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RESUMEN

Spodoptera frugiperda es la plaga de mayor importancia para la produccion
de maiz en América; con el peligro de extenderse al resto del mundo. Actualmente
el control de esta plaga esta migrando hacia alternativas a las que no presente
resistencia, dentro de las cuales se encuentra un baculovirus denominado SfNPV-
Ar. Este microorganismo ha mostrado a nivel de laboratorio y campo su potencial
para ser usado en el control del gusano cogollero S. frugiperda. La alta virulencia
mostrada por el virus llevo a realizar un estudio transcriptdmico y protedémico, para
determinar el efecto del virus en las células columnares del intestino medio de S.
frugiperda. Como resultado de la secuenciacion e identificacion de los genes vy
proteinas regulados por la infeccion a las 6, 12 'y 24 hpi, se obtuvo que el virus induce
un sistema de defensa basado en el aumento de la concentracion de peréxido. Al
mismo tiempo que se apaga la expresion de un modulador de la produccion de
especies reactivas de oxigeno, se determin6 que el virus induce desde las etapas
tempranas de la infeccion, un aumento en los genes relacionados al trafico de lipidos
en el citoplasma, el cual podria ser causado por el aumento de las necesidades
energéticas de las células o bien por la oxidacién lipidica que sufre la membrana
celular al acumularse el peroxido. De igual manera se determind una sobre expresion
de genes involucrados en el rearreglo del citoesqueleto, asi como un arresto del ciclo
celular, entre las 6 y 12 hpi, coincidiendo con las etapas previas al inicio del ensamble
de las nucleo capsides. Finalmente, a las 24 hpi, se determind que la infeccion viral
apagaba los procesos de rearreglo del citoesqueleto, metabolismo y arresto del ciclo
celular, mientras que genes y proteinas relacionadas con la activacion de la
apoptosis fueron sobre expresados. Esto ultimo podria estar relacionado al
fendmeno por el cual el intestino infectado por baculovirus es el unico de los tejidos
que se recupera de la infeccién. Esta investigacion aporta nuevo conocimiento en
el desarrollo del proceso de infeccion de los baculovirus y sus hospederos, y
permitira entender como estas relaciones co-evolutivas virus-huésped, inciden en la
efectividad de los baculovirus como agentes de control biolégico, para asi poder

optimizar en el futuro, su uso como tal.
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ABSTRACT

The fall armyworm is the most important pest in the maize production in the
Americas continent. The control of the pest is carried out primarily by chemical
products, but alternatives of control are gaining importance, alternatives like the use
of the entomopathogenic virus SfNPV-Ar, this virus shows high virulence against the
fall arming worm in laboratory and field. The aims of this work were to identify the
effect of the primary infection by the determination of the regulation of gens and
protein in three times post infection (6, 12 and 24 h). As a result of the transcriptomic
and proteomic identification we found an induction of cellular defense by the
accumulation of peroxide; but at the same time, the virus down regulates the main
productor system of reactive oxygen species. In the other hand the infection
increases the expression of genes and proteins related with mobility of cytoplasm
lipids and metabolism, the cytoskeleton reorganization and cell cycle arrest, all above
between the 6 and 12 hours post infection; according with the beginning of the
replication of the NC. Finally, 24 hours post infection the infected cells showed a down
regulation of genes and proteins related with cytoskeletal, metabolism and cell cycle
arrest; at this time, the cells showed an upper regulation of genes and proteins whose
function was associated to the activation of the apoptotic prosses. All above showed
how the virus took the control of the cellular machinery to control de cellular
proliferation, grew up and activated defense mechanism against reactive oxygen
species, in the first hours post infection, in the latest times all mechanism was shut
down followed by an apoptosis signal. This could answer why the intestine was the
only tissue that did recovery from de viral infection. This research brings new
knowledge in the development of the infection process of baculoviruses and their
hosts and will allow understanding of how these co-evolutionary virus-host
relationships affect the effectiveness of baculoviruses as biological control agents so
that they can optimize their use as such in the future.
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INTRODUCCION

El control quimico es este método de control de plagas mas usado a nivel
de campo por su efectividad, sin embargo, no discrimina entre organismos benéficos
o el insecto plaga; el abuso de este método de control ha propiciado la aparicion de
genotipos resistentes al control quimico. Esta resistencia se ha registrado en
poblaciones del gusano cogollero del maiz hacia los insecticidas mas usados para
su control como los organoclorados, organofosforados, carbamatos y piretroides
(Lagunes-Tejeda & Villanueva-Jimenez, 1994; Pacheco-Covarrubias, 1993), asi
como a los piretroides (Ledn-Garcia et al., 2012). El desarrollo de resistencia por
poblaciones del gusano cogollero, la contaminacion que estos causan al ambiente y
la necesidad de consumir alimentos libres de pesticidas, han generado la necesidad
de estudiar y desarrollar a las alternativas que existen en la naturaleza para el control
de plagas de probar como lo es el uso de virus entomopatogenos (CESAVEG, 2010;
Lacey et al., 2001). Tal es el caso de una cepa altamente patogénica que a niveles
de campo y laboratorio han demostrado su eficacia para el control del gusano

cogollero en el bajio mexicano (Rangel et al., 2014; Media et al., 2016).

En este trabajo se analizaron los genes y proteinas expresados durante la
infeccion temprana de una cepa de baculovirus aislado de Spodoptera frugiperda
denominada SfNPV-Ar, a diferentes tiempos post infeccién: 6, 12 y 24 horas, con la
finalidad de establecer las interacciones a nivel de genes y de proteinas, entre el
virus causante de una infeccién y la respuesta causada por este en el hospedero.
Con lo cual se establecid el mecanismo por el cual esta cepa de baculovirus es

altamente eficiente en el control bioldgico de S. frugiperda.

Palabras Clave: Spodoptera frugiperda, Baculovirus, RNA, Proteinas,

Expresion diferencial



Marco teorico

Maiz

Importancia econémica del maiz (Zea mays)

El maiz es uno de los granos alimenticios de mayor produccion a nivel global,
pertenece a la familia de las Poaceas (Gramineas) y tiene como centro de origen el
continente americano (Paliwal, 2001). Anualmente la produccién global asciende a
839 millones de toneladas en una superficie de 197 millones de hectareas
(FAOSTAT, 2019). Segun la secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural del Gobierno
Federal, México se encuentra dentro de los principales productores de maiz
ocupando el 7° lugar con 27 millones de toneladas anuales en una superficie de 7
millones de hectareas (ha); siendo el estado de Guanajuato el quinto lugar en
produccion nacional al 2020 (SIAP, 2020).

Plagas del maiz

Las plagas de maiz se pueden clasificar dentro de los siguientes grupos:
plagas que se alimentan del follaje, plagas que barrenan el tallo y plagas que atacan
a la mazorca. De la clasificacion anterior, existe una considerada como la de mayor
importancia en México y Latinoamérica denominada: el gusano cogollero del maiz
Spodoptera frugiperda, la cual también es la Unica plaga del maiz que puede estar
presente en todas las etapas fenoldgicas de la planta comportandose como trozador,
defoliador, barrenador y elotero (CESAVEG, 2010, 2013; Vergara et al., 2001).

Taxonomia de Spodoptera frugiperda

El género Spodoptera pertenece a la Familia: Noctuidae, Orden: Lepiddptera,
Clase: Insecta, Género y especie: Spodoptera frugiperda. Se le conoce en el

lenguaje comun como oruga militar tardia o gusano cogollero de maiz.



Distribucién geografica

El gusano cogollero del maiz S. frugiperda, se encuentra distribuido por todo
el continente americano, asi como en practicamente todo el mundo a excepcién de
Europay Oceania (Farias et al., 2008; Murua et al., 2006; Liu et al., 2020). En México
segun la secretaria de agricultura en el 2021 esta plaga tiene presencia en todas las

regiones donde se siembra maiz, sin importar si las zonas son de temporal o regadio.

Biologia y ecologia

Los adultos de S. frugiperda exhiben comportamientos predominantemente
nocturnos tanto para alimentarse, ovipositar, como para aparearse. La hembra
normalmente oviposita en el envés de las hojas, aunque, cuando la densidad de
poblacion de adultos es sumamente alta, la oviposicion se lleva acab6é de manera
indiscriminada en cualquier parte de la planta. Los huevos son puestos en masa,
protegidos por una capa de escamas, desprendidas del abdomen de las hembras,
estos eclosionan de 2 a 4 dias post oviposicion, con temperaturas promedio de 20-
30 °C, al eclosionar las larvas se alimentan del cascaron del huevo, posteriormente
se alimenta de la planta huésped, consumiendo la epidermis de la hoja. Al alcanzar
el segundo instar larval se alimenta principalmente del follaje, defoliando la planta
hasta que migran al cogollo donde completaran sus seis instar larvales. El maximo
tamarno alcanzado de las larvas es de 28-36 mm, las larvas pueden llegar a mostrar
cambios de coloracion entre cada uno de sus estadios, yendo desde un blanco
trasparente o gris verdoso, hasta el negro castafo (Rizzo & La Rossa, 1992; Sparks,
1979).

La larva del gusano cogollero tiene como caracteristica una “Y” invertida al
frente de su cabeza, visible a simple vista desde el 2° instar. Una vez alcanzado el
6° instar entra en una etapa de pre-pupa, en este periodo iniciara una migracién del
cogollo al suelo para finalmente pupar en la tierra. Este periodo puede varia de entre
7-37 dias dependiendo de la temperatura del suelo, los adultos emergen de las
pupas al anochecer e inician un rapido movimiento hacia la planta huésped, las

hembras se aparean a diferentes tiempos, para lo cual se valen del uso de



feromonas, las cuales tienen como objetivo atraer al macho, tienen normalmente un
periodo de pre-oviposicidon de 4-8 dias a 30°C, llevando a cabo 4-5 oviposiciones en
su vida, en total ovipositan alrededor de 1,280-1,450 huevos (Rizzo & La Rossa,
1992).

El numero de generaciones producidas cada afio aumenta conforme la latitud
decrece. En regiones calidas se observan hasta 5 generaciones o mas de S.
frugiperda por ciclo de cultivo, en México es mas comun encontrar la plaga en
campos con maiz en las siembras de primavera-verano. Los factores de mortalidad
natural causados por depredadores, parasitoides y patdégenos (factores bidticos)
combinados con el efecto del clima (factor abiético), tienen grandes impactos en las
fluctuaciones de las poblaciones de la plaga, pero solo en los primeros estadios de
las larvas y al inicio de la infestacion del cultivo al inicio del ciclo, volviéndose

insuficientes en etapas posteriores (Williams et al., 1999).

Importancia econémica de Spodoptera frugiperda

S. frugiperda es considerada la plaga de mayor importancia del maiz en zonas
tropicales y subtropicales de América debido a la perdida en el rendimiento que
provoca, , estos dafios pueden llegar a ser tan intensos, ocasionando una defoliacion
lo suficientemente intensa (Fig. 1), como para provocar perdidas en el rendimiento el
cual puede oscilar entre 30 y 40% en poblaciones de maiz en México (Rodriguez &
De Ledn, 2008; Vergara et al., 2001, Chimweta et al., 2020).

Desde el afio 2008 a la fecha, en México, se observoé un fuerte incremento de
la presencia de esta plaga en los cultivos de maiz y sorgo, provocando pérdidas
economicas principalmente en los estados del centro de la republica. En el afno 2013
se registré un fuerte brote de la plaga que provoco crisis entre los productores de
maiz pues el brote provocé cuantiosas pérdidas econdmicas, en parte por la pérdida
del rendimiento causada por la defoliacion, por otro lado, por la elevacion en los
costos para controlarla usando métodos quimicos, en este rubro se invirtieron
aproximadamente 40x10° dolares a nivel nacional solo para tratar de mantener bajo
control a la plaga (CESAVEG, 2013).



Figura 1.- Dafios ocasionados en el maiz por S. frugiperda. A) Cultivo con infestacion de S.
frugiperda. B) Plantas de maiz con dafio en el follaje causado por S. frugiperda. y D) Dafio
caracteristico al cogollo del maiz por la larva de S. frugiperda. Fotos del autor.

La principal zona agricola afectada por este brote de S. frugiperda fue la zona
del Bajio mexicano, siendo los estados mas afectados: Aguascalientes con 99,434.5
ha, Michoacan con 29,984 ha, Querétaro con 237,031 ha y el Estado de Guanajuato,
en el cual se observaron los mayores niveles de infestacion por esta plaga con un
total de 480,000 ha de maiz dafiadas (CESAVEG, 2013).

Control biolégico

El termino plaga es un concepto creado por el hombre para hacer mencién a
cualquier organismo que perjudica la fuente o a su alimento, hogar, vestimenta o
salud, por lo cual, estas “plagas” solo se encuentran en un habitad modificado por el
hombre, pues en la naturaleza tal termino no existe, Unicamente existen

consumidores y productores (Rodriguez del Bosque, 2012).

El control biologico se sustenta en el uso de estrategias encaminadas a
mantener la poblacion de un organismo plaga en un nivel en el cual no sea perjudicial
para el hombre o sus actividades, en este tipo de control a diferencia del control
quimico, se usan a los enemigos naturales de la plaga a controlar, dentro de los que

se encuentran agentes de control macrobiolégico (parasitoides y depredadores) y



microbiolégicos (bacterias, virus, hongos, nematodos y protozoarios). Estos agentes
de control guardan en general una estrecha relacion con el organismo plaga, es
decir, la regulacidon es densidad dependiente de la plaga con su enemigo natural
(Lacey et al., 2001; Rios-Velasco et al., 2012; Rodriguez del Bosque, 2012).

Uno de los primeros casos de éxito de control biolégico fue el uso del
depredador Rodolia cardinalis (mulsant) (Coledptera:Coccinellidae) en campos de
cultivo de citricos en California, E.U.A. en 1889 para el control de la cochinilla
acanalada de los citricos Icerya purchasi (Maskell) (Homoptera:Margarodidae) lo que
se cree salvo la industria citricola en ese estado. En México se tienen registradas 82
especies de la familia Chrysopidae (Neuroptera) y 87 de la familia Coccinellidae, con
posible potencial para el control de plagas (Lopez Arroyo et al., 2012) sin embargo
los parasitoides son los agentes macrobiolégicos mas usados en campo para el

control biolégico con un 76% de las liberaciones (Bernal, 2012).

Dentro de organismos microbiolégicos para controlar diversas plagas en
campo, la bacteria Bacillus thuringiensis es la mas usada con cerca del 90% de los
productos formulados, este éxito se debe a dos cosas: 1 a que dentro de las
principales plagas de la agricultura se encuentran los lepiddpteros hacia los cuales
los cristales toxicos de la B. thuringiensis ejercen un excelente nivel de control y 2
que la toxicidad de estos cristales es elevada, sin embargo esta bacteria no es
considerada un patdgeno verdadero ya que no depende del insecto susceptible para
replicarse y producir el cristal toxico (Lacey et al., 2001; Mireles Martinez, 2006;
Ibarra R., 2012).

Los virus a diferencia de la mayoria de las bacterias son patégenos obligados,
los cuales requieren de un hospedero vivo para poder replicarse. De entre la
inmensidad de virus que afectan insectos, los mas estudiados y con potencial para
ser desarrollados como agentes de control biolégico se encuentran los Baculovirus,
Cypovirus, Entomopoxvirus e Iridovirus (Del Rincon Casttro, 2012; Gallegos et al.,
2003). De estos grupos de virus los baculovirus son considerados los candidatos
mas idéneos para el control biolégico de plagas en campo, debido a sus

caracteristicas como: que a) se han aislado de mas de 600 especies de insectos en



campo, b) en muchos de los casos causan-epizootias naturales, c) presentan un alto
grado de especificidad hacia un solo huésped, d) poseen virulencias elevadas y son
capaces de establecerse en el ecosistema manteniendo un constante control sobre
la plaga ( Moscardi, 1999; Lacey et al., 2001; Szewczyk et al., 2011).

Baculovirus

Segun Theze y colaboradores en 2011, es posible que los baculovirus han
estado ocasionado enfermedades en los insectos desde que estos existian en la
prehistoria, lo que ha ocasionado que estos evolucionaran junto con sus hospederos
volviéndose sumamente especificos y virulentos (Herniou et al., 2004; Theze et al.,
2011). Actualmente los baculovirus son usados en programas de control biolégico de
plagas de importancia ecoldgica y econdmica en varias regiones del mundo, algunos
ejemplos son el control de Anticarsia gemmatalis en Brasil, de Cydia pomonella en
Francia, Suiza, Alemania y Rusia, Phthorimaea operculella en Peru, Pieres rapae en
China, Orgya pseudotsugata en bosques forestales en Canada y Lymantria dispar
en Canada, USA, Europa, China y Rusia, los anteriores son solo algunos de los
ejemplos del control aplicado de plagas en campo que han sido llevados a cabo con
éxito (Moscardi, 1999; Szewczyk et al., 2011).

Clasificacion de los baculovirus

De acuerdo con la composicion de viriones dentro de los cuerpos de oclusion,
los baculovirus se clasificaban anteriormente en nucleopoliedrovirus (NPV) vy
granulovirus (GV), los cuales estan compuestos principalmente de poliedrina o
granulina respectivamente. En el caso de los NPV estos pueden presentar
diferencias en cuanto a la cantidad de nucleocapsides dando asi lugar a los fenotipos
simples (SNPV) los cuales tienen una sola nucleocapside por envoltura viral y a los
multiples que tienen varias nucleocapsides por envoltura (MNPV) (Jehle et al., 2006;
Rohrmann, 2013d). Actualmente los baculovirus se clasifican de acuerdo con las
relaciones filogenéticas presentes en sus genomas, dependiendo de la relacion con

las familias de insectos a los cuales infectan y al hecho de que sean NPV o GV. Esta



clasificacion los agrupa en cuatro géneros: Alfabaculovirus, Betabaculovirus,

Gamabaculovirus y Delta baculovirus (Herniou et al., 2004; Jehle et al., 2006).

Los Alfabaculovirus engloban a todos los nucleopoliedrovirus (NPV)
especificos de lepidopteros, con genomas de entre 100-180 kilopares de bases (kpb)
cuyo virus tipo es el nuclopoliedrovirus de Autografa californica (AcNPV). Estos se
subdividen en grupo | y I, el grupo uno se caracteriza por la presencia de la proteina
GP64 en los viriones gemados y el grupo |, por carecer de la proteina GP64 y poseer
a la envoltura de fusién unida a furina o proteina F. Sin embargo, algunos miembros
del grupo | también tienen la proteina F, ambas estan relacionadas con la
diseminacion de los viriones gemados de célula a célula sin embargo GP64 es capaz
de reconocer una mayor gama de receptores que la proteina F (Herniou et al., 2001;
Jehle et al., 2006; Park et al., 1999; Wang et al., 1997; Westenberg et al., 2007).

Los Betabaculovirus comprenden a los granulovirus especificos de
lepidopteros con genomas que oscilan entre las 100-180 kpb cuyo modelo es el
granulovirus de Cydia pomonella (CpGV). El género Gamabaculovirus incluye a los
nucleopoliedrovirus aislados de hymendpteros con genomas de entre 82-86 kpb
cuyo virus modelo es NPV de Neodiprion lecontei (NeleNPV). Los Deltabaculovirus
abarcan a los NPV aislados de Dipteros como al nucleopoliedrovirus de Culex
nigripalpus (CuniNPV) cuya proteina de oclusién no es homologa a la de la poliedrina
de los Alfabaculovirus o de los Gamabaculovirus ni a la granulina de los
Betabaculovirus (Jehle et al., 2006).

Ciclo de replicacion y proteinas asociadas a los baculovirus

La familia Baculoviridae presenta dos tipos de viriones: los viriones derivados
de oclusion (VDO) y los viriones gemados (VG) ambos son genéticamente idénticos
aunque existen diferencias en cuanto a morfologia, sitio de ensamble, proteinas
estructurales, fuente de la envoltura viral e infectividad (Kelly et al., 2016). En el caso
de los VDO, los cuales son responsables de la infeccion primaria, estos son liberados
del cuerpo de oclusién (CO) al ser degradado por las condiciones alcalinas del

intestino medio del insecto y proteasas presentes en él. Esta degradacion libera



proteinas asociadas al CO como las enhancinas y proteasas, de las cuales las
primeras estan presentes solo en Betabaculovirus y posiblemente en algunos
Alfabaculovirus. Su funcion es degradar la capa de mucina que junto con la quitina
forman la membrana peritréfica, la cual recubre y protege a las células del intestino
medio ( Wang & Granados, 1997; Hashimoto et al., 1991). Las proteasas asociadas
pueden ser producidas por el propio virus (catepsinas en el caso de AcMNPV) o
propias del insecto, en ambos casos estas son atrapadas en el cuerpo de oclusion
durante las fase de oclusion y su funcién es ayudar a la degradacion total del mismo

y de algunas proteinas asociadas a la membrana peritréfica (Slack et al., 1995).

Los VDO estan compuestos por nucleocapsides virales cubiertas por una
envoltura viral que tiene asociadas proteinas, las cuales, les permiten entrar a las
células del intestino medio y poder llevar acabé el proceso primario de la infeccion.
El proceso de infeccion de las células columnares del intestino medio se lleva a cabo
gracias a las proteinas asociadas a los VDO presentes tanto en la envoltura como
en las nucleocapsides, estas son obtenidas cuando los viriones se arman y se
ocluyen en el nucleo infectado (Rohrmann, 2013e, 2013f). Del mismo modo, en este
momento de la infeccion, las nucleocapsides se asocian entre si (MNPV) por accion
de la P33 (Ac92) o se pueden mantener individuales, cualquiera que sea el caso, las
nucleocapsides son cubiertas por una envoltura viral probablemente de la membrana
nuclear a la cual se le asocian proteinas propias del virus las cuales se pueden
clasifican en dos tipos: proteinas presentes en la envoltura (ODV-E) y factores de
infectividad per os (PIF por sus siglas en inglés) (Rohrmann, 2013e, 2013f) estos se

observan en la Tabla 1.

Tabla 1.- Proteinas de la envoltura de los viriones derivados de oclusion y factores de infectividad
per os. Consultado en Rohrmann, 2013, con modificaciones

Nombre/marco de lectura en AcCMNPV Presencia en la familia Baculoviridae
Proteinas de la envoltura de los viriones derivados de oclusion (ODV por sus siglas en
inglés)

BV/ODV-E26/Ac16 Alfabaculovirus grupo |

ODV-E25/Ac94 Alfabaculovirus grupo | y I, Betabaculovirus
ODV-EC43/Ac109 En todas las familias

ODV-E18/Ac143 Alfabaculovirus grupo | y Il




Ac145y Ac150 -
Factores de infectividad per os

pif0/p74/Ac138 En todas las familias

pif1/Ac119 En todas las familias

pif-2/Ac22 En todas las familias

pif3/Ac115/Bm95 En todas las familias

pif4/Ac96 En todas las familias

pif5/0DV-E56/Ac148 En todas las familias

pif6/Ac68 En todas las familias

pif7/Ac110 Alfabaculovirus grupo | y I, Betabaculovirus
pif8/VP91/Ac83 En todas las familais

pif9/Ac108/Sf58 Alfabaculovirus, Betabaculovirus y

gammabaculovirus.

Las primeras proteinas de los baculovirus asociadas en interaccionar con el
huésped son VP-91, Ac145 y Ac150, las cuales tienen sitios de unidn a quitina y se
unen a las microvellosidades de las células columnares en las que se sintetiza la
quitina presente en la membrana peritréfica para localizar a los VDO (Broehan et al.,
2007; Zimoch et al., 2005). Por otro lado, las proteinas PIF (1, 2, 3, 4 y P74) funcionan
como proteinas de anclaje al igual que VP-91, Ac145 y Ac150, lo cual sugiere que
los factores PIF podrian ser necesarios para el anclaje a las microvellosidades y que
trabajan juntos, lo que explica por qué al ser delatado alguno de los factores PIF, la
infectividad per os se ve reducida. De manera interesante, se ha en encontrado que
los factores PIF: PIF2 y PIF3 interaccionan entre si de manera muy estable, ambos
a su vez, pueden interaccionar con la proteina ODV-E56 y Ac98 (38K) (Peng et al.,
2010a).

Por otro lado, si se toma en cuenta la capacidad de E-56 de degradar
condroitina, este podria ser un posible mecanismo de accién de un conjunto de
proteinas para poder realizar la infeccién en un organismo susceptible (Ke Peng et
al., 2010). E-56 también podria verse involucrada en el reconocimiento de los
receptores y a la entrada de las nucleocapsides a las células ( Vigdorovich et al.,

2007; Sugiura et al., 2011;). En fechas recientes se encontré que, VP95 al igual que
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E-56, interaccionan con el complejo PIF y al tener esta ultima dominios de union a
quitina, puede ayudar a estabilizar el complejo haciendo mas fuerte la union a los
sitios de sintesis de quitina en las microvellosidades del intestino medio (Peng et al.,
2012). La formacioén del complejo anterior podria facilitar la union a receptores
sensibles a proteasas y una vez unidos, la envoltura viral se fusionaria con la
membrana celular y liberaria las nucleocapsides al interior de las células (Horton &
Burand, 1993; K. Peng et al., 2010; Rohrmann, 201 3f).

A continuacion, se describen las principales funciones e interacciones de la

mayoria de los ODV-E y de los factores PIF:

En el caso de la proteina ODV-E26 esta interacciona con PF25 (Ac61)
formando un complejo a su vez, con actina, y Katsuma y colaboradores en el 2012
detectaron que una delecion de E-26 puede causar una ligera disminucion de los VB
(Katsuma et al., 2012; Rohrmann, 2013e). En experimentos con ensayos de dos
hibridos, se encontr6 que ODV-E26 interacciona con ODV-E56, la cual al estar
relacionada con interacciones con complejo PIF podria estar jugando un papel dentro

de la infeccion primaria (Ke Peng et al., 2010).

En el caso de ODV-E25 interacciona con ODV-E56 lo que la podria sugerir
que es parte del complejo (Ke Peng et al., 2010). En la porcién N-terminal en los
primeros 24 aminoacidos (aa), E-25 posee una region altamente hidrofébica
relacionada con la penetracion en la membrana celular. Una delecion de la secuencia
que codifica para esta proteina, causa una disminucion de 100 veces la produccion
de VB y provoca una pobre oclusidon de los viriones en la matriz de poliedrina en
AcMNPV, lo cual sugiere que esta de algun modo regula el proceso de produccion o
ensamble de los VB (Chen et al., 2012).

En tanto ODV-EC43 (Ac109) se cree esta involucrada en la sefializacion
nuclear de los viriones, ya que al realizar un delecion del gen de esa proteina, los
viriones eran capaces de entrar al citoplasma pero no al nucleo, y los cuerpos de
oclusién carecian de viriones (Alfonso et al., 2012). Mientras que ODV-E18 se cree

es esencial para la produccion de viriones gemados (McCarthy & Theilmann, 2008).
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En cuanto a los factores de infectividad per os (PIF) estos son esenciales para
la infeccion de las células columnares del intestino medio de los insectos sin ser
necesarios para llevar a cabo el proceso de infeccion secundario. Existen 10 factores
PIF codificados por ACMNPYV descritos en la tabla 1, los cuales son: PIFO (P74), PIF1
(Ac119), PIF2(Ac22), PIF3 (Ac115), PIF4 (Ac96), PIF5 (ODV-E56), PIF6 (Ac58),
PIF7 (Ac110), PIF8(VP91) y SF58 (Ac108), todos poseen un dominio hidrofébico
transmembranal que les ayuda a adherirse a la membrana viral y una cantidad
variable de cisteinas, cuyo papel es formar presuntamente los enlaces disulfuro entre

proteinas para unir los complejos entre si (Wang et al., 2017).

PIFO fue el primer factor PIF en ser descubierto, es una proteina de 74 kDa
(kilodaltones) asociada a la membrana de los ODV y posee un dominio C-terminal
transmembranal expuesto (Faulkner et al., 1997). PIF1 es una proteina de 60 kDa,
la cual es transcrita a las 12 hpi, con un dominio transmembranal en su porcion N-
Terminal, con 16 cisteinas conservadas (Gutierrez et al., 2004). PIF2 Es una proteina
de 44 kDa, con un dominio transmembranal en su porcién N-Terminal, con 12
cisteinas (Wang et al.,, 2017) y su expresion inicia a las 24 hpi, sin embargo su

proteina se encuentra en las células infectadas hasta las 36 hpi (Fang et al., 2006).

PIF3 es una proteina de 23 kDa, con un domino transmembrana en su porcion
N-Terminal hidrofébica, posee12 cisteinas conservadas (Wang et al., 2017), se
expresa a las 12 hpi y su proteina se encuentra a las 36 hpi y junto con P74, PIF1 y
2, se ha demostrado no interaccionan con la MP sino que lo hace directamente con
las células epiteliales (Li et al., 2007; Song et al., 2008). PIF4 es una proteina de 20
kDa, con un dominio transmembranal en su porcién N-Terminal, Unicamente posee
2 cisteinas conservadas y se encuentra presente tanto en ODV como en VB ( Fang
et al., 2009; Wang et al., 2017). PIF5 es una proteina de 40 kDa, con un dominio
transmembranal en su porcién N-terminal, con 4 cisteinas conservadas (Wang et al.,
2017), este gen es expresado desde las 16 hasta las 72 hpi, y como proteina se
encuentra desde las 36 hpi (Braunagel et al., 1996) y esta relacionado con la

maduracion del ODV (Braunagel et al., 1996; Braunagel & Summers, 2007).
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PIF6 es una proteina de 16 kDa, con un dominio de transmembrana en el
dominio C-terminal (Wang et al., 2017), no contiene cisteinas conservadas, se
expresa desde las 3 hpi y como proteina se encuentra a partir de las 36 hpi (Li et
al., 2008). PIF7 es uno de los factores PIF mas recientes fue propuesto por Javed et
al, 2017, como el mas reciente factor pif, es una proteina de 7 kDa, con un dominio
transmembranal en el extremo N-terminal, sin cisteinas conservadas. El gen se
expresa desde las 12 hpi y desde las 18 se encuentra una leve sefial de la proteina
que es reforzada a las 24 hpi (Jiantao et al., 2016). PIF8 es una proteina de 115 kDa,
con 13 cisteinas conservadas, su dominio transmembranal consta de 23 aa en la
porcion N-terminal (Wang et al., 2017). Se sabe que este gen en sus nucleétidos
1651-1850, son los responsables del ensamble de las nucleocapsides, su proceso
de expresion inicia a las 24 hpi y la proteina se detecta a las 24 hpi (Javed et al.,
2017; Zhu et al., 2013). SF28 ha sido propuesto como el 10° factor PIF (PIF9) es una
proteina de 12 kDa con un dominio transmembranal a la mitad de la proteina (Wang
et al., 2017), su expresion es detectada desde las 12 hpi incrementandose a las 48
y manteniéndose hasta las 144 hpi y se encuentran homologos en los baculovirus

que afectan lepidépteros (Simon et al., 2012).

Todos los factores PIF forman un complejo y se unen entre si gracias a las
cisteinas conservadas, esta unié se lleva acabo fisicamente en la superficie del virion
gracias a sus dominios de transmembrana (Wang et al., 2017). Entre las
interacciones de los complejos PIF la de PIF-2 y PIF-3 se asume como el
responsable de que los VDO reconozcan a las células del intestino, esto por el
reconocimiento de las zonas ricas en produccidon de quitina en las células
columnares, del mismo modo se ha observado que una delecidén de estos complejos
puede causar una pérdida de la infeccidn por parte de los VDO (Faulkner et al., 1997;
Li et al., 2007; K. Peng et al., 2010; Rohrmann, 2013e).

El factor ODV-E56 puede estar directamente relacionado con la entrada de
los VDO, pues un fragmento de 12aa en su porcion N-terminal es capaz de unirse a
las microvellosidades del epitelio en Heliothis virensces e inhibir una posterior

infeccion por AcCMNPV (Sparks et al., 2011). En cambio, una porcién de 66aa en el
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extremo N-terminal es capaz de degradar condroitina el cual es un componente semi
abundante en las células de los insectos (Vigdorovich et al., 2007, Sugiura et al.,
2011). Este factor ES6 no solo interacciona con otros factores per os, sino que
también se ha demostrado por experimentos de dos hibridos, que interacciona con
ODV-E25, PF25, ODV-E26, VP39, PIF2 y PIF3, asi como entre el factor PIF2 con
PIF3, lo que esta relacionado con la formacién del complejo que permite el
reconocimiento de los receptores, e interacciones entre PIF3 con ODV-ES6 lo que
podria sugerir que E56 forma parte den el proceso del reconocimiento de las células

columnares susceptibles a la infeccion por baculovirus (Ke Peng et al., 2010).

En el caso de Ac145 y Ac150 la delecidn de la primera causa una baja en la
infeccion en Trichoplusia ni de seis veces, y para la segunda, una perdida en la
virulencia en Spodoptera exigua, Trichoplusia ni y Heliothis virensces. Asi mismo,
estas dos proteinas contienen dominios de union a quitina y estan relacionadas entre
si en un 23% de su secuencia de aminoacidos y un peso molecular entre los 9-11
kDa, por lo que podrian estar relacionadas en algun grado en el reconocimiento y

anclaje a las microvellosidades (Lapointe et al., 2004; Zhang et al., 2005).

Una vez que la envoltura viral se ha fusionado con la membrana celular varias
proteinas asociadas a las nucleocapsides al igual que las proteinas de la envoltura
ayudan a que las nucleocapsides entren a las células. Tal es el caso de las proteinas
VP39 y VP95, las cuales interaccionan con ODV-E66 que a su vez interacciona con
el complejo PIF. Una vez dentro de las células y que las nucleocapsides han sido
liberadas al citoplasma, estas tienen que ser transportadas al nucleo debido a una
polimerizacién de la actina, lo cual puede ser llevado a cabo por accién de la p78/83,
ya que ésta es capaz de interaccionar con la actina (Goley et al., 2006).
Posteriormente las nucleocapsides se alinean con los poros nucleares y entran a
través de ellos al nucled por las diferencias de diametro entre los poros de 38-78 nm
y de 30-60 nm para las nucleocapsides (van Loo et al., 2001; Alber et al., 2007; Au
et al., 2013).

Las proteinas anteriores no son las Unicas asociadas a las nucleocapsides,

existen mas proteinas que si bien no tienen hasta el dia de hoy un rol en el trasporte
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de los VDO, si tienen un roll importante en la estabilizacién del ADN. Un ejemplo de
éstas lo representa la proteina P6.9, las de arresto inicial del ciclo celular (Ac144) y
aquellas que participan en la movilizacion de nucleocapsides ya formadas hacia la
membrana celular para proseguir con el segundo ciclo de infeccidén en los tejidos,
graso, hemocitos, traqueas, etc. Ejemplos de estas proteinas que se han reportado
como asociadas a las nucleocapsides se muestran en la Tabla 2, lo anterior fue

consultado en Rohrmann, 2013.

Tabla 2.- Proteinas asociadas a las nucleocapsides. Tomado de Rohrmann, 2013.

Nombre/marco de lectura en Presencia en la familia
AcNPV Baculoviridae

P6.9 union a ADN/Ac100 Todas las familias

VP39 capside/Ac89 Todas las familias

GP41 tegumento/Ac80 Todas las familias

38K/Ac98 Todas las familias

Ac142 Todas las familias

Ac144 Todas las familias

Ac66 Todas las familias

P33/Ac92 Todas las familias
VP1054/Ac54 Todas las familias
VLF-1/Ac77 Todas las familias
VP80/Ac104 Alfabaculovirus géneros | y I
PP78/83/Ac9 Alfabaculovirus géneros | y
P24/Ac129 Alfabaculovirus géneros | y

Betabaculovirus

El proceso de infeccidn secundaria es un proceso reiterativo con el cual se
logra una infeccion completa de todos los tejidos de la larva, a través de una
constante liberacion de VB. Para poder facilitar este proceso, existen varias proteinas
virales que causan modificaciones en el arreglo celular, provocando un aumento en
el tamano celular, tal es el caso de la P78/83 y la P10. En el primer caso, P78/83 se
une a la actina, y junto con un complejo de siete proteinas llamado Arp2/3, participan
en una polimerizacion dependiente de ATP de la G-actina (globular) a F-actina

(filamentosa) lo cual provoca el re-arreglo de la morfologia celular y permite la
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movilidad del patdégeno a través de las células. En el caso de la P10, esta
interacciona con la tubulina y causa una modificacion en los microtubulos,
contribuyendo a la reorganizacion del citoesqueleto y la morfologia celular (Cheley
et al., 1992; Goley et al., 2006; Wang et al., 2008).

