oclusién en las dos células
conectadas. Ademas, se pueden apreciar dos no infectadas células debajo del filopodio que conecta las
células.
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Figura 6.9. Esquema y microscopias de los controles de produccidn de virus brotantes de bApGOZA. Los
sobrenadantes de High Five™ transfectadas con bApGOZA y de células XXL-GFP infectadas con virus
brotantes de bApGOZA previamente producidos en la linea 1629AgMNPV se utilizaron para infectar
células XXL-GFP.

6.3.2. Desarrollo de un vector de transferencia para la deleciéon de 1629 de AgMNPV.

Para generar un AgMNPV recombinante deficiente el gen 1629 se desarrollé el vector
de transferencia pi3-A1629GFP, que al recombinar con el virus parental AgMNPV-I-Ppol
produciria una delecién en este gen (Figura 6.2). Este vector permitira, ademas, la

purificacion de virus recombinantes por la expresidon del gen indicador GFP.



6.3.3. Recombinacion de AgMNPV-I-Ppol con el vector de transferencia pl3-A1629GFP

Se cotransfectaron células High Five-1629Ag con el virus parental AgMNPV-I-Ppol
digerido con I-Ppol y el vector de transferencia pl3-A1629GFP. La doble recombinacién
homdloga entre el virus y el plasmido resultaria en la eliminacién de una parte del gen
1629 del virus y la incorporacién de GFP bajo el promotor de poliedrina. Luego de siete

dias a partir de la transfeccion, se observd la presencia de fluorescencia en algunas

células (Figura 6.10).
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Figura 6.10. a) Generacién del vector de transferencia para la delecién del gen 1629 de AgMNPV: pl3-
A1629GFP. b) esquema de la recombinacidon homdloga para la generacién del AgMNPV delecionado en
1629 (AgMNPVA1629GFP). Para la generacidn de este virus recombinante es necesario el desarrollo de la
linea celular transgénica complementadora. c) células cotransfectadas con el virus AGMNPV linealizado y
el plasmido pl3-A1629GFP. Se observa una célula que expresa GFP, producto de la recombinacién entre
el virus parental y el vector de transferencia.



6.4. Discusion

Se desarrolld una linea celular transgénica que expresa el gen 1629 de AgMNPV de
forma constitutiva con la intencién de poder generar y mantener un virus AGMNPV
deficiente en este gen. Este virus podria ser utilizado para generar recombinantes de
AgMNPV de una forma muy eficiente. Se ha avanzado en el desarrollo de un vector para
generar una delecién dirigida del gen 1629 de AgMNPV que a su vez resulte en la
transferencia del gen indicador GFP. La cotransfeccidn de células High Five™ con el virus
AgMNPV-I-Ppol linealizado y el vector de seleccién pl3-A1629GFP dio lugar a aparicién
de células que expresan GFP, indicando que la recombinaciéon tuvo lugar. Sin embargo,

aun no se ha finalizado el aislamiento y la caracterizacién del recombinante.

Cabe destacar que para la construccion y aislamiento de este recombinante se necesita

contar con la linea celular complementadora High Five-1629Ag.

Para poner a punto la metodologia de recombinacidon y evaluar la eficiencia de la
complementacidn de un virus deficiente por parte de la linea celular High Five-1629Ag,
se recurrid a un virus deficiente en 1629 de la especie AcMNPV (bApGOZA).
Llamativamente, se encontrd que este virus era capaz de generar cuerpos de oclusidn
(activando la transcripcién tardia y, presumiblemente, replicando) al ser transfectado en
células High Five™. Es decir que la ausencia de 1629 en el genoma viral solo se siente en
la produccién de BVs; no impide la replicacion del DNA ni la expresién de genes tardios.
Considerando que la proteina 1629 ha encontrado localizada en ODV, resultaria
interesante determinar si estos OB generados en ausencia de esta proteina contienen

ODV en su interior y cual es su morfologia.

Los sobrenadantes, con presuntos viriones brotantes de bApGOZA, generados en la linea
celular que expresa 1629 de AgMNPV (1629AgMNPV), se utilizaron para infectar la linea
celular XXL-GFP. La deteccidn de fluorescencia en esta linea indicadora demostro, por
un lado, que la linea celular High Five-1629Ag puede complementar exitosamente
la deficiencia de 1629 en el virus bApGOZA (lo cual resulta esperable en base al alto
nivel de similitud entre las proteinas de ambas especies de 35% de identidad). Es decir
que, al igual que ocurrié con el gen de poliedrina (capitulo 3), la proteina 1629 de

AgMNPV complementa la ausencia de su homdéloga de ACMNPV. Ademas, se observo



que el virus puede ocasionar infecciones secundarias generando una placa
de infeccién, demostrando que es capaz de dispersarse. Como se observé que el
virus no es capaz de transmitirse a través del sobrenadante (virus brotantes) si no es
mantenido en una linea complementadora, se presume que 1629 es indispensable para
la formacién de viriones brotantes funcionales. Sin embargo, se observa que el virus aldn
puede dispersarse entre células en ausencia de 1629, probablemente a través de
transmisién directa de célula a célula. Este fendbmeno se daria a través de las

extensiones celulares que conectan a las células.

Existe la posibilidad de que la transmisién de baculovirus entre células adyacentes sea
un fendmeno comun en cultivos celulares en monocapa, ya que se observaron células
en contacto infectadas incluso cuando se utilizé un virus que contiene el gen 1629
completo. Se ha demostrado que algunos virus de plantas que son transmitidos por
insectos explotan los mecanismos de transporte célula a célula para su propagacién
en el vector (Chen et al.,, 2012), un fendmeno que también se observa en cultivos

celulares de insecto.

