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INTRODUCCION

Los baculovirus son una alternativa al uso de insecticidas quimicos en el control
de insectos plaga. Estos virus se han aislado sélo de lepiddpteros, himendpteros y
dipteros, y muestran una alta especificidad sobre su hospedero en comparacién con otros
microorganismos entomopatdgenos. Ejemplos de uso de estos virus se ha reportado desde
el siglo X1X para el control de plagas agricolas y forestales. La infeccion por baculovirus
frecuentemente causa la muerte de su hospedero y en muchas veces origina epizootias
naturales en sus poblaciones. Por otro lado, la principal limitante es el modo de accion
lento en comparacion con los insecticidas quimicos. Para aumentar la virulencia de las
cepas silvestres de baculovirus se ha recurrido a la manipulacion genética que consiste en
la insercidon genes heter6logos al genoma viral y la interrupcion o delacion de genes
virales importantes para el virus. Los genes heterdlogos probados son neurotoxinas,
proteinas de regulacion fisioldgica, enzimas de degradacién celular y recientemente la
expresion de RNAs de interferencia (iRNAs) con fines de modulacion post-traduccional;
todas dirigidas hacia el insecto huésped. Por otro entre los genes virales interrumpidos o
deletados se encuentran los considerados accesorios como son los reguladores
hormonales como EGT vy los reguladores del ciclo celular como las familias de proteinas
IAP y P35. Dichas modificaciones se han visto reflejadas en la rapidez para matar al
insecto plaga en comparacion con su homologo silvestre, pero también se reduce el dafio
ocasionado a la planta por los insectos plaga
Hasta el momento, los baculovirus recombinantes obtenidos s6lo pertenecen al género
Alfabaculovirus y principalmente a su especie tipo ACNPV. Esto se debe a que tienen
como prerrequisito contar con una linea de células de insecto permisible a la replicacién
y co-transfeccion viral in vitro, situacion que limita a la mayoria de la especies de esta
familia de virus. Sin embargo, trabajos previos de nuestro laboratorio han demostrado

que es posible obtener tanto Alfabaculovirus como Betabaculovirus recombinantes por la



técnica de biobalistica. Este hecho abri6 la posibilidad aumentar la virulencia de cualquier
tipo de baculovirus silvestre sobre su hospedero natural.

El granulovirus de Trichoplusia ni (TnGV) es un virus perteneciente al género
Betabaculovirus, especifico del lepidoptero noctuido T. ni, que es una plaga polifaga de
gran relevancia mundial, de ahi la importancia para ser utilizado como agente de control
bioldgico. A pesar de su potencial selectivo para infectar a su hospedero, el TnGV no es
utilizado con este fin, ya que tiene un modo de accién extremadamente lento, aunado su
baja estabilidad en el medio ambiente, el reducido espectro de hospederos y altos costos
de produccion en comparacion con los insecticidas convencionales. Pero la capacidad
inherente de los baculovirus para producir proteinas heterélogas en gran cantidad, como
podrian ser las toxinas, la hacen atractiva para usarla como organismos de control
bioldgico dirigida al aumento de la virulencia. Por otro lado, la existencia de herramientas
como la microdiseccion por laser, contribuyen a la purificacién de granulovirus
recombinantes a partir de la recuperacion de adipocitos que expresen marcadores como

la proteina GFP.

ANTECEDENTES

De acuerdo a los datos recabados por el Servicio de Informacion Agroalimentaria
y Pesquera en el 2015, el brdcoli y el repollo son los principales productos horticolas
exportados a América del Norte y Europa desde México. Entre los principales estados de
pais que las producen se encuentran Guanajuato seguido por Michoacan y Puebla (1).
Pero estos productos pierden su valor por presencia de plagas en los materiales de
exportacion. Aunque se sebe que estas plagas no afectan su rendimiento, si se considera
importante por el dafio cosmético ocasionado al contaminar con excretas u organismos
en las partes comestibles, produciendo frecuentemente pérdidas econoémicas por rechazo
del producto por presentar mala calidad (2).

El gusano falso medidor de la col, Trichoplusia ni, es una plaga polifaga que puede
atacar a 60 especies de plantas de interés agricola, y es una de las principales especies que
de forma recurrente se encuentran en cultivos de cruciferas, aunque también otros
organismos son encontrados en productos destinados exportacién. Esta plaga pertenece a
la clase Insecta, orden Lepiddptera, familia Noctuidae y género Trichoplusia. Tiene un
ciclo biologico de 35 dias, con metamorfosis completa que consiste en huevo, 5 estadios
larvales, pupa e imago (adulto). La hembra ovipocita hasta 300 huevecillos en el envés

de las hojas y es capaz de producir hasta 5 generaciones al afio en el Bajio mexicano,



debido a niveles de temperatura y humedad éptimas, situacion que hace dificil su control
como plaga.