El paso final de la infeccién viral es la oclusion de las nucleocapsides en una
matriz de proteina, desde el punto de vista de la produccion de éstas, la mayoria se
mantiene en el nucleo de la célula y solo alrededor del 2.3% brotan para infectar
nuevas celulas. Es decir que de 84,000 posibles nucleocapsides en una célula, solo
2,000 se convertiran en el BV (Rosinski et al., 2002). Los viriones que permanecen
en el nucleo, obtienen una membrana derivada de la membrana nuclear, la cual ha
sido modificada con proteinas de origen viral (Braunagel & Summers, 2007). En esta
ultima etapa de la infeccion, varias proteinas son asociadas al CO, dichas proteinas
se mencionan en la tabla 3, es el caso de las enhancinas y proteinasas alcalinas
descritas anteriormente, Ac131, Ac8 (poliedrina) y Ac137 (P10). Ac131 o la proteina
de la envoltura de la poliedrina, se asocia con la p10, y juntas parecen envolver el
CO sellando las fisuras y estabilizando a la matriz de poliedrina (Rohrmann, 2013).
En el caso de Ac8 (poliedrina) y Ac137 (P10) las cuales son hiper-expresadas, la
poliedrina es la proteina mayoritaria de los CO, tiene un peso de 30 kDa y es de los
genes mas conservados en los genomas de la familia Baculoviridae. Se acumula en
el nucleo y en algun punto, inicia un proceso de cristalizacion, sin embargo, no es
del todo claro si la oclusion de los viriones en esta proteina esta guiada por la
concentracion de poliedrina o si los viriones actuan como ancla para la cristalizacién
de ésta y la formacion de los CO. Sin embargo, la proteina Ac68 conecta este
proceso, pues si esta es escindida de BmNPV, los viriones no se incorporan en los
CO (Xu et al., 2008). La proteina P10 participa en el re-arreglo celular, sin embargo,
se ha detectado que las fibras de esta proteina se alinean con los CO y los recubren,
generando una envoltura de P10 alrededor del CO, lo cual rellena los huecos que
deja la poliedrina y actua como un estabilizante de este (Cheley et al., 1992; Gross
et al., 1994).
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Tabla 3.- Proteinas asociadas al CO. Tomada de Tomado de Rohrmann, 2013, con modificaciones.

Nombre/marco de lectura en Presencia en la familia Baculoviridae
AcNPV

Poliedrina/Ac8 Todas las familias excepto CuniNPV
Envoltura de la | Todas las familias excepto CuniNPV
poliedrina/Ac131
Enhancinas Algunos NPV y GV
P10/Ac137 Alfa baculovirus grupo | y Il, algunos GV
Proteasas alcalinas Principalmente contaminantes
Ac68 Todas las familias

Regulacién de la Transcripcién y replicacion viral

Una vez que los viriones de los Baculovirus liberan su material genético dentro
del nucleo de las células permisivas, se inicia el proceso de transcripcion de los
genes del virus, que en el caso de los baculovirus es de dos tipos: genes tempranos
y genes tardios. Algunos autores lo dividen en cuatro etapas: genes inmediatos
tempranos y tempranos, cuya expresion es entre las 6-12 horas post infeccion (hpi)
y son dependientes de la ARN polimerasa del huésped: los genes tardios se
expresan entre las 12-18 hp y los muy tardios a las 24 hpi siendo estos dependientes
de la ARN polimerasa viral ((Chen et al., 2013; Grula et al., 1981; Rohrmann, 2013b).
La trascripcion temprana es llevada a cabo por la ARN polimerasa Il del huésped y
se ayuda de los factores de la transcripcion (FT) del mismo, los cuales son elementos
que se unen al ADN en secuencias conocidas como enhancers. Dichas secuencias
estan cercanas al promotor o sitio de unién de la ARN polimerasa en el ADN. Estas
secuencias de union de FT, propician un mayor acercamiento de estos factores a los

sitios de iniciacion de la transcripcion (Huh and Weaver, 1990).

Los factores de transcripcion pueden clasificarse en cuatro categorias
dependiendo de su efecto en la transcripcion como: a) FT usados para seleccionar
el gen a transcribir; b) FT que atraen y estabilizan a la ARN polimerasa al promotor
del gen a transcribir; ¢) FT que facilitan la sintesis de ARN y d) FT que elevan la

cantidad de transcritos. Estos factores de transcripcion coordinan el ensamble del
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complejo de transcripcién (diferentes tipos de FT) a los “enhancers” cercanos a los
promotores de los genes a transcribir. Asimismo, estabilizan y aumentan los niveles
de expresidn de los genes virales, lo cual en las primeras etapas de expresion, lleva
a la redireccién del proceso celular, y por ello el virus asegura su propia replicacion
y produce una cascada de expresion de genes virales ordenada y controlada por los

propios genes virales (Rohrmann, 2013c).

Los “enhancers” de los baculovirus son conocidos como regiones homologas
(RH), las cuales también tienen la funcién de ser origenes de replicacion (Guarino et
al., 1986; Guarino & Summers, 1986; Pearson et al., 1993). Estan compuestas por
secuencias de 70 pb (pares de bases) con un segmento (palindrome imperfecto) de
30 pb en el centro de la secuencia y estos palindromes tienen en cada uno de sus
extremos wuna secuencia de respuesta CRE (cAMP) y TRE (12-O-
tetradecanoylphorbol 13-acetato o TPA) a los cuales se les unen los FT y estimulan
la transcripcion de la ARN polimerasa Il (Guarino et al., 1986; Rodems & Friesen,
1995). En el proceso de infecciéon de AcCMNPV, varias proteinas celulares se unen a
estas secuencias CRE y TRE activando la transcripcion de los genes Inmediatos
tempranos (IT) (Landais et al., 2006). Las secuencias de las RH podrian ser unicas
para cada cepa viral debido a que el FT IE1 (inmediato temprano) de AcCMNPV no
activa la transcripcion en OpMNPV tan eficientemente como su propio IE1
(Theilmann & Stewart, 1991). Estas RH estan presentes en ocho regiones distintas
del genoma de AcCMNPV con entre dos a ocho repeticiones de las secuencias RH en
cada region, y guardan relacion dentro de un mismo genoma y poca homologia entre

genomas diferentes (Rohrmann, 2013c).

La replicacion del ADN viral en los baculovirus se lleva a cabo a las 12 horas
post infeccion. En el caso de AcCMNPV, una vez que se sintetizan las proteinas
tempranas, cuya transcripcién es regulada por IE1, los primeros fendmenos que
ocurren para la replicacion, es el poder diferenciar entre el ADN del hospedero y del
propio virus. Esto se ha logrado gracias a que los virus tienen secuencias de inicio
de replicacion unicas llamadas origenes de replicacion (ori). Para que la transcripcion

se inicie, es necesario que una proteina de unién al ori interaccione con él, es
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probable que esta proteina, sea IE1, pues esta proteina es capaz de unirse a los
enhancers y varios origenes de replicacion estan asociados a ellos. Sin embargo,
existen origenes de replicacion que no tienen homologia con los enhancers y a los
cuales no se une IE1, por lo que lo anterior aun necesita mas investigacion (Choi &
Guarino, 1995; Olson et al., 2003; Rodems et al., 1997). En el proceso anterior, la
posible proteina de union al ori causaria un desdoblamiento del ADN, lo cual
provocaria la atraccion de la helicasa, que para el caso de los baculovirus es la
proteina temprana P143 (Ac95). Esta rompe los puentes de hidrégeno entre las dos
cadenas de ADN con un alto gasto de energia, proveida por un dominio de ATPasa
en la propia helicasa. Esta interacciona con la proteina LEF-3 (Ac67), la cual es
similar a las proteinas de unidén a cadenas sencillas (SSB por sus siglas en inglés),
que se unen a la cadena sencilla de ADN estabilizandola y evitando que se forme la

doble cadena nuevamente (Hang et al., 1995).

Una vez separadas y estabilizadas las cadenas de ADN, se forman dos
cadenas, la lider y la cadena retrasada, en la cadena lider se une la proteina LEF-1
(Ac14), la cual es una primasa, LEF-1 interacciona con un factor asociado llamado
LEF-2, el cual se cree es una proteina de union a ADN sin que su funcion sea clara
(Mikhailov & Rohrmann, 2002). La sintesis de estos primers en la cadena lider es
esencial para la replicacion del ADN, pues la ADN polimerasa viral Unicamente puede
replicar a partir del extremo -OH en sentido 5°-3", en el caso de la hebra retardada
esta no se replica de manera continua, se replica en fragmentos llamados fragmentos
de Okasaki, los cuales pueden tener longitudes de entre 0.2-5 kb. Estos al inicio
tienen primers de ARN sintetizados por LEF-1, donde se posicionara la ADN
polimerasa y sintetizara ADN en sentido 5°-3". Una vez que estan sintetizados los
primers, la union de la ADN polimerasa es viable, esta se posiciona en el extremo
3" e inicia la polimerizacion hacia el sentido 5°. En relacion a la hebra a replicar, otras
actividades de la ADN polimerasa son su actividad de exonucleasa en sentido 3°-5",
es decir, es capaz de regresar sobre la cadena recién sintetizada para reparar
errores en la sintesis de la nueva cadena y tener actividad de exonucleasa en sentido

5°-3" con lo cual se remueven los primers de ARN (Shevelev & Hubscher, 2002).
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Hasta este momento se ha estado hablando de la formacion inicial del
complejo de iniciacion de la transcripcion en los baculovirus y de como algunas
proteinas y enzimas propias de éstos, estan involucradas en los procesos de
reparacion del ADN y de la obtencion de energia en forma de NAD+ y ADP. Sin
embargo, el proceso por el cual el ADN se replica aun es sumamente incierto.
Posiblemente los baculovirus usan dos estrategias: a) la combinacion de la
replicacion clasica de los plasmidos de circulos rodantes iniciando en un punto y
continuando hasta separar las dos cadenas nacientes, combinado con el método que
siguen otros virus que se replican en el nucleo, es decir, b) una replicacion
dependiente de la recombinacion. Lo anterior debido a que los baculovirus tienen un
genoma de gran tamano, lo que involucraria vario ori para poder coordinar en tiempo
la replicacion y el posterior empaquetamiento del ADN en las nucleocapsides.
Esencial para la iniciaciéon de este proceso, es la fijacién de las proteinas SSB y LEF-
3 al ADN, aunado al reconocimiento de éstas por una alfa nucleasa roja, la cual en
otros virus de invertebrados que se replican en el nucleo resulta esencial para el
inicié de la replicacion (Li et al., 1998; Mikhailov et al., 2006).

El proceso de replicacion en los baculovirus se da en un punto,
probablemente, entre la expresion de los genes tempranos y los tardios. En el
momento que el ADN ha sido replicado, este tiene que ser procesado para ser
empaquetado. Para ello participan tanto las proteinas propias del virus, como de los
componentes del citoesqueleto, los cuales pueden ser modificados por proteinas
propias del virus (Volkman, 1988). Entre las proteinas del virus que participan
directamente en la maduracion de los viriones, esta el factor muy tardio 1 o VLF-1 el
cual es esencial para la proteccion del ADN del ataque de DNAsas, contribuye a la
expulsion de la pre capside del estroma virogénico y posiblemente, también tiene un
papel importante en la uniéon del ADN a la pre capside (Vanarsdall et al., 2006). Estos
factores, pueden actuar en conjunto para asegurar un empaquetamiento correcto del
ADN, este proceso ocurre en el estroma virogénico en el momento en que la capside
esta iniciando su ensamble. Es posible que conjuntos de proteinas reconozcan una
secuencia en el ADN de los baculovirus y esta union sirva de enlace entre la capside

y el ADN. Se han propuesto para esto a la proteina VP1054 (Ac54), por encontrarse
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presente en la nucleocapside viral y por su capacidad de interaccionar con una
proteina llamada PURa, gracias a la cual se da una union entre VP1054 con el ORF
1629/p/78/83 (Ac9) el cual es rico en guanina (Marek et al., 2013). Una vez que se
enlaza el ADN con las pre capsides estas sufren un proceso de maduracién el cual
consiste en el crecimiento de la misma envolviendo al ADN en su interior (Kool et al.,
1991).

El proceso de replicacion y encapsulamiento del DNA de los Baculovirus se
da en el lapso del cese de la transcripcion de los genes tempranos y la activacion de
los tardios, aproximadamente a las 12 hpi. En el caso de la activacion de los ultimos,
no esta completamente dilucidado como son activados; sin embargo, se ha
observado que la RNA polimerasa del virus es la causante principal de la iniciacion
de la transcripcion tardia, gracias a un reconocimiento de las secuencias reguladoras
de la transcripcion tardia, aunque algunos procesos alternos, como procesos fisicos
y FA, al final de la replicacién también son necesarios para la transcripcién de

algunos genes con promotores tardios y tempranos (Rapp et al., 1998).

La expresion muy tardia de los genes de baculovirus es de sumo interés e
importancia para los mismos, ya que en esta etapa se lleva a cabo una de las
mayores cascadas de expresion génica de dos proteinas del virus: la poliedrina y la
P10, las cuales son necesarias para la inclusién de las particulas infectivas en la
matriz de poliedrina y la formacion del CO. ElI fendmeno de la alta produccién de
transcritos, se da gracias a los promotores de la poliedrina y p10, considerados como
promotores muy fuertes. La transcripcién de estos genes muy tardios, se da en la
etapa final del ciclo de replicacion del virus, en el momento en que las
nucleocapsides se ocluyen gracias al ADN que se empaquetd y a una serie de
condiciones, tales como: a) la exposicion de los promotores de la transcripcion muy
tardia al final de la replicacion, b) el cese de la transcripcion tardia, c) el
reconocimiento de los promotores muy tardios por la RNA polimerasa, d) las
proteinas VLF-1 y PK-1, asi como de la eficacia de LEF-4 en el “caping” del ARNm,
(Gross & Shuman, 1998; Yang & Miller, 1999; Knebe-Morsdorf et al., 2006).
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Implicaciones de la infecciéon por baculovirus en el hospedero

Apoptosis

La apoptosis puede ser inducida por un dafio en el ADN de la célula, o por
una replicacion y transcripcion de ADN de manera independiente al ciclo celular, lo
cual es caracteristico de una infecciéon por baculovirus. Estos son capaces de
bloquear el ciclo celular. En experimentos en la linea celular Sf9 sincronizada entre
la fase G2/M (Finalizacién de la fase de preparacion para la division celular/Inicio de
la mitosis), mientras que al realizar una infeccion, todas las células permanecieron
en esta fase y al infectar células de la misma linea sincronizadas en G1, se observo
el arresto en la fase S (fase de duplicacion de los cromosomas) (Ikeda & Kobayashi,
1999). En otro estudio se reportd que si las células se infectaban entre la fase G2/M
0 S, estas mismas se arrestaban en G2/M y S respectivamente (Saito et al., 2002).
El anterior arresto es conocido como fase S viral, en la cual los componentes del
virus provocan que la maquinaria celular transcriba selectivamente los genes del
baculovirus, a través del trans activador IE1, en combinacidn con los enhancers, para
posteriormente poder sintetizar su propia maquinaria celular y usarla para su

transcripcion, replicacion, regulacién y encapsulacion (Thiem, 2009).

La replicacion del ADN de los baculovirus desencadena el proceso de
apoptosis en células de S. frugiperda por la activacion de serin proteasas llamadas
caspasas, de las cuales existen dos tipos: las caspasas iniciadoras y las efectoras
(Xing et al., 2005). Las primeras interaccionan con formas inactivas de las segundas,
para activarlas, y que estas desencadenen la apoptosis. Algunas de estas caspasas
efectoras tienen como blanco el citoesqueleto, provocando un cambio en la
morfologia celular, una posterior activacién de las nucleasas y ataque a otros
elementos estructurales, lo que trae consigo la subsecuente fragmentacion celular
(Xing et al., 2005). Con En respecto a lo anterior, los baculovirus han desarrollado
un mecanismo sumamente eficiente, con el cual son capaces de inactivar el proceso
apoptético de forma muy exitosa. Dentro de este mecanismo participan una serie de
proteinas como la P35, P49, factores anti apoptéticos (IAP por sus siglas en inglés)

y el supresor apoptotico (Apsup por sus siglas en inglés).
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P35 es una proteina que se encuentra presente en los Alfabaculovirus del
grupo |, los cuales estan estrechamente relacionados con ACMNPV. P35 se expresa
entre la fase temprana y tardia de la expresion génica de los baculovirus, y tiene
como caracteristica que es capaz de unirse al sitio activo de la caspasa efectora 1,
actuando como un inhibidor irreversible; y sorprendentemente, P35 es capaz de
expresarse en el momento de que la célula expresa la caspasa 1 (Bump et al., 1995;
Rohrmann, 2013a). P49 es una variante de P35 que se encuentra en los Alfa
baculovirus del grupo Il, que a diferencia de P35, inactiva tanto a las caspasas
efectoras como a las activadoras. Esta proteina es expresada a los mismos tiempos
post infeccién que P35 (Jabbour et al., 2002; Zoog et al., 2002).

Las proteinas anti-apoptéticas IAP, pertenecen a una familia de proteinas que
estan presentes en todos los genomas de baculovirus. Constan de cinco linajes, I1AP
1 al 5, los cuales se distribuyen de la siguiente manera: IAP-1, se encuentran en los
Alfabaculovirus del grupo [; IAP-2, se encuentran en los Alfabaculovirus del grupo |
y Il, IAP-3 se encuentran en los Alfa baculovirus del grupo | y I, (Ikeda et al., 2004,
Mace et al., 2010). Las secuencias de IAP incluyen dominios especificos, tales como
el dominio BIR de 70 aa con un nucleo de Zn. Este dominio esta relacionado con la
interaccién proteina-proteina y la inactivacion de las caspasas (Mace et al., 2010;
Rohrmann, 2013a). Un dominio tipo anillo llamado RING de 40 aa en el extremo C
terminal, el cual interacciona con las caspasas y les agrega ubiquitina a través de
una enzima probablemente modificada por el virus (E3), lo que provocaria que la

caspasa sufriera una degradacion (Feltham et al., 2012).

Respuesta inmune

Los insectos han desarrollado un sistema de defensa contra las infecciones,
este sistema funciona de manera similar al de los organismos superiores, incluye
células especializadas llamadas hemocitos, capaces de hacer frente a una infeccion
incluso viral. Estos se encuentran libres en la hemolinfa y desarrollan una actividad
inmune como: fagocitosis, encapsulaciéon y melanizacion (Clem, 2005). Estos
hemocitos son infectados una vez que los BV son expulsados a la hemolinfa, y se ha

determinado que en estos ocurre la replicacion del ADN viral a las 24 hpi en muy
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baja cantidad, con un pico medio a las 48 y el maximo nivel de replicacion ocurre a
las 72 hpi (Bao et al., 2010).

La melanizacién en los insectos es un proceso regulado por una cascada de
serin proteasas, que activan profenol oxidasas, a fenol oxidasas que son capaces de
oxidar fenoles y convertirlos en compuestos no aromaticos, llamados quinonas.
Estas se polimerizan y forman melanina (Lemaitre & Hoffmann, 2007), las mismas
fenol oxidasas también pueden llegar a tener un efecto antiviral en la hemolinfa de
los insectos (Popham et al., 2004). Durante este proceso de melanizacion, se
producen especies reactivas de oxigeno, las cuales tienen un efecto directo sobre
patogenos. Una ruta que tiene que ser activada para que la melanizacién se lleve a
cabo, es la ruta Toll, en la cual se reconocen moléculas asociadas a los patégenos
que no son parte del organismo hospedero. En Drosophila, esta ruta depende de la
remocion de un inhibidor de las serin proteasas (Serpin27A). Lo anterior es esencial
para la inhibicién de una infeccidn viral (Makkonen et al., 2015; Zambon et al., 2005).
Por tanto, la inhibicion de esta respuesta podria ayudar al virus a replicarse de
manera optima, y esto puede ser llevado a cabo por un inhibidor de serin proteasas
(serpins por sus siglas en inglés), encontrado en el NPV de Hemileuca sp. Este
inhibidor conocido como crmA, también se encuentra implicado en la inhibicién de
caspasas, funcionando como sustrato irreversible para caspasa-1, 4, 5, 9 y 10. Otro
método que ayudaria a los baculovirus a sortear los sistemas de defensa del insecto,
serian los miRNA encontrados en el genoma del nucleopoliedro virus de Bombyx
mori, el cual codifica para 4 posibles miRNA, teniendo ¥ uno de ellos como blanco
las serin proteasas, las cuales son esenciales para activar las pro-fenol oxidasas y

por ende el mecanismo de melanizacion (Singh et al., 2010).

Al invadir los hemocitos, los baculovirus activan un sistema de defensa capaz
de destruir a patdogenos, tal mecanismo es la produccién de superoxido (Bergin et
al., 2005). Para sopesar esto, los baculovirus codifican para una proteina, la Ac31,
la cual tiene homologia con una superéxido dismutasa, lo cual le daria al virus una
herramienta para poder defenderse del estrés oxidativo del superdxido,

degradandolo a agua y oxigeno (Tomalski et al., 1991).
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Respuesta celular del hospedero a la infeccion

La respuesta que muestra el insecto hospedero contra una infeccién viral, no
se restringe unicamente a los hemocitos; en cada una de las células existe una
respuesta a la infeccion, como lo es el proceso apoptético, desencadenado por una
serie de reacciones mediadas por procesos controlados y coordinados de revision
celular, seguida de una expresion de ciertas proteinas, para lo cual el virus es capaz

de desencadenar su propio proceso para bloquear la apoptosis.

En el momento en que el virus entra a una célula en los insectos, la expresion
génica de ésta se ve completamente afectada, existiendo un cese masivo de la
misma remarcado en el momento en que el ADN se replica, ya que entra en funcién
la RNA polimerasa viral y se llega a la expresion de los genes muy tardios. Esta
respuesta por parte del hospedero limita seriamente la replicacion del virus en la
célula, sin embargo, el cese de la expresidn génica que sufre el organismo durante
una infeccion por baculovirus, es totalmente diferente al apagado global de defensa,
lo cual, aunado al arresto celular e inhibicion de la apoptosis, permite al virus
secuestrar la maquinaria celular para replicarse. Los virus también son capaces de
modular diferencialmente los genes en los insectos relacionados con el metabolismo,
el estrés oxidativo, la etapa juvenil, muda, respuesta inmune y sistema endocrino,
(Breitenbach et al., 2011; Monteiro et al., 2012). Lo anterior presenta una interesante
diversidad cuando se analiza la infeccién de las diferentes cepas de baculovirus, con
diferentes lineas celulares permisivas, diferentes hospederos, e incluso entre
diferentes tejidos del mismo hospedero, lo que pone en relevancia la caracteristica
de los baculovirus de ser insecto-especificos y que implica que posiblemente algunos
genes son mas esenciales que otros, aunque se sigue considerando como modelo
de estudio el caso de AcMNPV (lkeda et al., 2013).

Dentro de las proteinas expresadas por los baculovirus que tienen un papel
en el cese de la sintesis de proteinas de los insectos en las primeras horas post
infeccion y algunas posiblemente en la especificidad se encuentran: HRF-1 (factor
del rango de hospederos), es un factor viral que junto con HCF-1 son esenciales para

producir una infeccion de NPV en las lineas celulares Ld652Y y Tn368. Con respecto
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al gen hrf-1 de Lymantria dispar, cuando este se introdujo en ACMNPV, MbNPV,
HycuMNPV y SeMNPV y se infectd a la linea celular Ld652Y, estos virus lograron
replicarse, y sin esta proteina, son incapaces de establecer la infeccion en esta linea
celular (Ishikawa et al., 2004). También se observo que con la expresion de este este
factor de Lymantria dispar, se daba un cese de la sintesis proteica global en las

células infectadas con los virus modificados (Ishikawa et al., 2003).

Por otro lado, HCF-1 (Ac70) o factor especifico célula-hospedero, es
necesario para el control del cese global de la sintesis de proteina. Este actua
regulando el nivel de la transcripcion, ya que, si se realiza una supresion de este gen
en AcMNPV, se observa un cese masivo de la sintesis de proteinas, tanto del
huésped como del virus, y una disminucién en la replicacién del virus. Esta proteina
no solo modula el cese de la traduccion en el hospedero, sino que también tendria
algun grado de control en la expresion génica del virus (Lu & Miller, 1996). Esta
proteina también esta relacionada con el control de la expresion de los genes tardios
del virus, funcionando como un factor de expresién tardia (/ef) en células Tn368, pero
no en Sf21 (Lu & Miller, 1995) lo que podria sugerir una posible interaccion con
proteinas presentes en Tn368 y no en Sf21. Esto provoca un cese de los transcritos
tempranos y activa los genes tardios. Esta proteina también es necesaria para la
replicacion del ADN de los baculovirus HycuMNPV y OpMNPV, en la linea celular
Tn368 (lkeda et al., 2013).

Ep32 codificada por el baculovirus de Hyphantria cunea (HycuMNPV), causa
un cese masivo de la sintesis proteica en la linea celular BmN-4. Esta proteina se
expresa a las seis hpi, y al eliminar este gen en HycuMNPV, se observé que el cese
de la sintesis proteica no se veia del todo afectada y no existia variacion en la
replicacion del virus, por lo que se cree que el efecto de Ep32 es indirecto, o bien, es

un auxiliar en dicho proceso en las células BmN-4 y SfO-(Shirata et al., 2010).

P143 se ve involucrado en el cese de la sintesis global de proteinas de las
células de BmN-4, al ser infectadas por ACMNPV entre las 5 y 24 hpi. Al modificar a
AcMNPV con el gen p143 de BmNPV, este cese de la sintesis global se inhibe, lo

cual podria ser un indicativo de que este gen esta involucrado indirectamente en el
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cese de la sintesis proteica y podria ser uno de los genes determinantes de la
especificidad, también es capaz de unirse al ADN de doble cadena y tiene homologia
con las helicasas ( Lu & Carstens, 1991; Laufs et al., 1997). P143 interacciona con
LEF-3 para formar un complejo de activacién de la replicacién, dicho complejo se

localiza en el estroma virogénico (Ito et al., 2004; Nagamine et al., 2006).

Durante el proceso de infeccidn de los baculovirus, se ha observado que estos
no solo son capaces de inducir el cese global de la sintesis de proteinas, afectando
la expresion de éstas en el hospedero y la de el mismo, sino que también tienen la
capacidad de sobre expresar algunos genes del hospedero, lo cual posiblemente es
parte de la estrategia del virus para explotar la maquinaria celular y asegurar su
replicacion. Interesantemente, también se han encontrado algunos casos donde un
transcrito se apaga por accion de la infeccion viral, aparentemente por la accion del
virus, sin embargo, este apagado de un gen podria ser sinénimo de defensa de

tejidos especificos.

Un ejemplo relacionado con lo que se menciond en el parrafo anterior, se ha
observado en la linea celular Tnmsn42, un derivado de la linea celular Hig Five de
Trichoplusia ni, libre de nodavirus latentes. Esta linea celular fue infectada con dos
baculovirus recombinantes para evaluar la tasa de glicosilacion y expulsién al medio
de las proteinas recombinantes. Se pudo observar que a las 48 hpi, las proteinas
mas hiper-expresadas después de la infeccion, fueron chaperonas y proteinas de
choque térmico. Asimismo, se encontr6 que gran parte de las proteinas
recombinantes expresadas, no eran glicosiladas ni expresadas al medio, debido a
que al sobre expresar ciertos genes de los baculovirus (poliedrina), o a la sobre
expresion de proteinas mal plegadas, se activa un sistema de respuesta al estrés,
conocido como sistema de repuesta a las proteinas no plegadas (unfolded protein
response, UPR por sus siglas en inglés). Este sistema funciona en el reticulo
endoplasmico, lo que podria causar un cese en la transcripcion de las proteinas y
activar la produccion de chaperonas, con la finalidad de recuperar la normalidad en
la célula y si esto no se logra, la respuesta UPR podria inducir apoptosis. La

activacion de este sistema podria deberse a que, durante la infeccion viral, no se
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lleva a cabo una correcta glicosilacion, lo que desencadenaria la UPR y explicaria
por qué durante una infeccion viral, se sobre expresan chaperonas y proteina de
choque térmico. Sin embargo, esto no explicaria en que beneficia al virus esta sobre

expresion, o si este de alguna manera, responde al UPR (Koczka et al., 2018).

Hasta este momento sabemos que la infeccién por un baculovirus en un
insecto causa una respuesta celular en la cual se sobre expresan o se apagan ciertos
genes, asi mismo sabemos que ciertos tejidos especializados realizan un proceso
de defensa, el cual es apagado por el virus. En ocasiones este sistema es efectivo y
se evita o impide la infeccion, ya sea por métodos fisicos (Asser-Kaiser et al., 2011;
Wang et al., 2016) o por la expresidén de algunos genes que posiblemente bloquean
la diseminacion de la infeccidn sin recurrir a la apoptosis (Bao et al., 2010; Wang et
al., 2016) la cual es plenamente bloqueada por el virus- Esta claro que los baculovirus
ejercen un efecto sobre la expresion génica de sus hospederos, pues arrestan el
ciclo celular, modifican la estructura celular y son capaces de redireccionar la
maquinaria celular para sintetizar su propia maquinaria. Todo esto ha sido estudiado
de diversas maneras entre las que se encuentran macroarreglos (Nguyen et al.,
2013; Salem et al., 2011), secuenciacion masiva de ARNm (Breitenbach et al., 2011;
Chen et al., 2014; Choi et al., 2012), interrupcién de genes (Shirata et al., 2010),
supresion de genes (Lu & Miller, 1996), sobre expresion de genes (Laufs et al., 1997),
intercambio de genes ligados a la especificidad (Ishikawa et al., 2004), aislamiento
de proteinas blanco por inmunoprecipitacion (Ishikawa et al., 2003), analisis
protedmicos en geles de dos dimensiones y espectrofotometria de masas (Liu et al.,
2010), creacion de bibliotecas, secuenciacion, y comparacion con otras bibliotecas
(Xue et al., 2012a) bibliotecas a partir de la técnica de hibridacion sustractiva bajo
condiciones de supresion y PCR en tiempo real (Bao et al., 2009; Bao et al., 2010;
Chen et al., 2014; Wang et al., 2016). Con estas técnicas se obtuvieron genes de
interés expresados y reprimidos durante el proceso de infeccion; en fechas mas
recientes se ha hecho uso del sistema de dos hibridos para tratar de dilucidar los
mecanismos por los cuales las proteinas del virus interaccionan entre si para poder
formar complejos, y se sabe que participaban en conjunto en el proceso de infeccion,

como lo es el caso de ODV-E66. Esta es una proteina importante para la penetracion
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de los VDO en la infeccién primaria, la cual por ensayos de dos hibridos, se encontrd
que es capaz de interaccionar con PIF-2 y PIF-3 (Ke Peng et al., 2010) dos factores
de infectividad per os, que se unen a las microvellosidades del intestino medio.
Debido a la capacidad de degradar condroitina, es posible que sea necesaria para
poder poner en contacto a la membrana de la nucleocapsides con la membrana

celular, que estas se fusionen y liberen las particulas infectivas en las células.

Interaccion de proteinas

Las interacciones entre proteinas son intrinsecas a todas las células, es decir,
todos los procesos celulares se llevan a cabo por dichas interacciones, siendo raras
las ocasiones en que estas actuan por si solas. De manera general el funcionamiento
de las proteinas se basa en la formacién de complejos que actuan como subunidades
de una holoenzima, ejemplo de lo anterior es la formacion del complejo de
transcripcion o replicacion el cual involucra la unidon y el trabajo coordinado de

multiples proteinas para llevar a cabo dichos procesos.

Analizando lo anterior es interesante observar que inclusive para que una sola
proteina se activa, necesita interaccionar con otras para llevar a cabo su correcto
plegamiento. Como ejemplo son interacciones con quinasas, fosfatasas, glicosil-
transferasas, proteasas, proteinas de choque térmico, etc., muchas incluso solo
después de haber sufrido una modificacion post traduccionales o la remocién de
algun extremo son capaces de llevar a cabo su funcién de lo contrario se consideran
inactivas, gracias a estos procesos de interaccion de proteinas, es posible llevar a
cabo de manera coordinada todos los procesos celulares tal como: el crecimiento
celular, control de las rutas metabdlicas, de la replicacion, transcripcion y traduccion,
expresion de genes especificos a través del reconocimiento de promotores
especificos, la apoptosis e incluso en el caso de las infecciones virales por
baculovirus los bloqueos o arrestos de los procesos anteriores, redireccion de

procesos celulares, control coordinado de la expresion viral y de la célula, etc.

Segun (Phizicky & Fields, 1995) estas interacciones tienen 5 efectos

principales sobre las proteinas:
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1. Alteraciones en la cinética de las proteinas, lo que provocaria
alteraciones en la afinidad por el sustrato, la catalisis o las
propiedades alostéricas del complejo.

2. Canalizan el sustrato de una proteina a otra, lo que genera un flujo
controlado.

3. Generaciéon de un nuevo sitio activo, provocando una mejora o
perdida de la funcién.

Se puede dar una inactivacién de la proteina.

Se puede cambiar la afinidad de la proteina por su sustrato.

Asi mismo (Klotz et al., 1970) menciona que existen 3 ventajas de usar

complejos de proteinas.

1. Para la célula es energéticamente mejor construir complejos con
actividad a partir de multiples subunidades que una sola secuencia
para sintetizar dicha enzima completa.

2. La traducciéon de fragmentos de ARN muy grandes a proteinas
aumenta la probabilidad de error y la falla de la funcion.

3. Las multiples subunidades permiten la funciéon en un sitio especifico

seguido de una difusion a otro sitio para continuar con otro proceso.

Estos procesos ponen en relevancia lo que significan las interacciones de las
proteinas entre ellas, generando la necesidad de estudiar no solo sus propiedades
individuales sino también con cual o cuales interacciona, cual es su papel en cada
una de estas interacciones, el efecto antes y después de la interaccién sobre ambas
y generar anotaciones sobre la posible funcidén de estas, debido a las interacciones

que se dan entre ellas (Phizicky y Fields, 1995).

Para estudiar estas interacciones se han creado sin fin de técnicas basadas
en tres métodos segun Phizicky y Fields, 1995: Métodos fisicos, Métodos basados
en librerias y Métodos genéticos; para el primer caso las metodologias mas usadas
son la cromatografia de afinidad, en la cual una proteina conocida se fija a una
columna por la cual se hace pasar un lisado celular u alguna proteina purificada y si

existe una interaccion estas dos se uniran y sera posible identificar su uniéon por SDS-
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PAGE, la afinidad en manchas en la cual el resultado de un SDS-PAGE se migra a
una membrana de nitrocelulosa donde se prueba la habilidad de un lisado celular par
interaccionar con alguna proteina de interés (esta prueba es similar a una deteccion
inmunoldgica WesterBlot). Este método es ideal para analizar proteinas de
membrana. La inmuno-precipitacion es una técnica donde se usa un anticuerpo para
identificar a una proteina especifica en un lisado celular, precipitar al anticuerpo con
la proteina de interés junto con la o las proteinas con las que interacciona,
recuperacion y analisis, esta técnica tiene la ventaja de que si no se tiene el
anticuerpo para la proteina de interés se pueden usar antigenos comerciales, sin
embargo, la proteina tiene que ser marcada para que sea reconocida por el
anticuerpo, lo cual involucraria la produccion de la proteina de interés de manera
recombinante. Por ultimo Phizicky y Fields, 1995 mencionan la metodologia del
Cross-Link en la cual se puede analizar desde un par de proteinas purificadas hasta
un lisado celular, para esto se ponen a hibridar las proteinas con la finalidad de que
estas interaccionen, posteriormente se colocan en un gen de SDS sin condiciones
desnaturalizante donde las proteinas migran unidas y dan un peso molecular
superior al que si estuvieran solas, el paso anterior es seguido de un gel de segunda
dimensién para separar el complejo por el punto isoeléctrico seguido de una
desnaturalizacion en el gel de corrida donde se rompen los puentes disulfuro y las
proteinas que interaccionan migran como individuales hasta su peso molecular,

quedando las que no interaccionan como una diagonal.

Técnicas para identificar expresion diferencial

Los procesos de infeccion virales son sumamente complejos, se llevan a cabo
de una manera coordinada y secuencial. Asi mismo, durante el proceso infectivo, se
da un proceso de apagado selectivo de genes en las células infectas llevado a cabo
por la propia infeccion. Esto ha generado la necesidad de estudiar dichos procesos,
tanto el apagado selectivo como aquellos que quedan encendidos, entender cual es
la finalidad de mantener o detener ciertos procesos, hacer anotaciones de los genes
que intervienen en la infeccion y la busqueda de nuevos genes que mejoren los

procesos de infeccion o estén involucrados en mejorar dichos procesos.

31



Lo anterior puede ser llevado a cabo estudiando la expresion de genes
durante el proceso infectivo, lo cual nos proporcionaria la informacién necesaria para
conocer que genes se estan encendiendo durante la infeccion y cuales se estan
apagando, en tiempos especificos de la misma, seguido de un entendimiento de
coémo estos genes, que finalmente se convertiran en proteinas, interaccionan entre

si para lograr una exitosa infeccion.