Estas observaciones deben confirmarse con experimentos de miscroscopia confocal,
marcando proteinas de la nucleocapside y con experimentos de microscopia

electronica de transmision de cortes ultrafinos de cultivos celulares infectados.
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Conclusiones y perspectivas



La utilizacion de los baculovirus como insecticidas ha experimentado un incremento en
las Ultimas décadas. Esto se debe a varias razones. En primer lugar, algunos gobiernos
han apoyado el desarrollo de programas de manejo integrado de plagas debido a que
algunos de los efectos secundarios a nivel ambiental y humano ocasionados por los
plaguicidas quimicos se han vuelto evidentes. La restriccion de la comercializacion de
alimentos derivados de cultivos transgénicos en el mercado europeo ha limitado la
utilizacidon de los paquetes tecnolégicos comercializados por las grandes empresas
proveedoras de productos para la agricultura, que generalmente recomiendan la
aplicacién conjunta de plaguicidas de amplio espectro y herbicidas o bien expresan
polipéptidos con capacidad insecticida como componentes transgénicos (como el caso
de las variedades de maiz transgénico que expresan proteinas Cry de Bacillus
thuringiensis, patentadas por Monsanto), ha acelerado también a la busqueda de

alternativas de produccion organica.

En segundo lugar, algunos agricultores han experimentado el surgimiento de
resistencia a plaguicidas quimicos con dafios masivos en los cultivos y esto ha
colaborado a desarrollar una postura mas abierta a la utilizacion de medidas de

control de plagas alternativas.

En tercer lugar, los avances en la investigacion en el tema han conducido a
un incremento en la diversidad de baculovirus disponibles (permitiendo el control
de un numero mayor de plagas) y a una mejora sustancial en la calidad de las

formulaciones basadas en baculovirus.

El incremento del interés en los baculovirus a nivel regional se ve reflejado en que cerca

de veinte baculovirus se comercializan actualmente en Latinoamérica.

A pesar de esto, la utilizacion de los baculovirus en el mercado agricola no ha
experimentado aln su maximo potencial. Un ejemplo que grafica claramente este
concepto consiste en el de la aplicacion de AgMNPV en cultivos de soja en Brasil.
Durante mas de una década la utilizacion de este baculovirus resultd una alternativa
competitiva frente a los plaguicidas quimicos, para lo cual se conjugaron una serie de
circunstancias particulares que convirtieron al virus en una opcidon de control
atractiva. Por un lado, Anticarsia gemmatalis fue durante mucho tiempo la Unica plaga

en los cultivos de soja en Brasil. Por otro lado, el virus resulta muy patogénico y su acciéon



es bastante rapida en climas calidos y por lo tanto detiene el dafio sobre los
cultivos de manera efectiva. Por otra parte, la disponibilidad de trabajo de baja
calificacion barato permitié el desarrollo de métodos de produccidén basados en Ia

recoleccion manual con costos muy bajos.

A pesar de estas circunstancias, en los ultimos afos, las practicas de cultivo de soja en
Brasil cambiaron y la mayoria de los agricultores optaron por la siembra directa,
recurriendo a la aplicacién de plaguicidas quimicos para la eliminacién de plagas en las
malezas residuales. De esta forma se elimind la diversidad natural de insectos
que subsisten en las malezas y esto derivd en el surgimiento de nuevas plagas

relegando considerablemente el uso de AgMNPV.

Considerando este antecedente, es importante reconocer la debilidad de los programas
de baculovirus frente a la utilizacién de paquetes tecnoldgicos y practicas que no

ponderan la importancia de proteger el equilibrio ecoldgico en el ecosistema del cultivo.

Ante esta conclusidn, resulta claro el rol trascendental que tiene la educacion vy la
concientizacion en el éxito de los programas de control bioldgico. Esto refuerza la
necesidad de un compromiso entre las politicas gubernamentales, los centros de

extension, los investigadores, los agricultores y la poblacién en general.

Por otra parte, la investigacion y el desarrollo deben focalizarse en incrementar la
competitividad de los baculovirus frente a los pesticidas de accion rapida, para
convertirlos en alternativas atractivas aun en escenarios alejados de la idealidad. Una
parte de este desarrollo debe destinarse al mejoramiento de la performance de los
baculovirus como insecticidas. En este contexto, la biologia molecular ofrece
herramientas para la modificacidn genética de los baculovirus y la expresidn de genes a
través de lineas celulares transgénicas y a lo largo de esta tesis se han descripto varias

estrategias que hacen uso de estas herramientas para el mejoramiento de AgMNPV.

En una primera etapa, se desarrollé un sistema de recombinacion para la modificacién
genética de AgMNPV. Se demostré la eficiencia de este sistema de recombinacién a
través de la generacion de un virus recombinante que expresa GFP y resulta infectivo

por via oral. Se han desarrollado, ademas, vectores de transferencia con genes que son



candidatos a incrementar las propiedades insecticidas de AgMNPV, estableciendo las

bases para la generacién de AgMNPV recombinantes mejorados.

Las perspectivas en este tema consisten en el desarrollo de AgMNPV con capacidad
insecticida mejorada, a través de la expresion de toxinas especificas contra artrépodos
o genes de baculovirus ausentes en AgMNPV con potencialidad de aumentar la
velocidad de ingreso del virus y su evaluacion a través de ensayos bioldgicos en

laboratorio y, finalmente, ensayos a campo con contencidn bioldgica.

Considerando las precauciones referentes a la liberacién de organismos genéticamente
modificados, se planted la posibilidad de desarrollar baculovirus que no resultaran
capaces de dispersarse autonomamente en el ambiente. Para esto, se desarrollaron
lineas celulares transgénicas que expresan la proteina mayoritaria del cuerpo de
oclusidén, poliedrina. De esta forma se consiguié generar cuerpos de oclusién de virus
con un genotipo poliedrina negativo (pol/h’). Como se describié anteriormente, estos
virus poseen la capacidad de infectar larvas por via oral, pero no se pueden producir
nuevos cuerpos de oclusién en las larvas infectadas, limitando de esta forma su

dispersion.

Los resultados obtenidos en este tema indican que los cuerpos de oclusién generados
en las lineas celulares generadas son infectivos en larvas, resultando en una prueba de
concepto satisfactoria. En particular, se espera que la oclusion del virus AgMNPV-tox34-
polh™resulte en un virus con un tiempo de accién menor al virus salvaje, aunque aun no

se han llevado a cabo los ensayos bioldgicos correspondientes.

Las perspectivas relacionadas a este tema son muy amplias. Por una parte, para
completar el estudio de la complementacién funcional de poliedrina entre las especies
AcMNPV y AgMNPV es necesario llevar a cabo ensayos de actividad de los cuerpos

de oclusién trans-ocluidos y estudiar su morfologia por microscopia electrénica.