En general, para el control de insectos plaga se han utilizado insecticidas sintéticos
de forma indiscriminada que, aunque tienen un efecto rapido de accion, disminuyen
significativamente la fauna benéfica que rodea a este agroecosistema, causando dafos
irreversibles y generando organismos mas resistentes, sin dejar de lado los residuos
quimicos nocivo al ser consumidos por el hombre. Por esta razén se buscan nuevas
estrategias identificando enemigos naturales para el control de insectos plaga, donde se
incluyen a los que se les denomina “Bioinsecticidas”. Dentro de éstos se encuentran
microorganismos como nematodos, bacterias, hongos protozoarios y virus (3).

Respecto a este Ultimo grupo, hasta el momento el Comité Internacional para la
Taxonomia de virus (ICVT) ha descrito 13 familias diferentes de virus con capacidad de
infectar a la clase Insecta entre las que se incluye muy distintivamente a la familia
Baculoviridae. Esta familia ha sido ampliamente estudiada y documentada desde el siglo
XIX por su capacidad para controlar plagas agricolas y forestales, asi como también por
el uso como herramienta de sintesis y expresion de proteinas heterélogas en las areas area
farmacéutica y de investigacion (4).

Los baculovirus se caracterizan por tener cuerpos de oclusién (COs) de forma
poliédrica (nucleopoliedrovirus o NPV) o granular (granulovirus o GV) que protegen de
las condiciones ambientales a las unidades infectivas que son los viriones, con la matriz
de los COs formada primordialmente por poliedrina o granulina y con tamafio que varia
en longitud de 12 a 5 pum en los NPVs o de 0.5a 0.2 pm en los GVs. Los COs ocluyen a
muchos viriones denominados derivados de oclusion (ODV) para el caso de los NPVs, y
s6lo un ODV para los GVs. Su funcion es servir de medio de proteccion y transporte hasta
la ingestion por el hospedero. Los ODVs a su vez pueden contener una o varias
nucleocapsides en forma de bastén (de donde proviene el nombre de la familia) y
contienen el material hereditario: el DNA. La estructura de la nucleocapside es de
naturaleza lipoproteica, que en todos los baculovirus es la misma y su funcion es la de
transportar la informacion genética del virus en una forma altamente compactada, hasta
el nacleo la célula huésped. EI DNA es circular de doble cadena que varia en longitud de
80 a 180 kb y que puede codificar de 100 a 200 proteinas (5).

Los baculovirus tienen cierta plasticidad genética tanto para la adquisicion como
para la pérdida de fragmentos de DNA, lo que se ve reflejado en su evolucion. Los genes

unicos asi como genes en ciertos linajes, y la relacion co-evolutiva con su organismo



huésped han ayudado a dividirlas en cuatro géneros: los Alfabaculovirus y
Betabaculovirus con forma poliédrica y granular, respectivamente, y que parasitan solo a
lepidopteros; los Gammabaculovirus y Deltabaculovirus, ambos de forma poliédrica y
que parasitan a himenopteros y dipteros, respectivamente (6).

El ICTV solo ha registrado 46 aislados que pertenecen al género Betabaculovirus
(granulovirus), a pesar de que los reportes de estos patdgenos es mucho mayor. Hasta el
momento sélo se ha secuenciado el genoma completo de 13 de los cuales 6 son
granulovirus que atacan a larvas de la familia Noctuidae, y entre ellos se encuentra TnGV
(7). Este virus tiene un cuerpo de oclusion que mide aproximadamente 0.5 um de largo
por 0.2 pum de ancho. El genoma fue recientemente descrito, conteniendo un total de
175,360 pb, el cual codifica para 178 marcos de lectura abierto, y estd muy emparentado
con los granulovirus de Xestia c-nigrum, Helicoverpa armigera y Pseudaletia unipuncta.
Con este ultimo presenta una alta colinearidad genética y un porcentaje de similitud del
98.5% (Bivian-Hernandez et al, 2016).