Sabemos que de manera generan los baculovirus llevan procesos de infeccion
similares en tiempo y forma, lo que ayuda a este proceso, sin embargo, no todas las
cepas virales expresan los mismos genes. Si bien el NPV de Autographa californica
es el modelo de estudio, no es altamente virulento contra todas las plagas de
importancia econdémica. Esto probablemente obedece a que los baculovirus son
altamente especificos ante su hospedero, cada cepa expresa proteinas unicas que
ayudan al proceso de infeccidn y en el caso de las cepas virales altamente infectivas
contra plagas de importancia econémica, se vuelve sumamente relevante encontrar
dichos genes nuevos para poder estudiarlos, aprender mas del proceso de infeccidon

y lograr usarlos como herramientas para mejorar otras cepas.

La dilucidacion de los genes que estan involucrados en el fenotipo celular, en
la defensa de los organismos hacia infecciones, el proceso del desarrollo del cancer,
asi como descubrir nuevos genes de interés antropoceéntrico, es uno de los mayores
retos de ciencia, para esto se han desarrollado técnicas encaminadas a estudiar la
expresion diferencial y encontrar nuevos genes, sin la necesidad de conocer
completamente el genoma de los involucrados, estas se clasifican en dos Display

diferencial e hibridacion sustractiva (Byers et al., 2000).

El display diferencial es la técnica mas usada sin embargo también en la que
arroja mas falsos positivos. Permite estudiar simultdaneamente genes silenciados y
encendidos, comparar mas de dos poblaciones de ARN y al igual que la hibridacion
sustractiva, requiere pequefias cantidades de ARN. Dentro de las limitantes se
encuentra la insensibilidad para detectar genes raros, la necesidad de usar muchas
combinaciones de oligonucledtidos y amplificaciones, junto con la alta probabilidad

de obtener falsos positivos. De manera general esta técnica involucra 1) la
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transcripcion reversa usando oligonucledtidos de poli-T junto con mas de dos
oligonucledtidos para el extremo 37; 2) la amplificacion por PCR del cDNA usando un
oligonucledtido para el extremo 3" y & de secuencias arbitrarias y 3) una
electroforesis en gel de poliacrilamida PAGE, donde se observaran bandas
presentes en una condicion y no en otra, representando la expresién diferencial, con

las cuales se generan las bibliotecas (Byers et al., 2000).

Dentro de las técnicas mas usadas en display diferencial se encuentran la del
etiquetado de secuencias expresadas (ESTs) y el analisis seriado de expresion de
genes (SAGE). La primera se basa en la clonacion al azar del cDNA obtenido del
ARNmM de algun tejido o célula especifico, esto genera cierto numero de colonias
para cada una de las secuencias en la poblacion de genes, lo que evidencia su
relativa abundancia en la muestra. La segunda técnica se basa en dos principios: 1)
en que secuencias cortas de 9 a 10 nucleoétidos, son suficientes para identificar un
transcrito y 2) que los transcritos son analizados seriadamente debido a la
concatenacion de las secuencias cortas, seguido de una secuenciacion de multiples
secuencias cortas de una sola clona. En este procedimiento, el cDNA es obtenido
con un oligonucledtido de biotina de poli-T y cortado con una enzima de corte
frecuente, de reconocimiento de 4 pb; posteriormente es aislado y ligado a un sitio
de clonacion, gracias al corte con la enzima, lo cual lo hace facilmente secuenciable.
De manera similar se cuantifica el numero de copias de la misma secuencia corta,

para determinar la abundancia relativa del gen en la poblacion (Byers et al., 2000).

En cuanto a la hibridacion sustractiva es menos usada, lo cual posiblemente
se debe a la naturaleza complicada de la técnica. Dentro de las ventajas de esta
técnica se encuentra la necesidad de muy pequenas cantidades de ARNm, la
habilidad de detectar poblaciones de ARNm raros y la habilidad de detectar genes
nuevos Yy otros poco abundantes al generar las bibliotecas. Existen varias variantes
de las hibridaciones sustractivas, sin embargo, la mayoria tienen en comun la
extraccion de ARN de algun tejido o célula (de un control y una poblacion problema),
y el uso de un oligonucledétido de poli-T para aislar los ARNm. Posteriormente, este

es transformado a cDNA con oligonucleétidos de poli-A por PCR. Una de las dos
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poblaciones es marcada por fotobiotinilado (driver) en el cual, un grupo Acilo foto
activo proveniente de la biotina, es capaz de unirse el cDNA gracias a la irradiacion
con luz UV de entre 260 a 475 nm. Posteriormente se da una desnaturalizacion del
cDNA de doble cadena de las dos poblaciones (control y el problema), seguido de
una hibridacion entre ellas para eliminar todas las poblaciones de ARN que se
encuentren presentes en ambas muestras y dejar solamente los genes expresados
presentes en la poblacion de interés o tester (Byers et al., 2000). Posteriormente todo
el driver que no hibrid6 y el que si, es retirado con estraptividina (una proteina con
alta afinidad por la biotina) seguido de una extraccion con fenol-cloroformo. Existen
otros métodos para eliminar las secuencias comunes, como puede ser la ligacion de
secuencias en los extremos de alguna condicién para después en las rondas de
sustraccion, eliminar las secuencias comunes Yy enriquecer las diferenciales.
Cualquiera que sea el método en la primera ronda de sustraccion por PCR, se
remueven la mayoria de las secuencias presentes en ambas condiciones (40%). Las
segunda y tercera ronda generan un enriquecimiento de las secuencias unicas y de
las sobre-expresadas, dando una presencia de solamente el 5% de las poblaciones
originales de ARN. Las dificultadas de este tipo de técnicas radica en la naturaleza
de las sustracciones derivada de las hibridaciones, en donde los genes abundantes
hibridan con rapidez y los que se encuentran en menor proporcion lo hacen
lentamente; sin embargo, a pesar de esta complicacién, estas técnicas generan una
menor cantidad de falsos positivos comparado con el display. Otra de las
complicaciones de esta técnica, es la elaboracion de librerias y la busqueda de genes
en ellas que si bien no es complicado, si es laborioso y consume tiempo (Byers et
al., 2000).

Existen varias técnicas derivas de las hibridaciones sustractivas entre ellas se

encuentran:

1) Analisis de representacion diferencial (RDA), originalmente disefiada para extraer
secuencias genomicas que contuvieran mutaciones y que posteriormente fue
adaptada por (Hubank & Schatz, 1994). Esta se basa en la obtencion de cDNA,

digestiones con una enzima de corte frecuente, ligacién de adaptadores y tres rondas
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de sustraccion por PCR. El producto puede ser usado directamente para generar
librerias. Este método enriquece los ARNm en orden del 10 requiriendo poca
cantidad de materia inicial ((Hubank & Schatz, 1994), Byers et al., 2000).

2) Hibridacién sustractiva directa, usando oligonucleétidos al azar (DROP). Se basa
en el uso de oligonucleotidos degenerados para sintetizar el cDNA, es de mucha
ayuda para encontrar genes expresados en poca abundancia y es muy rapido (Byers
et al., 2000).

3) Hibridacién sustractiva con secuenciacién shot-gun. Esta sigue los mismos
procedimientos de la hibridacién sustractiva, con la modificacion de que los
productos sustraidos son amplificados por PCR, clonados y secuenciados por shot-
gun y tiene een la desventaja de que el proceso de secuenciacion necesita que los

genes estén bien identificados en las bases de datos (Byers et al., 2000).

4) Hibridacion sustractiva por supresion se basa en la capacidad supresora del PCR
(Diatchenko et al., 1996) a la poblacién de cDNA que fue digerida, se le ligan
adaptadores con secuencias repetidas en los extremos que forman estructuras tipo
paleta. Después de cada ciclo de desnaturalizacién en el PCR, cada uno es ligado
por separado en la condicion problema, es decir, se tienen dos poblaciones del
tester, una con el adaptador | y otra con el Il. Posteriormente se da el proceso de
hibridacién donde se agrega un exceso de driver y se somete a dos rondas de PCR
en las cuales, si hubo una hibridacién entre los genes similares del tester, sufriran
una amplificacion exponencial en el segundo PCR, al tener los dos adaptadores en
cada uno de sus extremos y una normalizacién en el primer PCR. Esta técnica es
muy eficiente para enriquecer genes expresados diferencialmente con un solo ciclo
de hibridacion de hasta 100 veces (Diatchenko et al., 1996).

Hibridacion sustractiva bajo condiciones de supresién (SSH)

La técnica de hibridacidon sustractiva bajo condiciones de supresion evalua el
cambio en el nivel de expresion génica de un organismo o tejido, cuando este se ve
sometido a un estimulo, comparandolo con el mismo nivel de expresion del

organismo o tejido, al estar en condiciones normales. Esta diferencia en cuanto al
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nivel de expresion es eficientemente detectada bajo esta técnica en forma de ARNm.
Este se denomina driver o testigo, cuando proviene del organismo que no ha sido
sometido a ningun evento, que module su expresidn génica; y una poblacion llamada
tester, la cual ha sido sometida al estimulo que se desea evaluar. Este ARNm debe
de ser convertido en ADN de doble cadena (cDNA), posteriormente con estas dos
poblaciones de cDNA, se realiza una digestion con una enzima de corte frecuente,
seguido de una ligacién de adaptadores (I y Il) en forma individual y separada al
tester, una desnaturalizacién, seguida de una hibridacion, donde se agrega exceso
del driver sin adaptadores. En este paso, los genes presentes en las dos condiciones
se hibridan entre si, generando secuencias con uno de los adaptadores, en solo unos
de los extremos del hibrido, e hibridos con los dos adaptadores, en los dos extremos
de las dos cadenas, que son los genes presentes unicamente en el tester. Estos
seran los que por PCR se normalizan y amplifican exponencialmente.
Posteriormente, se suprimen los genes expresados en las dos poblaciones y el
enriquecimiento de estos, por accién de la reaccion en cadena de la polimerasa, para
enriquecer exponencialmente los transcritos expresados diferencialmente, al grado
de poder ignorar a los transcritos comunes en las dos poblaciones. Posteriormente,
estos cDNA son clonados en vectores de conservacion para ser identificados por
secuenciacion, por lo que no es necesario que antes de llevar a cabo el experimento
se tenga un conocimiento previo de los posibles genes a estudiar (Brosché et al.,
2012; Diatchenko et al., 1996).

Esta técnica, tiene grandes ventajas comparadas con otras de hibridacion
sustractiva, ya que necesita infimas cantidades de ARNm para poder ser llevada a
cabo, aunado a que la PCR amplifica notablemente los transcritos diferenciales, lo
que reduce la posibilidad de un falso positivo y aumenta la posibilidad de extraer
poblaciones raras de ARNm. Sin embargo, aunque presenta esta gran cantidad de
ventajas son pocos los reportes del uso de la técnica, lo cual se debe en gran medida
a las dificultades innatas de la misma (Brosché et al., 2012; Byers et al., 2000;
Diatchenko et al., 1996)
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Justificacion

S. frugiperda es la plaga de mayor importancia para el cultivo de maiz en toda
América, debido principalmente a la defoliacion que producen las larvas sobre el
cultivo, lo que trae una perdida en el rendimiento de hasta un 40%, y pérdidas
econdmicas considerables en México (CESAVEG, 2020). Esta plaga ha desarrollado
resistencia a la mayoria de los grupos quimicos usados para su control (Wood et. al.,
1981, Georghiou et. al., 1983, Yu, 1992, Pacheco, 1993, Diez et. al., 2001, Lagunes
et. al., 2009, CESAVEG 2013), por lo que es necesario el uso de alternativas. Una
de estas alternativas la constituye el uso de una cepa de baculovirus denominada
SfNPV-Ar caracterizada por Rangel Nufiez et al., 2014, la cual a nivel de bioensayos,
demostré ser eficaz para el control de esta plaga. Esta misma cepa fue caracterizada
por Medina et. al., 2016 quien demostré que es posible detener el dano al cultivo al
mismo nivel que el control quimico, en el Bajio Mexicano. La virulencia mostrada por
SfNPV-Ar, demostrd el gran potencial que posee este virus para el control de una
plaga tan importante. Asimismo, permiti6 demostrar que este virus posee
mecanismos unicos, por los cuales eludi6 los sistemas de defensa del hospedero y
logré causar la muerte con una alta eficiencia. Esto pudo deberse, a la expresién de
proteinas propias del virus que interaccionen entre si, o con las del hospedero para
causar modificaciones en la expresion génica del mismo, asi como la posible
modificacion de la morfologia celular. Para corroborar esta hipotesis se decidié
estudiar a la cepa viral SfNPV-Ar a través de dos metodologias, la primera fue la
técnica de hibridacién sustractiva bajo condiciones de supresién, la cual es puede
dilucidar que genes se estdan expresando en los intestinos de los insectos
susceptibles durante el proceso de infeccion. La segunda técnica se basé en la
identificacion y andlisis de las proteinas expresada por el virus, a diferentes tiempos
pos-infeccion usando geles de dos dimensiones e identificacion de proteinas por
mamas/masas con la cual es posible determinar que proteinas son expresadas
diferencialmente durante la infeccion primaria de SfNPV-Ar en los intestinos de S.
frugiperda. Con esta informacion es posible dilucidar algunos de los posibles
mecanismos moleculares que son empelados por el baculovirus SfNPV-Ar para
logran un eficiente control de S. frugiperda.
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Hipotesis
El establecimiento de que genes y proteinas expresados diferencialmente

entre el baculovirus SFNPV-Ar y su hospedero S. frugiperda permitiria dilucidar el

mecanismo por el cual esta cepa desarrolla una infeccion letal hacia este insecto.

Objetivo general

Determinar los genes y proteinas expresadas diferencialmente durante la

infeccion temprana del baculovirus SfNPV-Ar en el tejido primario de S. frugiperda.

Objetivos especificos

1. Obtener intestinos infectados y sin infectar de S. frugiperda con el baculovirus
SfNPV-Ar alas 6, 18 y 24 hpi.

2. Generar bibliotecas sustractivas de genes expresados diferencialmente por la

infeccion viral en el intestino de S. frugiperda.

3. ldentificar y caracterizar bioinformaticamente los genes diferenciales a los

diferentes tiempos post infeccion de 6, 12 'y 24 hpi.

4. l|dentificar las proteinas expresadas diferencialmente en intestinos de S.
frugiperda infectadas por SfNPV-Ar y determinar proteinas diferenciales de

interes, a los diferentes tiempos post infeccion de 6, 12 y 24 hpi.
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Materiales y métodos

Colonia de Spodoptera frugiperda

Para instalar la colonia de S. frugiperda se partié de individuos en estado de
pupa, se les mantuvo en condiciones de insectario en una camara de cria (Percival
modelo DR36VL) a una temperatura de 28 °C, fotoperiodo de 12:12 horas
(Luz:obscuridad) y una humedad relativa del 60%, dentro de bolsas de papel estraza.
Una vez que los adultos emergieron se les alimenté con una solucién de agua
destilada con miel de maiz al 10%. Los huevos se colectaron cada tres dias y se
colocaron en una caja Petri con dieta artificial para S. frugiperda (Agua destilada
1,000 ml, agar bacteriolégico 12.5 g, maiz 120 g, levadura 50 g, germen de trigo 5g,
polvo de espiga de maiz 25 g, acido sérbico 2.5 g, acido ascérbico 5 g, metil paraben
(MPB) 3.125 g, mezcla de sales 8.75 g, frijol soya 62.5 g, formaldehido al 37% 3.125
ml, antibidtico .75 mg y mezcla de vitaminas 18.75 g) hasta que eclosionaron.
Después de la eclosion, al llegar al 2° instar se individualizaron en vasos de plastico
con dieta artificial, en estos vasos permanecieron hasta que puparon, bajo

condiciones de insectario.

Cepa viral

Se utilizé la cepa viral donada por el Dr. Trevor Williams del INECOL,
denominada SfNPV-Ar, la cual se amplificé en larvas de S. frugiperda de 3° instar
por contaminacion de la superficie de la dieta segun lo descrito por Rangel et. al.,
2014.

Purificacion del inoculo viral

Cinco dias después de la infeccion se siguio el protocolo descrito en Rangel
et. al., 2014 para lo cual se colectaron las larvas de S. frugiperda y se homogenizaron
en un mortero se lavaron con SDS al 0.5% a 21,000 g por 10 minutos, finalizados se
resuspendio en ADE, se purificd por gradientes continuos de sacarosa del 66% al
40% peso/peso, en una ultracentrifuga marca Beckman a 24,000 rpm por 1.5 horas,

posteriormente se recolecto la banda correspondiente a los virus y se le dio un lavado

39



con ADE para eliminar el exceso de sacarosa, posteriormente se realizé el conteo
en una camara de Neubauer, el promedio se multiplicd por el factor 2.5x10° y se

almacend a 4°C.

Pruebas de infecciéon en S. frugiperda

Con la finalidad de determinar la dosis mas adecuada para llevar a cabo la
infeccion de larvas de 3° instar del gusano cogollero, se llevaron acabé infecciones
con diferentes concentraciones de CO, partiendo de 5x10° co/larva (cuerpos de
oclusion por larva) hasta llegar a 8x108 co/larva. Lo anterior se realizé hambreando
larvas de 3° instar por 24 horas se les alimento con una solucién de sacarosa al 10%,
colorante y una concentracion conocida de CO, se esperd aproximadamente 30
minutos, se les coloco en vasos con dieta artificial, 48 y 72 horas post infeccion (hpi).
Se les realizé una puncion para extraer hemolinfa y observarla en un microscopio
Carl Zeiss en el objetivo 40X, para determinar si existia presencia de CO en los
hemocitos, posteriormente a los 5 dpi se revisaron nuevamente las larvas y se

determiné la mortalidad.

Los resultados de la mortalidad fueron analizados usando el programa
STATGRAPHICS Centurién usando la comparacion multiple de medias y la prueba

de Tukey, para comparar la efectividad entre dosis.

Determinacién de expresion diferencial de genes en el tejido primario.

a) Infeccién de larvas de S. frugiperda y recoleccion del intestino

Se uso la técnica de infeccidn en gota para infectar a 50 larvas de tercer instar
de S. frugiperda, las cuales se consideraron como condicién problema y 50 larvas
mas, usadas como control negativo. A ambas larvas se les dio de comer unicamente
solucién de sacarosa al 10% mas colorante, posteriormente, se les extrajo el intestino
alas 6, 12 y 24 hpi. Dicha extraccion se realizé bajo un estereoscopio Carl Zeiss, la
larva se colocd a 4°C por un minuto y posteriormente se colocé en una caja de
diseccién con solucion fisioldgica a 4°C, se fijo la epidermis a la caja de diseccion

con ayuda de alfileres, posteriormente se corto el intestino y se separé de la larva,
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posteriormente se colocd el tejido en una solucion denominada RNAleter

(Invitrogen®) y se almacend a -20°C.

b) Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN se utilizé el método de Trizol® (Life Technologies)

con algunas modificaciones:

1. Se colectaron los intestinos del RNAlater, se eliminé el exceso de este y se
colocaron en la solucion de Trizol.

2. Se agrego6 1 ml de Trizol, se mezclé con ayuda de un vortex durante 1 minuto.

3. La mezcla anterior se incub6é durante 5 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente se realizd un paso de centrifugacién a 21,000 g por 10 segundos,
se colecto el sobrenadante en un tubo nuevo y se le afadieron 0.2 ml de
cloroformo y se ajité15 segundos en un vortex.

4. Seincubd 2-3 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 11,000 g durante
15 minutos a 4° C; el sobrenadante se recupero.

5. Al sobrenadante recuperado se le afadié 1 ml de isopropanol y se mezcld por
inversion. Se centrifugd la mezcla anterior a 11,000 g por 10 minutos.

6. Ala fase anterior se le agreg6 1 ml de Etanol absoluto frio y se centrifugd a 7,500
g por 5 minutos, tras la formacién de una pastilla blanca se desechd el
sobrenadante y se dej6 secar la pastilla.

7. La pastilla se disolvié en agua calidad miliQ con Dietiyl pirocarbonato al 0.1%
(agua DEPC).

c) Determinacion de la calidad del ARN

Para determinar la calidad del ARN se sigui6 lo recomendado por (Wieczorek
etal., 2012), para lo cual se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para
hacer una evaluacion visual del mismo, para lo que se cargaron en el gel 1l de cada
extracciéon de ARN a 70 volts por 1 hora, posteriormente se visualizé el ARN en un
foto documentador Bio Rad Imagin. Posteriormente se realiz6 un analisis en un

Nanodrop Lite, para lo cual se usé un microlitro del ARN y se colectaron los valores
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de la absorbancia a 260 nm, la relacién 260/280 y la concentracion de la muestra en

ng/ul.

d) Sintesis de la primera cadena

Una vez extraido, cuantificado y determinada la calidad del ARN, se procedi6
a la sintesis de la 1era cadena de la muestra control y problema. Para cada una de
las condiciones primeramente se realizé un tratamiento con DNasa | Invitrogen®),
para la cual se us6 una unidad de enzima, el buffer de la enzima al 1X, un
microgramo de ARN y el volumen se aforé a 10 yl con ADE, la reaccion se dejo a

temperatura ambiente por 5 minutos y se inactivé a 65°C por 20 minutos.

Una vez terminado el tratamiento con DNasa |, se le agregaron el
oligonucledtido CDS (dT) 10 nM y el oligonucleétido Smart IIA 10 nM, la reaccién se
incubo a 70°C por un minuto, seguido de 68°C por un minuto y 65°C por un minuto
mas, posteriormente se dejé a 4°C por tres minuto y se le agregé la siguiente mezcla:
4 ul del buffer 5X, 1 ul de DDT (0,1mM), 1 ul de dNTP’s (10 mM) y una unidad de
Super Script RT Il (Invitrogen®), la reaccion se incubo a 50°C por 40 minutos y se

inactivo a 70°C por 20 minutos.

e) Sintesis de la segunda cadena

Para la sintesis de 22 cadena, se llevd a cabo la siguiente reaccion: se
mezclaron 2 ul de Cloruro de magnesio 50mM, 1 ul de dNTP’s 10 mM, Buffer de Taq
polimerasa 1X, primer PCR IIA (10 mM) (5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT- 3"),
Taq polimerasa dos unidades, cDNA de la primera cadena 1 ul y el volumen se
completd a 50 ul con ADE. Esta mezcla se colocé en un termociclador (BioRad) bajo
las siguientes condiciones: 94°C por cuatro minutos, seguido del numero de ciclos
optimos de 94°C por 30 segundos, 65 °C por 45 segundos, 68°C por seis minutos y

finalmente un ultimo ciclo de 72°C por 10 minutos.

f) Purificaciéon de productos génicos.

Para la mayoria de los pasos se realizé previamente una purificacion de las
reacciones, para lo cual se agregé 200 ul de TE (Tris 10 mM y EDTA 1 mM),
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posteriormente se agregd un volumen de Fenol:Coloroformo:Alcohol isoamilico
25:24:1, se centrifugd a 14,000 rpm por 10 minutos, se colecto la fase acuosa y se
le agregd dos volumenes de Etanol Absoluto, se centrifugd a 14,000 rpm por 20
minutos, se desecho el sobrenadante, se le agregé 1 ml de Etanol absoluto y se
centrifugd a 14,000 rpm por 5 minutos, se desechd el sobrenadante, se dej6 secar

la pastilla y se resuspendio en ADE.

g) Digestion con enzima de restriccion

Una vez sintetizada la 22 cadena de los ADNc de las muestras control y
problema, estas se purificaron y cuantificaron, posteriormente se digirieron con la
enzima de corte frecuente Afa | (5-GT AC-3°). Para la digestion, se preparé la
siguiente mezcla: Buffer de la enzima 1X, enzima Afa | una unidad, cDNA entre 100
y 500ug y el volumen se completé con ADE a 20 ul esta mezcla se coloco a 37 °C

por treinta minutos. Ligacion de adaptadores

Se procedidé a la ligacidbn de adaptadores para su posterior hibridacién vy
amplificacion por PCR, para lo cual se diluyé unicamente el ds cADN de doble
cadena digerido con la enzima Afa | de la muestra problema como a continuacioén se
detalla: se colocaron 100 ng de cDNA de la muestra problema digerida, se les agrego
el regulador de la ligaciéon a 1X, una unidad de T4 ADN ligasa y se completo el
volumen a 20 pl con ADE. A la mezcla anterior se le agrego6 el Adaptador 1y 2 al

“tester”, realizar las hibridaciones, el PCR de normalizacion y finalmente el PCR de

supresion: a) Adaptador uno (5'-
CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCG
CCCGGGCAGGTGGCCCGTCCA-5", b) Adaptador dos

(5'CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTGCCGGCTC

CA-3). La ligacion de los adaptadores al “tester” se realizaron en dos sentidos: en
primera instancia se ligaron al ds cDNA del tejido infectado, con la finalidad de extraer
los genes encendidos por la infeccidn; en segunda instancia los adaptadores se
ligaron al ds cDNA del tejido sano como “tester”, con lo cual se extrajeron los genes

apagados por la infeccion. Esta mezcla se incubd toda la noche a temperatura
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ambiente y al final se inactivo la enzima agregandole 1 yl de EDTA0.2 MpH 8.6 y

se incubo a 72°C por 10 minutos.

h) Analisis de ligacion de adaptadores

Par determinar si se realizo la ligacién de adaptadores se sometié a PCR con
los oligonucleétidos de GAPDH (Gliceraldehido-3-Fosfato Deshidrogenasa) se
prepararon las siguientes reacciones: para analizar el adaptador uno se colocé en
un tubo 1 pL de la mezcla del adaptador uno, 1 mM del oligonucleé6tido de GAPDH
directo (GGGTATTCTTGACTACAC) y 1 mM del oligonucleétido GAPDH reverso
(CTGGATGTACTTGATGAG), en otro tubo se colocaron un microlitro de la mezcla
del adaptador uno, 1 mM del oligonucleétido G3PDH directo y 1 mM del PCR primer
1. Para el andlisis del adaptador dos se realizaron don mezclas iguales a las
descritas anteriormente sustituyendo el cDNA ligado al adaptador uno por el ligado
al adaptador 2. Posteriormente a cada uno de los cuatro tubos se les agrego la
siguiente mezcla: buffer de PCR a 1X, un ul de dNTPs a 1mM, 3 ul de cloruro de
magnesio a 50 mM, una unidad de Taq polimerasa y se completa el volumen con
ADE a 25 pl; y se les somete a PCR bajo las siguientes condiciones: 72°C por 2
minutos, 94°C por 1 minuto, seguido de 25 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C
por 45 segundos y 72°C por un minuto, finalmente un ultimo ciclo de 72°C por 5

minutos.

i) Primera hibridacién

Una vez corroborada la ligacion de adaptadores se realizé la primera
hibridacién siguiendo lo recomendado por (Diatchenko et al., 1996), para lo cual se
colocé un exceso de cDNA del tejido sin infeccion digerido “driver” al cDNA del tejido
infectado ligado a los adaptadores “tester". Para esto se realizé una relacién 30:1
driver:tester, se mezclé con un volumen del buffer de hibridacion (50mM de HEPES
pH8.3, 0.5M NaCl, 0.02mM EDTA pH 8.0, 10% peso volumen PEG 800), en otro tubo
se repitié la misma mezcla para el cDNA ligado al adaptador dos. Para determinar
los genes que estan presentes en la condicion control y no en el problema (genes
apagados por la infeccidén) se realizd el procedimiento anterior pero la ligacidén de
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adaptadores se realiz6é al cDNA de los intestinos sin infectar como tester y el exceso
de cDNA usado fue el de los intestinos infectados como driver. Las muestras
anteriores se colocaran a 98°C por 1.5 minutos para desnaturalizar el cDAN y

posteriormente a 68°C por 10 horas.

j) Segunda hibridacién

Para la segunda hibridacion se preparé nuevamente driver para lo cual se
colocd cDNA digerido de la muestra sin adaptadores (150 ng), se mezclé con el
mismo volumen del buffer de hibridacion, tanto para genes encendidos como
apagados, la muestra se desnaturalizé a 95°C por 2 minutos. Posteriormente las
mezclas se colocaron a 68°C por 12 horas mas. Terminada la segunda hibridacion
se agrego a cada una de las muestras 200 ul de buffer de dilucién (20 mM HEPES
pH 8.3, 50 Mm NaCl, 0.2 Mm EDTA) se calenté la mezcla por 7 minutos a 72 °C y se

almacenod a -20°C.

k) Primera amplificaciéon por PCR

Para poder amplificar los transcritos expresados diferencialmente y enriquecer
la muestra con estos exponencialmente, al mismo tiempo que se suprimen los genes
presentes en ambas condiciones, se sometid a dos rondas de PCR. Para la primera
amplificacion se realizé la siguiente mezcla: Cloruro de magnesio (50 Mm) 2 ul,
dNTPs (10 mM) 1 ul, buffer de PCR a 1X, una unidad de Taq polimerasa,
oligonucledétido iniciador PCR | (5- GTAATACGACTCACTATAGGGC-"3) 10 mM 1
ul, 1 pl de la segunda hibridacién y se completé a 25 microlitros con ADE. Esta
mezcla se colocd a 72°C por 5 minutos, 94°C por 1 minuto, seguido de 35 ciclos de
94°C por 25 segundos, 56°C por 30 segundos, 68°C por un minuto y medio, y
finalmente un ultimo ciclo de 72° por siete minutos, este PCR se diluye 1:30 y se
almacen¢ a -20 °C.

I) Segunda amplificacion por PCR

Con la finalidad de reducir los transcritos amplificados linealmente vy

enriquecer los que se amplificaron exponencialmente se realizdé un segundo ciclo de
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PCR, para lo cual se realizé la siguiente mezcla: 1 ul de la primera reaccién de PCR
diluida 1:30, buffer de PCR a 1X, dNTPs (10 mM) 1 ul, PCR primer 1
(6TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3) (10 mM) 1 ul, PCR primer 2 (5'-
AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3) (10 mM) 1 ul, cloruro de magnesio (50 mM) 2 ul,
una unidad de Taq polimerasa y ADE a completar el volumen de 25 microlitros. La
mezcla anterior se sometid a las siguientes condiciones: 94°C por 1 minuto, seguido
de 25 ciclos de 94°C por 30 segundos, 58°C por 45 segundos, 68°C por un minuto y

medio, seguido de un ultimo ciclo de 72°C por siete minutos.

m) Clonacién de fragmentos

Previo a la ligacién de los fragmentos en el vector se realizé la obtencion de
células competentes siguiendo los siguientes pasos: a) la ligacion de fragmentos se
realizo en el vector TOPO TA Cloning Kit pCR 4 (Invitrogen®), para lo cual se realizé
la siguiente mezcla: Buffer 1x, Vector 0.3 microlitros, ADN purificado 1 ul y ADE para
completar cinco pl. Se dejo incubar por 30 minutos y se posteriormente se procedid
a la clonacién en E. coli Top 10, y b) la clonacidn de la ligacion se realizé por choque
térmico siguiendo el siguiente protocolo: Las células competentes se les adiciono 1
ML de la ligacidon y se mezclara suavemente, se dejaron 30 min en hielo,
posteriormente se incubaron a 42°C por 1 min, se colocaron nuevamente en hielo
tres minutos y se les adiciono 1 mL de LB, se dejaron en agitacion una hora a 37°C
y se plaquearon en LB mas ampicilina (100 mg/mL), se incubaron a 37°C durante

toda la noche.

Extraccion de ADN plasmidico

Las células se crecieron de manera individual en LB liquido mas ampicilina en
agitacion a 37 °C por toda la noche, posteriormente se realizé una miniprep para
extraer el ADN segun lo siguiente: se centrifugd el medio LB liquido inoculado a
13,000 rpm durante 3 minutos la pastilla se resuspendié en 100 uL de buffer 1 (Tris-
HCl a 50mM, EDTA a 10mM, 2 pg de RNasa), se le agregaron 200 uL de buffer 2
(NaOH a 200mM, SDS al1%) y se mezclé a temperatura ambiente, se le agregaron
150 uL de buffer 3 (Acetato de Potasio a3M y pH 5.5) y se centrifugaron a 13,000
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rom durante 7 a 10 minutos se trasfirio el sobrenadante a 1 tubo eppendorf nuevo y
se le agregaron 200 pL de Isopropanol (1 volumen) o Etanol absoluto (2
volumenes) para precipitar el DNA se centrifugé a 13,000 rpm durante 10 minutos se

desechd el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 30 yL de TE.

Digestion con EcoRI

Para la corroboracion de la ligacidn de los fragmentos en Topo se llevo a cabo
una digestion con la enzima EcoRI con la cual se liberaron los fragmentos ligados,
para esto se realizd una mezcla con el buffer para la enzima 1x, enzima EcoRI una
unidad, ADN plasmidico a 100 ng y el volumen se completé a 10 pyl con ADE. Esta

mezcla se colocd a 37°C por dos horas.

Macroarreglos

El proceso de los macroarreglos se llevo a cabo siguiendo el protocolo del Kit
Roche Esay Dig Hib, para lo cual primero se realizd un etiquetado del cDNA, se
tomaron 25 ng de cDNA purificado de cada una de las condiciones y se completo el
volumen a 15 ul con ADE, al mismo tiempo se realizé un control con el ADN del Vial
2 del kit (ADN sin marcar de pBR328) a una concentracién de 25 ng y se completé
el volumen a 15 ul. Posteriormente se desnaturalizé el ADN a 95°C por 10 minutos,
se coloco el ADN en hielo, se colocaron los siguientes componentes para el marcaje
del cDNA: 2 ul de vial 5 (exanucleétidos marcados con digoxigenina), 2 ul del vial 6
(mezcla de dNTP’s) y dos unidades de la enzima Klenow (vial 7), la mezcla anterior
se colocd a 37°C con agitacion suave por 20 horas, pasado el tiempo se detuvo la

reaccion con 2 ul de EDTA 0.2 M pH8 y se calent6 a 65°C por 10 minutos.

Una vez detenida la reaccion se procedid a realizar una prueba para
determinar la eficiencia del etiquetado, para lo cual se realizaron diluciones del cDNA
marcado y del control de 1:10 y 1:100, estas se colocaron en una membrana de
nylon, con ayuda de luz UV por cinco minutos por cada lado. Posteriormente la
membrana se transfiri6 a un contenedor con 20 ml de solucién de acido maleico
(NaCl 8.79g y Ac. Maleico 11.60g), incubandola por dos minutos a temperatura

ambiente en agitacién, con 10 ml de solucién de bloqueo 1x (Roche®) (1 g del
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reactivo de bloqueo (Roche®) en 100 ml de buffer de acido maleico) donde se dejé
30 minutos a temperatura ambiente sin agitacion. Posteriormente se desech¢ la
solucion de bloqueo y se agregaron 10 ml de solucion del anticuerpo anti
digoxigenina-Ap (150 mu/ml o 2 ul de anti digoxigenina-Ap centrifugado por 5 min a
10,000 rpm en 10 ml de solucién de bloqueo 1x), se incubd por 30 minutos, seguido
de un lavado con 10 ml de solucién de lavado (acido maleico 0.1 M y NaClz2 0.1 M,
twen 20 150 ul, pH 7.5) por 15 minutos. Se equilibré la membrana con solucién de
deteccion (Tris HCI 0.1 M, NaClz, pH 9.5) por 5 minutos, se desecho la solucion
anterior y se agregaron 2 ml de la solucion de color-sustrato (40 ul del NBT/BCLP en
2 ml de solucion de deteccion) se dejo incubar la membrana y la soluciéon en una
bolsa sellada por 30 minutos, hasta lograr la deteccién deseada por un maximo de
24 horas de incubacién, la reaccion anterior se detuvo lavando la membrana con TE
(Tris HCI 0.01M, EDTA 0.001 M, pH8).

Una vez corroborada la eficiencia del marcado, se procedié a realizar las
hibridaciones, para lo cual primeramente se cuantific6 el ADN plasmidico a una
concentracion de 25 ng/ul. Posteriormente se desnaturalizé a 95°C por 10 minutos y
se colocod inmediatamente en hielo, una vez frio se transfirieron 2 ul de cada una de
las muestras a una membrana de nylon y se fijé por exposicién a luz UV por 5 minutos
se procedié a realizar la hibridacion, en una solucion de hibridacion (250 ml de
solucion SSC 20X (NaCl 175.3 g, Citrato de sodio 88.2 g, pH7), 100 ml de N-lauril
sarcosina al 1%, 2 ml de SDS al 10%, 100 ml de solucién de bloqueo 10X (10g de
polvo de bloqueo (Roche®) en 100 ml de solucién de acido maleico) y se calent6 a
65°C, se rehidraté la membrana por 30 minutos en agitacion, el cDNA marcado se
desnaturalizé a 95°C por 5 minutos y se coloco inmediatamente en hielo. Una vez
frio se mezcld con la solucion de hibridacion a 65°C (3.5 ml de la solucién de
hibridacién por cada 100 cm? de membrana de nylon), se le agregaron los 3.5 ml del
cDNA marcado con la solucién de hibridacién, y se colocé a 65°C con agitacion

constante por minimo 6 horas.