Ademas, se presenta la posibilidad de estudiar la dispersion de los poliedros trans-
ocluidos desde una perspectiva ecoldgica, evaluando la probabilidad de adquisicién del

gen de poliedrina por transferencia horizontal en la naturaleza.

El sistema de experimentacion basado en el desarrollo lineas celulares transgénicas ha

demostrado, ademas, ser muy versatil y esto alienta su aplicacién al estudio del gen de



poliedrina y su interaccion con los viriones, mediante el desarrollo de lineas que
expresen diferentes mutantes de este gen. Por otra parte, surge la posibilidad de
insertar polipéptidos con capacidad insecticida en la estructura polipeptidica de la
poliedrina utilizando lineas celulares, lo cual permitiria mejorar el tiempo de accion del

virus sin necesidad de modificar su estructura genética.

Se desarrollé también una linea celular que expresa un gen indicador (GFP) bajo el
control de un promotor viral inducible por infeccion. Esta linea celular permite la
titulacidon, el monitoreo de baculovirus y es una herramienta esencial en el estudio
basico, como se demostrd al utilizarla posteriormente en el estudio del virus

bApGOZA deficiente en el gen 1629.

Por otra parte, se efectué un estudio de los elementos regulatorios de los baculovirus
que condujo a la conclusién de que los promotores de betabaculovirus (EpapGV) son
reconocidos por los factores transcripcionales de alfabaculovirus (AgMNPV), aunque de
manera poco eficiente. Es posible que esto sea una consecuencia del alto grado de
divergencia de los baculovirus que derivd en la diferenciacién de los factores
transcripcionales y de las secuencias promotoras y es probable que la transcripcién baja
sea un factor importante en la determinacién del rango de hospedador. Este resultado,
ademas, plantea un desafio adicional en el concepto de la recombinacién entre dos
baculovirus como estrategia para la modificacion del rango de hospedador. Las
perspectivas de este tema incluyen la cuantificacién del ensayo utilizando citometria de
flujo y PCR cuantitativa con transcripcién inversa (RT-gPCR) y la incorporaciéon una

mayor cantidad de promotores al ensayo.

Finalmente, se realizaron avances en el desarrollo de un sistema de recombinacion de
alta eficiencia para AgMNPV. Se utilizd para este desarrollo el modelo de los sistemas
de recombinaciéon de AcMNPV basados en baculovirus con deleciones en el gen
1629. De acuerdo a la bibliografia el gen 1629 es esencial para la transmision del virus
en cultivo celular, y se indica que la ausencia de este gen resulta en la incapacidad
del virus para generar viriones brotantes. Sin embargo, no se encuentran estudios
acerca de los eventos del curso de la infeccion que tienen lugar en una célula

infectada o transducida con un virus deficiente en este gen.



Cuando se decidié analizar la transmisiéon de un virus AcMNPV deficiente en el gen
1629, se encontrd que este virus es capaz de activar la transcripcion tardia y se
observd aparicion de poliedros en células infectadas. Ademas, utilizando Ia
linea celular transgénica desarrollada en este trabajo, se observd en varias ocasiones
la aparicién de células en contacto a través de las extensiones celulares
simultaneamente infectadas. Este podria ser un indicio de transmision del virus entre

células por contacto directo, un fendmeno no descripto aun para los baculovirus.

Los resultados de esta ultima serie de experimentos, aunque son preliminares,
establecen un modelo de estudio para continuar profundizando la investigacion y
confirmar estas observaciones. En este contexto es interesante indagar en la
importancia de este mecanismo de transmision en la invasion de las células epiteliales

intestinales y otros tejidos.

En resumen, se han desarrollado varias herramientas que establecen bases
importantes para el mejoramiento de AgMNPV. Se ha utilizado un enfoque clasico,
que derivd en el desarrollo de un sistema para la incorporacidon de nuevas secuencias
(genes) en el genoma de AgMNPV y un enfoque mas novedoso que involucra la
utilizacion de lineas celulares transgénicas para la modificacion de sus
propiedades bioinsecticidas sin introducir cambios en el genoma viral, con la
ventaja de que no es necesaria la introduccion de genes modificados en el
ambiente al utilizar un insecticida baculoviral. Finalmente, el estudio de la
transduccidn de un baculovirus deficiente en un gen esencial a través del uso de lineas
celulares complementadoras de la linea indicadora reveld indicios de un posible

mecanismo de transmision de baculovirus sin precedentes para esta familia.



Anexo






A - Materiales y Métodos
A.1. Materiales

A.1.1. Productos quimicos y enzimdticos

Durante el desarrollo del presente trabajo se utilizaron reactivos de grado analitico o de grado biologia
molecular suministrados por Merck (Darmstadt, Alemania), Sigma (St. Louis, USA) y Carlo Erba (Milano,
Italia). Las enzimas utilizadas fueron provistas por las empresas Stratagene (La Jolla, USA), Promega
(Madison, USA), New England Biolabs (Beverly, USA) 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, USA) 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 (USA). Las
fotografias se obtuvieron con un equipo de Electrophoresis Documentation and Analysis System 120
(Kodak digital science) o capturador de imagenes Epichemi3 Darkroom (UVP Bioimaging Systems). Para la
toma de imagenes se utilizé un scaner VistaScan 240. La cuantificacion de muestras se realizd 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°Ca 1
atmodsfera de sobrepresion. Las soluciones termoldbiles fueron esterilizadas por filtracién con filtro de
didmetro de poro de 22 um. El agua utilizada en las soluciones fue bidestilada, filtrada por columna de
intercambio idnico y esterilizada en autoclave.

A.1.2.1 Soluciones para la extraccion de plasmidos

Alcoholes: Etanol 96% y 70%.

Solucién I: Glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM (pH=8) EDTA 1 mM

Solucién 11: NaOH 0,2 N; SDS 1%

Solucién Ill: AcOK 5M. pH=4.8

Buffer TE: Tris-HCI 10 mM (pH=8) EDTA 1 mM

NaAcO 3 M : se pesd 246.1 gramos de NaAcO y se disolvid en agua bidastilada. Se llevé a pH 5,2 con
acido acético glacial y se afiadié agua hasta llegar a un volumen final de 1 L.