RESULTADOS DEL PROYECTO

Desde el primer afio de trabajo del proyecto se lograron obtener un poco mas de
los resultados esperados. En resumen, se obtuvieron las tres construcciones que
contienen dos genes gque expresan dos tipos de toxinas, estas construcciones se usaron
para co-transfectar con los genomas de AcNPV y ThnGV, se bombardearon las larvas de
T. ni y se detectaron los virus recombinantes de las construcciones respectivas. Las
toxinas que se seleccionaron para realizar las construcciones fueron la toxina Cyt1Aa de
Bacillus thuringiensis serovar. israelensis y el veneno Cn10 del alacran Centruroides
noxius. Sus correspondientes genes fueron clonados en el vector pAcUW31, tanto
individualmente como en conjunto, utilizando en las tres construcciones el gen de la
proteina verde fluorescente (GFP) como reportero. La co-transfeccién con los genomas
del nucleopoliedrovirus AcNPV y del granulovirus TnGV se logr6 por bombardeo de
larvas de T. ni y se detectaron por microscopia de fluorescencia los cuerpos de inclusion

correspondientes. A continuacion se detallan los resultados.

Replicacion de los virus
Las cepas AcNPV L1 de nucleopoliedrosis y TnGV de granulovirus, ésta

registrada en el cepario del laboratorio de Bioinsecticidas como LBIV-12 fueron



proporcionadas por B. A. Federici (Universidad de California, Riverside). Para obtener
suficiente muestra de trabajo, ambas fueron replicadas, utilizando una concentracion de
10° COs/pl para la infeccion inicial per os en larvas de T. ni de tercer instar. Las larvas
infectadas se colectaron de 8 a 10 dias post-inoculacién para la recuperacion de COs.
Para su extraccion y purificacion, 30 larvas infectadas se colectaron y molieron en
mortero. La suspension se filtro en doble tela de organza y se centrifugo en tubos de 35
ml a baja velocidad para retirar excesos. La pastilla resultante se resuspendié en agua
desionizada repitiendo las mismas condiciones de centrifugado hasta tener una pastilla
blanca. Finalmente esta pastilla resuspendi6 y se fracciond en volimenes pequefios para

luego almacenarse a -20°C hasta su uso.

Purificacion de virus

La purificacion de granulos y poliedros (COs) se realizo por gradientes
continuos de sacarosa de 60 al 36% en tubos de polialémero de 35 ml con ayuda del
formador de gradientes GA 3060 BRL (Bethesda Research Laboratories). El gradiente
se centrifugo a 24,000 rpm por 1 hora en una ultracentrifuga Beckman XL-90,
utilizando el rotor de columpio SW-28. Posteriormente se colectd la banda
correspondiente a los COs en tubos de polipropileno. Se adicion6 agua destilada hasta
35 ml para resuspender y eliminar el exceso de sacarosa por centrifugacion a 15,000
rpm por 10 min a 4°C en la centrifuga Biofuga-Stratos. Este paso se repitio dos veces y
finalmente los COs purificados fueron resuspendidos en agua desionizada estéril y se

almacenados a 4°C.

Obtencidn y purificacion de DNA viral

El DNA gendmico de los virus, a los cuales se les integrarian las construcciones
con los genes de las toxinas, se obtuvieron a partir de los viriones de cada cepa silvestre.
Primeramente, para disolver los cuerpos de oclusion previamente purificados, se inici6
con la resuspencion de 2 ml de COs puros en 1 volumen de solucién de alcalina, con
agitacion suave por 1 hora a 28°C. Al final se le agreg6 TE para detener la reaccion. Ya
gue no se necesitaban viriones puros, a la solucion obtenida se le agregd 1 vol de
proteinasa K para disolver las capsides de los viriones y liberar el DNA. EI DNA fue
purificado por lavados con fenol-cloroformo. Se utilizd RNasa para eliminar RNA y el
DNA se precipitd con ayuda de isopropanol y 0.1 vol de acetato de sodio (3M, pH 5.2).

La pastilla resultante se resuspendi6 en TE, se cuantificd y se almacen¢ a -20°C hasta su



uso. Las condiciones y pureza de DNA viral fue verificad por electroforesis en geles de
agarosa al 1%. La concentracién se determind en un Nanodrop 2000c
(Thermoscientific).

Construccion Cn10-GFP

La primera construccion incluye al gen que expresa la toxina Cn-10y el gen
reportero de la GFP. Esta construccion utilizé como base otra que nuestro laboratorio ya
habia desarrollado en afos previos, la cual incluye el vector pAcCUW31, que integra
genes heterdlogos en el genoma del nucleopoliedrovirus AcCNPV por recombinacion
homdloga, y el gen de la toxina Cn10, éste bajo el control del promotor de la poliedrina.
La construccion Cn10-GFP se logré obtener con la integracién del gen de la GFP bajo
el control del promotor de la p10 (Fig. 1). Para ello se amplificé el gen de la GFP con
los iniciadores F- 5>’ ATCGATATGGCTAGCAAAGGAGAA3’ y R-
5’ATCGATTTATTTGTAGAGCTCATC3’ (Fig. 2) para luego clonar el amplicon en el
vector TOPO para productos de PCR (Fig. 3). Posteriormente se digirieron con EcoRI
tanto la construccion TOPO-GFP como la construccion pAcUW31-Cn10, para luego
ligar el amplicon con el gen de la GFP en el sitio Unico EcoRI de la construccion
pPAcUW31-Cn10. El DNA de las diferentes clonas obtenidas se digirieron primero con
EcoRI para identificar aquellos que contenian el inserto esperado (Fig. 4), y luego con
Ndel y Xbal para seleccionar al que contenia al inserto en la direccién adecuada (Fig.
5). Con esta estrategia se obtuvo una clona con el inserto esperado y en la direccién
adecuada. A esta construccion se le Ilam6 pAcUW31-Cn10-GFP (Fig. 1).