Pasado el tiempo de hibridacién se retiré la mezcla de cDNA marcado con la

solucion de hibridacion y se almacend a -20°C, se procedio a realizar los lavados de
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astringencia, dos lavados de 5 minutos cada uno con la solucién de SSC 2x (100 ml
de solucién SSC 20X, 10 ml de SDS 10%, aforado a 1,000 ml con ADE) a
temperatura ambiente con agitacion moderada, dos mas de 15 minutos cada uno
con la solucion SSC 0.5X (25 ml de solucion SSC 20X, 10 ml de SDS 10%, aforado
a 1000 ml con ADE) calentada a 65°C con agitacion constante. Posteriormente se
procedio a la deteccion inmunoldgica se coloco la membrana en 100 ml de solucion
de bloqueo por 30 minutos, posteriormente se colocé en 20 ml de solucién de
anticuerpos (4 ul del vial de anticuerpo en 20 ml de solucion de bloqueo 1X) por 30
minutos, posteriormente se dieron 2 lavados de 15 minutos cada uno en 100 ml de
solucion de lavado, después se equilibré la membrana con 20 ml de solucidn de
deteccion por 5 minutos, y se agregaron 10 ml de solucion color sustrato
(mencionada anteriormente) protegiendo la reaccion de la luz, se dejo reaccionando
la membrana por toda la noche sin agitacion, pasado este tiempo se detuvo la

reaccion con un lavado de 50 ml de TE por 5 minutos.

Secuenciacion de las bibliotecas

Las librerias obtenidas de genes sustractivos obtenidas fueron secuenciadas
por la empresa MACROGEN, Corea del Sur, usando la secuenciacion de
Electroforesis Capilar, SANGER. Las secuencias fueron ensambladas usando el
programa SeqMan (DNASTAR) y las secuencias consenso obtenidas fueron usadas
para realizar una busqueda en el servidor BLASTn con la finalidad de dar identidad

a las mismas.

Determinacion de expresion diferencial de proteinas en el tejido primario.

a) Obtencion de material biolégico y lisis

Los intestinos infectados de S. frugiperda a las 6, 12 y 24 hpi fueron
almacenados en la solucién “english buffer” (50 mM de sacarosa, 2 mM de Tris HCI,
1 mM PMSF (inhibidor de proteasas)) a 4°C, una vez colectada la muestra se
centrifugo a 2 g para evitar que las células se desintegren, manteniendo la
temperatura de 4°C por 30 minutos en una centrifuga Fresco 21, Thermo Scientific,
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se congelo la muestra a -20°C hasta su posterior uso. En total se analizaron 160
intestinos de las condiciones infectadas (40 intestinos por condicién, 6, 12, 24 y 48

hpi) y el mismo numero de intestinos de las condiciones control.

Una vez obtenidos intestinos infectados, se lisaron siguiendo el protocolo
descrito por Chico 2017, donde la muestra de tejido se resuspendié en un buffer de
lisis (8M Urea, 2M Tiourea, 0.5% CHAPS, 1mM DTT y 1mM PMSF) agitando el
mismo hasta que se desintegrara el tejido. Se incubd a 4°C por 30 minutos con
intervalos de agitaciéon cada 10 minutos de 1 minuto de duracién. Transcurrido este
tiempo la mezcla se centrifugd a 13,200 g por 30 minutos a 4°C, se recupero el

sobrenadante en un tubo Eppendorf nuevo.

b) Cuantificaciéon de proteinas solubles por el método de Bradford

La cuantificacién de las proteinas extraidas en el paso anterior se llevo a cabo
por el de Bradford kit Il Protein assay BioRad, siguiendo las recomendaciones del
proveedor, utilizando una solucion de 1.48 mg/mL de BSA (como estandar) con
buffer de lisis (8M Urea, 2M Tiourea, 0.5% CHAPS, 1mM PMSF) (como diluyente).

Tabla 3 Concentraciones y volumenes para generar la curva de calibracion, tomada de Chico, 2017.

Tubo Volumen de Fuente de estandar Volumen de Concentracion
estandar (uL) diluyente (L) final (ug/mL)
1 (Blanco) - Amortiguador de lisis 30 0
2 40 Tubo 3 40 125
3 40 Tubo 5 40 250
4 40 Tubo 7 40 375
5 271 Solucidn stock 1.48mg/mL 52.9 500
6 33.8 Solucién stock 1.48mg/mL 46.2 625
7 406 Solucién stock 1.48mg/mL 394 750

Se realizaron las diluciones necesarias de BSA para obtener la concentracion
final anotada en la tabla 3, una vez realizadas las diluciones se cargaron por
triplicado 10 pL de estandar de cada tubo, en una placa de poliestireno sin tratar de
96 pocillos (MicroWell, NUNC) y se afiadieron 200uL de reactivo Bradford (BioRad),
se incubo por 5 minutos a temperatura ambiente y se ley6 absorbancia a 595nm en
un espectrofotometro de microplaca (xMark, BioRad), una vez obtenidos los datos

se construyo la curva estandar.
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Posteriormente se realizaron diluciones 1:10 de las muestras de proteinas
extraidas de células infectadas y sin infectar, se colocaron en una placa de
poliestireno por triplicado, se les agregaron 200 ul del reactivo de Bradford y se
leyeron en el espectrofotometro de microplaca (xMark, BioRad), con los datos
obtenidos se calculd la concentracion de proteina por muestra usando la curva
estandar. Para el perfil de proteinas en una y dos dimensiones se utilizaron 20 y 200

Mg de proteina respectivamente, por muestra.

Obtencion del perfil de proteinas en una dimensién (SDS-PAGE)

Para la electroforesis SDS-PAGE, se elaboré un gel discontinuo de
poliacrilamida en una camara vertical de electroforesis Mini-Protean Tetra Cell de
BioRad. El gel separador se preparo al (12%) y se usaron 2.607mL de agua destilada
estéril, 1.5mL de Tris 1.5 M pH 8.8, 1.8 mL de acrilamida (40%), 60uL de SDS 10%,
3uL de TEMED y 30 pL de persulfato de amonio 10%. Cuando el gel polimerizé, se
preparé en la parte superior el gel concentrador al 4%, con 1.518 mL de agua
destilada estéril, 630 pL de Tris 0.5 M pH 6.8, 312.5 pL de acrilamida (40%), 25 pL
de SDS 10%, 2.5 yL de TEMED y 12.5 yL de persulfato de amonio 10%.

15 ug de las muestras de proteinas obtenidas anteriormente se mezclaron en
solucién de Laemmli 4X (277.8 mM Tris-HCI pH 6.8, 44.4% (v/v) glicerol, 4.4% SDS,
0.02% azul de bromofenol, 15% B-mercaptoetanol), utilizando 1 yL de solucién por
cada 3 pyL de muestra. Las muestras de proteinas se analizaron en la camara vertical
Mini-Protean Tetra Cell de BioRad y se agrego el buffer de corrida SDS-PAGE
(250mM Tris base, 1.92M Glicina, 1% SDS, pH 8.8) a 90 volts por 30 minutos y 120
volts por 1.5 h. Los geles se tifieron con solucién de Coomassie (0.25% azul brillante
de Coomassie G-250, 45% metanol, 9% acido acético, 46% agua) durante 10
minutos bajo agitacién suave. se destifieron con 7.5% acido acético, 5% metanol,
87.5% agua. y se observaron en un fotodocumentador (Gel Doc™ EZ Imagen,
BioRad).
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Obtencion del perfil de proteinas en segunda dimensién (2DE-PAGE)

Se realizdé una nueva cuantificacion de las proteinas purificadas, de las cuales
se tomaron 150 ug y se completd el volumen de cada muestra con buffer de
rehidratacion (8M Urea, 2% CHAPS, 1%, Anfolitos pH 3- 10, 1% DTT) hasta
completar 125uL. Previo a la separacion en la primera dimension, se rehidrataron
tiras de gradiente inmovilizado (ReadyStrip®, BioRad) de 7 cm y un rango de pH de
3-10, por 16 horas a 20°C con los 150ug de proteina en un volumen de 125uL de
buffer de rehidratacion. Las tiras se colocaron en la bandeja de rehidrataciéon y se les
agregaron 2 ml de aceite mineral para evitar que la muestra se evaporara. Luego de
la rehidratacion se llevo a cabo el isoelectroenfoque en el equipo PROTEAN (i12 IEF
BioRad) segun las condiciones descritas en la tabla 4 (reportadas por Chico, 2017),

limitando la corriente a 50 uA por tira.

Tabla 4.- condiciones para el isoelectroenfoque reportadas por Chico, 2017.

Protocolo Paso Voltaje, V Rampa Tiempo Unidades
1 250 Rapido 0:20 HH:MMr
7cm pH3-10 2 4000 Gradual 1:00 HH:MM
G 3 4000 Rapido 15,000 Vh
4 500 Mantener

Al final del isoelectroenfoque las tiras se sumergieron en solucion de equilibrio
(6M Urea, 2% SDS, 0.06 M Tris-HCI pH 8.8, 20% Glicerol) con DTT al 2% por 20
minutos. Posteriormente se sumergieron nuevamente en la solucién de equilibrio con
iodoacetamida al 2.5%, durante 20 minutos. Finalmente, las tiras se colocaron sobre
un gel de poliacrilamida al 12% (2.607mL de agua destilada estéril, 1.5mL de Tris
1.5M pH8.8, 1.8mL de acrilamida (40%), 60uL de SDS 10%, 3uL de TEMED y 30uL
de persulfato de amonio 10%) previamente preparados en un sistema Mini-Protean
[Il (BioRad) y se fijaron con solucién de sellado (0.5% agarosa de bajo punto de
fusion preparada en buffer de corrida SDS-PAGE 1X+Trazas de Azul de bromofenol)
y las muestras se analizaron en una camara vertical Mini-Protean Tetra Cell de
BioRad, con el buffer de corrida SDS-PAGE (250mM Tris base, 1.92M Gilicina, 1%
SDS, no se ajusta el pH, debe ser cercano a 8.3) a 80 volts por 15 minutos, y 120
volts por 2 horas, se tifid con azul de Coomassie y se observd en un

fotodocumentador (Gel Doc™ EZ Imagen BioRad).
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El analisis de los geles en 2DE se realiz6 utilizando la version de prueba del

software Delta2D 4.7 (DECODON), las proteinas diferenciales fueron aisladas con

una pipeta estéril y colocados en ADE en un tubo eppendorf de manera individual,

estos se mandaron identificar al Instituto Potosino de Investigacién Cientifica y

Tecnoldgica A.C. (IPICyT). Los datos de la identificacion de espectrofotometria de

masas fueron analizados con el programa Mascot Matrix Science, bajo los siguientes

parametros: Tipo de busqueda ms/ms ion search; enzima usada tripsina,

modificaciones variables de carbamidometilo (C), de oxidacion M, valor de masas sin

restricciones, tolerancia de masa del péptido de * 1.2 Da, tolerancia del fragmento

de masas de + 0.6 Da,

max missed cleavages de 1. Lo anterior usando el

instrumento de tipo ESI-QUAD-TOF y un numero de “queries” de 521.

Estrategia experimental

Establecimiento
de la colonia de
S. frugiperda

Amplificacién de la cepa Obtencidn del material
SfNPV-Ary - biolégicoinfectadoy
determinacion de la dosis sano, de larvas de 3°
infectiva instar.

Obtencion de genotecas

diferenciales, de genes

encendidosy apagados
por la infeccién

!

Secuenciaciéne
identificacion de
genotecas

T

Determinacion de
proteinas encendidasy
apagadas por la infeccion,
usando geles de 2D

!

Identificacion de
proteinas diferenciales
usando MS/MS

Determinar efectos sobre los
procesos celulares, resultado del
desarrollo de la infeccidon de
SfNPV-Ar, en células columnares
delintestinode S. frugiperda a las

6, 12 y 24 hpi

53




Resultados y discusiones

Mantenimiento de la colonia de S. frugiperda.

La produccién mensual promedio de la colonia fue de 1,500 larvas, de las
cuales aproximadamente 500 al alcanzar el 2° instar eran individualizadas en vasos
de dieta para evitar el canibalismo como se puede observar en la figura 2 B. las
larvas restantes eran destinadas a los diferentes experimentos que se llevan a cabo
en el laboratorio, de las 500 larvas individualizadas cerca de 400 lograron llegar a

pupas y adultos (figura 2 A).

Figura 2.- Diferentes etapas de la colonia de S. frugiperda. A) pupas, B) larvas
individualizadas, C) huevos, D) adultos y E) colonia de S. frugiperda en la cama ambiental.

Amplificacion del inoculo viral

Una vez purificados los CO se realizé un conteo en una camara de Neubauer
en cinco cuadrantes, el promedio de dicho conteo se multiplico por el factor de
2.5x10% obteniendo una concentracion de 2.3x10° CO/ml en un volumen de 15 ml
dando un total de 3.45x10"° CO.

Pruebas de infeccién en S. frugiperda

Otro punto que se monitoreo fue la mortalidad de las larvas a los cinco dias
post infeccion en larvas de S. frugiperda de tercer instar, para lo anterior se partié de
la dosis mas alta probada por Rangel et al 2012 para la misma cepa viral junto con
otras cinco dosis las cuales fueron: 5x105, 1x10°, 2x108, 4x108, 6x10¢ y 8x10°
COllarva (tabla 5), en total se probaron 50 larvas las cuales se infectaron con las

concentraciones anteriores, pasados 7 dpi se determiné la mortalidad.
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Para las dosis de 5x10° y 1x10°% CO/larva se usaron 40 larvas por dosis; en al
analizar la presencia de CO en hemocitos de las larvas infectadas solo entré el 10 y
30 % de la poblaciéon a las 72 hpi presento dichas estructuras en el nucleo de las
células. Para ambas condiciones se detecté una mortalidad de entre 10 y 20% a los
7 dpi respectivamente las cuales fueron reflejadas en la tabla. Las siguientes dosis
evaluadas fueron 2, 4, 6 y 8 x10°® CO/larva cuyos resultados se registraron en la tabla
5, y son descritos por dosis como sigue: para la dosis de 2x108 se probaron 40 larvas
en total, de las cuales el 52.5% de ellas presentaron CO en los hemocitos a las 72
hpi; de las 40 larvas infectadas el 65% murié por la infeccion viral a los 7 dpi. En
relacion con la dosis de 4x108 CO/larva se probaron en total 40 larvas de las cuales
el 57.5% presentaron CO en los hemocitos a las 72 hpi y del total de larvas el 75%
murié por la infeccién a los 7dpi. En relacion con la dosis de 6x10% CO/larva se
probaron 40 larvas, de estas el 87.5% presentaron CO en los hemocitos a las 72 hpi
y del total de las larvas el 100% murié a los 7 dpi. Para finalizar en relacién con la
dosis de 8x10% CO/larva se probaron 40 larvas, de las cuales el 90% presentaron

CO en los hemocitos a las 72 hpi y del total de las larvas el 100% murié a los 7 dpi.

Tabla 5.- Relacién de las diferentes dosis probadas para determinarla concentracion idénea en

COl/larva.
Dosis Dosis Numero de Presencia de CO Larvas muertas a
COl/larva larvas alas 72 hpi las 120 hpi
probadas % %

1 0 40 0 0 (0%)2
2 5x10° 40 10 4 (10%)¢
3 1x10°% 40 30 8 (20%)¢
4 2x108 40 52.5 26 (65%)°¢
5 4x108 40 57.5 30 (75%) ¢
6 6x10° 40 87.5 40 (100%)°®
7 8x108 40 90 40 (100%)°®
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Figura 3.- A) infeccion por gota de una larva de S. frugiperda. B) larvas infectadas
con sacarosa al 10% y colorante 5 dpi y C) larvas infectadas con 6x10% CO/larva, colorante y
sacarosa al 10% 5 dpi.

Los resultados de la mortalidad mencionadas en el parrafo anterior y en la
tabla 5, junto con las diferentes concentraciones de CO/larva fueron analizados
usando el programa STATGRAPHICS Centurién, para lo cual se usé la comparacion
multiple de medias y la prueba de Tukey. Como resultado del analisis se obtuvo un
valor de P menor a 0.05 lo que nos indico que existen diferencias significativas entre
las diferentes dosis evaluadas, lo que se denoto por diferentes literales entre las
dosis probadas, siendo la dosis 2 y 3 de la tabla 5 similares entre ellas, el mismo
resultado fue observado para las dosis 4 y 5; asi como para las dosis 6 y 7. En los
resultados anteriores la dosis 6 y 7 causaron el 100% de moralidad de larvas de S.
frugiperda de 3° instar a los 7 dpi, siendo estas dosis estadisticamente similares entre
si y diferentes a las demas dosis probadas, la dosis 6 de 6x10° COl/larva fue
seleccionada como la mas idonea para infectar las larvas para los estudios
posteriores. Como resultado del analisis estadistico, comparando el efecto de las
diferentes concentraciones en las larvas de S. frugiperda usando la prueba de Tukey,
se obtuvo que las dosis 6 y 7 causaban un 100% de mortalidad a los 7 dpi y al ser
estadisticamente diferentes al resto, se determiné que la concentracién 6 seria la

Optima para infectar las larvas para los estudios posteriores.

Estos resultados guardan similitud con lo reportado por Rios Velasco y
colaboradores en el 2011, asi como por Martinez y colaboradores en el 2003,
quienes dentro de sus observaciones notaron que con forme aumento el instar larvar
de S. frugiperda tambien se registr6 un aumento en la concentracion de CO

necesarios para lograr una ClLso, es decir, con forme aumentd el instar de S.
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frugiperda aumentd significativamente la CLso calculada. Estos mismos autores
mencionan que con forme el instra larvar incremento, el tiempo letal medio (TLso) lo
hizo de igual manera. Dicho aumento en el TLso alcanz6 segun Rios Velazco en el
2011 hasta los 6.55 dias para el tercer instar de S. frugiperda infectada con un
baculovirus nativo altamente agresivo en los primeros instar de las larvas analizadas.
Lo anterior al ser contrastado con las observaciones de este trabajo, explican el
efecto de un aumento de la concentraciéon de CO para lograr una mortalidad del

100% de las larvas y a su vez un aumento en tiempo letal de hasta 7 dias.

Extraccion de intestinos

Los intestinos se extrajeron en forma secuencial sin rebasar una ventana de

+/-15 minutos cumplido el tiempo analizado de 6, 12 y 24 hpi.

Figura 4.- Extraccion de intestinos de larvas de S. frugiperda, A) larva fijada a la caja de
diseccion con alfileres, B) Intestino separado del cuerpo de la larva aun con alimento en su interior,
C) en la parte superior de la imagen se observo el intestino sin el alimento que se encontrd en la
parte inferior.

Para cada uno de los tiempos se dejaron 10 larvas (10 infectadas y 10 sin
infeccién) para monitorear su evolucion hasta las 120 horas, tiempo en el cual las
larvas tratadas con SfNPV-Ar murieron y las larvas a las que se les dio solo sacarosa
al 10% con colorante permanecian sin sintomas de infeccion. Lo anterior se
represento en la figura 3B, donde se observé que las larvas infectadas con sacarosa
al 10% y colorante a los 7 dpi, las mismas estaban sanas y continuaban creciendo.
En la misma figura en 3C se observo las larvas tratadas con el virus, las cuales
estaban con el cuerpo reblandecido, indicativo de una muerte por infeccién por

baculovirus. En la figura 4 se observo el proceso de extraccion de los intestinos,
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donde en A se observo la diseccion de una larva, posteriormente la extraccion y
limpieza del mismo (fig. 4B), finalmente en Fig. 4C al centro de observo el tejido

limpio sin traqueas y alimento en el interior del mismo.

Extraccidon de ARN y sintesis del cDNA

Para determinar la calidad del RNA usando electroforesis se corrié un gel de
agarosa al 1.5% (no desnaturalizante) el cual podemos observar en la figura 5 A en
el carril 2 se observo el ARN total de los intestinos de 24 horas sin infectar (hsi), en
el carril 3 se observo el ARN total de los intestinos 24 hpi, en la misma figura en B
se observo en el carril 2 el ARN de los intestinos a las 6 hsi, en el carril 3 a las 6hpi,
en el carril 4 de los intestinos a las 12 hsi y finalmente en el carril 5 el ARN de los
intestinos a las 12 hpi. En todos los casos se observo un barrido a lo largo de cada
uno de los carriles con poca concentracion al final del mismo, la relaciéon del ARN
ribosomal 28S y ARN ribosomal 18S se observo una relacion 1:2 (28S 18S) segun
lo expuesto por Wieczorek y colaboradores en el 2012, este deberia localizarse entre
el rango de 2:1, en este trabajo la relacion obtenida es de aproximadamente 1:1 lo
que podria ser un indicativo de una ligera degradacion del ARN, sin embargo,
Wieczorek y colaboradores en el 2012 mencionan que de igualmanera que los
valores de la absorvancia para estas muestras deben estar para 260 nm en valores
infimos a 30 y para la relacion 260:280 nm entre un valor de 1.7 a 2.0, para las
muestras aqui analizadas para el ARN total de los intestinos a las 6 hsi se obtuvo
una concentracion de 1,25 ng/ul, una Absorbancia a 260 nm de 6 y una relacién
260/280 de 31, para las 6 hpi se obtuvo una concentracion de 1,215 ng/ul, una
absorbancia a 260 nm de 12.15 y una relacién 260/280 nm de 1.7, para las 12 hsi se
obtuvo una concentracion de 1,807 ng/ul, una absorbancia a 260 nm de 16 y una
relacion 260/280 nm de 1.8, para las 12 hpi se obtuvo una concentracién de 1,070
ng/ul, una absorbancia a 260 nm de 21 y una relaciéon de 260/280 nm de 1.8, para
las 24 hsi se obtuvo una concentracion de 789 ng/ul, una absorbancia a 260 nm
15.25 y una relacion de 260:280 nm de 1.8. En el caso de ARN de las 24 hpi se
obtuvo una concentracion de 760 ng/ul, una absorbancia a 260 nm de 15.75 y una
relacion 260:280 de 1.7.
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Derivado de lo anterior y tomando en cuenta lo expuesto por Wieczorek y
colaboradores en el 2012, los valores de la absorbancia a 260 nm se encuentran en
un rango bajo en las dos extracciones de ARN lo cual es un indicativo de la
estabilidad del mismo y que este puede ser usado para estudios posteriores.
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Figura 5.- Gel de agarosa al 1.2% con las muestras de ARN total A) carril 1 marcador de
peso molecular 1 kb plus, carril 2 RNA de las 24 hsi, carril 3 RNA de las 24 hpi. En B) carril 1
marcador de peso molecular 1kb plus, carril 2 RNA de las 6 hsi, carril 3 RNA de las 6 hpi, carril 4
RNA de las12 hsi y carril 5 RNA de las 12 hpi.

Una vez obtenido el RNA de buena calidad segun Wieczorek y colaboradores
en el 2012, mencionado en el parrafo anterior, se realizd la sintesis de la primera
cadena o ss cDNA, como resultado se obtuvo la figura 6 A, en la cual en el carril 2
se observé el ss cDNA de las 6 hsi, en el carril 3 de las 6 hpi, en el carril 4 de las 12
hsi, en el carril 2 de las 24 hpi y en el carril 3 de las 24 hpi. Se destaco la eficiente
sintesis de la primera cadena debido al barrido constante que se observé en los
carriles, la falta de degradacion y la evidente falta de un manchén brillante debajo de
las 100 pb, este barrido en el carril corresponde a hibridos de ADN-ARN ya que en
esta etapa no se amplifica el material genético sino solamente se realizé la sintesis
de una sola cadena de ADN complementaria al ARN y gracias a la tecnologia Smart
en los extremos 3’y 5°, se afiadid una secuencia que sera usada para amplificar

exponencialmente esta cadena simple en forma de segunda cadena.
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Figura 6.- Sintesis de la primera cadena A) carril 2 de las muestras 6 hsi, carril 3 de las 6
hpi, carril 4 de las 12 hsi, carril 5 de las 12 hpi, B) carril 2 de las 24 hsi y carril 3 24 hpi.

Una vez que se sintetizd la primera cadena se procedié a la sintesis de la
segunda cadena o ds cDNA, los resultados de esto se registraron en la figura 7 A
donde en el carril 2 se observo el ds cDNA de las 6 hsi, en el carril 3 el ds cDNA de
las 6 hpi, en el carril 4 el ds cDNA las 12 hpi y en el carril 5 el ds cDNA de las 12 hsi,
en la misma figura 8, pero en B se observé la sintesis de la ds cDNA de las 24 hsi
en el carril 4 y en el carril 5 se observé el ds cDNA de las 24 hpi. Lo anterior evidencio
las diferencias que existian entre la expresion de genes entre dos poblaciones. Lo
cual se observo en el patron de bandeo que diferia completamente entre las 6
condiciones (6, 12 y 24 hpi y sus testigos) de la figura 7 tanto en A como en B, esto
probablemente debido a la infeccidn viral que esta llevando a cabo una modificacion

en la expresion génica de las células infectadas.
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Figura 7.- Sintesis de la segunda cadena, A) carril 2 segunda cadena muestras 6 hsi, carril 3
a las 6 hpi, carril 4 a las 12 hsi, carril 5 a las 12 hpi, B) carril 4 a las 24 hsi, carril 5 a las 24 hpi, carril
2y 3 del ARN de muestras de células Sf9 sin infectar e infectadas 120 hpi respectivamente.
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Digestiones con enzima de corte frecuente

El ds cDNA fue cortado con la enzima Afa |, los cortes fueron observados en
la figura 8 A, donde en el carril 2 se observaron los cortes del ds cDNA de las 6 hsi,
en el carril 3 el ds cDNA de las 6 hpi, en el carril 4 el ds cDNA de las 12 hsi y en el
carril 5 el ds cDNA de las 12 hpi. En tanto en la figura 8 B en el carril 2 se observo la
digestion con la enzima Afa | del ds cDNA de las 24 hsi y en el carril 3 el ds cDNA
de las 24 hpi. Como se observo en la figura 8 al contrastarla con la figura 7, existio
una perdida en el peso molecular del barrido que se presento al sintetizar la segunda
cadena el cual partié de las 2,000 pb en todas las condiciones en la figura 7 a estar

por debajo de las 1,000 pb en la figura 8.
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Figura 8.- Cortes con Afa | a la segunda cadena purificada, A) Carril 2 segunda cadena
muestras 6 hsi, carril 3 a la segunda cadena purificada de las 6 hpi, carril 4 de las 12 hsi, carril 5 de
las 12 hpi. B) cortes con Afa | carril 2 a la segunda cadena purificada de la muestra de las 24 hsiy

carril 3 a las 24 hpi.

Hibridaciones

Anterior a la hibridacion se realizé la ligacion de adaptadores a las condiciones
infectadas y sin infectar. Las hibridaciones se llevaron acabé como se muestra en la
tabla 7. Segun lo mostrado en la tercera columna de la tabla 7 una vez que se
tuvieron las mezclas se colocé un volumen de la solucion de hibridacién, seguido de

una desnaturalizacion a 98°C por 1:30 minutos.

Una vez completado el tiempo se llevo acabo la segunda hibridacion para lo
cual se mezclaron los resultados de la primera hibridacidon segun lo mostrado en la
tabla 8, donde se observa que los tester del mismo tiempo post infeccion que tenian
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ligados los adaptadores | y |l por separado se juntaron en el mismo tubo, se les
agrego un exceso de su respectivo driver usado en la primera hibridacion, pero esta
vez en una concentraciéon de 150 ng, previa desnaturalizacion del driver fresco a
98°C por 2 minutos junto con un volumen de solucion de hibridacién. Con esto se
pretendié agregar un exceso de driver para asegurarnos que todos los genes del
tester que tenian algun adaptador ligado y que a su vez estuvieran presentes en el
Driver hibridaran entre si, lo que generaria poblaciones donde en una de sus
cadenas tendria adaptadores y en la otra cadena no, evitando la expresion
exponencial durante los PCR posteriores. De igual manera en este paso se
generaron poblaciones que solo estarian presentes en el tester las cuales hibridarian
entre si y tendrian ligados en una cadena el adaptador | y en la otra cadena el
adaptador |l. Estas poblaciones descritas son exclusivas del tester, las cuales
sufrieron una expresion exponencial al realizar los PCR lo cual generé poblaciones
de genes presentes solamente en el tester sea de las 6, 12 0 24 hpi para los genes
que se encienden o para las mismas horas para los genes que se apagan, esto

dependiendo del Driver usado.

Tabla 7.- Relaciones para llevar acabd la primera hibridacion entre el Tester ligado a algun
adaptador y un exceso de driver sin ligar a un adaptador.

Tubo # Driver:Tester Relacion Genes buscados
Tester:Driver
(ng)

1.6 6 hpi:6 hsi-Adaptador 1 165 ng:72 ng Apagados 6 hsi
2.6 6 hpi:6 hsi-Adaptador 2 165 ng:45 ng Apagados 6 hsi
3.6 6 hsi:6 hpi-Adaptador 1 115 ng: 53 ng Encendidos 6 hsi
4.6 6 hsi:6 hpi-Adaptador 2 115 ng:59 ng Encendidos 6 hsi
1.12 12 hpi:12 hsi-Adaptador 1 115 ng:47 ng Apagados 12 hsi
212 12 hpi:12 hsi-Adaptador 2 115 ng: 37 ng Apagados 12 hsi
3.12 12 hsi:12 hpi-Adaptador 1 185 ng: 70 ng Encendidos 12 hpi
412 12 hsi:12 hpi-Adaptador 1 185 ng: 53 ng Encendidos 12 hpi
1.24 24 hpi:24 hsi-Adaptador 1 250 ng:86 ng Apagados 24 hsi
2.24 24 hpi:24 hsi-Adaptador 2 250 ng: 96 ng Apagados 24 hsi
3.24 24 hsi:24 hpi-Adaptador 1 290 ng:28 ng Encendidos 24 hpi
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4.24 24 hsi:24 hpi-Adaptador 1 290 ng: 46 ng Encendidos 24 hpi
Tabla 8.- Relaciones para llevar acabé la segunda hibridacion.
Tubo # Mezcla de Exceso de Driver Genes buscados
tubos (ng)
5.6 1.6 con 2.6 150 ng 6 hpi Genes que se apagan 6 hpi
6.6 3.6 con 4.6 150 ng 6 hsi Genes que se encienden 6 hpi
512 1.12 con 2.12 150 ng 12 hpi Genes que se apagan 12 hpi
6.12 3.12 con 4.12 150 ng 12 hsi Genes que se encienden 12 hpi
5.24 1.24 con 2.24 150 ng 24 hpi Genes que se apagan 24 hpi
6.24 3.24 con 4.24 150 ng 24 hsi Genes que se encienden 24 hpi

El proceso anterior se realizé sin perder la temperatura de hibridacion y una

vez desnaturalizado el respectivo driver se agregé a la mezcla de la primera

hibridacion y se dejo por 12 horas hibridando a una temperatura de 68°C. Concluido

ese tiempo seles agregaron a cada una de las muestras 100 ul del buffer de dilucion,

se calento la mezcla a 72°C por 8 minutos y se almacend a -20°C.

El proceso anterior fue fundamental para permitir la hibridacién entre

fragmentos de genes similares y obtener poblaciones de genes diferenciales que

poseian en cada uno de sus extremos cada uno de los adaptadores. Una vez que se

concluyd la hibridaciéon se procedié a realizar los PCR para amplificar los fragmentos

diferenciales. El primer PCR o de normalizacion se realizé usando la dilucién 1:10 de

los productos de la segunda hibridacion segun lo observado en la tabla 9.

Tabla 9.- Relacioén usada para el primer PCR (Normalizacién)

Tubo | Muestra de la 2° hibridacién usada Genes buscados
# para el primer PCR (# tubo)

7.6 5.6 Genes que se apagan 6 hpi
8.6 6.6 Genes que se encienden 6 hpi
712 512 Genes que se apagan 12 hpi
8.12 6.12 Genes que se encienden 12 hpi
7.24 5.24 Genes que se apagan 24 hpi
8.24 6.24 Genes que se encienden 24 hpi
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Figura 9.- Segundo PCR (supresion) carril 2 genes apagados a las 6 hpi, carril 3 genes
encendidos a las 6 hpi, carril 4 genes apagados a las 12 hpi, carril 5 genes encendidos a las 12 hpi,
carril 6 genes apagados a las 24 hpi, carril 7 genes encendidos a las 24 hpi.

Una vez terminado el primer PCR se realizé una dilucién 1:10 con la que se
realizo el segundo PCR o de supresion, el cual fue realizado segun las anotaciones
de la tabla 10. Terminado el segundo PCR el resultado se analiz6 en un gel de
agarosa, el cual se registr6 en la figura 9, donde se observaron multiples
amplificaciones entre las 100 pb hasta las 1,000 pb, para cada uno de los
experimentos realizados, en dicha figura, en el carril 1 se observaron los genes
apagados por la infeccion a las 6 hpi donde 4 bandas definidas fueron detectadas,
en el carril 3 se observaron los genes encendidos por la infeccion las 6 hpi donde se
observaron 6 bandas de pesos moleculares totalmente diferentes a las observadas
en el carril 2, en el carril 4 se obtuvieron los genes apagados por la infeccion a las
12 hpi en este se observaron 5 bandas definidas, en el carril 5 se observaron los
genes encendidos por la infeccion a las 12 hps donde se visualizaron 4 bandas
definidas, en el carril 6 se observaron los genes apagados por la infecciéon a las 24
hpi donde se observaron 4 bandas definidas y finalmente en el carril 7 se observaron
los genes encendidos por la infeccion a las 24 hrs donde se observaron 4 bandas de

diferente peso molecular a la condicién control del carril 6.
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Tabla 10.- Relacion usada para realizar el 2° PCR (supresion).

Tubo # Muestra del 1° PCR diluido Genes buscados
usado para el 2° PCR (# tubo)

9.6 7.6 Genes que se apagan 6 hpi
10.6 8.6 Genes que se encienden 6 hpi
9.12 712 Genes que se apagan 12 hpi
10.12 8.12 Genes que se encienden 12 hpi
9.24 7.24 Genes que se apagan 24 hpi
10.24 8.24 Genes que se encienden 24 hpi

Generacion de las bibliotecas

Con los resultados del PCR de supresion se procedio a realizar la ligacion de
estos en el vector de conservacidon Topo4. Los resultados obtenidos de las
clonaciones se observan en la tabla 11, en la cual se observé que para los genes
apagados por la infeccion a las 6 hpi se obtuvieron 112 colonias con fragmento, para
los genes encendidos por la infeccion a las 6 hpi se obtuvieron 21 colonias con
fragmento, para los genes apagados por la infeccion a las 12 hpi se obtuvieron 34
colonias con fragmento, para los genes encendidos por la infeccion a las 12 hpi se
obtuvieron 6 colonias que liberaron fragmento, para los genes apagados por la
infeccion a las 24 hpi se obtuvieron 11 clonas que liberaron fragmento y para los
genes encendidos por la infeccion a las 24 hpi se obtuvieron 36 clonas con
fragmento. En total se obtuvieron 226 clonas con fragmento de las diferentes
condiciones, es de sumo interes que el numero de clonas con genes apagados
disminuyo mientras la infeccion avanzé, mientras que los genes encendidos se
observé un aumento a las 6 hpi, una disminucion a las 12 hpi que concuerda con la
replicacion del ADN viral y un aumento de colonias con genes encendidos por la

infeccion a las 24 hpi.

Tabla 11.- Relacion del numero de colonias obtenidas para cada condicion, colonias que liberaron
fragmento y colonias que hibridaron en los macro arreglos.
Condicién # colonias que

liberaron fragmento

Genes apagados a las 6 h 112
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Genes encendidos a las 6 h 21
Genes apagados alas 12 h 34
Genes encendidos alas 12 h 6
Genes apagados a las 24 h 11
Genes encendidos a las 24 h 36
Total 226

Macroarreglos

Para la primera condicidén se analizaron los genes apagados por la infeccion
viral a las 6 hpi, se realizaron dos membranas las cuales se plasmaron en las figuras
12 (A) y 12 (B). Para la primera membrana (figura 12 A) contenia el DNA plasmidico
de genes apagados por la infeccidn viral plasmados en la tabla 12, se hibridé con el
cDNA marcado de las 6 hsi; en esta condicidén se obtuvieron un total de 38 muestras
que hibridaron, lo cual se enmarcé por la presencia de color a diferentes
concentraciones, lo cual fue un indicativo indirecto de la cantidad de copias de ese

gen que estaba presente a las 6 horas en la condicion control.