Cloroformo:lsoamilico (24,1): 24 partes de cloroformo y 1 parte de alcohol isoamilico.

Fenol: Solucion de fenol equilibrada con fase acuosa pH 8

A.1.2.2. Soluciones de antibioticos

Los antibidticos se disolvieron en agua bidestilada estétil a una concentracién final de 100 mg/mly se
esterilizaron por filtracién.

A.1.2.3. Soluciones para la resolucion de dcidos nucleicos mediante electroforésis

Buffer de corrida TAE (Tris-HCl, acido acético, EDTA) 50 X: 242 Tris base, 57,1 ml acido 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.

Solucion Stock Bromuro de etidio: 10 mg/ml BrEt, conservado en oscuridad.

Geles Agarosa: Agarosa 0,3% - 2% en buffer TAE 1X.

Solucién de siembra: TAE 1X, Glicerol 30% y colorantes Xilen cianol FF y azul de bromofenol.



A.1.2.4. Soluciones para el andlisis de proteinas mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida con SDS

Gel separador: 18, 12, 6 10% dependiendo del experimento. El gel se prepara a partir de una solucién
concentrada de acrilamida:bisacrilamida (29:1) diluyendo en buffer de separacion 1 X: 0,375 M Tris-HCI
pH 8,8; 0,1% SDS. Se agrega ademas persulfato de amonio y TEMED al 0,1 y 0,01%, respectivamente.

Gel concentrador: 5%. El gel se prepara a partir de una solucién concentrada de acrilamida:bisacrilamida
(30;0,8) diluyendo en buffer concentrador 1 X: 125 mM Tris-HCI pH 6,8; 0,1% SDS. Se agrega ademas
persulfato de amonio y TEMED al 0,1y 0,01%, respectivamente.

Buffer de corrida 1 X:
Tris base 25 mM
glicina pH 8,3 250 mM
SDS 0,1%

Solucidn para siembra de muestras 4 X:
Tris-HCl pH 6,8 200 mM

glicerol 40,0%

SDS 8,0%

B-mercaptoetanol 8,0%

azul de bromofenol 0,4%

Solucidn de tincion:

Coomassie Brilliant Blue R-250 0,25% p/v
metanol 45% v/v

acido acético 10% v/v

Se lleva a 100 ml con H20.

Solucidn de destincidn:
etanol 30% v/v
acido acético 10% v/v

A.1.2.5. Soluciones utilizadas en reacciones enzimdticas:

Las distintas reacciones de digestion 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 digestidn, la
cantidad de enzima y el tiempo y temperatura de incubacién recomendados por el proveedor. Los
volimenes de digestidn variaron con la masa de DNA digerido de 5 pl a 100 pl.

A.1.3. Cepas bacterianas

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron las cepas la cepa de Escherichia coli DH5a™ y Top10, que
posee los siguientes genotipos:

DH5a™: F- $80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 deoR recAl endAl hsdR17 (rk-, mk+) phoA
supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl tonA (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Top10: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80/acZAM15 AlacX74 deoR recAl endAl araA139 A(ara,
leu)7697 galU galK A- rpsL(StrR) nupG (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

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 sdlidos se agrega 15 g de agar
por cada litro de medio liquido.

A.1.4.2. Antibidticos para cultivo de bacterias

Ampicilina: se disuelven 100 mg en 1 ml de agua bidestilada estéril. Se esteriliza por filtracion. Esta
solucion se considera 1000x.



A.1.4.3. Medios para cultivo de células de insectos

TC-100 (JHR Biosciences) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Bioser, Buenos Aires, Argentina)
y gentamicina (50 ug/ml).

Grace’s (GIBCO) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Bioser, Buenos Aires, Argentina) y
gentamicina (50 pg/ml).

A.1.4.4. Antifungicos y Antibidticos para cultivo de células

Anfotericina B: se disuelven 2,5 mg en 1 ml de agua bidestilada estéril. Se esteriliza por filtracién. Esta
solucién se considera 1000x.

Gentamicina: se disuelven 50 mg en 1 ml de agua bidestilada estéril. Se esteriliza por filtracién. Esta
solucidn 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. Preparacion de DNA plasmidico

La purificacion de DNA plasmidico se efectud por el método de lisis alcalina (Birnboim & Doly, 1979).

Se crecieron bacterias E. coli (DH-5a o TOP10) en medio LB hasta saturacidon con el antibidtico
correspondiente. Se centrifugd 1,5 ml de estos cultivos a 14000-18000 x g durante 30 segundos en un
tubo Eppendorfy se descarté el sobrenadante. Este procedimiento se repitié cinco veces sobre el mismo
Eppendorf. Se afiadieron 200 ul de Solucién | al sedimento obtenido y se lo resuspendié con vértex. Luego
se agregd 400 ml de Solucion II. Después se invirtidé suavemente el tubo 5 a 10 veces o hasta observar la
clarificacién de la suspensién y se incubd en agua-hielo durante 5 min. Luego se neutralizé el pH con 300
pl de Solucion 1l (a 4 °C) y se incubé durante 2-5 min en agua-hielo. El tubo Eppendorf se centrifugd 5
minutos a 14.000-18.000 x g a 4°C y se extrajo el sobrenadante (DNA plasmidico) evitando tomar el
precipitado de DNA romosdmico, restos celulares y proteinas acomplejadas con el SDS. Los RNA celulares
de esta solucion se degradaron por incubacién con RNAsa A (20 pg/ml) durante 30 min a 37 oC. EL DNA
plasmidico se aislé de las proteinas por dos extracciones sucesivas con fenol y cloroformo/isoamilico
(24:1) y se concentré por precipitacion etandlica o con isopropanol. La preparacidon plasmidica se
purificaron luego con polvo de silica.

A.2.1.3. Extraccion fendlica

Este método se empled para separar proteinas de soluciones de acidos nucleicos de preparaciones de
viriones de AgMNPV tratados con proteinasa K. El DNA se extrajo con un volumen de fenol para eliminar
proteinas. Una vez afadida la solucién organica al tubo, se mezclé suavemente por inversion durante 10
min y se centrifugd durante 5 min a 14-18000 x g y se tom¢ la fase acuosa tratando de no extraer
material de la interfase. El procedimiento se repitié con cloroformo-isoamilico (24:1).