Construccién Cytl-GFP

Esta construccién incluye los genes que expresan la toxina Cyt1Aa de B.
thuringiensis sv. israelensis y la GFP. Esta construccion también utiliz6 como base al
vector pAcUW3L1. Primeramente, se amplificaron los genes de la CytlAay de la GFP
con iniciadores que contenian sitios especificos de subclonacion. Los de la toxina
CytlAa fueron: F, >GAATTCATGGAAAATTTAAATCATTG3’, con un sitio EcoRI
en su origen; y R, 5’GGTACCGAGGGTTCCATTAATAGC3’, con un sitio Kpnl en su
origen. Los de la GFP fueron: F, > GGTACCATGGCTAGCAAAGGAGAAG3’, con
un sito Kpnl en su origen; y R, > GGTACCTTATTTGTAGAGCTCATCC3’, con un
sitio Kpnl en su origen. Una vez obtenidos los amplicones (Fig. 6), éstos fueron

clonados en el vector TOPO vy la corroboracion del inserto apropiado se obtuvo con una



digestion con EcoRI (Fig. 7). Posteriormente, el inserto de la Cyt1Aa se ligo al sitio
unico EcoRlI del vector pAcUW31 y se corrobord la insercidn apropiada con una
digestion con la misma enzima (Fig. 8). Ademas, la direccidn apropiada del inserto se
corrobord con una digestion con BamHI. Se obtuvo una clona con el inserto esperado y
la direccion adecuada (Fig. 8). Esta construccion pAcUW31-Cytl (Fig. 9) s6lo contenia
el gen de la CytlAa y hacia falta incorporar el gen de la GFP. Para ello, este Gltimo gen
fue obtenido de la construccion descrita anteriormente y extraido con los nuevos sitios
Kpnl adicionados a los iniciadores, el cual fue ligado al sitio Gnico Kpnl de la
construccién pAcUW31-Cytl, al final de la secuencia del gen de la Cyt1Aa, y con los
codones en fase entre los dos genes. Los clones obtenidos se digirieron con EcoRI para
determinar la presencia del inserto adecuado (Fig. 10) y la direccion adecuada del
inserto se corroboro6 con una digestion simple con BamHI y una doble con Xbal y Ndel
(Fig. 11). De esta forma se obtuvo la construccion pAcUW31-Cytl-GFP (Fig. 12).

Construccién Cn10-Cytl1-GFP

La tercera construccion incluyo a los tres genes seleccionados que expresan a las
toxinas Cn10 y CytlAa, y a la proteina GFP. Esto se log6 de una manera relativamente
sencilla, al utilizar la construccién pAcUW31-Cn10, descrita anteriormente, a la que se
le ligd el inserto Cyt1-GFP de la construccion pAcUW31-Cyt1-GFP, obtenido con una
digestion EcoRlI. Las clonas obtenidas fueron sujetos a dos dobles digestiones, primero
con Xbal y Ndel, y luego con Xbal y Ncol. Con ello se corrobor6 que se obtuvieron tres
clones con el inserto esperado y la direccién adecuada (Fig. 13). La nueva construccién
se denomin6 pAcUW31-Cn10-Cyt1-GFP (Fig. 14).

Cria de T. ni en condiciones de insectario

Una colonia de larvas de T. ni es mantenida en el insectario del CINVESTAV-
Irapuato de acuerdo a las condiciones previamente descritas (8). Se usaron larvas
neonatas para realizar bioensayos, larvas de 48 hrs de eclosion para la co-transfecion
por bombardeo y de tercer instar para amplificar los nucleopoliedrovirus y los
granulovirus silvestres y recombinantes. En todos los casos las larvas estuvieron en
dieta artificial y en camara de crecimiento a una temperatura de 28+2°C, con un
fotoperiodo de 14:10 h y una humedad relativa de 60-70% en iguales condiciones de

insectario (9).