Dichas muestras de genes apagados por la infeccion a las 6 hpi fueron de
acuerdo al orden de la tabla 12, los observados en la figura 10 Ay B de la columna
| la numero 32, 17, 18, 6, 86. Columna |l fueron las muestras 20, 13, 94, 83, 95, 45,
37. Columna lll las muestras 3, 35, 32, 12y 36. Columna |V fueron las 7, 22, 54, 3,
47y 10. Columna V fueron las 51y 42. Columna VI fueron las 73, 28, 64 y 7. columna
VIl la muestra 23, 30, 89, 5, 74, 33, 63 y 99. Finalmente de la columna VIII las
muestras 2, 73 y 57. Al contrastar los resultados de esta membrana con la presente
en la misma figura 11 en B, hibridada con el cDNA de las 6 hpi. Se observé que 22
de las marcas presentes en A no se encontraron en B, lo cual fue un indicativo que
estos genes fueron apagados presuntamente por la infeccion viral. Estos posibles
genes apagados fueron de la: columna | el 32, 17 y 18, columna Il el nUmero 20, 94,
83 y 95, columna Il el numero 3, 35 y 36, Columna IV los numeros 7, 22, 54 y 3.
Columna V los numeros 51 y 42, Columna VI 73, 28 y 7. Columna VIl 5y 74 y
finalmente para la columna VIl el numero 2. En cuanto a los 17 puntos restantes

estos estuvieron presentes en la figura 11 B estos resultaron ser de menor intensidad
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que los observados en A lo cual nos indicé que estos genes estaban siendo

regulados negativamente por accién de la infeccion viral.

Tabla 12.- Orden de la membrana 1 donde se fijaron los DNA plasmidicos de genes apagados por la
infeccién a las 6 hpi.

I I 1] v \ \ Vil VI
58 20 3 7 30 | 99 23 2
97 34 35 | 93 | 51 | 73 30 73
32 13 79 | 22 | 82 | 28 89 57
17 94 26 | 54 | 35 | 64 5 88

31 83 18 | 19 | 92 | 68 74 Vial 2 marcado
18 95 32 3 42 | 20 33
6 45 12 | 47 | 100 | 7 63 Vial 2 sin marcar
86 37 36 | 10 | 68 | 24 99 Vial 4 marcado
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Figura 10.- Membrana 1 con el ADN plasmidico de los genes apagados por la infeccién
viral, A) hibridadas con el cDNA marcado de las 6 hsi y B con el cDNA marcado de las 6 hpi.

La segunda membrana de la primera condicién figura 11 A la cual contenia
fijados los ADN plasmidicos los genes apagados por la infeccion, segun lo reportado
en la tabla 13, se hibridé con el cDNA marcado de las 6 hsi. Como resultado se
observaron 38 coloraciones con diferente intensidad lo cual indic6 que esos genes

estan presentes a las 6 horas en los intestinos sin infectar en diferente proporcién.
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Estos genes fueron para la columna | los numeros 34, 4, 73 y 48, columna Il los 1,
19, 13, 55, 42 y 17, columna Il fueron el 24, 62, 91 y 29, columna IV todos los ADN
plasmidicos fijados hibridaron, columna V los 86, 76, 66 y 16 columna VI los 77, 3 y
57, columna VIl los 29, 13, 94, 83, 95, 35 y 79; finalmente en la columna VIli
hibridaron los numeros 26 y 18. Al comparar esta membrana con la observada en la
figura 12 B que coincidié el mismo orden del mismo ADN de la tabla 15; se hibrido
con el cDNA marcado de las 6 hpi, se observé que 20 de las marcas presentes en la
membrana de la figura 12 A no se encontraron presentes en B lo que fue un indicativo
de que esos genes fueron apagados por el proceso de infeccion viral. Dichas marcas
fueron para la columna | los numeros 34,4 y 73, columna Il el 1y 19, columna Il el
24, columna IV los 41, 28, 65, 41, 90 y 67, columna V el 76, columna VIl los 13, 94,
95, 35y 79; y para la columna VIIl el numero 26 y 18. El resto de las marcas se
encontraron presentes en la figura 11 B al igual que en B pero su coloracion fue
menor que la observada en A lo que pudo indicar de estos genes si bien estaban
siendo expresados de manera normal en el control su nivel de expresion fue
modificada por la infeccidn viral y en su mayoria segun la coloracion fueron regulados

negativamente.

Tabla 13.- Orden de la membrana 2 donde se fijaron los DNA plasmidicos de los genes apagados
por la infeccion a las 6 hpi.

I I 1l v \Y VI | Vi VI
2|1 |74 | 4 86 | 77 4 26
34191 24 | 28 | 76 | 90 | 29 18

4 119]| 62 | 65 8 36 | 13
73 (13| 91 | 67 | 18 | 22 | 94
24 | 55| 5 41 22 | 81 83 Vial 2 marcado
21|42 ] 95 | 90 | 66 3 95
48 | 17 | 29 | 67 4 57 | 35 | Vial 2 sin marcar
78 | 37 | 21 45 | 16 | 47 | 79 Vial 4 marcado

Tl @ Ml m O o w >
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Figura 11.- Membrana 2 con el ADN plasmidico de los genes apagados por la infeccion a
las 6 hpi. A) hibridados con el cDNA de las 6 hsi y B) hibridados con el cDNA de las 6 hpi.

Para el caso de la membrana 3 en la cual se fijaron los ADN plasmidicos de
los genes que se encendieron por la infeccién viral a las 6 hpi. Esta membrana se
hibridé con el cDNA marcado de las 6 hpi (figura 12 A) y con el de las 6 hsi (figura
12 B), segun el orden que se observa en la tabla 14. Para el primer caso se
obtuvieron 19 marcas de color con diferente intensidad, lo cual fue un indicativo de
que esos genes estaban presentes en las células del intestino medio a las 6 hpi.
Dichos genes fueron segun el orden de la tabla 13 en la columna | los numeros 25,
33y 9, columna Il todos los ADN plasmidicos hibridaron al igual que para la columna
II, IV 'y V. Al contrastar las figuras 12 A y B las cuales contenian los mismos ADN
plasmidico en el mismo orden hibridadas con diferente cDNA marcado, se encontré
que 4 muestras hibridaron en la membrana A de la figura 12 no se encontraban
presentes en la membrana B de esa misma figura. Dichos genes fueron los niumeros
33, 17, 83 y 29, ubicados en las columnas I, Il y IV. El resto de las marcas que
hibridaron en la membrana A de la figura 13 se encontraron también en la B aunque
en menor intensidad, indicando que estos genes probablemente se estaban sobre

expresando en la condicion infectada.

Tabla 14.- Orden de la membrana 3 donde se fijaron los DNA plasmidicos de genes encendidos por
la infeccidn a las 6 hpi.

| 1] 1] \Y] \Y Vi
A 4 6 4 4 11
B 6 6 9 Vial 2 marcado

C | 25 5 4 83
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33 4 4 9 Vial 2 sin marcar
E 9 6 17 29 Vial 4 marcado

Figura 12.- Membrana 3 con el ADN plasmidico de los genes encendidos por la infeccion a
las 6 hpi. A) hibridados con el cDNA de las 10 hpi y B) hibridado con el cDNA de las 10 hsi.

Para el caso de la membrana 4 (figura 13) en la cual se fijaron el ADN
plasmidico de los genes que se estan apagando por la infeccion viral a las 12 hpi
segun lo reportado en la tabla 15. Al hibridarlos con el cDNA de las 12 hsi se
obtuvieron 19 marcas de color como se observo en la figura 13 A. Dichos genes
fueron, segun los registros de la tabla 15, de la columna | los numeros 5, 147, 5y 10,
columna Il el 7 y el 15, columna Ill el numero 2, 2, 108, 104 y 18, columna IV el
numero 1, 12 y 149, columna V el 13, 10, 5y 49; y por ultimo de la columna VI el
numero 10. Al contrastar esa imagen con la figura 13 B se observé que 8 marcas no
se encontraban presentes y 10 marcas se encontraron presentes en ambas
condiciones. Las que no se encontraron en las dos membranas fueron las marcas
con el numero 5, 5, 15, 2, 2, 18, 49 y 10. La ausencia de dichas marcas fue un
indicativo que se apagaron por accién de la infeccién viral. En cuanto a las 10 marcas
que se encontraron en ambas condiciones las presentes en la figura 13 B son menos
intensas que las presentes en A lo que indica que posiblemente sufrieron alguna

regulacion negativa por accion de la infeccién viral.
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Tabla 15.- Orden de la membrana 4 donde se fijaron los DNA plasmidicos de genes apagados por la
infeccién a las 12 hpi.

I Il 1] v \Y \
3 12 2 1 13 7
5 10 15 12 104 6
12 6 6 12 10 10

13 7 2 108 16 Vial 2 marcado
147 7 108 6 10
5 149 | 104 | 149 5 Vial 2 sin marcar
10 15 18 18 49 Vial 4 marcado

o M M 9 o w »

Figura 13.- Membrana 4 con el ADN plasmidico de genes quese apagaron por la infeccion a
las 12 hpi. A hibridada con el cDNA de las 12 hsi y B con el cDNA de las 12 hpi.

Para los genes que se encendieron por la infeccion viral a las 12 hpi se llevo
a cabo una fijacion de los ADN plasmidicos en la membrana y se hibrido con el cDNA
marcado de las 12 hpi lo cual se observé en la figura 14 Ay en la figura 14 B. El
orden en que se colocaron los ADN plasmidicos se registré en la tabla 16. En el
primer caso se observd que 5 de los 6 DNA plasmidicos habian dado coloracion,
indicando que se encontraban presentes en el cONA marcado de las 12 hpi. Dichos
genes fueron los numeros 1, 216, 1, 3 y 2 de las columnas | y Il respectivamente. Lo

anterior indicé que estaban presentes en los intestinos infectados a las 12 hpi. Al
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contrastar la imagen anterior con la de la figura 14 B se observo que esos genes
estaban presentes en los intestinos medios sin infectar, aunque la coloracién de B
indicaba contrastada con A fue un indicio de que estos se encontraban sobre
expresado por la infeccion viral. En el caso de la celda | G de la figura 14 A no hibrido
en la membrana de la figura 14 B (celda Il A) lo que nos indica que este gen se
encendié por accién de la infeccion viral ya que no estuvo presente en la condicién

control.

Tabla 16.- Orden de la membrana 5 donde se fijaron los DNA plasmidicos de genes encendidos por
la infeccién a las 12 hpi.
| Il

3
2

Vial 2 marcado
Vial 4 marcado
216 | Vial 2 sin marcar
Vial 4 marcado

OMMmoO0|w| >
w

Figura 14.- Membrana 5 fijada con el ADN plasmidico de genes encendidos por la infeccion
alas 12 hpi, A hibridada con el cDNA marcado de las 12 hpi y B Hibridada con el cDNA marcado de
las 12 hsi.

La relacion con la condicién a los ADN plasmidicos de los genes apagados
por la infeccion a las 24 h, estos fueron fijados segun el registro de la tabla 17. En la
figura 15 en A se realiz6 la hibridacion con el cDNA de las 24 hsi, en esa membrana
se obtuvieron 6 marcas de color, las cuales fueron: en la columna | las muestras

numero 104, 139, 156, 125y 118; y para la columna Il el numero 121. Al contrastar
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esta imagen con la figura 16 B, en la cual se habia hibridado con el cDNA de las 24
hpi, se observd que solo tres muestras de la columna | las numero 139, 125y 118,
se encontraban presentes en ambas condiciones, aunque en la membrana de la
figura 15 B en mucho menor intensidad. Lo anterior era indicativo que esos 3 genes
estaban siendo regulados negativamente por accion de la infeccion viral. En cuanto
al resto de los posibles genes estos estuvieron presentes en la membrana de la figura
15 A pero no en B, lo cual indicé que estos genes se estaban apagando por accién

de la infeccion viral.

Tabla 17.- Orden de la membrana 6 donde se fijaron los DNA plasmidicos de los genes apagados
por la infeccién a las 24 hpi.

I I
A | 104 121
B | 139 121
C | 156 137
D | 114 104
E | 142
F | 125
G | 118
H | 152

A B

Figura 15.- Membrana 6 con el ADN plasmidico de los genes apagados por la infeccion a
las 24 hrs, A Membrana hibridada con el cDNA marcado de las 24 hsi y B membrana hibridada con
el cDNA marcado de las 24 hpi.

En relacion con la ultima condicion cuyo orden de la membrana de la figura

16 A y B cuyos registros se encuentran en la tabla 18, se observaron 26 marcas de
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colar al hibridar con el cDNA de las 24 hpi. Indicando que estos 26 genes se
encontraban en el tejido infectado. Los genes anteriores fueron: columna | numero
45, 29, 22, 30, 11 y 134, columna Il el 34, 2, 37, 34, 30, 34 y 6, columna lll el 21, 20,
19, 4, 30 y 9, columna IV los numeros 15, 26, 37, 17, 25 y 22; y finalmente para la
columna V los numeros fueron: 34, 104, 6 y 2. Al contrastar esta imagen con la figura
17 B hibridada con cDNA marcado de las 24 hsi se observé que 5 de las 26 marcas
estaban unicamente en A indicando que se encendieron por accion de la infeccidn
viral. Dichas marcas fueron: la numero 37 columna Il, 30 y 9 de la columna lll y la
numero 17 y 22 de la columna IV. El resto de las marcas se encontraron presentes
en ambas condiciones, posiblemente esto ultimo debido a que la infeccién viral
necesitaba esos genes presentes a las 24 hsi para llevar el proceso de infeccidén a
las 24 hpi.

Tabla 18.- Orden de la membrana 7 donde se fijaron los DNA plasmidicos de los genes encendidos
por la infeccién a las 24 hpi.
[ I -] v \Y VI

A 30 34 |24 |15 | 34

B 45 | 45 |22 | 3 104

C 29 2 2112 6

D 2 37 |20 | 26 2

E 22 34 |19 | 37 Vial 2 marcado
F 30 30 | 4 |17

G 11 34 | 30 |25 Vial 2 sin marcar
H 134 | 6 9 |22 Vial 4 marcado

Figura 16.- Membrana 7 con el ADN plasmidico de los genes encendidos a las 24 hpi, A
hibridada con el cDNA marcado de las 24 hpi y en B con el cDNA marcado de las 24 hsi
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De manera global de las 1,116 colonias obtenidas, 226 liberaron fragmento
después de la digestion con la enzima EcoR |, de las cuales 151 hibridaron en los
macroarreglos. De esas 151 clonas, 101 se encontraron como resultado del analisis
de los posibles genes que se apagaban por la infeccion de las cuales 48 sufrieron
una regulacion negativa y 53 se apagaron segun los macro arreglos. Las 50 clonas
restantes correspondientes a los genes encendidos por la infeccion, 40 sufrieron una
sobre expresiéon debido a la infeccidn y 9 se encendieron exclusivamente por acciéon
de la infeccién viral. Estos ultimos con un 50% de probabilidad de ser genes propios

del virus o de la larva.

Secuenciacion de posibles genes expresados diferenciales por la infecciéon de
SfNPV-Ar en los intestinos de S frugiperda.

Como parte del proceso posterior a los macroarreglos, se procedié a
secuenciar los fragmentos obtenidos por secuenciacién capilar SANGER, en la
empresa MACROGEN. Una vez secuenciados se procedié a realizar el alineamiento
de la secuencia directa y reversa con ayuda del programa SeqMan, como resultado
del alineamiento se obtuvo una secuencia consenso la cual fue usada para realizar

alineamientos BLASn y BASTp en la plataforma de NCBI.

Una vez realizado el alineamiento se determin¢ la identidad de los diversos
fragmentos los cuales fueron registrados en la tabla 19, donde se observo que para
los genes apagados por la infeccion a las 6 hpi se identificaron 4 genes diferentes.
Siguiendo el orden de la tabla 19, el primer gen identificado fue el correspondiente a
una peroxiredoxina de Spodoptera litura con una similitud del 98%, este gen fue
identificado en las secuencias de los fragmentos 96420, 96730, 963, 965, 9668,
9693, 9613, 9632, 9641, y 96451 registrados en la tabla 12 y 13. La peroxiredoxina
1 (Prx-1) estéa relacionada con la degradacion del H202 generado por estrés celular;
y actua como un represor negativo de la proteina ASK1 (quinasa reguladora de la
sefal apoptoética 1) quien es capaz de inducir la apoptosis si se encuentra en forma
activa (Kim et al., 2008). Prx-1 actua como un represor de ASK1 en el momento en

que el peréxido se produce en las célula gracias a las cys52 y cys173 de Prx-1, esto
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provoca que la sefial apoptética desencadenada por ASK1 no se emita aun y cuando

existen especies reactivas de oxigeno en las células (Kim et al., 2008).

El gen Prx-1 quien dentro de sus principales funciones es la degradacion de
peroxido, por lo que el apagado de este gen, aumentaria la concentracion de
peroxido el cual caracteristico de las primeras hpi documentado previamente tanto
por Michel y Subramanyam en el 2013 como por Vassaro-Silva y colaboradores en
el 2019. Interesantemente a nivel molecular Huang et al., 2018; Yu et al., 2016 y Wu
et al., 2009, detectaron un aumento en los genes relacionados al estrés oxidativo, lo
que aparentemente se contrapone a lo desctrito en es este trabajo, sin embargo, si
tomamos en cuenta que el apagado de Prx-1 tendria un efecto sobre el aumento de
peroxido celular, seria un nuevo acercamiento de como el apagado de ciertos genes
poria ser usado por las células como metodo de defenza ante la infeccion viral, este
sistema ha sido explorado por Jakubowska y colaboradores en el 2010 quienes
descubrieron que el apagado del gen de la quitin-desacetilasa en intestinos de H.
armigera infectados con el nucleopoliedrovirus HeNPV, protegia a las larvas de la
infeccion viral. Por lo que el apagado de Prx-1, pueda suponer un mecanismo de
defensa similar a lo detectado Michel y Subramanyam en el 2013 asi como por

Vassaro Silva en el 2019.

Tabla 19.- Genes apagados por la infeccion en los intestinos de S. frugiperda a las 6 horas.

Similitud Cantidad Accesion Max Total Consulta Valor Identidad
scor | score (%) dee (%)
e
Peroxiredoxina 10/14 XM_022973939.1 | 260 260 50% 5e-65 98
Proteina 2/14 XM_022974152.1 | 254 254 74% 1E-62 97.3
disulfuro
isomerasa
Proteina 2/14 XM_022965735.1 8.7 8.7 55% 2E-11 5.83
ribosomal L19
Proteina 114 XM_022959000.1 193 193 67% 2E-45 92.54
muscular
especifica 20
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Siguiendo el orden de la tabla 19, el segundo gen identificado con un
porcentaje de similitud del 97.3% fue el de la proteina disulfuro isomerasa de
Spodoptera litura, este gen fue detectado en los fragmentos identificados como 9673
y 9694 de la tabla 12 y 13. Dentro de las funciones para el disulfuro isomerasas
(PDI) se ha detectado que pueden tener: actividad de chaperonas, ya que son
capaces de propiciar el plegamiento correcto a través de la formacion de enlaces
disulfuro (Irvine et al., 2014). PDI tiene un efecto sobre el complejo de la NADPH
oxidasa actuando como regulador positivo (Fernandes et al., 2009). Este complejo
se encuentra en forma transmembranal en los organelos intracelulares de las células
eucariotas y es el responsable de la mayor fuente de estrés oxidativo para las células
aunque (Banerjee et al., 2011). En algunos casos se tiene informacion de un efecto
positivo de PDI durante el desarrollo de las infecciones celulares como es una
modulacién de la fagocitosis por parte de los patégenos en las células, lo anterior
mediado por reducciones de los enlaces disulfuro de estos ultimos en sus
hospederos, lo cual causa que la célula hospedera fagocite al agente infectivo
(Santos et al., 2009). En otros casos esto es debido a las interacciones de PDI con
la cys374 de la B-actina, que causa un reacomodo y cambio de la estructura del

citoesqueleto (Sun et al., 2015).

Dentro de las funciones del gen Pdi una de ellas esta relacionada con la
activacion de las rutas de produccidon de especies reactivas de oxigeno,
especificamente en la activacion del complejo NADPH oxidasa, quien es el principal
productor de especies reactivas de oxigeno, por lo que nuestra teoria es que la
infeccion viral responde molecularmente al aumento de perdxido, regulando rutas de
activacion de sistemas productores de especies reactivas de oxigeno, este efecto de
defensa ante la produccién de estrés oxidativo ha sido detectado tanto por Michel
and Subramanyam (2013) como por Vassaro-Silva y colaboradores (2019), quienes
detectaron un aumento en la actividad de enzimas antioxidantes como catalasa y
super oxido dismutasa, inmediatamente después de la sobreproduccion de perdxido,
este efecto de proteccion ante un dafio por el exceso de especies reactivas de
oxigeno es atribuido tipicamente al hospedero, sin embargo es posible un enfoque

diferente, en el cual es el virus es quien promueva los mecanismos moleculares
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necesarios para regular el efecto oxidativo valiéndose de multiples estrategias. Sin

embargo, este punto necesita ser profundizado para lograr tener claro estos efectos.

Un penultimo gen apagado por la infeccion fue identificado por secuenciacion
como el gen de la proteina ribosomal 60s L19 (L9) en las secuencias de los
fragmentos 9612 y 9667 de la tabla 12 y 13. L19 Las proteinas ribosomales, por su
abundancia en todas las células y alto nivel de conservacién, son fuertes candidatos
para realizar otras actividades extra ribosomales (Warner & Mclntosh, 2009). Se ha
detectado que L19 al ser sobre expresada en una linea celular cancerosa (MCF7),
se da una preactivacion el sistema celular UPR (sistema de respuesta a proteinas
no plegadas), dicho sistema, es una respuesta celular de estrés provocada por el
exceso de proteinas mal plegadas en el reticulo endoplasmico (Hong et al., 2014).
Aunque bien este sistema no es propiamente un sistema de defensa contra una
infeccion viral, tiene la capacidad, si no es sopesado o apagado, de activar una sefial
pro apoptética, la cual puede desencadenar la muerte celular por apoptosis (Hong et
al., 2014). Al detectar a L19 como apagada a las 6 hpi, podria ser un intento del virus
para evitar una respuesta celular apoptotica en las primeras etapas de expresion de
genes viral (6 horas), sin embargo, no es posible en este punto detectar o identificar
los mecanismos por los cuales el virus es capaz de modular este proceso y mas
importante aun, porque regular negativamente una proteina que es necesaria para

la estructura de los ribosomas.

Para el ultimo gen secuenciado de los apagados por la infeccién a las 6 horas
con una similitud del 92.5% con el gen de la proteina muscular especifica 20 de
Spodoptera litura, el cual se identificd a partir del fragmento 9668 de la tabla 12y 13,
dicha proteina posee un dominio similar al de la proteina calponina (accesién
COG5199). Las calponinas son proteinas de reconocimiento de actina que tienen
como funcion primordial controlar la formacién del citoesqueleto por interacciones
con la actina, estabilizando esta ultima (Rozenblum & Gimona, 2008). Sin embargo,
estas mismas proteinas se cree tienen un papel en otros procesos regulatorios
dentro de la célula, ya que existen tres variantes de esta (calponina acida, neutra y

basica), las cuales se concentran en regiones especificas de las células. Las
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calponinas basicas se unen a los microtubulos de actina, las neutras se concentran
en el nucleo de las células y las acidas se restringen a las neuronas donde se cree
tienen un papel en la diferenciacion celular (Rozenblum & Gimona, 2008). Aunque
en un sentido estricto su actividad fisiolégica no ha sido revelada, podria estar
relacionada con la movilidad celular (Gimona et al., 2003). En este trabajo se
encontré al gen de la proteina muscular especifica como regulado negativamente en
el tejido infectado a las 6 horas, tomando en cuenta las posibles funciones de esta
proteina, no es posible inferir si el apagado es guiado por el virus o por la propia
célula, ya que carecemos de informacién al no encontrar una funcién que se acople

a lo esperado como es el caso de los genes anteriores.

Dentro de los posibles genes encendidos por la infeccién de SINPV-Ar en las
células columnares del intestino medio de S. frugiperda, se identificaron 4 genes
diferentes, los cuales fueron detallados en la tabla 20. Siguiendo el orden de dicha
tabla el primer gen identificado con una identidad del 91% fue el de la proteina de
unién a acyl-Co-A de S. litura (ACBP) el cual correspondié al fragmento fue 1064 de
la tabla 14. Esta proteina esta relacionada primordialmente con el transporte de
lipidos (Acil-CoA) (Knudsen et al., 2000). Sin embargo, se han encontrado que no
solo se une a las cadenas largas de los esteres de Acyl-CoA, sino que también podria
actuar como activadores de los p-calpainas (van Gurp et al., 2003, Melloni et al.,
2000). Este proceso de activacion de calpainas podria relacionarse indirectamente
como una posible respuesta apoptética (Sato and Kawashima, 2001), aunque este
método de activacion de la apoptosis no es de alguna manera convencional, ya que
no requiere de la intervencion de las caspasas para poder llevarse a cabo segun Ipo
reportado por Chen y colaboradores en el 2001, sin embargo, no se cuenta con
informacion precisa para poder sustentar esta hipotesis. Tomando en cuenta en qué
condiciones se aisl6 este gen, es decir, genes que se encendieron por la infeccién a
las 6 horas, podria tratarse de un gen de repuesta ante la infeccidén viral y no
propiamente un gen que el virus indujo, pues si llegase a corroborarse que ACBP
esta relacionada con una sefal apoptética directa no mediada por caspasas,
indicaria que las células del intestino medio de S. frugiperda estan respondiendo a

la infeccidn primaria, activando la apoptosis.
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Tabla 20.- Genes encendidos por la infeccién en los intestinos de S. frugiperda a las 6 horas.

Similitud Cantidad Accesion Max | Total | Consult | Valor | Identidad
score | score a (%) dee (%)
Spodoptera litura proteina 1/9 XM_02296 182 182 82 5e-42 91
de union a la acyl-CoA 4505.1
Sub unidad 2 del complejo 3/9 XM_02689 | 286 286 89 2e-73 98
de la proteina 2/3 0508.1
relacionada a la actina
Proteina de unioén a acidos 1/9 JF896323. 113 113 100 8e-22 87.38
grasos 1
Proteina ribosomal L11 114 AF400182. 374 374 34 3e-99 100
1

El segundo gen encendido por la infeccion a las 6 hpi se identific6 como el
gen de la Subunidad 2 del complejo de la proteina 2/3 (ARP 2/3) relacionada a la
actina el cual correspondio a los fragmentos 1064, 10623 y 106411 de la tabla 14.
mostraron una alta similitud con, dicho gen en los macro arreglos se encontrd
presente en el tejido infectado en mayor intensidad que en el tejido sano. Esta
proteina (Arp 2/3) es la encargada de realizar la polimerizacion de la actina F fibrosa
a G globular en el citoplasma (Pollard and Beltzner, 2002). Sin embargo, los
baculovirus son capaces de modificar la funcién de esta proteina para que funcione
en el nucleo de la célula para provocar un rearreglo que es vital para su replicacién
y formacién de nucleocapsides. Este proceso es mediado por la proteina viral p78/83,
que es una proteina de la capside la cual es capaz de interaccionar con ARP 2/3 y
activar esta ultima para que sea funcional en el nucleo de las células infectadas
(Goley et al., 2006). Este proceso de activacion de Arp 2/3 es vital para una correcta
replicacion viral de ACMNPV, ya que se si no se da una activacion correcta de Arp
2/3, se observan fallas en la organizacién de los viriones, viriones sin una membrana
viral o se producen membranas virales sin viriones en su interior (Pollard and
Beltzner, 2002). Sin embargo, para que este proceso de activacion se lleve a cabo,
primeramente, es necesario una acumulacién de la proteina Arp2/3 en el nucleo de
las células, lo cual se logra gracias a la inhibicion del receptor-transportador
exportina-1 (CRM1), quien es inhibido por Ac34 provocando una acumulacién de Arp
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2/3 en el nucleo (Mu et al., 2016), lo que causa la activacién de la proteina y el

rearreglo nuclear de la actina.

Siendo ARP/2/3 detectado por Goley y colaboradores (2006) como el blanco
de la proteina viral p78/83, quien es capaz de activar a esta proteina en el nucleo de
las células infectadas propiciando el rearreglo del citoesqueleto, el cual segun Pollard
y Beltzner (2002) es esencial para una correcta formacion de las nucleocapsides a
las 12 hpi, punto en el cual detectamos la sobre expresién de dicho gen y de la
proteina de la cadena pesada de la miosina. Estas observaciones en cuanto a la
sobre expresion de genes y proteinas relacionados al citoesqueleto o morfologia
celular han sido reportadas por (Nayyar et al., 2017), quienes encontraron que al
infectar la linea celular Sf21 con el baculovirus SpltNPV, se propiciaba un aumento
en la cantidad de proteinas relacionadas con la polimerizacion de la actina. Algo
similar a lo anterior fue observado por Xue y colaboradores en el 2012 quienes al
infectar la linea celular Bm5 con BmNPV T3 también detectaron un aumento
significativo en la cantidad de transcritos relacionados con la regulacion del
citoesqueleto en las primeras horas post infeccion. En este trabajo encontramos
como sobre expresado el gen de ARP 2/3 en el lapso de las 6-12 hpi, en
concordancia con lo expuesto por diversos autores, quienes mencionan un efecto de
sobre expresion de genes y proteinas relacionadas con el re arreglo del cito
esqueleto, sin embargo en este estudio resalta el tiempo en el que inicia su sobre
expresion, ya que desde las 6 hpi se determind que molecularmente se dan las
condiciones necesarias para iniciar el rearreglo necesario para la correcta formacién
de las nucleocapsides a las 12 hpi, tiempo en el cual este gen continua sobre
expresandose. Sorpresivamente, el gen ARP 2/3 y una proteina relacionada con la
polimerizacién de la actina (proteina muscular especifica 20) es apagado por el
proceso de infeccion a las 24 horas, tiempo en el cual se sobre expresan genes y

proteinas relacionados directa o indirectamente con la apoptosis.

Siguiendo con los genes encendidos por la infeccion a las 6 hpi se identifico
como el gen de la proteina de unién a acidos grasos 2 (FABP) el cual correspondio

al fragmento 1024122 de la tabla 14, dicho gen se encuentra relacionada con el
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transporte de los acidos grasos; éstas pueden estar unidas a la membrana celular o
libres en el citosol de las células. Una de sus principales funciones es transportar los
acidos grasos al interior de las células (Knudsen, 1990), sin embargo, algunos
autores hablan de que estas proteinas por ser el medio de contacto con los esteres
de algunas cadenas lipidicas como de la Acyl-CoA, podrian tener un papel como
receptores celulares o bien jugar un roll en el desarrollo celular o proliferacién de las

mismas células (Chmurzynska, 2006).

Por ultimo, para las 6 horas post infeccion, se detecté un fragmento con
similitud con la proteina ribosomal L11 del complejo 60S. En primera instancia la
sobreproduccion de L11 provocaria de manera indirecta, la activacion de p53 (Bhat
et al. 2004) quien, a su vez, podria inducir un arresto del ciclo celular a las 6 hpi,
mientras que a las 12 hpi la proteina Pin-1 podria relacionarse con un mantenimiento
del arresto celular en la etapa G2, pues esta proteina segun Lu (1996) y Samanta
(2018) se relaciona con una regulacion del ciclo celular y arresto de este en la etapa
(G2). Este fenomeno de arresto en G2 es caracteristico de la infeccion viral en las
etapas tempranas de la infeccion, lo cual también es esencial para lograr la
replicacidon y secuestro de la maquinaria celular por parte del virus segun lo reportado
por Saito y colaboradores (2002). Este efecto de la regulacién de factores
relacionados con el ciclo celular fue reprotado por Nguyen y colaboradores en el
2013, quienes determinaron que la infeccion del la linea célular BCIRL-HZ-AM1 con
el baculovirus HearNPV, regularon la ruta de sefalisacion Notch, la cual se encarga
de evitar el arresto celular, el cual al ser inhibido, promoveria el arresto del ciclo
celular a las 12 hpi. En este trabajo se detecté una sobre exprsién de L11 y Pin-1,
en el transcurso de las primeras 12 hpi, o que nos sefialo el lapso en el que el virus
induce el arresto del ciclo celular y que mecanismos moleculares usa para ello,
mientras que Nguyen y colaboradores en el 2013 determinaron este efecto a las 12
horas por el apagado de genes, lo observado en este trabajo suguiere la activacion
de rutas que activarian el proceso de arresto celular desde las 6 hpi, siguiendo este
efecto hasta las 24 h, donde de manera sorpresiva, el analisis transcriptomico arrojo

que L11 fue apagado por la infeccion, fenomeno similar a lo observado con el
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rearreglo del citoesqueleto y el aumento del metabolismo, lo que nuevamente,

conincide con el aumento de genes pro apoptoticos a las 24 hpi.

Para las 12 horas después de la infeccion de un total de 16 genes
secuenciados, 7 fueron apagados por la infeccidn, el resumen de estos se describe

en la tabla 21.

Tabla 21.- Genes apagados por la infeccidn en los intestinos de S. frugiperda a las 12 horas.

Similitud Cantidad | Accesion Max | Total | Consulta Valor Identid
score | score (%) dee ad (%)
Proteina MG17 2/16 JF96495 | 405 405 81 8e-109 | 85.12
4.1
Complejo de proteinas 4/16 XM_0229 | 377 377 78 2e-100 84.56
reguladoras de la actinay 63939.1
citoesqueleto
Proteina ribosomal L7 5/16 AY07228 | 270 | 270 51 2e-68 98.68
8.1
Proteina disulfuro isomerasa 1/16 XM_0229 | 246 | 316 43 5e-61 95.45
741521
Proteina no caracterizada 1/16 XM_0229 | 226 | 226 36 6e-55 94.65
59916.1
Proteina de union a acidos 1/16 JF89632 134 134 61 1e-27 86
grasos 3.1

Dos fragmentos los identificados como 1212 y 91222 de la tabla 15, fueron
identificados como la proteina MG17 de Spodoptera litura con un porcentaje de
identidad del 85% segun lo reportado en la tabla 23. Al comparar la secuencia de
nucledtidos y de aminoacidos de estos genes, se encontré que dichas secuencias
eran similares a las de otros 4 fragmentos que fueron identificados como elementos
del complejo de proteinas reguladoras de la actina y citoesqueleto. Todos estos
fragmentos fueron encontrados en los macro arreglos como genes apagados por el
proceso de infeccion a las 12 horas, dichos genes estan relacionados con la
organizacion del citoesqueleto para llevar a cabo la endocitosis. Los dos tipo de
genes muestran similitud con PAN1, esta proteina es parte de un complejo cuya
funcion es llevar acabo la endocitosis, su localizacién se encuentra en las zonas

endociticas, las cuales son ricas en actina (Bradford et al., 2015). El proceso de

83



endocitosis se puede dividir en cuatro etapas: el marcaje de la carga, la invaginacion
de la membrana, escision de la membrana y marcaje de la vesicula (Kaksonen et al.,
2005). PAN1 probablemente es una proteina de marcaje localizada en el sitio de
invaginacion, que actua como puente entre las proteinas de revestimiento
(necesarias para la formacion del endosoma), con las proteinas adaptadoras y
proteinas reguladoras del citoesqueleto, sin embargo, en este ultimo caso, PAN1 no
actua como un regulador de la polimerizacion de la actina, sino mas bien, un como
un regulador de proteinas que propician la polimerizacién, actuando como activador
e inhibidor a la vez segun las observaciones de Bradford y colaboradores en el 2015.
Dentro de estos reguladores de la polimerizacién se encuentra ARP2/3, cuya
activacién podria ser fundamental para la formacion de la estructura de invaginacion
y la posterior vesicula (Goley et al., 2006). Dicha polimerizacion podria localizar la
maquinaria de invaginacion en la membrana celular, teniendo la actina el papel de
transportador de la maquinaria y participando también en el transporte de la vesicula

al interior de la célula (Qualmann et al., 2000).

Los fragmentos L7 9123, 9126, 91261, 91266, 912121, 91221 de la tabla 15
fueron identificados como la proteina ribosomal L7 (tabla 21), la que fue detectada
como apagada a las 12 horas, dicha proteina es parte de la estructura de los
ribosomas, aunque como muchas de estas proteinas, presenta actividad extra
ribosomal (Warner & MclIntosh, 2009). Esta proteina ribosomal en eucariotas
presenta una alta similitud con la proteina de 15.5 kD del complejo snoRNP
(complejo de proteinas-RNA pequefio nuclear). Este complejo tiene como funcién
regular la maduracion del RNAr, también se tiene evidencia de que estos complejos
de proteinas-RNAsn tienen como blanco diversos tipos de RNA como el RNAm, el
RNA no codificante, en estos ultimos puede actuar no solo como modificante de los
nucleodtidos, sino también como una chaperona que les ayuda a plegamiento e
incluso, como una agente de control de calidad del RNA (Bertrand & Fournier, 2000-
2013).

Este gen ribosomal fue encontrado como apagado por la infeccion viral a las

12 horas, en 5 fragmentos diferentes, es decir, por macro arreglos estos 5
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fragmentos fueron detectados en el tejido sano, pero no en el infectado, indicando
que la infeccién viral pudo apagar la expresion de dichos genes, sin embargo dada
la funcidn principal y secundaria de este gen, no podemos dar una explicacion de
este fenomeno en este momento, por lo que es necesario realizar una investigacion

profunda de dicho efecto.