A.2.1.4. Precipitacion de dcidos nucleicos

Los DNA virales fueron precipitados mediante la adicién de 0,1 volimenes (vol) de AcNa 3 M mas 2,5
volumenes de etanol 96%. Alternativamente, se precipitaron los DNA por adicién de 0,3 vol de AcNa3 M
mas 0,6-0,9 voliumenes de alcohol isopropilico. En cualquiera de los dos protocolos, las soluciones se
centrifugaron a 14.000 x g y 4 °C durante 30 min. Las sales fueron lavadas con solucidn de etanol 70%,
preparado con agua bidestilada estéril. El sedimento se secé a temperatura ambiente. El DNA se
resuspendid en agua bidestilada estéril.

A.2.1.5. Electroforesis en geles de agarosa

Se pesé agarosa en un frasco de vidrio, se afiadié buffer TAE (con Bret 0,5 pg/ml) y se calenté en horno
microondas hasta disolucion de la agarosa en el buffer. Una vez que la agarosa se enfrid, pero aun se
encontraba en estado liquido, se colocd un volumen conveniente sobre un molde acrilico con un peine
para generar calles de siembra de muestra. Una vez gelificada la agarosa, el gel se colocd en una cuba de



electroforesis y se lo cubrid con buffer TAE. Las muestras de DNA se mezclaron con buffer de muestra en
una relacion 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 tamafios de los
fragmentos fueran pequefios 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 iluminacién
con transiluminadores de luz ultravioleta de 310 nm (Fotodyne, EE.UU. o Stratagen, EE.UU.) y lasimagenes
se capturaron con un aparato de documentacién de geles Electrophoresis Documentation and Analysis
System 120 (Kodak Digital Science).

A.2.1.6. Purificacion de fragmentos de DNA por adsorcion de DNA a polvo de silice

Los fragmentos de DNA o de productos de amplificacién, se purificaron a partir de geles de agarosa por
adsorcién a polvo de silice (Geneclean Bio 101 Inc.). Se extrajo la porcién del gel con la banda de interés
y se incubd en 3 volumenes de Nal saturado durante 5 min a 60°C. Posteriormente, se resuspendié en
20 pl de polvo de silice (previamente resuspendido) y se incubd con agitacion durante 5 min. La
solucién fue centrifugada durantes 10 segundos a 14-18.000 X g. El sobrenadante se descarté y el
precipitado fue lavado con 200 pl de solucién New Wash (NaCl, etanol y agua), este paso se repiti6 2
veces. Este precipitado fue secado durante 5 min a temperatura ambiente y luego resuspendido en una
cantidad conveniente de de agua bidestilada. Se centrifugd 30 seg a 14-18.000 X g vy el
sobrenadante con el DNA de interés se transfirié a otro tubo que fue conservado a -20 °C hasta su uso.

El protocolo anterior fue adaptado para la purificacion de minipreps. En este caso, se agregaron 3
volumenes de Nal a la solucién de miniprep y 20 ul de polvo de silice, siendo el resto de los pasos iguales.

A.2.2. Métodos de transformacion y screening
A.2.2.1. Preparacion de bacterias E. coli electrocompetentes

Se crecieron bacterias E. coli DH5a hasta saturacién. Ese cultivo se diluyé 1/20 en medio LB sin NaCl (1.000
ml) y se cultivé a 37 °C con agitacion de 180-220 rpm hasta alcanzar 0,5 a 0,6 unidades de densidad dptica
a 600 nm. En este punto, el cultivo se enfrié en agua hielo durante 30 min. Posteriormente, se centrifugd
el cultivo a 2800 G durante 20 minutos a 4 °C y el sedimento de bacterias se resuspendié en 500 ml de
glicerol 10% (v/v) preparado en agua bidestilada estéril. El proceso de resuspension y centrifugacion se
repitio 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 alicuotas y se congelaron rapidamente a -80 °C hasta
el momento de su uso.

A.2.2.2. Transformacion de E. coli por electroporacion

La transformacion de bacterias electrocompetentes se realizé en un electroporador Gene Pulser TM (Bio-
Rad, Hercules, CA, EE.UU.). Se mezclaron 50 de bacterias electrocompetentes con 2 pl reaccién de
ligacion. Esta mezcla se colocd en una cubeta de electroporacion fria de 0,2 cm de distancia entre los
electrodos y la mezcla se sometid a un pulso de 2,2 kV. Las variables capacitancia y resistencia se fijaron
en 25 pF y 200 ohm (Q), respectivamente. Inmediatamente luego del pulso eléctrico, se afiadié 1 ml de
medio LB sin antibiético a las bacterias y se las incubd 1 h a 37 °C con agitacién. Se sembraron 200 y 300
ul de cultivo en placas de LB con el agregado de antibiético de seleccién (Ampicilina 100 pg/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 antibidtico. 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 liberacion del DNA
plasmidico. Posteriormente, cada tubo se centrifugd a 14-18.000 X g durante 5 min. Las reacciones de
amplificacién se realizaron en las condiciones descriptas anteriormente, utilizando 1 pl del
sobrenadante como molde en 10 pl de volumen final y empleando los primers correspondientes. Los
pooles que presentaron una sefial positiva por PCR fueron analizados en una colony PCR individual, con
una colonia por tubo, a partir de las estrias del proceso anterior.



A.2.2.4. Reacciones de amplificacion por PCR

Las reacciones de amplificacion 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
amplificacién para clonacién se utilizé la polimerasa Taq (Embiotec) si el producto era menor a 1000 pb.
En las reacciones de caracterizacion se usé la misma polimerasa. La mezcla de reaccion fue disefiada de
acuerdo a las indicaciones de los fabricantes la enzima. La mezcla de reaccién fue disefiada de acuerdo a
las indicaciones de los fabricantes la enzima, variando Unicamente la concentracién de MgCl,. Para la
clonacién de productos de mas de 1000 pb se utilizé la enzima Long Tag (Dongsheng Biotech Co., Ltd.),
siguiendo las recomendaciones del fabricante y variando la concentracion de MgCl. y enhancer provisto
por el fabricante.