Bombardeo de larvas de Trichoplusia ni

Una vez obtenidas las construcciones que contienen los genes de las toxinas
Cnl10y CytlAa, y a la proteina GFP como reportero, se continu6 con la obtencion de
los virus recombinantes. Debido a que se utilizé un vector disefiado para la integracion
de genes heterologos en el genoma del nucleopoliedrovirus AcCNPV, primero se
realizaron bombardeos de larvas del falso medidor utilizando las construcciones antes
descritas y el genoma del AcNPV. Para ello se purificé el DNA gendmico del virus
mediante la purificacion de poliedros y viriones, por centrifugacién diferencial en
gradientes de sacarosa, Yy luego se obtuvo el DNA gendmico por disolucion de las
capsides. Posteriormente se purific6 DNA gendmico del granulovirus TnGV, de la
misma forma. Las mezclas de los DNA gendémicos de los virus con las diferentes
construcciones se adhirieron a las microparticulas de oro y se procedié a bombardear
larvas del falso medidor de primer instar, bajo las condiciones que se optimizaron en
experimentos anteriores (particulas de 1.6 pum, presién de disparo de 900 psi, vacio a
400 Torr, 7 cm de distancia de disparo, sobre 20 larvas en un contenedor de 16 mm de
diametro), usando un sistema de bombardeo BioRad. Las larvas bombardeadas fueron
regresadas a su dieta artificial para su recuperacion y subsiguiente crecimiento, las
cuales fueron mantenidas bajo condiciones de insectario (28+2°C, 70+10% HR, 14:10
hs luz-oscuridad). Estas fueron monitoreadas diariamente para identificar cualquier

sintoma de infeccion viral.

Deteccion de virus recombinantes

Cuando las larvas bombardeadas mostraron sintomas de infeccion viral, éstas
eran separadas y monitoreadas bajo el microscopio estereoscépico de fluorescencia.
Algunas larvas mostraron el desarrollo de la infeccion ademas de zonas de fluorescencia
bajo la luz UV. En ocasiones, aunque poco frecuentemente, se pudo detectar algunas
larvas con evidente fluorescencia verde en todo su cuerpo (Fig. 15). La observacion de
células individuales al microscopio compuesto de fluorescencia corroboré la presencia
de poliedros gque contenian la GFP, debido a que los promotores usados en las tres
construcciones regula la expresion de dos de las proteinas del poliedro: la poliedrina 'y la
p10. En las figuras 16 y 17 se observan nacleos agrandados de adipocitos infectados con
ACNPYV recombinantes con las construcciones pAcUW31-Cn10-GFP y pAcUW31-
Cyt1-GFP, respectivamente. Los poliedros fluorescentes que llenan los ndcleos se

observan claramente, contrastando con otros nucleos infectados por virus no



recombinantes (no fluorescentes) en el fondo de la foto. Los primeros, producto de la
co-transfeccion con la mezcla del DNA gendmico y la construccion respectiva; y los
segundos, producto solo de la transfeccion con el DNA genémico del ACNPV.

Por otro lado, las mismas construcciones se mezclaron con el DNA gendémico
del granulovirus TnGV. Las larvas bombardeadas con estas mezclas no mostraron areas
fluorescentes tan evidentes como las observadas cuando se utilizo el genoma del
nucleopoliedrovirus AcNPV. Sin embargo, una observacion minuciosa de los tejidos de
las larvas que mostraron infeccion viral mostro algunos signos de fluorescencia, sobre
todo en los adipocitos, que es el tejido que infectan los granulovirus. Las figuras 18, 19
y 20 muestran evidente fluorescencia verde en algunas de sus células, en larvas que
fueron bombardeadas con las construcciones pAcUW31-Cn10-GFP, pAcUW31-Cytl-
GFP y pAcUW31-Cn10-Cyt1-GFP. Es importante hacer notar que, a diferencias de los
nucleopoliedrovirus, los granulovirus forman un cuerpo de oclusiéon mucho mas
pequefio, ya que s6lo contienen a un virién por cuerpo de oclusion, y por o mismo su
deteccion como particula individual es mucho més dificil de observar. Sin embargo,
algunas microfotografias muestran pequefias particulas fluorescentes, o bien
citoplasmas fluorescentes debido a que, a diferencia de los nucleopoliedrovirus que
crecen en el nacleo, los granulovirus crecen en el citoplasma de la célula infectada. Otra
observacion que hay que hacer notar es que el vector utilizado para la clonacion de las
toxinas esta disefiado para realizar recombinacion homdloga con sitios especificos del
genoma de AcNPV y no de TnGV, por lo que se esperaria que la recombinaciéon se

llevara a cabo mas eficientemente en el genoma del primero.