Otro fragmento apagado por la infeccion a las 12 h fue 912108 de la tabla 15,
el cual mostré similitud con un disulfuro isomerasa (tabla 21), la cual habia sido
detectada como un gen apagado a las 6 horas. Este apagado podria ser parte de
una estrategia del virus para mantener algunos sistemas qué podrian desencadenar
la apoptosis como apagados, ya que como se describié anteriormente, esta proteina
tiene un papel en el control positivo del complejo NADPH oxidasa, que es la principal
fuente de estrés oxidativo en las células y tomando en cuenta el apagado celular de
la peroxiredoxina a las 6 horas, los sistemas de degradacion de peroxido estarian
diezmados, provocando facilmente que este tipo de estrés celular creciera. Por lo
que mantener a este gen apagado seria crucial para mantener a la célula en
condiciones viables para la replicacion del virus. En este trabajo se encontrd un
disulfuro isomerasa sufriendo una reduccién en el numero de transcritos presentes
en el tejido infectado. Tomando en cuenta las multiples funciones que tienen estas
proteinas en las células eucariotas, podriamos argumentar que este apagado seria
una respuesta influenciada por el virus para evitar una respuesta oxidativa, ya que
como se mencion6 anteriormente, esta proteina modula la NADPH oxidasa, quien a

su vez es la principal fuente de perdxido en las células.

Dentro de los trascritos apagados por la infeccion a las 12 horas, el
identificado en la tabla 15 como 912108 se determiné como el gen de una proteina
no caracterizada (Tabla 21), dicho gen presenta en un dominio de ZnF-BED family,
el cual corresponde a una de las multiples familias de proteinas dedos de zinc. Las
secuencias de estas proteinas son de las mas abundantes en los genomas
eucariotas y también llevan a cabo una gran variedad de funciones como:
reconocimiento del ADN, empaquetamiento del RNA, activadoras de la transcripcion,

regulacion de la apoptosis, plegamiento de proteinas, ensamble de proteinas y unién
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a lipidos (Laity et al., 2001). Dentro de su diversidad encontramos que se encuentran
presentes en el genoma de los baculovirus, ya que los genes anti apoptéticos (IAP),
presentan regiones repetidas denominadas BIRs las cuales estan asociadas con una
inhibicion de la muerte celular programada por inactivacion de las caspasas (Laity et
al., 2001), lo que incrementa el interés en el estudio de este tipo de transcritos. El
dominio encontrado en la secuencia de la proteina no caracterizada es un dominio
ZnF-BED. Este tipo de dominio son caracteristicos de union a ADN, los cuales
podrian estar relacionados con una regulacion de algun proceso aun no identificado
(Aravind, 2000). Esta proteina no caracterizada fue encontrada como apagada por
la infeccidn viral a las 12 horas, sin embargo, la informacion relacionada a la misma
no va mas alla de su funcion general, que es el posible control de transcripcion al
tener un dominio de unién a ADN y homologia con otras proteinas que presentan
esa funcion. El apagado de esta proteina en este tiempo, por lo tanto, podria hablar
de una regulacion de la expresion de genes, principalmente negativa, al estar
apagando un posible regulador de la transcripcion, sin embargo, no es posible

identificar dichos efectos en este momento.

Por ultimo, para los genes apagados por la infeccion a las 12 horas, el
fragmento de la tabla 15 identificado como 912149 dio similitud con el gen de la
proteina de unién a acidos grasos 2 (FABP), dicha proteina se encuentra relacionada
con el transporte de los acidos grasos. Estas pueden estar unidas a la membrana
celular o libres en el citosol de las células. Una de sus principales funciones es
transportar los acidos grasos al interior de las células (Knudsen, 1990), sin embargo,
algunos autores hablan de que estas proteinas por ser el medio de contacto con los
esteres de algunas cadenas lipidicas como de la Acyl-CoA, podrian tener un papel
como receptores celulares o bien, jugar un roll en el desarrollo celular o proliferacion
de las mismas células segun Chmurzynska y colaboradores en el 2006.
Aparentemente este gen es apagado por la infeccion viral para disminuir la
concentracion de FABP, lo cual podria estar reflejando algun método de defensa no
tradicional, para tratar de reducir la cantidad de energia que usa la célula y asi evitar

la replicacion del ADN y formacion de NC.
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En cuanto a los genes encendidos por la infeccion a las 12 horas, el resumen
de estos se detalld en la tabla 22, siguiendo el orden de dicha tabla el primer gen
identificado fue el del gen de la subunidad 2 de ARP 2/3, que habia sido encontrado
como encendido por la infeccidn a las 6 horas, dicho gen se encontré en los
fragmentos identificados como 10121, 10121y 10123 de la tabla 16. Dicha activacion
podria sugerir un proceso de expresion constante. Esto debido a la necesidad viral
de reorganizar el nucleo de la célula para la replicacion del ADN y posterior ensamble
de las NC para formar los VB, siendo ARP 2/3 esencial para modificar el

citoesqueleto, como ya se menciond.

Tabla 22.- Genes encendidos por la infeccidn en los intestinos de S. frugiperda a las 12 horas.

Similitud Cantidad | Accesion Max | Total Consulta | Valor | Identidad
score | score (%) dee (%)
Sub unidad 2 del 3/4 XM_0268 | 281 281 72 7e-72 94.12
complejo de la proteina 90508.1

2/3 relacionada a la

actina
ATPsintetasa 1/4 XM_0229 | 217 217 52 2e-52 91.77
subunidad 0 72498.1
Mitocondrial

Otro gen encontrado como encendido por la infeccidn viral a las 12 horas, es
el que codifica para la subunidad 0 de la ATP sintetasa mitocondrial el cual fue
identificado al secuenciar el fragmento 1012216 de la tabla 16, dicha subunidad
forma parte de la ATPasa sintasa, la cual es una enzima transmembranal que
cataliza la sintesis del ATP a partir de ADP y fosfato, usando como fuente de energia
un flujo de protones, siendo esa su funcién principal. Sin embargo, actualmente se
ha dilucidado un posible mecanismo de esta enzima en la transicion de la
permeabilidad mitocondrial (MPT por sus siglas en inglés); y en la formacién del
complejo de permeabilidad del poro de transicion (PTPC por sus siglas en inglés),
esos dos procesos involucran un aumento en la permeabilidad de la membrana
mitocondrial interna a pequenos solutos, lo que ocasiona un desequilibrio celular e
influye en la muerte celular, esto probablemente debido a que la ATP sintetasa
interacciona con reguladores del MPT, ya que sufre una inhibicion similar por los

farmacos que atacan al sistema PTPC. La subunidad C de esta enzima, al ser sobre

87



expresada, puede predisponer a la mitocondria a sufrir MPT y a una posible
regulacion por parte del ATP sintetasoma hacia algunas proteinas aun
desconocidas, que, fisicamente dafien la integridad de la membrana interna de la
mitocondria (Bonora et al., 2015). Esta proteina fue detectada como encendida por
la infeccion viral a las 12 horas, lo que podria ser un indicativo de un intento de la
célula por inducir la apoptosis, a través del aumento de la permeabilidad de la
mitocondria; sin embargo, la subunidad encontrada fue la subunidad 0, estando ésta
involucrada con el flujo de protones en la membrana lipidica, siendo la subunidad C
la encargada de aumentar la sensibilidad de la membrana interna al MPT. Por lo que

esta idea de defensa celular en este periodo necesita una mayor investigacion.

A las 24 horas se encontraron tres genes que habian sido apagados por la
infeccion, en la tabla 23 esta denotado un resumen de estos, seguido de una
descripcion de su posible funcion en el tejido: el primer gen identificado segun la
tabla 25 fue el determinado con similitud a la proteina ribosomal L11 el cual
correspondio al fragmento de numero 924125 de la tabla 17, como ya se mencioné
en los genes encendidos por la infeccion a las 6 horas. Este transcrito esta
relacionado con la activacion de P53, al ser encontrado apagado por la infeccion a
las 24 horas, podria ser un indicativo de una apagado del proceso de regulacién del
ciclo o la defensa celulares. Este gen fue sobre expresado a las 6 horas, como un
posible efecto en la regulaciéon del ciclo celular, su apagado a las 24 horas, podria
estar relacionado con un cese del arresto celular o bien el inicio de la muerte celular

de las células columnares.

Tabla 23.- Genes apagados por la infeccién en los intestinos de S. frugiperda a las 24 horas.

Similitud Cantidad | Accesién | Max | Total | Cons | Valor | Identidad
score| score ulta dee
(%)
Proteina ribosomal L11 2/6 AF40018 | 329 329 91 4e- 97
2.1 57
Proteina de unién a acidos 3/6 JF89632 | 69.4 | 69.4 66 1e-8 92
grasos 3.1
Sub unidad 2 del complejo de la 1/6 AHVO027 | 118 118 57 5e- 82.09
proteina 2/3 relacionada a la 5.1 30
actina
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Un segundo transcrito que se encontré apagado por la infeccion a las 24 hi
fue uno identificado como el gen que codifica para la proteina de unién a acidos
grasos, este gen pertenecidé a las secuencias de los fragmentos 924118, 924125 y
924203 de la tabla 17, este mismo gen habia sido identificado como apagada por el
proceso de infeccién a las 12 horas. Al igual que el caso anteriormente descrito,
muestra que el evento que ocasiona el apagado de dicha proteina se mantiene activo
en las células del intestino medio, desde las 12 hasta las 24 horas después de la
infeccion, sin embargo, en este momento no es posible determinar el posible efecto

que puede tener este apagado constante de genes especificos durante la infeccion.

Otro gen que habia sido encontrado como apagado por el proceso de
infeccion en el intestino a las 24 h, fue el gen de la subunidad 2 de la ARP 2/3
identificado con el numero 924156 de la tabla 17, segun las funciones descritas
anteriormente de este gen en el rearreglo del citoesqueleto a las 12 hpi, este
apagado podria significar, que estamos ante un sistema de defensa, ya que como
es bien sabido, el intestino medio de los insectos es el unico tejido capaz de
sobrevivir al proceso infectivo. Tomando en cuenta esto ultimo, empieza a tener
alguna idea no tan descabellada este hecho, convirtiendo a este gen en un candidato
de estudio para tratar de dilucidar si el apagado de este gen, de alguna manera tiene
que ver con que no se dé una oclusion de los VB en una matriz de poliedrina en el

intestino y que este tejido se recupere de la infeccion.

En el caso de los genes encendidos por la infeccion a las 24 hpi, se
identificaron 3 genes diferentes, segun el orden de la tabla 24, el primer gen
identificado como encendido por la infeccion viral a las 24 horas fue gen de la
proteina ribosomal L19, el cual correspondi6 a dos fragmentos identificados con los
numeros 102430 y 102415 de la tabla 18, este mismo gen fue descrito como parte
de los genes apagados por la infeccion a las 6 horas, L19 es parte del complejo que
forma la subunidad 60S ribosomal (Hong et al., 2014), y como se menciond
anteriormente al ser sobre expresada suele pre activar el sistema UPR (sistema de

respuesta a proteinas no plegadas), y es capaz de activar una sefal pro apoptotica,
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la cual desencadena la muerte celular programada (Hong et al., 2014). En este
trabajo, los macroarreglos mostraron que este posible gen se encontraba en altas
concentraciones en el tejido infectado. Si se considera lo expuesto por Hong et al.,
2014, estariamos ante un posible sistema de defensa de las células del intestino
medio, las cuales aparentemente responden a la infeccién viral de forma tardia
tratando de activar el sistema UPR, esto con la sobre expresion de L19, quien podria
estar pre activando el sistema, para de esta manera enviar una sefal pro apoptética

a las células.

Tabla 24.- Genes encendidos por la infeccion en los intestinos de S. frugiperda a las 24 horas.
Similitud Cantidad Accesion Max | Total | Cons Valor | Identidad

score | score | ulta dee
(%)
Spodoptera litura 60S proteina 2/9 XM_0229657 | 93 93 70 2e-15 96%

ribosomal L19 35.1
Fosfoproteina nuclear 32 rica en 4/9 XM_0229587 | 460 460 60 2e-125 93.22
leucina 86.1
HSP90 1/9 HMO046610.2 | 167 167 100 1e-37 86

El segundo gen identificado como encendido por la infeccion a las 24 hpi
segun la tabla 24 fue el de la fosfoproteina nuclear 32 rica en leucina, el cual
correspondio a la secuencia de los fragmentos 102434, 102425, 102441 y102429 de
la tabla 18. Esta familia de proteinas esta conformada por 32 miembros, cuyas
secuencias estan conservadas y su principal funciéon es servir de sefalizadores
celulares. Esta gran diversidad de funciones se ve reflejado en los miembros mas
estudiados de esta familia, como lo son la proteina Lanp y Cpd1, en el primer caso,
esta proteina esta relacionada con multiples funciones que van, desde el
reconocimiento y modificacién de los microtubulos, arresto del ciclo celular, hasta ser
promotoras de apoptosis, al acelerar la activacién de la caspasa 9 (Matilla &
Radrizzani, 2005). Esta familia de proteinas es sumamente amplia y sus funciones
complejas, por lo que dar una posible funcién al fragmento encontrado no es posible,
sin antes saber a qué miembro corresponden especificamente, al saber esto
podriamos tener un mejor entendimiento de si esta participando en la regulacion de

expresion de genes en la célula infectada o esta teniendo algun papel en la
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regulacion del ciclo celular en etapas avanzadas de la infeccién o bien, tiene algo

que ver con la muerte celular.

Segun la tabla 26 el ultimo gen identificado como encendido por la infeccion a
las 24 hpi fue el de la proteina de choque térmico HSP90 el cual correspondio a la
secuencia del fragmento 102430 de la tabla 18. La sobre expresion de genes o
proteinas de choque térmico se observa de manera habitual durante el proceso de
infeccidn de los baculovirus en las células susceptibles en etapas avanzadas de la
infeccion (Bao et al., 2010; Breitenbach et al., 2011; Huang et al., 2018; Koczka et
al., 2018; Salem et al., 2011). Sin embargo, ninguno de los autores ha propuesto una
posible funcion durante el proceso de infeccion de dicha proteina, la cual es
reconocida como una proteina chaperona que ayuda al correcto plegamiento de las
proteinas, esto segun Koczka y colaboradores en el 2018, podria ser un método del
virus para sopesar el estrés que la replicacion del mismo causa a la célula, ya que
estos autores estudiaron dicho estrés a través del del sistema UPR, que se
desencadena cuando existe un exceso de proteinas mal plegadas en los ribosomas,
lo cual puede desencadenar apoptosis. Dicho sistema a las 24 horas aparentemente
estaba siendo activado por la sobre expresion del gen de L19, quien es capaz de
activar esa respuesta celular, si esto es consistente, el virus estaria tratando de
sopesar esa respuesta celular tardia a la infeccion activando una sobre expresion de
HSP90 para tratar de hacer frente a UPR, ya que este ultimo, puede ser sopesado y

evitar asi la apoptosis.

Generacion de oligonucleétidos para genes diferenciales completos

Una vez conocida la identidad de los fragmentos obtenidos se procedio a
descargar las secuencias que correspondieran a cada posible gen identificado de la
base de datos de NCBI, teniendo como restriccion que, dichos genes pertenecieran
a miembros de la clase Insecta (preferentemente relacionados con lepidopteros), ya
que al estar trabajando con un lepidoptero, las secuencias analizadas arrojaron una
alta identidad con secuencias de otros lepiddpteros u otros insectos plaga con los
que se ha trabajado previamente por otros autores. Las secuencias que se

seleccionaron debian corresponder a secuencias de RNAm, ya que los insectos son
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organismos eucariotas y estos sufren modificaciones postraduccionales de sus
RNAm.

Una vez que se descargaron las secuencias de la base de datos, se determiné
el codén de paro ATG y el primer sitio de paro. Una vez, se removieron las
secuencias que se encontraban fuera del marco de lectura, la secuencia de
nucleotidos ya limpia fue sometida a un Blast (blastx). Este procedimiento arrojé
como resultado un marco de lectura de cada uno de los genes descargados de la

base de datos.

En base al proceso anterior, se obtuvieron los resultados reportados en la
tabla 25, donde observamos el posible gen identificado como regulado por la
infeccion en células del intestino medio de S. frugiperda, el oligonucledtido directo
(representado con una D) con el primer codén correspondiente al ATG, el reverso
(identificado por una R) cuyo ultimo codon incluyo a alguno de los tres codones de

paro posibles.

Los oligonucleétidos fueron disefiados a partir de los extremos de la secuencia
consenso, para los dos juegos de oligonucledtidos generados para cada secuencia,
todos cumplieron con la condicion de una longitud minima de 18 nucledtidos la
longitud maxima. Después de este punto, se la determind la temperatura de
alineamiento, la cual en algunos casos, como el de la proteina ribosomal L11, la
temperatura el nucledtido directo por la naturaleza de la secuencia, arrojé una
longitud de 18 nucleoétidos con un porcentaje de G y C de 66%, una temperatura de
alineamiento de 60.5°C y una optima (la cual es calculada por las plataformas
tomando en cuenta 100 ng de DNA blanco y condiciones estandar de dNTP’s, cloruro
de magnesio, enzima de alta fidelidad) de 70.6, lo cual contrasta con su
oligonucledtido reverso que consta de 24 nucleotidos con un % de Gy C de 30.4%
temperatura de alineamiento de 53°C y una 6ptima de 57°C, lo que nos genera una
diferencia de temperaturas de 12 °C, sin embargo, en el extremo 3'no es posible
agregar mas nucledtidos a menos que sean degenerados porque la secuencia

consenso es variable en el extremo 3'depues del nucledétido 24.
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A excepcion del caso anterior, la mayoria de los oligonucledtidos registrados

en la tabla 25 cumplieron con los estipulado para ser usados incluso algunos para

gPCR, ya que aunque aparentemente forman estructuras secundarias, se disefio a

los mismos para que su AG fuera menor a -5kCal/mol, lo que se tradujo en una

temperatura necesaria para romper dicha estructura secundaria, mas baja que la

temperatura Optima, aun asi nos topamos con secuencias como las de los
oligonucledtidos Actin 2/3D, ATPSNTsaR, PMM Dy R, PR17R, PR19 Dy R, PNC D

y R, que nos arrojaron temperaturas para romper estructuras secundarias muy altas,

algunas incluso superiores a los 47°C, lo cual es un problema para usar estos

oligonucleétidos para PCR y mas aun para qPCR.

Tabla 25.- Oligonucleétidos disefiados para extraer los genes expresados diferencialmente.

Posible gen oligonucleétido 5°-3° % GyC Tm Harping Tm Temperatura
(°C) AG harping 6ptima
(kCal/mol) (°C) (°C)
Sub unidad 2 Actin 2/3 D
del complejo de ATGATCTTACTCGAGATCAAT
la proteina 2/3
relacionada a la
actina 33.3 52 3.04 47 56.3
Actin 2/3 R
TCAGTCTCGCCTCACAAA 50 53.7 1.5 7.5 60
Proteina de AcylCoa D
union a acyl- ATGTCTCTCGACGAGCAA
CoA 50 53.7 -0.58 32,6 62
AcylCoa R
TTATGCGTATTTAGGGGCTAG 42.9 55.9 -0.2 27.6 59.9
ATPsintetasa ATPSNTsa D
subunidad 0 ATGTCGGTCATAAAGGGAAAT 38.1 54 -0.31 29.6 59.9
ATPSNTsa R
TTAAACWGCAGCACTGATGAG 42.9 55.9 -0.71 35.7 60
Proteina Disulf D
disulfide ATGAGAGTTATCTTATTTACG
isomerasa 28.6 50.1 -0.1 27.1 52.5
Disulf R
TTATAACTCGTCTCTGGATGG 42.9 55.9 0.09 24.1 59.2
Fosfoproteina FosP D
32 ATGAGCACCAATGAAAATAAC
33.3 52 -0.22 28.7 57.3
FosP R
TTACGCATCCTCCTCCTC 55.5 56 | NONE NONE 63
HSP90 HSP90 D
ATGAAGTATTTTGTTTTGGTCGG 34.8 55.3 0.92 2.5 59.2
HSP90 R
CTACAGCTCGTCGTGGTC 61.1 58.2 0.29 19.3 64.3
Peroxiredoxina Pox D
ATGCCTCTCCAGCTGACC 61.1 58.2 -0.08 26.1 66.9
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Pox R
TTAGTTGGCGTCGATGAAGTA 429 55.9 0.94 7.2 61.7
Proteina de PDAcG D
unién a acidos ATGGCTTTCCTTGGTAAAACT
grasos 38.1 54 -0.33 29.7 60.7
PDACG R
TTATGCAGCTTTGTAGAATCTC 36.4 54.7 0.26 20.6 58.2
Proteina MG17 Mgl7 D
ATGAAATCCTTCGTTGCCCT 45 55.3 0.25 21.6 63.3
Mgl7 R
TTAGTTGAGTTCATCGGGGAG 47.6 57.9 0.64 13.4 62.2
Proteina PMM D
muscular ATGCCTGGACGTCCTATTT
especifica 20 47.4 54.5 -0.73 343 62.8
PMM R
TCACTTGCCGAGAATGATTTT 38.8 54 -0.56 33.6 60.7
PR17 D
Proteina ATGGTTGCGACTACAGACA
ribosomal L7 47.4 54.5 0.2 22.2 62.7
PR17 R
TTAGACCATTCTCCTCAGGAG 47.6 57.9 -1.38 40.4 61.4
Proteina PR11D
ribosomal L11 ATGGCGCGTGTACCACCG 66.7 60.5 -0.38 30.7 70.6
PR11R
TTACTTTTTGCTGTTAAGGATGA 30.4 53.5 -0.2 22.9 57.9
Proteina PR19D
ribosomal L19 ATGAGTTCCCTCAAGCTACAG 47.6 57.9 -1.44 41.4 62.3
PR19 R
TCACTTCTTGGCGGTGAC 55.6 56 -1.08 36.6 64.5
Proteina no PNCD
caracterizada ATGAAGAAATGTTCGTCAGTG 38.1 54 -1.34 35.5 58.8
PNCR
CTATACTTCTGTATCAACCTCATTAC 34.6 58.5 -1.04 34.8 57.3

Amplificacion de los genes diferenciales

Una vez sintetizados los oligonucleétidos, se procedié a probar uno a uno los
pares de oligonucledtidos en cada una de las condiciones que se estaban
analizando, es decir, 6 hsi, 6 hpi, 12 hsi, 12 hpi, 24 hsi y 24 hpi. Para la realizacion
de lo anterior, para cada uno de los pares de oligonucleétidos disefiados para cada
gen, se procedio a realizar una estandarizacion de las condiciones de la PCR, entre
los que se encuentran temperatura de alineamiento de los oligonucledétidos y la

concentracion de MgClo.

Usando ds cDNA de las diferentes condiciones 6, 12 y 24 hsi, asi como de las
hpi, como molde se realizaron los PCR con los oligonucledtidos especificos para
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cada uno de los genes diferenciales usando la segunda cadena del cDNA, todos los

resultados se resumen en la tabla 26.

Tabla 26- Resumen de genes diferenciales identificados por PCR en las diferentes condiciones con
y sin infeccion.

Gen 6hsi | 6hpi | 12hsi | 12hpi | 24hsi | 24hpi observaciones

1.- Sub unid. 2 del complejo 2/3

relacionada a la actina

2.- ATPsintetasa subunidad 0

Mitocondrial

3.- Disulfuré isomerasa Inespecificidades

4.- Fosfoproteina nuclear 32 rica

en leucina

5.- Proteina de union a Acil-CoA

6.- HSP90

7 .- Peroxiredoxina

8.-Proteina de unién a acidos

grasos

9.- Proteina MG17

10.- Proteina muscular especifica
20

11.- Proteina ribosomal L17

12.- Proteina ribosomal L11

13.- Proteina ribosomal L19
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El primer gen que se analizé por PCR fue el de la Subunidad 2 del complejo
Arp 2/3 relacionado con la actina, el cual se plasmo en la figura 17 y en el #1 de la
tabla 26, se usaron las siguientes condiciones volumen final de reaccion de 50 ul,
con 1x de buffer de la enzima, 2 mM de MgCl2, 1mM de dNTP’s, 1 mM de oligos D
y R, 2 unidades de tagDNApol y 1 ul de cDNA bajo una temperatura inicial de
desnaturalizacion de 95°C por 3 minutos, y 30 ciclos de 95°C/30 seg, 52°C/30 seg,
72°C/45 seg y una extension final de 72°C/10 min. En la figura 17 se observo que la
amplificacion se obtuvo en el carril 2, 3 y 4, que correspondieron al cDNA de las 6
hpi, 12 hsiy 12 hpi, respectivamente, este gen en los macro arreglos se mostré como
encendido por el proceso infectivo a las 6 horas, regulado tanto positiva como
negativamente a las 12 horas y apagado por la infeccidn a las 24 horas. En el analisis
con los oligonucleétidos para aislar el gen en cuestion, se observo amplificacion de
este gen o presencia de este en el cDNA de las 6 hpi y no en las 6 hsi (figura 17 carril
2 y 1), respectivamente. Esto mostré6 concordancia con lo obtenido en los macro
arreglos donde se identifico al gen como encendido por la infeccion a las 6 horas; en
el caso de las 12 horas, en ambas condiciones, el PCR mostré amplificacion de dos
fragmentos de peso molecular muy similar (Figura 17 carriles 3 y 4), aunque cabe
recalcar que la intensidad de las bandas es inversa, la de mayor intensidad y menor
peso molecular en el cDNA de las 12 hsi, es la de menor intensidad en el cDNA de

las 12 hpi.
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Figura 17.- PCR para el gen de la Subunidad 2 del Complejo Arp 2/3 relacionado a actina,
carril 1 al cDNA de las 6 shi, carril 2 al cDNA de las 6 hpi, carril 3 al cDNA de las 12 hsi, carril 4 al
cDNA de las 12 hpi, carril 5 al cDNA de las 24 hsi y carril 6 al cDNA de las 24 hpi.

El segundo juego de oligonucledtidos a probar fueron los del gen de la
ATPsintetasa subunidad 0 Mitocondrial bajo las siguientes condiciones: volumen
final de reaccion de 50 ul, con 1x de buffer de la enzima, 2 mM de MgClz, 1TmM de
dNTP’s, 1 mM de oligos D y R, 2 unidades de tagDNApol y 1 ul de cDNA bajo una
temperatura inicial de desnaturalizacion de 95°C por 3 minutos, y 30 ciclos de
95°C/30 seg, 54°C/30 seg, 72°C/30 seg y una extension final de 72°C/10 min Como
resultado de estas condiciones se obtuvo la amplificacion de la figura 18, donde fue
posible observar en todos los carriles del 1 al 6, correspondiente a las 6, 12 y 24 hsi

y hpi una amplificacién de 300 pb.
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Figura 18.- PCR para el gen de la ATPsintetasa subunidad 0 Mitocondrial, carril 1 al cDNA
de las 6 shi, carril 2 al cDNA de las 6 hpi, carril 3 al cDNA de las 12 hsi, carril 4 al cDNA de las 12
hpi, carril 5 al cDNA de las 24 hsi y carril 6 al cDNA de las 24 hpi.

El tercer juego de oligonucleétidos utilizados fue el disehado para el gen de la
Disulfuro isomerasa, para la que se establecieron las siguientes condiciones:
volumen final de reaccion de 50 ul, con 1x de buffer de la enzima, 2 mM de MgClz,
1mM de dNTP’s, 1 mM de oligos D y R, 2 unidades de tagDNApol y 1 ul de cDNA
bajo una temperatura inicial de desnaturalizaciéon de 95°C por 3 minutos, y 30 ciclos
de 95°C/30 seg, 54°C/30 seg, 72°C/2 min y una extension final de 72°C/10 min, con
lo que se obtuvo la amplificacién observada en la figura 19 en los carriles 7 al 12,
que correspondieron: carril 7 a las 6 hsi, carril 8 a las 6 hpi, carril 9 a las 12 hsi, carril
10 a las 12 hpi, carril 11 a las 24 hsi y carril 12 a las 24 hpi, donde se observaron
inespecificidades en la amplificacién por lo que se sugiere elevar la temperatura de
alineamiento a entre los 55 a 60°C, para eliminar esas bandas de peso molecular

bajo, pues el peso correcto del gen ronda los 1485 pb

El cuarto gen que se analizo fue el gen dela fosfoproteina nuclear 32 rica en
leucina, para la cual se usaron las siguientes condiciones: volumen final de reaccion
de 50 ul, con 1x de buffer de la enzima, 2 mM de MgCl2, TmM de dNTP’s, 1 mM de
oligos D y R, 2 unidades de tagDNApol y 1 ul de cDNA bajo una temperatura inicial
de desnaturalizacion de 95°C por 3 minutos, y 30 ciclos de 95°C/30 seg, 52°C/30
seg, 72°C/45 seg y una extension final de 72°C/10 min, con lo que se obtuvo la figura
19 los primeros 6 carriles, donde en todos se observé una amplificacién cercana a
los 348 pb, a excepcion de los ultimos dos carriles donde se aprecid lo que puede
ser un doblete, por lo que en esta condicion es necesario realizar un aumento de la

temperatura de alineamiento para eliminar ese comportamiento.
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Figura 19.- PCR en el cDNA de las condiciones analizadas con los oligonucleétidos para el
gen de la fostoproteina 32 carriles 1 al 6 y para el gen de la disulfuré isomerasa carriles 7 al 12. 6
hsi carriles 1y 7, 6hpi carriles 2 y 8, 12 hsi carriles 3y 9, 12 hpi carriles 4 y 10, 24 hsi carriles 5y 11,
24 hpi carriles 6 y 12.

Como quinto gen identificado se usaron los oligonucleétidos del gen de
proteina de unién a Acil-CoA, para lo que se usaron las siguientes condiciones:
volumen final de reaccion de 50 ul, con 1x de buffer de la enzima, 2 mM de MgClz,
1mM de dNTP’s, 1 mM de oligos D y R, 2 unidades de tagDNApol y 1 ul de cDNA
bajo una temperatura inicial de desnaturalizacion de 95°C por 3 minutos, y 30 ciclos
de 95°C/30 seg, 53°C/30 seg, 72°C/45 seg y una extension final de 72°C/10 min.
Como resultado se observo en la figura 20 una amplificacion constante cercana a los
258 pb, en todos los cDNA, la funcion principal de la proteina para la que codifica
este gen esta relacionada primordialmente con el transporte de lipidos (Acil-CoA)
(Knudsen et al., 2000). Este gen se identifico regulado positivamente por la infeccion
a las 6 horas. Al usar oligonucleétidos especificos para este encontramos que esta
presente en todos los tiempos, posiblemente por la funcion vital para el transporte de
Acil-CoA vital para la obtencién de energia celular.

1kb
Plus 1 2 3 4 5 6
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Figura 20.- PCR con los oligonucleétidos del gen proteina de unién a Acil-Co-A, carril 1 al
cDNA de las 6 hsi, carril 2 al cDNA de las 6 hpi, carril 3 al cDNA de las 12 hsi, carril 4 al cDNA de
las 12 hpi, carril 5 al cDNA de las 24 hsi y carril 6 al cDNA de las 24 hpi.

Como sexto gen juego de oligonucledtidos se usaron los de HSP90, el gen de
una proteina de choque térmico bajo las siguientes condiciones: volumen final de
reaccion de 50 ul, con 1x de buffer de la enzima, 2.5 mM de MgClz, 1ImM de dNTP's,
1 mM de oligos Dy R, 2 unidades de tagDNApol y 1 ul de cDNA bajo una temperatura
inicial de desnaturalizacion de 95°C por 3 minutos, y 30 ciclos de 95°C/30 seg,
55°C/30 seg, 72°C/45 seg y una extension final de 72°C/10 min, como se observo
en la figura 22 esta amplificacion aun presenta multiples inespecificidades, las cuales
se trataron con gradientes de temperatura y de MgCl2 siendo que hasta el momento
no hemos podido lidiar con estas, asi mismo el peso esperado para la amplificacion
que deberia ser de 2,199 pb, se encuentra en el rango de las 800-900 pb, siendo
que en control positivo con ADN de S. frugiperda figura 21 carril 7, se observo una

amplificacion cercana a las 2,000 pb.

1kb
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Figura 21.- PCR con los oligonucleétidos del gen HSP90, carril 1 al cDNA de las 6 hsi, carril
2 al cDNA de las 6 hpi, carril 3 al cDNA de las 12 hsi, carril 4 al cDNA de las 12 hpi, carril 5 al cDNA
de las 24 hsi, carril 6 al cDNA de las 24 hpi y carril 7 al DNA de S. frugiperda.

Siguiendo con los resultados anteriores se probaron los oligonucleétidos para

el gen de la proteina ribosomal L19, bajo las siguientes condiciones: volumen final
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de reaccion de 50 ul, con 1x de buffer de la enzima, 2.5 mM de MgClz, 1mM de
dNTP’s, 1 mM de oligos D y R, 2 unidades de tagDNApol y 1 ul de cDNA bajo una
temperatura inicial de desnaturalizacion de 95°C por 3 minutos, y 30 ciclos de
95°C/30 seg, 53°C/30 seg, 72°C/45 seg y una extension final de 72°C/10 min. Como
puede observarse en el resultado se obtuvo la figura 22, se obtuvo donde se aprecié
una amplificacién con inespecificidades en todos los carriles de un fragmento de 399
pb, con un marcado pronunciamiento en el carril 5 y 6 que correspondieron a las 24
horas sin y con infeccidon respectivamente, como observacion es necesario seguir
jugando con la temperatura tanto de alineamiento como con el MgClz para optimizar

la amplificacion de este gen

1kb
Plus 1 2 3 4 5 6 7

Figura 22. PCR con los oligonucleétidos del gen proteina ribosomal L19, carril 1 en el cDNA
de las 6 hsi, carril 2 en el cDNA de las 6 hpi, carril 3 en el cDNA de las 12 hsi, carril 4 en el cDNA de
las 12 hpi, carril 5 en el cDNA de las 24 hsi, carril 6 en el cDNA de las 24 hpi.

El 8vo juego de oligonucledtidos probados fue para el gen de la peroxiredoxina
bajo las siguientes condiciones: volumen final de reaccién de 50 ul, con 1x de buffer
de la enzima, 2.2 mM de MgClz, 1mM de dNTP’s, 1 mM de oligos D y R, 2 unidades
de tagDNApol y 1 ul de cDNA bajo una temperatura inicial de desnaturalizacion de
95°C por 3 minutos, y 30 ciclos de 95°C/30 seg, 55°C/30 seg, 72°C/45 seg y una
extension final de 72°C/10 min.-Como resultado del proceso anterior de obtuvo una
amplificacion constante de aproximadamente 624 pb en todas las muestras de cDNA

como se muestra en la figura 23.
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Figura 23.- PCR con oligonucleétidos para el gen de la peroxiredoxina, carril 1 al cDNA de
las 6 hsi, carril 2 al cDNA de las 6 hpi, carril 3 al cDNA de las 12 hsi, carril 4 al cDNA de las 12 hpi,
carril 5 al cDNA de las 24 hsi, carril 6 al cDNA de las 24 hpi.

El décimo juego de oligonucleotidos usados fueron los disefiados para el gen
de la proteina de union a acidos grasos 2 bajo las siguientes condiciones: volumen
final de reaccién de 50 ul, con 1x de buffer de la enzima, 2.2 mM de MgClz, 1mM de
dNTP’s, 1 mM de oligos D y R, 2 unidades de tagDNApol y 1 ul de cDNA bajo una
temperatura inicial de desnaturalizacion de 95°C por 3 minutos, y 30 ciclos de
95°C/30 seg, 58°C/30 seg, 72°C/45 seg y una extension final de 72°C/10 min, lo
anterior quedo plasmado en la figura 24 donde en todas las condiciones se observo
una amplificacion de una banda de aproximadamente 405 pb, a excepcioén de las 24
hsi, donde hay aparentemente un doblete, que podria ser la explicacion a que a las

24 horas con y sin infeccidon, por macro arreglo encontraramos este gen.

Figura 24.- PCR con los oligonucleétidos del gen de la proteina de unién a acidos grasos 2,
carril 1 al cDNA de las 6 hsi, carril 2 al cDNA de las 6 hpi, carril 3 al cDNA de las 12 hsi, carril 4 al
cDNA de las 12 hpi, carril 5 al cDNA de las 24 hsi, carril 6 al cDNA de las 24 hpi y carril 7 al DNA de
S. frugiperda.