A.2.3. Métodos que involucran cultivo celular.
A.2.3.1. Mantenimiento de células

Las células High Five™ (BTI-TN-5B1-4) y UFL-Ag se mantuvieron a 27°C en medio Grace’s (Invitrogen™) o
TC-100 (Gibco®) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Bioser) y 50 pg/ml de gentamicina
(Parafarm).

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 Grace’s o TC-100 con 10% SFB y 10% DMSO. Se suspenden las
células mecanicamente y se alicuotan en crioviales. Luego se procede a un congelamiento graduado
hasta -80°C, colocando los crioviales en contacto con una suspensién de etanol o glicerol.

A.2.3.3. Transfecciones

Como reactivo de transfeccién se utiliza Cellfectin o Cellfectin Il (Invitrogen™). Se utiliza el protocolo
sugerido por el fabricante. Brevemente, para la transfeccidn de una placa de 10 cm? se realiza una mezcla
de DNA a transfectar con 200 pl de medio sin suero y otra mezcla de 5 ul de Cellfectin y 200 ul de medio
sin suero. Las mezclas de DNA y Cellfectin se mezclan por goteo suave y se espera 15 minutos (Cellfectin
I1) o 30 minutos (Cellfectin) para permitir la formacién de complejos DNA-Reactivo de transfeccién. 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 transfeccidon sobre la placa. Luego se agregan 400 pul
adicionales de medio sin suero para completar el volumen minimo de medio requerido por la placa para
la supervivencia de las células. Al dia siguiente se extrae el medio de transfeccion y se agregan 2 ml de
medio completo.

A.2.3.4. Generacion de lineas celulares transgénicas.

Para el aislamiento de poblaciones celulares clonales se utilizé el método de dilucién terminal
(InsectSelect™ BSD System, 2008). En este método se siembran diluciones seriadas de las células
previamente transfectadas en placas multiwell. Se utiliza una placa de 96 wells y las células se diluyen de
tal manera que en la primera fila de la placa (12 wells) se siembran 1000 células por well. En la segunda
fila se siembran 500 células por well y se continua diluyendo 2 veces la concentracién cada fila. Luego las
diluciones sembradas en cada well son seleccionadas mediante el agregado de antibidtico (Blasticidina 40
ug/ml). En algunos wells de alguna dilucidn sobrevivira una Unica célula que formara una microcolonia
luego de varios dias. Se considera que cada well en el cual se formd una Unica microcolonia proviene de
una Unica célula y por lo tanto representa una poblacién clonal. Cada poblacién clonal es repicada e
infectada para observar la expresion del transgén. Para asegurar la homogeneidad genética de los clones,
la diluciéon terminal se vuelve a repetir dos o tres veces mds, rescatando en cada repeticion células de una
Unica microcolonia.

A.2.3.5. Métodos que involucran manipulacion 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, Miller, & Luckow, 1994) y
“Baculovirus and Insect Cell Expression Protocols” (Murhammer, 2008).



A.3. Lista de primers utilizados y reacciones de PCR

Primer

Secuencia

Uprl0-Ndel

GCCCATATGCACAGTCAACGCCGGCC

Lpr10-Sgf10

GCCCGCGATCGCGACGATATTGAAATGGTTGAAATAAATATAC

Lpr10-Sgfl GCCCGCGATCGCGACGATATTGAAATGGTTGAAATAAATATAC
Uprom-Ndel GCCCCATATGAAGTTGCAGCTCAAGCAGGATTGT

Ppolhrev-Notl

CATTGCGGCCGCAATTCAAGCTTAGTTATAGCAAATTTTACTAC

Uup-Rsrll CCCCGGTCCGATGACCGAATTGAGCAACGCG
Lup-Sfil CTAGTTGGCCGCCTCGGCCTGCTGACTAAGCGTAGACC
Lred-Sfil CGCTTAGTGGCCGAGGCGGCCAACTAGAATGCAGTGAAAAAAATG

SV40/CcdB-Xmal

ATGGACCACCCCGGGTTCCTGTAGCGGCCGCG

Polhi-Sgfl AAATTTGCGATCGCTATGCCAGATTATACG
Ldw-Bglll GGAAAGATCTATACACACGTTAGGCGAGCGCCG

eGFP/Up-EcoRI

TCCATCGAATTCATGGTGAGCAAGGGC

eGFP/Dw-Xhol

CTGATAAGCTTCTCGAGTCGCGGCCG

Polhi-Sgfl AAATTTGCGATCGCTATGCCAGATTATACG
AgDwrec AACCCGTAAAGCCGCCGTTG
AgUpsrec GGCGCGAGTTAAATAGTCTG
SV40/CcdB-Xmal ATGGACCACCCCGGGTTCCTGTAGCGGCCGCG
LacZ TGGATCTGCAACATGTCCCAGGTGA

ppolhAg600UpHindlll

TGTACAAAGCTTCTAATTGCGTAAAAATG

pielAgfw

TATAAGATCTCAGGGTACAATTG

pielAgrev

CATGAAGATCTATTTATACC

PegtAg600-Up

TCGTCCAAGCTTTGCGCACCTATCAGCT

PegtAg600-Down

ATAAAAAGCTTCGTAAATGCAGTTCAAT

chiA-Up-Kpnl

TGGTACCGTATGAAACTAGCAATTGTGTC

chiA-Down-Xhol

GGCTCGAGGCTATCCTTTACAGAACGCGTCAAGTCC

gp37Ep-Up-EcoRl

GGAATTCCAGATATGATAGTACTGATAATATTG

gp37Ep-Down-Pstl

AACTGCAGTTAAAACTCGTCATTTTGT

promgp37fw GATTCGGCAGGGCGATTTAC
polyAChiArev CGCACAATCGTTCCATGAACC
polh-back CTCCCTCTGGAGCTGTA
hr1AgMNPVforw GGTGGCCCCGGGGGGAGCGCATGCCTAATTAATGAG
hr1AgMNPVrev ATCGGAATTCGATTTGTACATGGCCCAAGTG