Estrategia planteada originalmente

Una vez que se obtuvieron las construcciones genéticas que incluian las toxinas
de Bacillus thuringiensis y del alacran en el vector pacUW31 y que se realizaron los
primeros bombardeos en larvas de T. ni, se continuaron con los bombardeos y el
aislamiento de las cepas recombinantes a partir las larvas que contenian las mezclas de
cepas silvestres y recombinantes. Asimismo, se logré identificar un fragmento del gen etg
del granulovirus de T. ni (TnGV) el cual se pudo amplificar mediante el disefio de
iniciadores degenerados (ver mas adelante). Este fragmento se clond y posteriormente de
utilizo para disefiar un vector especifico para el TnGV, con secuencias flanqueantes a los
genes clonados, que permitirian la recombinacién homologa en el genoma del virus. En

este vector se logro clonar las tres construcciones que ya se habian obtenido con el vector



para el AcCNPV (pacUW31). Con estas construcciones se realizarian las transformaciones

directamente en el genoma del TnGV.

Generacion de los baculovirus AcCNPV recombinantes.

Debido a que la cepa de granulovirus TnGV (o de cualquier granulovirus, para
este caso) nunca antes se habia manipulado por la ausencia de lineas celulares
permisibles, este trabajo se inicid con la cepa mas utilizada y establecida en protocolos
de baculovirus recombinantes: la ACNPV. Es por ello que se generaron las construcciones
donde se clonaron dos diferentes genes heterologos: el primero fue el gen cnl0 de
Centruroides noxius que codifica para una toxina que inhibe los canales de sodio
alterando el sistema nervioso volviéndose toxico para los insectos, pero no para los
humanos; y el segundo gen fue el cytlA de Bacillus thuringiensis que codifica para una
toxina citolitica que es toxica a diversos insectos. Como ya se menciond, los genes se
clonaron en el vector pacUW31 y asi obtuvimos las siguientes construcciones que se
resumen en la figura 21.

Con estas construcciones y siguiendo el protocolo desarrollado por Obregon-
Barboza et al. (2007), generamos 3 nucleopoliedrovirus de Autographa californica
(AcNPV) expresando los diferentes genes heterélogos: AcNPV-paccn10-GFP, AcCNPV-
paccytlA-GFP y AcNPV-paccnl0-cytlA-GFP, que fueron utilizados para los
bombardeos de las larvas. En la figura 22 se muestran larvas de T. ni con altos niveles de
fluorescencia, debido a la expresion de la proteina GFP de la construccion AcNPV-
paccn10-cyt1A-GFP.

Los funcionalidad del gen reportero de los virus recombinantes (GFP) se
corrobord por microscopia de fluorescencia donde detectamos tejido de larvas con células
infectadas por NPVs que expresaron la proteina verde fluorescente. En este analisis se
observaron poliedros fluorescentes en muchas células, ademas de células infectadas con
poliedros no fluorescentes (silvestres). En la figura 23 se muestran los poliedros de los
virus recombinantes con la construcciéon AcNPV-paccn10-cyt1A-GFP, detectables por
microscopia de fluorescencia. Este resultado indica, como se esperaba, que en estas larvas
teniamos una mezcla de poliedros tanto de virus silvestres como recombinantes, por lo

que habia que purificar los virus recombinantes.



Purificacion de los virus ACNPV recombinantes.

Una de las principales tareas fue la purificacion los virus recombinantes de
AcNPV. Esta la realizamos mediante infecciones sucesivas de larvas con la mezcla de
virus recombinantes y silvestres, donde las larvas con sintomas de infecciones se
colocaron en una solucidn isotonica y se disectaron con ayuda de un estereoscopio para
seleccionar los puntos de fluorescencia en los tejidos internos (Fig. 24). Este tejido se
observd posteriormente en un microscopio de fluorescencia para detectar cimulos de
células fluorescentes con virus recombinantes. Estos fragmentos de tejidos fluorescentes
se colectaron y se usaron para infectar otras larvas. Este proceso, muy laborioso y tardado,
se concluyo cuando en los tejidos de las larvas infectadas se observo casi un 100% de
poliedros recombinantes (expresando la GFP) (Fig. 25) y asi obtuvimos en un alto grado
de pureza a los tres poliedrovirus recombinantes de AcNPV (AcNPV-paccn10-GFP,
ACNPV-paccytlA-GFP y AcNPV-paccnolO-cytlA-GFP). Sin embargo, cabe hacer la
aclaracion que en ningun caso se logro obtener un 100% de pureza en el aislamiento de
ninguno de los virus recombinantes. Esto se debid, principalmente, a que pequefias
proporciones de virus silvestre en la larva competian exitosamente con el recombinante,

por alguna razon aun no determinada.