El 10° juego de oligonucledtidos usados fue el disefiado para amplificar los

genes de la proteina MG17 y del Complejo de proteinas reguladoras de la actina y
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citoesqueleto, el juego de oligonuclettidos se uso6 bajo las siguientes condiciones:
volumen final de reaccion de 50 ul, con 1x de buffer de la enzima, 2 mM de MgClz,
1mM de dNTP’s, 1 mM de oligos D y R, 2 unidades de tagDNApol y 1 ul de cDNA
bajo una temperatura inicial de desnaturalizacién de 95°C por 3 minutos, y 30 ciclos
de 95°C/30 seg, 55°C/30 seqg, 72°C/45 seg y una extension final de 72°C/10 min,
como resultado se obtuvo lo que se observé en la figura 25, de manera general se
observaron amplificaciones de los 459 pb, aunque con algunas inespecificidades de
peso molecular elevado, lo que podria indicar un exceso de catalizador (Mg), por lo
que se deben realizar ajustes junto con un ajuste de la temperatura de extension. En
este punto se observé una amplificacion en las 459 pb (aprox.) en el cDNA de las 6
hsi, 6 hpi, 12 hsiy 12 hpi, carriles 1, 2, 3 y 4 de la figura 25 respectivamente, siendo
los carriles 5 y 6 donde no se observo una amplificacion clara en los 459 pb, sino
una marcada sobre los 850 pb. Para determinar si esto es parte de la presencia de
genes puntuales se necesita realizar una adecuacion del PCR en cuestion,

modificando las condiciones actuales.

1kb
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Figura 25.- PCR con los oligonucleétidos para los genes de la proteina MG 17 y del complejo
de proteinas reguladoras de la actina y citoesqueleto, carril 1 al cDNA de las 6 hsi, carril 2 al cDNA
de las 6 hpi, carril 3 al cDNA de las 12 hsi, carril 4 al cDNA de las 12 hpi, carril 5 al cDNA de las 24

hsi, carril 6 al cDNA de las 24 hpi y carril 7 al DNA de S. frugiperda.

El 11° juego de oligonucledtidos usados fue el disefiado para los genes de la
proteina muscular especifica, los cuales se usaron bajo las siguientes condiciones:
volumen final de reaccién de 50 ul, con 1x de buffer de la enzima, 2.2 mM de MgClz,
1mM de dNTP’s, 1 mM de oligos D y R, 2 unidades de tagDNApol y 1 ul de cDNA
bajo una temperatura inicial de desnaturalizacién de 95°C por 3 minutos, y 30 ciclos
de 95°C/30 seg, 54°C/30 seg, 72°C/45 seg y una extension final de 72°C/10 min,
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como resultado se obtuvo lo observado en la figura 26 donde en los carriles 1-4, 6
hsi, 6 hpi, 12 hsi y 12 hpi respectivamente, se observo la amplificacion cercana a los
393 pb, correspondiente al RNAm de este gen, aunque en todos los carriles se
observaron cierto nivel de inespecificidades, lo que requiere un ajuste de las
condiciones de la PCR, a las 24 horas, no se registré una amplificacion tan marcada
de la banda de las 393 pb, pero al estar presente en ambas condiciones,
probablemente se deba a un efecto fisiologico mas que al proceso de infeccion en

Si.

1kb
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Figura 26.- PCR al gen de la proteina muscular especifica, carril 1 al cDNA de las 6 hsi,
carril 2 al cDNA de las 6 hpi, carril 3 al cDNA de las 12 hsi, carril 4 al cDNA de las 12 hpi, carril 5 al
cDNA de las 24 hsi, carril 6 al cDNA de las 24 hpiy carril 7 al DNA de S. frugiperda.

El 12° juego de oligonucledtidos usados fueron los correspondientes al gen
de la proteina ribosomal L7 bajo las siguientes condiciones: volumen final de
reaccion de 50 ul, con 1x de buffer de la enzima, 2.2 mM de MgClz2, 1mM de dNTP's,
1 mM de oligos D y R, 2 unidades de tagDNApol y 1 ul de cDNA bajo una temperatura
inicial de desnaturalizacion de 95°C por 3 minutos, y 30 ciclos de 95°C/30 seg,
60°C/30 seg, 72°C/45 seg y una extension final de 72°C/10 min.-Como resultado se
obtuvo lo observado en la figura 27, donde se observé una amplificacion constante
del gen en el cDNA de todas las condiciones, 6, 12, 24 hsi y hpi.
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Figura 27.- PCR con los oligonucleétidos del gen de la proteina ribosomal L7, carril 1 al
cDNA de las 6 hsi, carril 2 al cDNA de las 6 hpi, carril 3 al cDNA de las 12 hsi, carril 4 al cDNA de
las 12 hpi, carril 5 al cDNA de las 24 hsi y carril 6 al cDNA de las 24 hpi.

El penultimo juego de oligonucledtidos usados fue el del gen de la proteina
ribosomal L11 bajo las siguientes condiciones: volumen final de reaccién de 50 ul,
con 1x de buffer de la enzima, 2.5 mM de MgClz, 1mM de dNTP’s, 1 mM de oligos
D y R, 2 unidades de tagDNApol y 1 ul de cDNA bajo una temperatura inicial de
desnaturalizacion de 95°C por 3 minutos, y 30 ciclos de 95°C/30 seg, 54°C/30 segq,
72°C/45 seg y una extension final de 72°C/10 min,—con las cuales se obtuvo lo
observado en la figura 28, donde en todas las condiciones se detecté la amplificacion
del fragmento de 585 pb, aunque se usé una temperatura de alineamiento elevada,
la gran concentracion de Mg puede influir en las inespecificidades observadas, por
lo que seria conveniente mejorar la mezcla para obtener una amplificacion de mejor
calidad.

1kb
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Figura 28.- PCR con los oligonucleétidos para el gen de la proteina ribosomal L11, carril 1 al
cDNA de las 6 hsi, carril 2 al cDNA de las 6 hpi, carril 3 al cDNA de las 12 hsi, carril 4 al cDNA de
las 12 hpi, carril 5 al cDNA de las 24 hsi y carril 6 al cDNA de las 24 hpi.
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Como ultimo juego de oligonucleétidos probados se usaron los disefiados
para el gen de la proteina no caracterizada bajo las siguientes condiciones: volumen
final de reaccién de 50 ul, con 1x de buffer de la enzima, 2.5 mM de MgCl2, 1mM de
dNTP’s, 1 mM de oligos D y R, 2 unidades de tagDNApol y 1 ul de cDNA bajo una
temperatura inicial de desnaturalizacion de 95°C por 3 minutos, y 30 ciclos de
95°C/30 seg, 55°C/30 seg, 72°C/45 seg y una extension final de 72°C/10 min, con lo
que se obtuvo lo observado en la figura 29, en donde en casi todas las condiciones
se obtuvo una amplificacion sustancial del fragmento de 929 pb, esto en el carril 2,
3, 5y 6, que corresponden a las 6 hpi, 6 hsi, 24 hsi y 24 hpi respectivamente, en el
caso del carril 1 y 4 de la figura 29 que correspondieron a las 6 hsi y 12 hpi, la
amplificacion no se observa sustancial, sin embargo esto no nos garantiza nada,

hasta no ser sometido a PCR en tiempo real.
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Figura 29.- PCR con los oligonucleétidos para el gen de la proteina no caracterizada, <carril
1 al cDNA de las 6 hsi, carril 2 al cDNA de las 6 hpi, carril 3 al cDNA de las 12 hsi, carril 4 al cDNA
de las 12 hpi, carril 5 al cDNA de las 24 hsi, carril 6 al cDNA de las 24 hpi y carril 7 al DNA de S.
frugiperda.

Disefo de oligonucledétidos para qPCR

Una vez que se amplificaron los genes de S. frugiperda detectados como
posibles diferenciales durante el proceso de infeccion en los intestinos por parte de
la cepa viral SINPV-Ar, se procedi6 a la secuenciacion de estos. Como se muestra
en la figura 30, donde se observo para el carril 2 al gen de la proteina Acil Co-A, carril
3 para el gen de la proteina de la Sub unidad 2 del complejo de la proteina 2/3
relacionada a la actina, carril 4 para el gen de la proteina muscular especifica, carril

5 para el gen de la fosfoproteina nuclear 32, carril 6 para el gen Desulfuré isomerasa,
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carril 7 para el gen de la ATPsintetasa sub unidad O, carril 8 para el gen de la proteina
no codificante, carril 9 para el gen de la proteina ribosomal L19, carril 10 para el gen
de la proteina ribosomal L11, carril 11 para el gen de la peroxiredoxina, carril 12 para
el gen de la proteina MG17, carril 13 para el gen de la proteina de union a acidos
grasos, carril 14 para el gen de la proteina de choque térmico 90, carril 15 para el

gen de la proteina ribosomal L7.

we 1 2 3 4 56 7 8 91011 1213 1415

Figura 30.- PCR del genes diferenciales completos, carril 2 gen de la proteina Acil Co-A,
carril 3 gen de la proteina de la Sub unidad 2 del complejo de la proteina 2/3 relacionada a la actina,
carril 4 gen de la proteina muscular especifica, carril 5 gen de la fosfoproteina nuclear 32, carril 6
gen Desulfuré isomerasa, carril 7 gen de la ATPsintetasa sub unidad 0, carril 8 gen de la proteina no
codificante, carril 9 gen de la proteina ribosomal L19, carril 10 gen de la proteina ribosomal L11,
carril 11 gen de la peroxiredoxina, carril 12 gen de la proteina MG17, carril 13 gen de la proteina de
union a acidos grasos, carril 14 gen de la proteina de choque térmico 90, carril 15 gen de la proteina
ribosomal L7.

Una vez realizado lo anterior se procedid a realizar el disefio de
oligonucledtidos utilizando los softwares Real Time gPCR Assay de IDT vy
Primer3web version 4.1, en los cuales se deposita la secuencia y se programan los
comandos para poder ejecutar el analisis de las mejores regiones para realizar un
PCR en tiempo real (QPCR). Los oligonucleétidos que arrojaron los programas
anteriores fueron analizados en los programas OligoAnalyzer de IDT vy
Oligonucleotide Properties Calculator de NUBIC, para calcular todos los parametros
y comparar entre los oligonucledtidos generados. Con los datos obtenidos se decidio
por un solo juego de oligonucledtidos (los mejores valorados) los cuales se

plasmaron en la tabla 27.
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Tabla 27.- Oligonucleétidos para PCR en tiem

po real de los genes diferenciales.

AG Tm AG AG
Oligonucledtido Amplificacion | Tm | % | hairping | hairping | homodimero | heterodimero
Gen Directo/reverso pb °C | GC | (Kcal/mol) °C (Kcal/mol) (Kcal/mol)
Actin2/3
D CGAGAGTAGGCGACAATATCAG 142 61.7 | 50 -0.17 27.5 -3.91 -5
R ACACCTTGGAGCACTTGATG 62.4 | 50 0.39 17.8 -3.14
AcilCoA
D GCAATTCTCCAAAGTCGCCA 165 59.12| 50 0.69 14.5 -5.36 -5.09
R TGGTCCATGCCTTGAACTTG 58.38| 50 -0.14 26.8 -5.38
ATPSintasa
D ATGAAACTCTCCAGCTCACAG 79 61.9 |47.6 0.76 11.9 -6.34 -5.5
R ACGTACTTGTCACCAATGGAG 62 |47.6 -0.19 28.5 -6.3
Disulfore
D TAGGGCTGCCGTTCTAGAAG 250 58 55 -0.09 26.6 -11.2 -4.67
R ACTCCTGCTGCTCAAATCCT 58.4 | 50 0.91 7 -3.14
Fosfop
D CGCCAAAAGTGACCAAAAGG 139 62 | 50 0.09 23.4 -3.61 -6.61
R CGCCTTCTCCTTCTAAGTCTTC 61 50 0.35 20.3 -3.61
POX
D CTCGTTCAGCACTCCGTATC 136 61 55 0.4 19 -3.61 -3.17
R CTTCAGAGATGTCACCTCACAC 62 50 -0.7 35 -3.3
Prot.unipon
D ATCGTGTCTGGTGCTTTAGG 138 61.8 | 50 1.35 -7.7 -3.61 -4.7
R CTTAGCGGTCTGAGTAACTGTG 62.1 | 50 0.33 19.5 -3.61
MG17
D GTGCACGTCGTCGATGAG 156 62 | 61 -1.71 46.8 -9.73 -5.13
R CAGACAACGGCTCAGGATC 61 57 1.29 5.3 -4.62
PMM
D CAGTTCCAAAAGGCGTGTATAAAG 142 62 |41.7 1.32 6.2 -3.61 -5.02
R ATTCTGGGTGCTTGTAGGC 62 52 -0.13 26.9 -3.14
PRL17
D CTCAAGAGGCGTTCATCAGC 161 58.9 | 55 -0.5 25.7 -3.61 -4.73
R GCGAGTTTAGCTTCACCAGG 58.9 | 55 0.23 21.6 -6.34
PR11
D CCCGCGTTGAAGAAAGACAA 210 59 | 50 0.74 14.5 -10.36 -3.61
R ACCGAAAGACCTGACAGTGT 58 50 0.88 3.4 -3.61
PNC
D TGCAACATAGAAGCCGGGTA 167 59 50 0.01 24.8 -9.75 -7.05
R TGGTCAGACAAATGCATGCC 59 50 0.59 15.7 -11.6
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Expresién diferencial de proteinas en tejidos susceptibles a la infeccién
primaria

Analisis de las proteinas presentes en el los VDO

Las proteinas presentes en los VDO se analizaron en geles SDS-PAGE al
12%, como resultado se obtuvo la imagen representada en la figura 30, donde se
observo en el carril 2 el perfil de proteinas de la cepa AcCMNPV donde se detectaron
entre 24-25 bandas de proteinas.Esta cepa presenté bandas que estan ausentes en
las cepas SfNPV, las cuales fueron: una banda de mas de 60 kDa, dos bandas de
40 kDa, 3 bandas de entre 20 y 25 kDa (dos de ellas se observaron tenuemente en
la cepa SfNPV-Ar), 3 bandas de entre 15y 20 kDa y una ultima de aproximadamente
10 kDa.

En lo relacionado con las cepas de SfNPV, estas mostraron los siguientes
patrones de bandeo en el gel de 1D SDS-PAGE: para la cepa SfNPV-AR (figura 30
carril 3) se observaron dos bandas de alto peso molecular (70 kDa y mas de 100
kDa) que aparentemente no estan presentes en las cepas SfNPV ni en AcCMNPV, 2
bandas de entre 20 y 25 kDa que estan presentes en el estandar pero no en Fx ni
en Ho, asi mismo aparentemente carece de 2 bandas que estan presentes en Fx y
Ho entre los 40 y 50 kDa, al igual que carece de 2 bandas de entre 30 y 40 kDa de
la cepa Fx. Para la cepa SfNPV-Fx (Figura 30 carril 4), esta presentd 2 bandas de
entre 30 y 40 kDa que no estan presentes en el estandar ni en la cepa SfNPV-Ar u
SfNPV-Ho, asi mismo comparte dos bandas de entre 40 y 50 kDa con la cepa Fx
pero no asi con la cepa Ar al igual que una banda de entre 15y 20 kDa que comparte
con SfNPV-Ar pero no con Ho, por ultimo aparentemente carece de las dos bandas

de alto peso molecular presentes en Ar y ausentes el estandar.

Por ultimo, para la cepa SfNPV-Ho (figura 30 carril 5) esta aparentemente
carece de dos proteinas que estan presentes en la cepa Fx de entre 30 y 40 kDa,
compartiendo esta caracteristica con Ar, carece de las dos proteinas de entre 20 y
25 kDa presentes en Ar, caracteristica que comparte con Fx, carece de la proteina
de entre 15y 20 kDa presente en Ary Fx, por ultimo, la banda de aproximadamente

30 kDa tiene una marcada mayor intensidad que las otras dos cepas SfNPV.

109



kDa
60
50
40
30

25
20

15

10

Figura 30.- Gel 1D SDS-PAGE para las muestras de proteinas totales de los CO, carril 1
marcador de peso molecular Bench Mark, perfil de proteinas de los CO de AcMNPYV (carril 2), de
SfNPV-Ar (carril 3), de SINPV-Fx (carril 4), de SfNPV-Ho.

Figura 32.- Geles de 2D SDS-PAGE de los cuerpos de oclusion. A.- de AcMNPV, B.-
SfNPV-Ar y C.- SINPV-Fx.

110



Una vez que se realizaron los geles de 1D SDS-PAGE y se encontraron
diferencias en el patrén de bandeo de las diferentes cepas, se procedio a analizar
esas proteinas en geles 2D. Como resultado del proceso anterior se obtuvieron las
imagenes en la figura 32, donde se observa el resultado del isoelectroenfoque vy la
posterior separacion de las proteinas por peso molecular de las cepas AcCMNPV (fig.
32 A), SINPV-Ar (fig. 32 B) y SINPV-Fx ( fig 32 C). En primera instancia podemos
comparar las cepas SfNPV con el estandar AcCMNPYV donde en los geles de segunda
dimension se observo que las proteinas presentes en los VDO y CO del estandar
difieren mucho de las cepas SfNPV, pues la mayoria de las proteinas observadas en
la fig 32 A se encuentran en gran cantidad en el pH de entre 6 y 10, lo que se
contrapone con las cepas SfNPV cuya concentracion mayoritaria de proteinas se
encuentra entre los pH 4 a 7, otra diferencia que fue muy notable es el spot de
aproximadamente 30 kDa y pH cercano a 7, este corresponde a la poliedrina, se
encuentra marcado en AcMNPV, sin embargo, en las cepas de SfNPV, un posible
spot de 25 kDa en un pH cercano a 5, podria ser su contraparte en los virus de S.
frugiperda. Otra marcada diferencia es el spot de entre 15 y 20 kDa de pH cercano
a 7, que se encuentra muy abundante en el estandar (figura 32 A), pero no asi en la
figura 32 B ni en 32 C. Otra marcada diferencia entre el estandar y las cepas SfNPV,
fue la presencia de proteinas de alto peso molecular presentes en las cepas virales
de S. frugiperda, las cuales estan totalmente ausentes en el estandar AcCMNPV. De
manera empirica por la simple observacidn de los geles, aparentemente se aprecian

mas proteinas presentes en las cepas SfNPV que en el estandar.

Al comparar las dos cepas de SfNPV (Ar y Fx) e la figura 32 By C
encontramos que estas presentaron un patrén de distribuciéon de proteinas muy
similar, lo cual es consiente al hablar de dos cepas que atacan a la misma especie.
Sin embargo, analizando la intensidad y distribucion de algunos spots especificos,
encontramos que la cepa SfNPV-Ar presenté entre el pH 3y 5 a los 50, 20, 15y 10
kDa aproximadamente 6 spots ausentes en SfNPV-Fx. En contraparte, la cepa Fx
presento entre pH 4-5, 8-9 y entre los 10-15 kDa ocho spots ausentes en la cepa Ar,
asi mismo, entre el pH 5-6 y 7-8 entre los 30-40 kDa se encontraron tres spots que

solo estuvieron presentes en la cepa Fx.
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Analisis del perfil de proteinas expresadas diferencialmente en 1D

Una vez purificadas y cuantificadas las muestras de proteinas, se procedi6 a
realizar el analisis de estas en una dimensién con geles SDS-PAGE, los cuales
fueron preparados siguiendo lo descrito en materiales y métodos. Los resultados se
observan en la figura 33. En esta figura en Il se observé el analisis visual de gel |,
donde se recalcaron en recuadros rojos diferenciados por literales y se encontré que
para las 6 hsi, una banda de entre 80-90 KD que no estaba presente a las 6 hpi (Fig.
33, B), a las 6 hpi se detecté una banda de 200 KD que no estaba presente a las 6
hsi (Fig. 33, A), estas pocas diferencias podria correlacionarse con lo reportado por
Carinhas et al., 2011, quienes en un analisis protedmico de la infeccién de células
Sf9 encontraron que a las 6 hpi solo 8 transcritos virales estaban presentes como
proteinas (P143, DBP, MES53, IEF3, P35, HE6G5, 39K y GP69) de las cuales sus
genes son tanto tempranos como tardios. Aunque no podemos asemejar el proceso
de infeccion de una linea celular que asemeja el proceso secundario con el resultado
del intestino medio donde se lleva acabd el proceso primario, lo podemos usar como
punto de referencia para el total de proteinas con el que nos podriamos topar. Del
mismo modo esto podemos relacionarlo con lo encontrado con Xue et al., 2012b
quienes determinaron que a las 6 hpi existian tanto trascritos tempranos como
tardios en una linea celular de B. mori, ambos asemejan el proceso de infeccion
secundaria, aunque hay que aclarar que las 6 hpi no se considera el pico de
expresion de los RNAm de los baculovirus (Xue et al.,, 2012b). Estas pocas
diferencias en cuanto al nivel de trascritos a las 6 hpi también fue detectada en
intestinos de larvas infectadas con baculovirus por Donly et al., 2014 y Donly et al.,
2016, quienes no consideran este periodo como donde mas trascritos virales son
expresados. Por lo que segun lo expuesto con anterioridad al comparar sistemas in
vitro e in vivo, en cuanto a expresion de proteinas y transcritos en el transcurso de
la infeccion viral observamos que existen diferencias notables en algunas de las
proteinas y trascritos detectados in vitro (que guardan relacion en su sistema) con
los encontrados in vivo, donde detectamos hasta 12 horas de diferencia en la
expresion de un gen (39k).
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Los mayores resultados en cuanto a diferencias observadas en una dimension
(SDS-PAGE) se encontraron entre las 12 horas sin y con infeccion. Como se observa
en la figura 34 carriles 4 y 5 se observd una banda de entre 70-80 KD (fig. 33, D)
presente en la condicion infectada y ausente en la condicion sin infectar, del mismo
modo se encontraron dos bandas una de aproximadamente 43 KD (fig.33, E) y otra
de aproximadamente 35 KD (fig. 33, F) ambas presentes en la condicion sin infeccion
y aparentemente ausentes en la condicion infectada. Al analizar la condicion
infectada y compararla con la sin infeccion se encontré una banda de 200 KD (fig.
33, C) la cual también se encontré presente a las 6 hpi, por lo que nos podria indicar
una proteina viral de alto peso molecular que se esta expresando por accion de la
infeccion viral, otra proteina de aproximadamente 80 KD (fig. 33, D) se observé
menos intensa en la condicion infectada que en la condicion control, sin embargo no
es posible determinar si es efecto de la infeccion viral o resultado de alguna falla en
la cuantificacion o posiblemente algun error técnico. Relativo a este tiempo Nayyar
et al., 2017 menciona que en la linea celular Sf21 solo el 0.5% de las proteinas eran
sobre expresadas y 0.02% sufrian una regulacién negativa a las 12 hpi, siendo las
72 hpi el punto donde se observé que el 50% de las proteinas eran reguladas
negativamente y 7% eran sobre expresadas, quedando el 43% sin cambios, todo
esto en una linea celular que nos podria dar una idea general de lo que esperariamos
en este punto, pero como ya se discuti6 anteriormente puede haber grandes
diferencias entre sistemas in vitro y sistemas in vivo. Dentro de las proteinas
encontradas por Nayyar et al. 2017, se encuentran algunas involucradas en la
transcripcion, plegamiento, degradacién y metabolismo., a las 12 hpi, pudiendo ser
algunas que encontremos en este tiempo, ya que no estan relacionadas con la
produccion de BV o VDO. A nivel transcriptdmico en intestinos medio de larvas
infectadas por baculovirus se ha observado un incremento en cuanto al nivel de
expresion de genes virales tanto con promotores tempranos como tardios por Donly
et al., 2014 y Donly et al., 2016; quienes observaron este efecto a las 12 hpi. Lo cual
podria estar relacionado con un cambio en el proteoma presente en las células ya

que como se menciond anteriormente algunos RNAm virales pudieran ser traducidos
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inmediatamente al ser transcritos, pero otros podrian sufrir un desface, cuyas

proteinas estarian presentes en el tejido entre las 6 hasta 12 horas después.

Figura 33.- Analisis de SDS-PAGE de proteinas reguladas por la infeccion, carriles 2y 3
correspondieron a las 6 hsi y hpi. Los carriles 2y 3 a las 12 hsi y hpi. Los carriles 4 y 5 a las 24 hsiy
hpi. Carril 1 marcador de peso molecular.

Para la condicion de las 24 hpi, se observaron dos proteinas presentes a las
24 hsi, las cuales se encuentran ausentes en la condicién infectada. Estas son de
aproximadamente 95 y 40 KD (figura 33 carril 6 y 7). En este tiempo p.i.,, en
experimentos con lineas celulares donde se analizan los transcritos se encuentran
que el numero de transcritos disminuyen, en comparacién con la expresion
observada entre las 0-8 hpi y la de las 12 hpi (Xue et al., 2012). Analizando dos
estudios realizados por Donly y colaboradores en el 2012 y 2016 se infectaron se
identificd que a las 12 hpi las larvas infectadas con baculovirus expresaron pocos
genes sorpresivamente estos autores detectaron un solo transcrito sobre expresado,
el cual fue p6.9 (una proteina de union a ADN) que tipicamente se expresa entre las
18 a 36 hpi, ellos determinaron que este gen se mantiene sobre expresado en los
intestinos desde las 18 hasta las 48 hpi (Donly et al., 2016). En nuestro estudié en
una dimension no detectamos la presencia de la poliedrina que tipicamente es
detectado 24 hpi como el gen mas abundante, lo cual concuerda con lo esperado

para un tejido primario.
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Analisis del perfil de proteinas en dos dimensiones.

Para el perfil de dos dimensiones de las 6 hpi se analizaron al mismo tiempo,
pero en geles separados, las proteinas de la condicidn infectada y sin infectar, tal y
como se puede apreciar en la figura 34. Esto ser realiz por triplicado, para esta
condicion se encontraron en promedio 174 spots para la condicion control,
distribuidos en peso molecular entre los 10 y 220 kDa y en relacion con el pH entre
3y 10, segun se observa en la figura 34 superior e inferior izquierda (A, By C). En
cada una de las repeticiones técnicas, para la condicion infectada a las 6 horas, se
encontraron en promedio 196 spots distribuidos entre los 10-220 KD y entre pH 3-10
(figura 34, derecha, A, B, C). Con este analisis visual se determino parcialmente, que
en las 6 hsi se observaron las mayores diferencias entre el pH3-4 con 20-110 KD y
entre el pH 5-6 con 50-80 KD aproximadamente. Para la condicion control y para el
problema se encontraron spots diferenciales localizados entre el pH 5-7 con 10-15
KD y entre pH 6-7 con 25-35 kDa aproximadamente, las cuales posiblemente fueron

encendidas por la infeccién viral.

Esto guarda relacion con lo expuesto anteriormente en relacion con las
correlaciones que realizamos de los estudios proteémicos de Carinhas et al 2011 y
transcriptomico de Xue et al.,, 2012b, ambos en lineas celulares, donde se
observamos al comparar las 6 hpi de ambos que algunas proteinas descritas por
Carinhas et al., se encontraban siendo trascritas al mismo tiempo post infeccién
segun Xue et al., y otras su proceso de transcripcién iniciaba 3 horas antes de que
estuvieran presentes las proteinas para las que codificarian. Sin embargo si
comparamos el trabajo de Carinhas et al., con lo descrito por Donly et al., 2012 y
2016 quienes analizan el proceso de expresion de genes en un sistema in vivo
durante la infeccion primaria, mas similar a nuestro trabajo, encontramos que existen
similitudes como ocurrié en las correlaciones de los sistemas in vitro ya que existen
proteinas expresadas en el sistema in vitro que son transcritas en los intestinos al
mismo tiempo post infeccion, otras cuyo RNAm se expresa entre 3-6 horas antes (en
los intestinos infectados) y que la proteina fue encontrada en la linea celular; y la

discrepancia se encontré a con una proteina que in vitro se encontr6 a las 6 hpi e in
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vivo se encontro el RNAm entre las 36-48 hpi con un alto grado de sobre expresion.

Esto nos indica dos cosas:

1.- Que algunas proteinas podrian tardar tiempo en expresarse o incluso
expresarse mucho después de lo que podria estar descrito en un sistema in vitro o
en una infeccion secundaria in vivo con lo que queda claro que es necesario

complementar este trabajo con un estudio proteémico.

2.- Que la cantidad de diferencias encontrada a nivel de proteinas en este
trabajo (12 proteinas en la condicion infectada ausentes en el control y 9 presentes
en el control y ausentes en la condicion problema) se asemeja a lo observado por
Carinhas et al., 2011 quien reporto que el virus a las 6 hpi en la linea celular habia

expresado 6 proteinas.
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Figura 34.- Geles de doble dimension de las 6 hsi (izquierda) y 6 hpi (derecha). En cada
figura A,B y C son las repeticiones técnicas.

117



En lo relacionado con las 12 horas, se puede aprecia en la figura 35 el
resultado de los geles de 2-DE de las 12 hsi y 12 hpi. Para la condicion problema se
observaron diferencias en cuanto al nivel de expresion de proteinas en el pH de 3-4
entre los 40-70 kDa, pH5-7 entre los 10-25 kDa, entre pH 8-10 entre los 20-50 kDa.
En los puntos anteriores se observaron proteinas que estaban presentes unicamente
en la condicién infectada, indicando que la infeccién viral pudiera estar activando la

transcripcion de genes del insecto o propios y traduciendo esos genes a proteinas.

Segun Xue et al., 2012b y Donly et al., 2016, las 12 horas después de la
infeccion es el punto donde el proceso de transcripcidn viral asi como la traduccién
de estos a proteinas alcanza sus niveles de expresion mas altos, es el momento
donde el virus empieza a replicar su ADN, para lo cual previamente ya ha expresado
la maquinaria celular necesaria para dicho proceso, también es el punto de partida
del encapsulamiento del ADN recién replicado en las NC, cuyos genes a las 12 horas
empiezan a ser expresados por el virus. Es de esperar que en este punto exista un
mayor numero de diferencias a nivel protedémico en un tejido infectado comparandolo

con un tejido sano.
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Figura 35.- Geles de doble dimension de las 12 hsi (izquierda) y 12 hpi (derecha). En cada
figura ABC son las repeticiones técnicas.
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Para el caso de las 24 horas, se puede apreciar en la figura 36 el resultado de
los geles de proteinas de 2-DE de las 24 hsi y 24 hpi, en el primer caso se
encontraron visualmente en promedio 89 spots en la condicion control, los cuales se
encontraron distribuidos en el pH 3-10 con pesos moleculares desde los 10 KD hasta
los 220 KD, para la condicién problema la distribucion se observo similar al control.
Un analisis visual de estos geles nos mostré que en la condicion control a las 24
horas se observan algunos spots presentes en el tejido sano con una distribucién
entre pH 6-7 entre los 110-220 KD y pH 4-6 con pesos entre 20-50 KD (fig. 36,
Izquierda A). Para la condicion problema al comparala con el control se encontraron
marcas que estaban presentes en la condicion infectada y ausentes en el control,
indicando que probablemente se habian encendido por la infeccién viral, las
distribuciones de estos fueron entre pH 3-4 con pesos de entre 20-50 KD, pH10 con
pesos de entre 60-100 KD y en pH 8-9 con peso molecular entre los 20-40 KD (fig.
36 A derecha parte inferior). Las proteinas observadas en los geles de la condicion
problema podrian haber sido encendidas por la infeccidn viral pudiendo ser del tejido

o del virus.

Estos resultados preliminares de las 24 horas exhiben similitud con los
resultados de las 6 hpi, lo cual si es visto desde lo expuesto por Xue et al., 2012b,
en estudios in vitro y Donly et al., 2016 en estudios en intestinos de insectos,
determinaron que las 24 horas después de la infeccion era un punto donde disminuia
la sobre expresion de transcritos comparada con las 12 horas, donde se daba un
pico en el proceso de expresion viral. En este sentido Donly et al., mencionan que
en este punto en los intestinos hay niveles insignificantes de los genes muy tardios
pol y p10 indicando que el proceso de oclusion de los baculovirus no se lleva a cabo
en los intestinos medios, en este punto los mismo autores comentan que solo el 3.7%
de los transcritos de ese tejido son de origen viral, una menor cantidad si se compara
con el de las 48 hpi que es de mas del 8%, aunque este 8 % se caracteriza por una
sobre produccion del gen p6.9 seguida de la fuerte expresion del gen 39k quien es
detectado como proteina en ensayos in vitro a las 6 hpi (Carinhas et al., 2011). Po

lo que es posible que a las 24 hpi no encontremos gran cantidad de diferencias.
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Figura 36.- Geles de doble dimension de las 24 hsi (izquierda) y 24 hpi (derecha). En cada
figura ABC son las repeticiones técnicas.
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Identificacion de proteinas diferenciales

Una vez determinado lo anterior, se procedi¢ a picar cada uno de los spots
diferenciales con puntas adaptadas de 200 ul, con las cuales se picaba la acrilamida
donde se encontraba el spot, se succiono y se colocé el fragmento de acrilamida con
el spot en un tubo eppendorf con agua miliQ Grado 4 estéril con una concentracién
de iones menor a 1 ug/l, como se muestra en la figura 37. Una vez colectados y
etiquetados todos los spots se enviaron para su identificacion al laboratorio de
protedmica y expresion geénica del IPICYT. La distribucion de los spots quedo
asentada en la figura 37 y fue la siguiente: para las 6 horas en el control se
seleccionaron 3 spots (A) de mediado y alto peso molecular con pH entre 4-5, para
el problema se seleccionaron 4 spots de alto y bajo peso molecular de pH entre 4-8.
Para las 12 horas en el tejido sin infeccidn se seleccionaron 7 spots de mediano y
alto peso molecular, con pH entre 4-8, para este mismo tiempo en la condicion
infectada se seleccionaron 3 spots de bajo y medio peso molecular de pH entre 4 a
9. Por ultimo, para las 24 horas en las proteinas del tejido sano se seleccionaron 4
proteinas de alto peso molecular con pH entre 6-8 y para las 24 hpi se selecciond un

spot de aproximadamente 40 kDa y pH 8.
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Figura 37.- disposicion de los spots en geles de 2D enviados a identificar, A spots seleccionados de
las 6 hsi, B spots seleccionados de las 6 hpi, C spots seleccionados de las 12 hsi, D spots
seleccionados de las 12 hpi, E spots seleccionados de las 24 hsi, F spots seleccionados de las 24
hpi.
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Como resultado de la identificacion de los spots anteriores se originé la tabla

28, donde se observan las secuencias de las proteinas resultantes junto con su

posible identidad, asi como los parametros para validad la misma, parametros

arrojados por el software MASCOT.

Tabla 28.- Identidad de las proteinas usando el programa MASCOT

Identificador

Identidad

Prot
score

Prot
matches

Prot
cover

Prot
pi

Pep
miss

Pep
expect

EmPAI

12HSI (XII)

protein disulfide-
isomerase A3
[Spodoptera litura]

120

8.4

5.59

5.10E-05

0.2

12HSI (XI1)

protein disulfide-
isomerase A3
[Spodoptera litura]

190

11.4

5.59

1.90E-05

0.31

12HSI (XIV)

vesicle-associated
membrane protein-
associated protein
B isoform X1
[Spodoptera litura]

120

8.6

6.97

2.90E-05

0.24

12HPI (XV)

myosin heavy
chain, muscle
isoform X7
[Spodoptera litura]

101

5.44

0.00028

0.03

12HPI (XVI)

enoyl-CoA
hydratase,
mitochondrial
[Spodoptera litura]

65

3.8

8.87

9.50E-06

0.11

12HPI (XVII)

peptidyl-prolyl cis-
trans isomerase
isoform X2
[Spodoptera litura]

114

14.5

8.44

4.20E-05

0.45

24HSI (XVITT)

midgut class 3
aminopeptidase N
[Spodoptera
exigua]

57

0.9

5.19

0.00015

0.03

24HSI (XIX)

heat shock
cognate 70 protein

[Spodoptera

frugiperda]

51

1.8

5.2

0.00056

0.05

24HSI (XX)

V-type proton
ATPase catalytic
subunit A
[Spodoptera litura]

40

24

5.23

0.00069

0.05

24HSI (XXI)

muscle-specific
protein 20
[Spodoptera litura]

92

13

8.45

0.00035

0.39

24HPI (XXII)

14-3-3 protein
epsilon
[Spodoptera litura]

42

7.6

4.74

0.0026

0.12

Para las 9 primeras proteinas que correspondieron a las 6 hsi, 6 hpiy a las 12

hsi, el analizador no arrojo significancia indicando que la concentracion de muestra

era demasiado endeble o sufrié algun proceso de degradacion derivado del
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procedimiento de extraccion del spot, durante el almacenamiento o transporte, asi
mismo pudo existir un error al momento de la extraccion y eso hacer que no se

colectara muestra para ser detectada.

En relacion a las 12 horas el primer spot detectado marcado con el numero
XII de aproximadamente 40 kDa en gel, con pi (punto isoeléctrico) segun el analisis
de pH 5.59 y peso de 37 kDa, dio similitud con una desulfuro isomerasa, lo mismo
sucedié con el spot Xl a las 12 hsi, el cual tiene un peso molecular de menos de 40
kDa vy el pi calculado es de 5.59, estos dos spots fueron identificados por MS/MS
como las mismas proteinas, los genes de esta proteina por PCR y macroarreglos
fueron detectadas como reguladas negativamente por el tejido infectadoalas 6y a
las 12 horas, es decir la cantidad de transcritos presentes en el tejido estaba bajando
en este tiempo post infeccidn, pero los niveles de expresion seguian presentes, esto
se ve traducido en la deteccion de este spot como “ausente” en las proteinas del
tejido infectado y detectado por MS/MS en el tejido sano, lo que indica que la baja
en el nivel de expresién del gen esta repercutiendo en la concentracién de esta

proteina en el tejido infectado, comparado con el tejido sano.