PpolhAg600-Up

TGTACAAAGCTTCTAATTGCGTAAAAATG

PpolhAg600-Down

TAATCAAGCTTAGTTATAGCAAA A

PieEpap-Up

CATCAAGCTTCCCGCATCAC

PieEpap-Down

CACACTCCATAAGCTTTGTCTG

PegtEp-Up

TCGTCCAAGCTTTGCGCACCTATCAGCT

PegtEp-Down

GTCCACAAGCTTACTGATGTTGGAG

Pgrakp-Up

AAATAATGAAGCTTAAGCATGTGGA

PgraEp-Down

ACCTCAAAGCTTTGTTATATCCTATAAT

1629revNotiXhol

GTACGCGGCCGCTCGAGCGACGCACCTCTGTTTACCG




Primer

Secuencia

16290RFfwNotIBamHI

GCTAGCGGCCGCGGATCCATTATGGATCGCCAATATCAATC

Nter1629Fw CTCGCCACTACAATGCTG

Nter1629Rv TGTTAGGCACGGGAGAAG

Mid1629Fw AATAGTTGAGGTGCCGACTG

Mid1629Rv ACCCTCGTCGTTAGAAGTTG

Cter1629Fw GTACACTAACGACAGTGATG

Cter1629Rv TAAGCGCTAGATTCTGTGC

UpromNcol CTAGGGTACCATGGAAGTTGCAGCTCAAGCAGGATTGT

Dw1629defNcol GTACGGTACCATGGTTCAACGTTTTCGGCCGTTC

1629delfw CGTTGTATTGCCCGAAAACG

1629delrev GACCGCTTGTATGAAAGCAC




A.3.1. Lista de reacciones de PCR

Molde Fragmento amplificado Primers Tamafio del m Tiempo de polimerasa [MgCly) Propdsito del amplicon Nro. De | Capitulo
inserto (pb) extension (mM) Ciclos
Genoma AgMNPV Promotor de p10 Upr10-Ndel 219 52°C 20 seg. Taq 1,5 Construccion de pl3 35 2
Lpr10-Sgf10
Genoma AgMNPV ORF polh + dw polh Polhi-Sgfl 1272 45°C 1 min. 30 Taq 1,5 Construccién de pl3 35 2
Ldw-Bglil seg.
Genoma AgMNPV | Promotor de poliedrina Uprom-Ndel 175 48°C 20 seg. Taq 1,5 Construccion de pl3 35 2
AgMNPV pPolhrev-Notl
Genoma AgMNPV upstream polh Uup-Rsr 644 55°C 40 seg. Taq 1,5 Construccion de pl3 35 2
AgMNPV Lup-Sfi
pDsRed1-N1 SV40 PolyA Lred-Sfi 256 50°C 20 seg. Taq 1,5 Construccion de pl3 35 2
SV40/CcdB-Xmal
Producto de PCR (up. Upstream polh Sin primers (SOE PCR) 880 65°C 45 seg. Long Taq 1,5 Construccion de pl3 15 ciclos 2
polh)y (SV40 PolyA) | AgMNPV + polyA SV40 (sin
primers)
peGFP-N3 ORF gfp eGFP/Up-EcoRlI 760 50°C 1 min. Taq 1,5 Clonacién de gfp en pl3 35 2
eGFP/Down-Xhol
tox34 ORF tox34 toxF 900 45°C 1 min Taq 4 Deteccion de tox34 en plasmidos y 35 2
toxR virus recombinantes
Genoma AgMNPV Promotor de egt de PegtAg600-Up 627 52°C 45 seg. Taq 1,5 Clonacién del promotor de egt de
AgMNPV PegtAg600-Down AgMNPV en pi3-tox.
Genoma EpapGV ORF ChiA de EpapGV chiA-Up-Kpnl 1731 50°C 2 min. Long Taq 1,5 Clonacién de ChiA en pl3 42 2
chiA-Down-Xhol
Genoma EpapGV ORF gp37 de EpapGV gp37Ep-Up-EcoRI 689 52°C 45 seg Taq 1,5 Clonacién de gp37 en pl3 35 2
gp37Ep-Down-Pstl
Genoma EpapGV Fragmento de S5kb con promgp37fw 5490 52°C 10 minutos Long Taq 1,5 Clonacién del fragmento de 5kb con 42 2
los genes gp37, v-Cath polyAChiArev (Enhancer 1X) los genes gp37, v-Cath y chiA de
y chiA de EpapGV EpapGV en pl3
Genoma AgMNPV Recombinacion dw polhi-Sgfl 1382 52°C 1 min. 30 Taq 1,5 Deteccién de la recombinacion 35 2
recombinante AgDwrec seg. homéloga entre AgMNPV-I-Ppol y pI3
Genoma AgMNPV Recombinacién up AgUpsrec 1346 52°C 1 min. 30 Taq 1,5 Deteccion de la recombinacion 35 2
recombinante SV40/CcdB-Xmal seg. homéloga entre AgMNPV-I-Ppol y pI3
Genoma AgMNPV Fragmento de lacZ Lacz 735 52°C 1 min. Taq 1,5 Deteccion de la contaminacién con 35 2
parental (lacz, I-Ppol) ppolhAg600UpHindIll genoma parental en la recombinacién
entre AGMNPV-I-Ppol y pI3
Genoma AgMNPV Promotor de ie-1 de pielAgfw 438 48°C 30 seg. Taq 1,5 Control de molde de genoma de 35 2
AgMNPV pielAgrev AgMNPV
Genoma AgMNPV ORF poliedrina Poli-Sgfl 923 52°C 1 min. Taq 1,5 Clonacién del ORF de poliedrina para 35 3
AgMNPV polh-back la generacién de pXXL-polhAg
pXXL-PolhAgMNPV Promotor polh Bacl 1120 52°C 1 min. 20 Taq 1,5 Chequeo de la clonacién de ORF de 35 3
ACMNPV + polh polh-back seg. poliedrina de AgMNPV en pXXL
AgMNPV
Genoma AgMNPV  |Fragmento hrl de hr1AgMNPVforw 1768 60°C 2 min. Long Taq 1,5 Clonacién del fragmento hrl de 42 3
AgMNPV hr1AgMNPVrev (Enhancer 2X) AgMNPV
Genoma AgMNPV Promotor de ie-1 de pielAg-fw 438 48°C 30 seg. Taq 1,5 Clonacién del promotor de ie-1 35 5
AgMNPV pielAgrev de AgMNPV
Genoma AgMNPV Promotor de egt de PegtAg600-Up 627 55°C 45 seg. Taq 1,5 Clonacién del promotor de egt de 35 5
AgMNPV PegtAg-Down AgMNPV
Genoma AgMNPV Promotor de polh PpolhAg600-Up 627 52°C 45 seg. Taq 1,5 Clonacién del promotor de polh de 35 5
AgMNPV pPolhrevSOE AgMNPV
Genoma EpapGV Promotor de je-1 de PielEpap-Up 602 50°C 45 seg. Taq 1,5 Clonacion del promotor de ie-1 35 5
EpapGV PielEpap-Down de EpapGV
Genoma EpapGV Promotor de egt de PegtEP-Up 645 52°C 45 seg. Taq 1,5 Clonacién del promotor de egt de 35 5
EpapGV PegtEP-Down EpapGV
Genoma EpapGV Promotor de gra PgraEp-Up 620 50°C 45 seg. Taq 15 Clonacién del promotor de gra de 35 5
EpapGV PgraEp-Down EpapGV
Genoma AgMNPV ORF de 1629 de 1629revNotiXhol 2000 50°C 2 min. 30 Long Taq 1,5 Clonacién del ORF de 1629 de 35 6
AgMNPV 16290RFfwNotIBamHI seg. (Enhancer 1X) AgMNPV
Bacmido bApGOZA | Fragmento N-terminal Nterl629Fw 345 52°C 30 seg. Taq 1,5 Verificacién de la delecion de 1629 del 35 6
Genoma AcMNPV wt | del ORF de 1629 de Nter1629Rv bacmido
AcMNPV
Bacmido bApGOZA Fragmento medio del Mid1629Fw 391 52°C 30 seg. Taq 1,5 Verificacion de la delecion de 1629 del 35 6
Genoma AcMNPV wt ORF de 1629 de Mid1629Rv bacmido
AcMNPV
Bacmido bApGOZA | Fragmento C-terminal Cter1629Fw 381 52°C 30 seg. Taq 1,5 Verificacion de la delecion de 1629 del 35 6
Genoma AcCMNPV wt | del ORF de 1629 de Cter1629Rv bacmido
AcMNPV
pI3-GFP Plasmido completo UpromNcol 4441 55°C 5 min. Long Taq 3 Generacion del plasmido 42 6
excluyendo parte del Dw1629defNcol (Enhancer 2X) pl3A1629GFP
ORF de 1629 y ORF de
poliedrina
pIB-1629AgMNPB Fragmento intermedio 1629delfw 142 50°C 20 seg. Taq 1,5 Deteccion de clones de plB- 35 6
de 1629 de AgMNPV 1629delrev 1629AgMNPV