GENERACION DE LOS BACULOVIRUS TnGV RECOMBINANTES.

Por otro lado, el objetivo especifico del proyecto fue la generacion de cepas
recombinantes del granulovirus TnGV y para cubrir este objetivo, inicialmente utilizamos
las mismas construcciones que las usadas para generar ACNPV recombinante. Con estos
plasmidos co-transfectamos larvas de T. ni, mezclado con DNA gendmico de ThGV,
teniendo en cuenta que estas construcciones no tienen sitios especificos de recombinacion
para TnGV, ni tampoco tiene promotores y terminadores para TnGV. En este sentido
quisimos evaluar si por eventos de recombinacion al azar sucedia una recombinacion
inespecifica y asi poder generar las cepas recombinantes de TnGV. En los primeros
intentos que se realizaron, si bien se observaron algunos resultados alentadores, fue hasta
este segundo afio que pudimos detectar resultados mas concretos y reproducibles.

Interesantemente, en estos experimentos encontramos que la co-transfeccién con
TnGV-cytlA-GFP fue exitosa, ya que las células presentaron una fluorescencia muy clara
(Fig. 26), lo que indico que hubo recombinacion y que se habia generado un TnGV
recombinante. Para las co-transfecciones con TnGV-cn10-GFP y TnGV-cnl0-cytlA-

GFP, observamos que los tejidos presentaron células fluorescentes pero ésta fue muy



debil. Posiblemente esto se debid a una baja expresion por el lugar donde se insertd la
construccion y por esa razon los transgenes no se expresaron tan eficientemente. Sin
embargo, estos resultados son muy interesante ya que indican que los genes heter6logos
se estan expresando y traduciendo, y por ende, los promotores y terminadores de ACNPV

también pueden ser leidos por TnGV.

Generacion de un vector especifico para ThGV.

Para resolver el problema del sitio de recombinacion para TnGV, decidimos
buscar secuencias potenciales en el DNA de TnGV para poder usarlo como sitio de
recombinacion e insercion de los genere heterdlogos. Durante el proceso de seleccion del
gene més adecuado para este propdsito, encontramos que el genoma de AcNPV contiene
el gen egt (ecdysteroid UDP-glucosyl transferasa) el cual, cuando es eliminado en este
virus, la virulencia del poliedrovirus recombinante aumenta significativamente (O"Relly
y Miller, 1991). Con este antecedente decidimos usar el gen egt de TnGV como sitio de
recombinacion y con esto lograriamos obtener un granulovirus que mostraria el efecto de
los genes heterélogos mas el efecto de la desactivacion del gen egt de TnGV.
Desafortunadamente, el genoma de TnGV aln no habia sido secuenciado ni tampoco el
gen egt de este virus en particular habia sido descrito, por lo que buscamos los genomas
de otros granulovirus secuenciados. Hasta la fecha se han secuenciados 13 genomas y
unicamente 9 de ellos han revelado la presencia de egt.

Aun asi realizamos diversos alineamientos con los genes egt de los genomas de
granulovirus reportados para buscar aquellos que fueran mas similares y a partir de ellos
disefar iniciadores degenerados para amplificar el egt del genoma de TnGV. A través de
maultiples analisis decidimos utilizar los granulovirus que atacan a larvas de lepidopteros
noctuidos, tratando de optimizar una mejor regién a partir de la cual se pudiera disefiar
los iniciadores. Los genes egt usados fueron las de los granulovirus de Agrotis segutum y
Lacanobia oleracea. Con este alineamiento disefiamos lo siguientes iniciadores
degenerados: Egt TnGV (directo) AGTCACCAATCWGTKTTTKCGG; Egt TnGV
(reverso 1) AACTGATCKCCCATYATRGG; y Egt TnGV (reverso 2)
ATCCAACCYYTCYTYTTCCA.

Con estos iniciadores, y después de varios ajustes en la reaccion de PCR, logramos
amplificar dos banda con el iniciador reverso 1 (~1200 pb y ~1700 pb), y una (~1200 pb)
con el iniciador reverso 2. Los productos amplificados fueron clonados en el vector Topo

pcrd y secuenciados. La secuencia de la banda de ~1200 pb amplificada con el iniciador



reverso 1 fue alineada con los genomas de granulovirus, pero no se observo similitud con
ningun egt reportado; sin embargo, esta secuencia se alined con el genoma del GV de
Pseudaletia unipuncta. Aunque a este virus no se le ha identificado el gen egt, nuestra
secuencia aline6 con una region de este genoma donde deberia estar ubicado el egt, si lo
tuviera, de acuerdo a la estructura de los genomas reportados de GVs, por lo que en
funcidn de este resultado decidimos trabajar con esta secuencia. En el Anexo 1 se presenta

la secuencia obtenida a partir del amplicon que result6 ser de 1,130 pb.