La proteina anterior la relacionamos previamente con una funcion de defensa
celular ante el proceso de infeccion dado su papel en la regulacién del complejo de
la NADPH oxidasa, ya que el disulfuro isomerasa actua como regulador positivo, es
decir, aumentando su actividad (Fernandes et al. 2009) y tomando en cuenta que
este sistema es la mayor fuente de estrés oxidativo, serian un candidato idéneo para
desencadenar una apoptosis por estrés oxidativo en las células infectadas. Aunque

para probar todo esto aun es necesario realizar mas estudios.

La tercera proteina que se determind su identidad es la XIV correspondiente
al tejido sano analizado a las 12 horas con un peso molecular cercano a las 30 kDa,
la cual correspondié con una proteina asociada B, asociada a las vesiculas
asociadas a la membrana (VAPB por sus siglas en inglés) esta proteina no fue
detectada por el proceso de expresion diferencial con la técnica de SSH por lo que
no fue analizada por macro arreglos ni se han desarrollarlo oligonucleétidos hasta el

dia de hoy, sin embargo a las 12 horas fue determinada como una proteina presente
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en el tejido sano que no se encontré en el tejido infectado, por lo que podria haber
sido apagada por el proceso de infeccidn, esta proteina se localiza normalmente en
el reticulo endoplasmico sin una funcion primaria clave hasta hoy en dia sin embargo
se le ha asociado con la esclerosis lateral amiotréfica, asi como se le ha relacionado
con una disrupcién de la permeabilidad al Ca+ por parte de la VAPB sin la mutacién
que causa la enfermedad mencionada anteriormente, o que provoca la muerte
celular por una permeabilidad al calcio por parte de la mitocondria, e incluso se la
relacionado con el estrés del reticulo endoplasmico (De Vos et al., 2012; Langou et
al., 2010; Morotz et al., 2012) tomando en cuenta las funciones en la regulacién de
la homeostasis y el estrés del reticulo endoplasmico, podria ser posible que esta
proteina esté involucrada en la muerte de las células columnares del intestino medio
durante el proceso de infeccion primaria de los baculovirus como un sistema de

defensa celular a la infeccion.

Lo anterior por estar siendo encontrada en el tejido sano y no en el infectado,
sin embargo, podria estar llevando a cabo otras funciones dentro de las células, que
no tengan que ver con lo descrito anteriormente, por lo que determinar el nivel de
expresion de estas en el tejido infectado comparandolo con el tejido sano podria
dilucidar mas informacién acerca de que beneficio para el virus tiene deshacerse de

esta proteina.

La cuarta proteina identificada fue la cadena pesada de la miosina (proteina
numero XV) de entre 30 a 40 kDa en el gel pero que segun la literatura tiene un peso
cercano a 224 kDa (Carlsson et al., 2017), la cual esta relacionada con el movimiento
muscular, esta misma proteina durante su etapa de expresion genetica sufre
multiples procesos de splicing alternativo que da origen a 7 proteinas como variantes
(Feher, 2017), la literatura nos marca que cada uno de las variantes se expresa en
células especificas y que incluso algunas variantes de estas proteinas se encuentran
unicamente en tejidos especificos, sin embargo todas estas variantes se tienen la
caracteristica de unirse al a actina y gracias al motor de ATPasa que poseen pueden
regular los movimientos musculares por la degradacion de ATP, de estas variantes,

recientemente se encontré que la variante alfa de esta sub unidad, estaba
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relacionada con la muerte de células cardiacas durante etapas de estrés (Carlsson
et al., 2017), sin embargo no se ha encontrado que esta sub unidad sea expresada
por lo insectos ni mucho menos en el intestino medio de los mismos. Por lo que la
funcién de que se exprese dicha proteina en el intestino infectado a las 12 horas
queda sin respuesta, aunado a la observacion que el peso molecular no corresponde

con lo identificado.

La quinta proteina identificada fue la enoyl-CoA hidratasa, mitocondrial
identificada como el numero XVI para la cual se identifico por masas un posible peso
de 31 kDa y el gel arroj6é una de aproximadamente entre 25 a 30 kDa, asi mismo el
isoelectroenfoque la colocd en un pi de aproximadamente 8 y el analisis le da un pi
de 8.87. Dentro de la funcion primaria de esta proteina encontramos que participa en
la beta oxidacion de los acidos grasos en la mitocondria, sin embargo, esta proteina
tiene un importante papel en la formacién de carcinomas ya que se ha encontrado
que al momento de desarrollarse dicho fenomeno, el nivel de expresion del gen de
la Enoyl Coenzima A hidratasa sufre una reduccion, esos mismos estudios también
plantean que la Enoyl Coenzima A hidratasa interacciona con la proteina HBs, lo que
cause que este complejo afecte la localizacion del complejo ECHS1 teniendo como
consecuencia la apoptosis por perdida de permeabilidad de la mitocondria (Fratelli
et al., 2003; Xiao et al., 2013).

En este trabajo se encontré la proteina enoyl-CoA hidratasa mitocondrial en
forma abundante en el tejido infectado en el estudio protedmico, sin embargo, por su
funcién primaria debe estar presente en el tejido sano, que para confirmarlo es
necesario generar oligonucleétidos especificos para este gen y aislarlo, asi mismo
determinar su nivel de expresion relativa, con lo que podriamos corroborar que el
proceso de infeccion altera la cantidad de trascritos de este gen, lo que podria
explicar por qué lo detectamos como una proteina presente en el tejido infectado y
que aparentemente no esta en el tejido sano, esto nos indicaria que desde las 12
horas hay un dafio a la mitocondria que podria desencadenar desde las 12 horas
apoptosis en las células infectadas, lo que probablemente esta siendo inhibido por

la infeccidn viral pero aun no se ha descubierto dicho mecanismo molecular.
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La sexta proteina identificada fue la Peptidyl-Prolyl cis-trans-isomerasa (Pin-
1) la cual fue identificada con el numero XVII, esta proteina se le calculo un peso
molecular de 17 kDa, en el gel de 2D se encontré con un peso entre las 15-20kDa,
el punto isoeléctrico calculado fue de 8.44, en cuanto al observado queda entre el pi
de 8 -9. Esta proteina fue encontrada en el tejido infectado a las 12 horas y
aparentemente se encontraba ausente o en muy baja cantidad en el tejido sano,
dentro de las multiples funciones que tiene esta proteina, recientemente se ha
encontrado que una sobre expresion de esta en la linea celular HelLa esta
relacionada con un arresto del ciclo celular en la etapa G2 y es esencial para la

progresion del ciclo celular (Lu et al., 1996; Samanta et al., 2018).

Con lo descrito anteriormente podriamos deducir que la posible sobre
expresion esta proteina esta siendo controlada por el virus, pues esta bien
documentado que los procesos de infeccion viral desencadenan un arresto del ciclo
celular en la fase G2 (Saito et al., 2002), este arresto es crucial para el desarrollo
correcto de la infeccion vira y la expresion de los genes virales, en este trabajo se
encontré como una proteina que no era por lo menos visible en el tejido sano a las
12 horas, indicando un proceso de sobre expresion del mismo, lo que aun debe ser
invetigado, esta sobre expresion concuerda con lo reportado por Lu et al., 1996 y
Samanta et al., 2018, quienes detectaron que una sobre expresion de la peptidyl-
prolil cis-trans isomerasa se relaciona con el arresto del ciclo celular. En este punto
tenemos una prueba de un posible mecanismo celular que controla el arresto del

ciclo celular en el intestino medio a las 12 horas durante la infeccion por baculovirus.

La séptima proteina identificada con el numero Xlll, se determiné su identidad
como la aminopeptidasa del intestino medio, el peso calculado de esta proteina fue
de 114 kDa, y un pi de 5.19, en gel el peso molecular fue de mas de 50 kDa vy el pi
de entre 5-6, esta proteina tiene como funcién principal digerir alimento y como
funcién secundaria se ha determinado que es el sitio de reconocimiento de las
toxinas Cry, en la familia de los lepidopteros (Nakanishi et al., 2002; Ningshen et al.,
2013). Esta proteina fue encontrada como apagada por el proceso de infeccion a las

24 horas, lo que no queda claro es cual puede ser el beneficio de apagar esta
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proteina durante el proceso de infeccidn por baculovirus en el intestino medio en este

tiempo.

La octava proteina encontrada fue una proteina de choque térmico HSP 70
identificada con el numero XIX, con un peso molecular calculado de 7 kDa y uno que
ronda los 15 kDa en gel, el pi calculado es de 5.2 y en gel se encuentra entre 5-6,
esta proteina fue encontrada en el tejido sano a las 24 horas y ausente en el tejido
infectado. Este fendbmeno lo reconocemos como extrafio pues las proteinas de
choque termino normalmente son sobre expresadas por la infeccién viral en las
etapas tardias del proceso (Koczka et al. 2018, Salem et al. 2011, Huang et al. 2018,
Breitenbach et al. 2011, Bao et al. 2010), este proceso bien podria ser un error de
identificacion pues este tipo de proteinas es de importancia para el virus en etapas
tardias para sopesar el sistema UPR y el correcto plegamiento de las proteinas, mas
sin embargo encontramos por PCR y macro arreglos a las 24 horas que el gen de la
proteina HSP 90 se sobre expreso en el tejido infectado, lo que contrasta con lo

observado en esta proteina.

La novena proteina codificada como XX, encontrada correspondi6 a la sub
unidad A catalitica de la ATPasa de tipo V (protdn) la cual mostro un pi calculado de
5.23 y un peso de 6 kDa, en el gel de la figura 37 E se encontré alrededor de las 15
kDa y un pi entre 5-6, esta subunidad corresponde a la parte catalitica de la ATPasa
de tipo V (vacuolar) que esta relacionada con un control del trafico vesicular dentro
y fuera del citoplasma celular en las células eucariotas por una acidificacion de las
vacuolas (Marshansky & Futai, 2008), esta misma holoenzima esta relacionada en
Manduca sexta con un flujo de K+, que combinado con la estequiometria de K+/2H+
se encargan de mantener un pH elevado en el intestino de los insectos y un potencial
electrico en las células Golbet (Beyenbach & Wieczorek, 2006; Jefferies et al., 2008).
Otra funcion que se le asociado a esta proteina es ser un motor de entrada de las
vacuolas que usan ciertos virus y toxinas para entrar en las células (Marshansky and
Futai, 2008, Jefferies et al., 2008, Beyenbach and Wieczorek, 2006).

En este trabajo la proteina identificada como subunidad A catalitica fue

encontrada como apagada, pues solo se encontro en el tejido sano a las 24 horas,
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debido a sus funciones y como lo menciona Beyenbach y Wieczorek, este efecto
puede deberse a la falta de alimento, ya que ellos encontraron que al dejar de
alimentarce algunas porciones de la ATPasa de tipo V eran escendidas de las celulas
Globet, indicando algun tipo de control de estas celulas para mantener el potencial
basico en el intestino (Beyenbach y Wieczorek, 2006), sin embargo no podemos
precisar que las larvas infectadas dejen de alimentarse a las 24 horas, ya que aun a
los 3-4 dias después de la infeccion siguien alimentandose. Es posible que la funcién
de este gen este relacionada con el transporte dentro de las células o bien, sea un
indicativo del la perdida del potencial de membrana lo que aunado a lo descrtio en
los genes sobre expresados y proteinas apagadas a las 24 hpi, seria un fuerte
indicativo de las primeras etapas del inicio de la muerte celular programada ya que
podria provocar una disminucion del pH celular interno (Gottlieb et al., 1995), sin

embargo en este punto no es posible definir esto.

La décima proteina encontrada fue el enumerado como XXlI, que correspondio
a la proteina muscular especifica 20, dicha proteina tiene un peso molecular
calculado de 20 kDa y en gel mostrdé un peso similar, en cuanto al pi calculado es de
8.45, lo que concuerda con el observado que es en promedio de 8-9. Esta proteina
fue encontrada como apagada por el proceso de infeccidn a las 24 horas, pues solo
se encuentra en el tejido sano; el gen de dicha proteina fue encontrado a las 6 horas
por SSH y macroarreglos como apagado por el proceso de infeccion, sin embargo,
por PCR con los oligonucleétidos de este gen, tenia presencia en todas las
condiciones, por lo que es necesario determinar su nivel de expresién relativa por

PCR en tiempo real para conocer realmente su comportamiento.

La proteina anterior como ya se discutié no ha sido estudiada en ningun nivel
por lo que no existe informacion suficiente para discutirla, salvo el dominio que
comparten con las calponinas las cuales se cree tienen un papel procesos
regulatorios dentro de la célula, como el reconocimiento de actina, la polimerizacion
de esta y la asociacion con metaloproteasas lo que puede causar degradacion de
proteinas (Gimona et al., 2003, Rozenblum and Gimona, 2008) sin embargo la familia

de las calponinas es demasiado amplia y con funciones variadas lo que hace poco
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probable anotar una posible fucnion de esta proteina sin un correcto conocimiento

de la misma.

Por ultimo, la proteina con el identificador XXIl que se encontraba en el tejido
infectado a las 24 horas, fue identificada como la 14-3-3 proteina épsilon, dicha
proteina tiene un peso calculado de 29 kDa, mostrando un peso en gel de entre 30-
40 kDa, el pi calculado es de 7.6 mientras que el pi observado se encuentra entre 7-
8. Estas familias de proteinas 14-3-3 se encuentra ampliamente distribuida en los
eucariotas y procariotas contando con multiples isoformas (B, y, €, n, o, T, and ()
controlando procesos celulares variados (Pennington et al., 2018), en cuanto a la sub
unidad épsilon que fue la que detectamos en este tiempo post infeccidn,
encontramos que esta reportada como una inhibidora en su porcion C-terminal, de
la kinasa C (Jones et al., 1995), esta accion inhibitoria de la 14-3-3 proteina épsilon
también ha sido encontrada en células cancerosas donde una inhibicion de esta

proteina tiene como consecuencia la apoptosis celular (Liou et al., 2007).

Con la informacion encontrada anteriormente podemos afirmar que la
expresion de 14-3-3 proteina épsilon a las 24 horas podria estar relacionada con un
intento de la infeccion viral de inhibir el proceso apoptético descrito anterior mente
con los genes sobre expresados a las 24 horas, como el gen de la fosfoproteina y la
proteina ribosomal L19 quienes podrian estar activando la apoptosis en etapas
tardias del proceso infectivo por una regulacién de la caspasa 9 por la fosfoproteina

y del sistema UPR por L19.

Aminopeptidasa

En este mismo trabajo en la parte de protedmica a las 24 horas, se detectd
una proteina apagada por la infeccion, figura 37 spot XVIII de la seccion de
“identificacion de proteinas diferenciales”. Esta proteina al ser identificada por
masas/masas en el IPICyT presentd un péptido con similitud a la aminopeptidasa del
tipo N de la clase 3 (APN3 por sus siglas en inglés) con un EmPAI cercano a cero
de 0.03. Estas aminopeptidasas se encuentran ampliamente distribuidas en los

organismos, las del tipo N se encuentran a su vez localizadas en las células del
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intestino medio de los lepidopteros (Crava et al., 2010) cumpliendo la funcién

principal de ayudar a degradar alimentos en el intestino medio de los insectos.

Una de las funciones secundarias de las APN esta estrechamente relacionado
con el mecanismo de accion de las toxinas Cry, pues entre las proteinas que sirven
de anclaje para las toxinas de Bacillus thuringiensis son de gran relevancia las APN
(Da Silva et al., 2018). Estas proteinas estan divididas entre 7 clases (Crava et al.,
2010) o 9 clases diferentes (7 ya comprobadas y dos posibles nuevas clases)
(Angelucci et al., 2008). Sin embargo, los porcentajes de identidad entre los
miembros de una misma clase varian en grandes proporciones desde un 56% para
los miembros de la clase 5, como la identidad mas baja, hasta 67% como rango mas
alto de la clase 4. Aunado a lo anterior si se comparan los % de identidad entre las
diferentes clases de APN se observa que este no sobre pasa el 38% como maximo
entre todas las clases, ese valor se encuentra entre APN1 y APN3 (Pigott & Ellar,
2007) quienes estan reportadas en la literatura como las que mas similitud guardan
entre si (Hughes, 2014).

Esta reportado que un mismo organismo puede expresar hasta 7 clases
diferentes de APN como es el caso de Ostrinia nubilalis (Hubner) (Angelucci et al.,
2008) y es muy posible que estas varien entre los 900 y mas de 1,000 aminoacidos.
En cuestidon del peso Angelucci y colaboradores en el 2008, no hace referencia al
posible peso molecular de éstas, pero si a que puede oscilar entre los 90 a 140 kDa
segun lo reportado por Pigott y Ellar en el 2007 o bien podria darse el caso como lo
reportado por Da Silva y colaboradores en el 2018 quienes suguieren que es posible
que algunas APN sean de menor peso molecular alrededor de los 50 kDa debido a
posbiles degradaciones y a la gran abundancia de las APN en el instetino de los
insectos. Estos mismos autores mencionan que las posibles APN involucradas en el
reconocimiento de las toxinas Cry podrian ser APN1, APN2, APN3 y APN4 (Da Silva
et al.,, 2018).

En este trabajo gracias al analisis previo de la expresion diferencial de
proteinas en el instestino medio de larvas de S. frugiperda, sometidas al efecto de la

infeccion primaria por parte del baculovirus SfTNPV-Ar, se encontré a las 24 horas en
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el tejido infectado por el baculovirus SFNPV-Ar por masas/masas, un fragmento de
una proteina de aproximadamente 50 kDa que habia sido apagada por el proceso
de infeccidén. La identidad de dicho fragmento de la proteina correspondio a la

aminopeptidasa de clase 3 (APN3) de Spodoptera exigua.

Al descargar las secuencias de las aminopeptidasas reportadas por Carava et
al., 2010, se porcedio a realizar la busqueda del marco de lectura abierto iniciando
en el ATG y terminando en alguno de los tres posibles codones de paro, para lo cual
se uso el programa UGEN UNIPRO, una vez determinados los marcos de lectura se
procedio a realizar el alineamiento multiple con el programa MEGA-X, al realizar el
alineamiento visualizamos que la identidad entre las secuencias era cercano al 38%,
lo que concuerda con lo reportado por Pigott y Ellar, 2007, resultando la zona central
la region mas conservada, en cambio hacia los extremos se observé el porcentaje

de identidad es casi nulo.

Debido a esto se busco la zona coscervada reportada por Crava et al., 2010
quien refiere dos posibles secuencias repetidas en los motivos de las proteinas los
cuales fueron: AFPCYDEP y AGAMENWG. Dichas secuencias fueron traducidas a
sus multiples posibilidades resultando la secuencias
GCGTTCCCTTGCTACGATGAACCT y GCTGGTGCTATGGAAAACTGGGGC las
que correspondian a estas secuencias respectivamente, segun UGEN. Una vez
deteminado lo anterior se procedid a realizar una busqueda en la base de datos de
BIPAA donde un gen de aproximandamente 3201 pb presentaba las dos posbiles
regiones (>GSSPFG00025752001.1-RA gene=GSSPFG00025752001). Al alinear
esta secuencia con las reportadas por Crava et al., 2010 las secuencias mostraban
baja similitud lo que corresponde con lo dicho por Pigott y Ellar, 2007. Debido a eso
se utiliz6 como molde la secuencia reportada en BIPAA para disefiar dos juegos de
oligonucledtidos los cuales se observan en la tabla 29. El primer par (APN D y R) se
disend con el objetivo de extraer el gen completo. Al realizar PCR con la enzima de
alta fidelidad SuperFi invitrogen con los oligos en el ADN de S. frugiperda no se
observé amplificacidon. Al tratar de realizar el mismo procedimiento en el cDNA de las

diferentes condiciones nuevamente no se observé amplificacion (figura 38).
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Tabla 29.- Oligonucleétidos para la APN completa e interna.

Oligonucledtido Tm
Gen Directo/reverso Amplificacién| °C | %GC
APN
D ATGTCGACTTATCTTCTGGCT 3201 pb |53.3|42.9
R TTACAATAAAATTACATACCTGTAGGTT 51 | 25
Apn
interno
D CCTTGCTACGATGAACCTGGC 410 pb 58.3|57.5
R CAGTTTTCCATAGCACCAGCG 56.5|52.4

Figura 38.- PCR Con los oligonucleétidos de la aminopeptidasa completa. carril 1 PCR con
el ADN de S. frugiperda, carril 2 PCR con el cDNA de las 6 hsi, carril 3 PCR con el cDNA de las 6
hpi, carril 4 PCR con el cDNA de las 12 hsi, carril 5 PCR con el cDNA de las 12 hpi, carril 6 PCR con
el cDNA de las 24 hsi y carril 7 PCR con el cDNA de las 24 hpi.

Debido la falta de amplificacién con los oligonucleétidos APN D y R, se decidio
disefiar un nuevo par de oligonucleétidos enfocados en las zonas conservadas
dictadas por Crava et al., 2010 haciendo una transcripcion inversa de estos sitios
conservados. Para lo cual se partié de la secuencia de aminoacidos AFPCYDEP
como directa al encontrarse en el extremo N-terminal y se tomd en consideracion la
secuencia AGAMENWG como reverso al encontrarse en el extremo C-terminal. En
base a dichas secuencias predijo la secuencia de nucleotidos con ayuda del
programa Ugen quedando: GCGTTCCCTTGCTACGATGAACCT para el fragmento
de aminoacidos AFPCYDEP y la secuencia de nucletoidos
GCTGGTGCTATGGAAAACTGGGGC para el fragmento de aminoacidos

AGAMENWG. Las secuencias de nucleotidos predichas fueron la base para
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desarollar los oligonucleotidos Apn interno D y R, mencionados en la tabla 29, con
los cuales se amplficé una region de aproximadamente 410 pb (figura 39 carril 1)
donde se observo un amplicon de aproximadamente 1,000 pb correpondiente al la
region interna del APN del ADN de S. furiéperda. En el carril 2 de la figura 39 se
observo el PCR con los mismo cebadores pero al cDNA de las 24 hsi observandoce
un amplicon menor al del amplicon anterior, siendo este de aproximadamente 500
pb, ambos con la polimersa recombinante (invitrogen Taq DNA Polymerase,
recombinant). Lo anterior a una temperatura de alineamiento de 60°C cercana a la
temperatura optima para los cebadores disenados segun la tabla 29. En la figura 39
para todos los carriles se utilizé la polimerasa de alta fidelidad SuperFi Il (Invitrogen
Platinum™ SuperFi Il DNA Polymerase) y los oligonucleétidos APN int D y R a una
temperatura de alineamiento de 65°C; en el carril 3 se observo la amplificaciéon del
fragmento interno para el cDNA de las 6 hsi de aproximadamente 300 pb y uno
superior de aproximadamente 500 pb, este fenomeno fue observado en los carriles
5,6y 7, que correspondieron al cDNA de las 12 hsi, 12 hpi y 24 hsi, sin embargo, en
el carril 4 y 8 correspondientes al cDNA de las 6 hpi asi como las 24 hpi

respectivamente, no se observé dicho fendmeno.

1KB
plus

M 1 2

3000pb

1000 pb

1000 pb

Figura 39.- PCR con los oligonucletddtios de la APN interna, carril 1 al DNA de S.
frugiperda, carril 2 al cDNA de las 24 hsi, carril 3 al cDNA de las 6 hsi, carril 4 al cDNA de las 6 hpi,
carril 5 al cDNA de las 12 hsi, carril 6 al cDNA de las 12 hpi, carril 7 al cDNA de las 24 hsi, carril 8 al

cDNA de las 24 hpi.
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El fragmento de aproximadamente 500pb observado en la figura 39 en los
carriles 3, 5, 6 y 7 corespondientes a las 6 hsi, 12 hsi, 12 hpiy 24 hpi, sobresale pues
como mencionan Pigott y Ellar en el 2007 y Da silva et al en el 2010, los lepidopteros
son capaces de expresar multiples isoformas de APN, las cuales pueden afertar la
unién o no de la toxina Cry. Por ese motico se purificaron estos dos fragmentos de
APN denominandolos APN Superior e Inferior en funcién a su peso molecular de 500
y 300 pb aproximadamente, los resultados se observaron en la figura 39, donde en
el carril 1 se observé la APN superior de aproximadamente 500 pb y en el carril 2 se
observo la APN inferior de aproximadamente 300 pb. Estos fragmentos purificados
se digirieron con la enzima ANZA 19 (Blgll invitrogen), liberando un fragmento de
aproximadamente 300 pb (figura 40 carril 3) similiar al observado en el carril 4 que
corresponde a la APN inferior, la cual no fue digerida por Bglll. El paso posterior fue
la secuenciacién de los fragmentos completos para determinar su identidad usando
los oligonucledtidos APN int D y R mencionados en la tabla 29, las muestras

purificadas se enviaron para este proposito a Corea, a la empresa MacroGen.

1KB 1KB
plus plus

M 1 2 M 3 4

500 pb c00p

300pb
300pb)

Figura 40.- PCR purificado de las APN superiores (carril 1) y APN inferior (carril 2), digestion
de APN superior con Bglll carril 3 y digestion con Gblll de APN inferior.

Una vez que se obtuvieron las secuencias tanto directas como reversas de la
APN superior (500 pb) y APN inferior (300 pb) estas fueron ensambladas usando el
programa SeqMan, una vez ensambladas las secuencias concensose alienaron con

ayuda del programa MEGA-X usando el algoritmo MUSCLE, donde se determiné
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que el porcentaje de similitud entre la APN superior e inferior fue de
aproximadamente 99%. Por lo cual realizamos un nuevo alineamiento de esas dos
secuencias, pero ahora con el programa SnapGen, lo que determiné un porentaje de
similitud entre las dos secuencias de APN del 99%. en la figura 41 se puede obsrvar
el ultimo alineamiento en el programa SnapGen, donde se observé que los extremos
de la secuencia del APN superior son diferentes a APN inferior, al realizar la
busqueda interna de la secuencia de corte de Bglll, esta no se contré en la secuencia
amplificada de APN superior. Se esperaba encontrar esta secuencia de corte, en la
parte interna, de igual manerase esperaba encontrara un fragmento interno como
producto de las modificaciones post-transcripcionales extra en APN superior. Sin
embargo, no fue asi, indicando que tanto el sitio probable de corte de Bgllll como el
resto de la secuencia que no esta presente en APN inferior, se encuentra en los

extremos tanto 5’como el 3" de la APN superior.

#» Aligned.dnain

File Edit View Enzymes Festures Prim Actio Tool: Vinds Help
» -
e e
Open  Save  Print Undo
Aigned using  global alignment (Needieman-Wunsch) ¥ Aignments ¥
APN superior 1 AA GATATAATATTGGTTAGAGACGATTCCCTTAT 70
APN inferior 1 GATATAATATTGGTTAGAGACGATTCACTTAT 32
APN superior 71 TTCATTATCAAACATBCCCATAGABGCAACTGTACCATCTACCTTATATCCCCAGAAAAAAGAGGACATA 140
APN inferior 33 TTCATTATCAAACATGCCCATAGAGGCAACTGTACCATCTACCTTATATCCCCAGAAAAAAGAGGACATA 102
APN superior 141 TACTACACTACGCCTATTATGTCCACATACTTACTGOCTTTCATAGTAGCOOATTACAAACGOATCOAGT 210
APN inferior 103 TACTACACTACGCCTATTATGTCCACATACTTACTGGCTTTCATAGTAGCGGATTACAAACGGATCBAGT 172
APN superior 211 CCAGAACAAATOTGAATAGACCATTCCATATCTATGCTCOAGGTAACGTTGOAGATACAGGCAAATATTC 200
APN inferior 173 CCGGAACAAATGTGAATAGACCATTCCATATCTATGCTCGAGGTAACGTTGGAGATACAGGCAAATATTC 242
APN superior 281 TTTGGAGGTCGOTGAAAAACTTTTGACGTTACTOGAATCOTATACTCAATACGATTACTACACAAT 0
APN inferior 243 TTTGGAGGTCGGTGAAAAACTTTTGACGTTAATGGAATCGTATACTCAATACGATTACTACACAAT 308
APN superior s1 13
APN inferior 308 308
—
Aigned Sequences ™ Editing Pairwise Algnments. -

Figura 41.- Alineamiento de APN Superior y APN inferior en el programa SnapGen

Sin embargo, aun y con estos resultados, al tener la secuencia consenso de
una zona conservada de la APN, se observé que tanto el fragmento superior como
el inferior, poseian un 99% de similitud, y por ello se decidi6 disefar los

oligonucledtidos para PCR en tiempo real, cuya secuencia se puede observar en la
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tabla 29, junto con sus propiedades, estos oligonucledtidos podrian dilucidad el nivel

de expresiéon de este gen en los intestinos infectados.

De igual manera las secuencias obtenidas de los fragmentos internos
ayudaria junto con el uso de la técnica de RACE (Rapid Amplification of cDNA ends)
y nuevos oligonucledtidos sintetizados a partir de estas secuencias, a obtener la

secuencia completa del gen, lo que permitiria clasificar a la APN de S. frugiperda.

A titulo personal, el estudio del efecto de la infeccion de los baculovirus
sombre la expresién de las APN, podria ayudar a dilucidar un efecto caracteristico
observado al usar combinacion del entomopatégeno mas usado a nivel de campo
(Bacillus thuringiensis) y baculovirus, los cuales normalmente tienen como efecto
una disminucion en la mortalidad a medida que se aumenta la concentracién de los
baculovirus en las formulaciones. Sin embargo, este efecto a nivel molecular es aun

inexplorado, hasta la realizacion de este escrito.

Tabla 29.- Oligonucleétidos para realizar gPCR para APN.

AG Tm AG AG
Oligonucledtido Amplificacién | Tm hairping | hairping | homodimero | heterodimero
Gen Directo/reverso pb °C %GC | Kcal/mol °C Kcal/mol Kcal/mol
APN
gPCR
D GATCGAGTCCAGAACAAATGTG 95 PB 61.2| 455 -0.18 26.47 -6.79 -5.19
R TTTCACCGACCTCCAAAGAAT 62 42.9 0.27 20.3 -3.87

Como resultado de la identificacién de los genes y proteinas diferenciales a
las 6, 12 y 24 hpi, en las células columnares de S. frugiperda infectadas con SfNPV-
Ar; fue posible concluir que la infeccidn afectd procesos celulares vitales tanto para
el desarrollo celular como procesos necesarios que permitieron la replicacion del
virus, lo cual ayudd a controlar los procesos de defensa celulares y activar los
mecanismos de muerte celular en las etapas tardias de la infeccion, teniendo como
consecuencia el control eficiente del organismo infectado con el baculovirus,
corroborando con estas observaciones la hipotesis planteada originalmente. Dichas
interacciones fueron registradas en la figura 42, donde se observd a las 6 hpi
afectaciones en el estrés oxidativo, plegamiento de proteinas, apagado de rutas
apoptéticas, arresto del ciclo celular, el trafico de lipidos e inicio del rearreglo del
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citoesqueleto. El esteres oxidativo, el apagado de rutas apoptoticas, el arresto del
ciclo celular y el rearreglo del citoesqueleto se mantienen reguladas hasta las 12 hpi,
donde también se da una interferencia en la maduracion del RNA. Por ultimo, el
rearreglo del citoesqueleto, el arresto del ciclo celular y el incremento del
metabolismo fueron apagados a las 24 hpi junto con el procesamiento de nutrientes,
mientas que, en ese mismo tiempo, la principal ruta activada fueron rutas

apoptéticas, las cuales interesantemente habian sido apagadas entre las 6 y 12 hpi.

Procesos afectados
por la infeccion de SfNPV-Ar en las células columnares
del intestino medio de S. frugiperda

6 hpi l l 12 hpi ' ' 24 hpi

1.- Regulacién del

1.- Estrés oxidativo <}—>1.- Estrés oxidativo Metabolismo ]
2.- Plegamiento de 2.- Maduracién del 2.- Regulacion del Ciclo
mut las protefnas RNA 5l
Apagadas s . 3.- Regulacion del
3.- Regulacién de la 4.- Regulacién de la ,
. ; citoesqueleto
apoptosis <]_]_|>apopt0515 4.- Procesamiento de
nutrientes
1.- Regulacion del 1.- Regulacion del
citoesquelto citoesqueleto
2.-Regulacion del 2.- Regulacion del 1.- Regulacién de la
metabolismo ciclo celular f apoptasis
3.- Regulacion del 3.- Regulacién de la
ciclo celular apoptosis

Figura 42.- Diagrama de interacciones de las rutas celulares afectadas por la infeccion de
STNPV-Ar en las células de S. frugiperda.
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Conclusiones

Se establecio una colonia de S. frugiperda en el laboratorio de Biotecnologia
Alimentaria y Vegetal de la Universidad de Guanajuato. La cual se usd para
determinar a la dosis de 6x10° co/larva como la mas apta para realizar la infeccion

de larvas de tercer instar de S. frugiperda.

Dentro de los genes y proteinas apagadas a través del proceso de infeccion,
se encontraron a las 6 hpi genes relacionados con el estrés oxidativo, el plegamiento
de las proteinas y la regulacion de la apoptosis; a las 12 hpi se detectaron genes y
proteinas relacionados al estrés oxidativo, genes relacionados con modificaciones
del cito esqueleto, maduracion del RNA; y proteinas relacionadas con la apoptosis.
Para las 24 horas se detectaron genes relacionados al metabolismo, el ciclo celular
y el citoesqueleto, mientras que las proteinas en este tiempo se relacionaron con la
degradacion del alimento, mantenimiento del pH basico en el intestino y el

citoesqueleto.

Dentro de los genes y proteinas encendidos por la infeccion, se detectaron a
las 6 hpi genes relacionados con el citoesqueleto, el metabolismo y el ciclo celular;
alas 12 hpi, se detectd una continuidad en la regulacion del citoesqueleto y el arresto
del ciclo celular, en este mismo tiempo se detectaron los primeros genes y proteinas
relacionados a una activacion del proceso apoptoético; finalmente a las 24 hpi se
detectaron tanto genes como proteinas relacionados con la apoptosis, siendo estos

ultimos los principales detectados en este tiempo.

Con los intestinos infectados de larvas de S. frugiperda usando métodos
transcriptomico y protedbmicos, se determind con bases moleculares los efectos que
de la infeccion del baculovirus SFNPV-Ar sobre las células columnares. Estos efectos

fueron:

La activacion de un sistema de defensa celular ante la infeccién basado en el
aumento de la produccién de las especies reactivas de oxigeno a las 6 hpi, con el
apagado del gen Prx-1. Que se vio acompafiado de un sistema de defensa ante la
produccion de especies reactivas de oxigeno con el apagado del gen Pdi. Con lo que
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el virus podria modular el efecto antiviral del peréxido y de esta manera poder

continuar con la infeccion.

La modificacion de la arquitectura celular influenciada por el virus entre las 6
y 12 horas con la sobre expresion del gen de la subunidad 2 de ARP 2/3 y la proteina
de la cadena pesada de la miosina. Este arreglo es vital para una correcta formacion
de las NC, lo que se da a las 12 h. Las observaciones registradas en el presente
indican que desde las 6 horas se da el secuestro de la maquinaria necesaria para

modificar el citoesqueleto.

El aumento en la movilizacion de lipidos en el citosol a las 6 horas con la sobre
expresion de los genes FABP y ACBP, con la finalidad de aumentar el metabolismo
celular o hacer frente a la oxidacion lipidica causada por el acumulamiento de

especies reactivas de oxigeno descrita anteriormente.

El arresto del ciclo celular con la sobre expresion del gen ribosomal L11 a las
6 hpiy de la proteina Pin-1 a las 12 hpi. El cual es vital para poder expresar los genes
virales, replicar el ADN viral y formacion de las nucleocapsides, lo observado en este
trabajo sugirié que este fendmeno se activa desde las 6 horas y continua hasta las
12 hpi.

La activacion de rutas relacionadas al proceso apoptético a las 24 h, con la
sobre expresion de los genes ribosomales 60s L19 y la fosfoproteina nuclear 32 rica
en leucina, quienes pueden desencadenar la muerte celular programada. En este
mismo tiempo se detectd un apagado de los genes relacionados con el metabolismo,
el arreglo del citoesqueleto y arresto del ciclo celular, que se venian sobre

expresando anteriormente.

Durante el desarrollo de la infeccion por métodos moleculares se detectaron
genes y proteinas relacionadas con procesos fisicos que corresponden con la
infeccion viral, sorprendentemente a las 24 h, detectamos la sobre expresiéon de
genes pro apoptéticos al igual que el apagado de los genes sobre expresados en las
etapas iniciales de la infeccion; lo que podria sugerir el mecanismo por el cual las

células del intestino medio se recuperan de la infeccion.
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