Referencias

Green, M. R. y Sambrook, J. (2012). Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Fourth Edition): Cold Spring
Harbor Laboratory Press.

InsectSelect™ BSD System, I. (2008). For Stable Expression of Heterologous Proteins in Lepidopteran
Insect Cell Lines using pIB/V5-His Catalog nos. K820-01, K825-01, V8020-01.

Murhammer, D. W. (2008). Baculovirus and Insect Cell Expression Protocols. Methods in Molecular
Biology, 388. doi: 10.1007/978-1-59745-457-5

O'Reilly, D.R.; Miller, L.K.; Luckow, V.A. (1994). Baculovirus Expression Vectors: A Laboratory Manual.
Oxford University Press. 347 pages.






Notas

Notas:

“Desarrollo de herramientas moleculares para incrementar la aplicabilidad del baculovirus de A. gemmatalis en el control bioldgico de plagas”



Notas

Notas:

“Desarrollo de herramientas moleculares para incrementar la aplicabilidad del baculovirus de A. gemmatalis en el control bioldgico de plagas”



Notas

Notas:

“Desarrollo de herramientas moleculares para incrementar la aplicabilidad del baculovirus de A. gemmatalis en el control bioldgico de plagas”



Notas

Notas:

“Desarrollo de herramientas moleculares para incrementar la aplicabilidad del baculovirus de A. gemmatalis en el control bioldgico de plagas”



Notas

Notas:

“Desarrollo de herramientas moleculares para incrementar la aplicabilidad del baculovirus de A. gemmatalis en el control bioldgico de plagas”



Notas

Notas:

“Desarrollo de herramientas moleculares para incrementar la aplicabilidad del baculovirus de A. gemmatalis en el control bioldgico de plagas”



	Tesis p imprimir3
	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	p01
	p02



	reconoc
	Agradecimientos solo
	Tesis p imprimir3
	Abreviaturas utilizadas en este trabajo finish
	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	Resumen


	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	indice
	cap1
	p01-02



	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	cap1
	p03



	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	cap1
	p04



	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	cap1
	p05
	p06



	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	cap1
	p07-08



	Tesis Digital SH3
	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	cap1
	p09
	p10



	p17
	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	cap1
	p12



	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	cap1
	p13
	p14
	p15
	p16-17



	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	cap1
	p18



	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	cap1
	p19
	p20



	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	cap1
	p21-35



	Tesis Digital SH3
	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	cap2
	P01-06



	Tesis Digital SH3
	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	cap2
	P07
	P08-09
	P10
	P11
	p12



	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	cap2
	p13
	p14
	p15
	p16
	p17-19

	cap 3
	p01-04


	Sin título

	Tesis Digital SH3
	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	cap 3
	p5



	p66
	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	cap 3
	p7
	p8
	p9
	p10
	p11-20
	3.3. Resultados
	Por una parte, se confirmó que existe reconocimiento de la poliedrina de AcMNPV por los viriones de AgMNPV y oclusión. Por otra parte, estos resultados confirman que la ineficiencia en la complementación de AgMNPV (polh)- con las líneas pXXL-polhAgMNP...
	3.4. Discusión





	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	cap 4 l
	p01-05
	p06
	p07
	p08
	p09 Lq
	p10-11

	Sin título


	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	cap5 L
	p01-06
	p07
	p08 l
	p09 l
	p10-11



	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	cap6
	p01-04



	p117
	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	cap6
	p06-07
	p08
	p09
	p10
	p11
	p12



	Tesis Digital SH3
	Tesis completa SH
	cap6
	p13
	p14
	p15
	p16
	p17-19

	conclus persp
	anexo
	p01-07
	p08-09
	p10
	p11



	notas
	notas
	notas
	notas
	notas