Construcciones con sitios de recombinacion egt para ThGV.

Debido a que el pldsmido vector para TnGV deberia contar con secuencias
homdlogas al gene egt (putativo) de TnGV y que esas secuencias deberian estar
flanqueando los genes de interés, se requiridé clonar por separado las mitades de la
secuencia completa. Para esto se disefiaron iniciadores para amplificar las regiones de
recombinacion 5° y 3" del gen egt de TnGV a partir de la secuencia obtenida
anteriormente. Estas regiones se amplificaron a partir de DNA de TnGV. Asimismo, se
disefiaron iniciadores para amplificar las construcciones: cn10-GFP, cytlA-GFP y cn10-
cyt1A-GFP. Estas construcciones fueron amplificadas a partir de los plasmidos usados
para AcCNPV, pero excluyendo el sitio de recombinacion de AcNPV, para luego
fusionarlo con las regiones 5" y 3" del egt de ThGV.

Una vez amplificadas las tres regiones a fusionar (la regién 5° del egt, genes
heter6logos y region 3" de egt), se fusionaron siguiendo la técnica de “double joint-PCR”
(Yu et al., 2004). Asi obtuvimos la construccion egt-cn10-GFP, la cual fue verificada por
analisis de restriccion y se secuencid. Esta construccion se utiliz6 para co-tranfectar larvas
y asi generar el granulovirus con sitio de recombinacién para egt. Por otro lado, también
se generaron las otras dos construcciones: egt-cyt1A-GFP y egt-cn10-cyt1A-GFP (Fig.
27). Adicionalmente, Se seleccionaron mas genes propios del TnGV, como el p35 y el
IAP, que inhiben la apoptosis, para crear nuevos vectores que aumenten la probabilidad

de incrementar la virulencia de los granulovirus.

Disefio de otros vectores especificos para el genoma del TnGV

Se realizd una basqueda bioinformatica de regiones ortologas a los genes egt, y
p49 de en los genomas Betabaculovirus (granunlovirus) publicados en NCBI. De
acuerdo a la literatura se sabe que estos genes virales al ser mutados o interrumpidos

aumentan la virulencia del organismo. Se disefié un juego de iniciadores para cada caso.



Se tomad en cuenta el contenido de GC (50% aproximado), la longitud (entre 21y 22
pb), exclusion de concatameros y que tuviera una temperatura de alineamiento cercana a

los 60°C. Estos se enlistaron en la Tabla 1.

TABLA 1. Iniciadores disefiados a partir de los genes egt (putativo) y p49 de TnGV.

Amplicon Nombre  Secuencia TM°C Longitud
Egt5’-F  TGCGGACTGTAAAATTCACCAC 64 22

! Egt5’-R  CGGCCGCATCAACTGGAAGAT 60 22
P49-F CCTACGCTACCGTCAGGTCCTC 60 22

P9 P49-R ATGGTTCTAGACGAGGACAGC 55 21

Amplificacion y clonacion de fragmentos

Las dos regiones fueron amplificadas por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y se utilizaron las condiciones descritas en la hoja técnica (Cat.10966-020) para la
enzima Tag Platinum Polimerasa (INVITROGEN). Los fragmentos amplificados fueron
insertados en el plasmido pCR4-TOPO y clonados en E. coli DH5a por choque térmico.
El paquete celular transformado se plaqued en cajas Petri con medio LB y antibi6tico. Al
dia siguiente las colonias de bacterias resistentes al antibiotico se sembraron para realizar
“minipreps” en medio LB liquido para el posterior escrutinio. EI DNA plasmidico se
recuperd por lisis alcalina. Las muestras que presentaron aumento del tamafio de plasmido
fueron digeridas con la endonucleasas EcoRI y corroborar la liberacion del fragmento
insertado. Para verificar el tamafio de los productos de PCR y los plasmidos se utilizd

electroforesis en geles de agarosa al 1%.

Secuenciacién y analisis de fragmentos amplificados

Dos muestras de cada fragmento clonado fueron secuenciadas y la secuencia
consenso resultante se comparé con los genomas de los Betabaculovirus publicados en el
Genebank y, debido a que recientemente se logro la secuenciacion del genoma del TnGV,
también se comparo con éste, para conocer la posicion y posible funcion. Se utilizaron 14
secuencias sinténicas a los genes egt de Betabaculovirus y una secuencia de ACNPV para
realizar el cladograma con el primer fragmento. Para el cladograma del segundo
fragmento (p49) se utilizaron 17 secuencia de Betabaculovirus y 3 Alfabaculovirus

(nucleopoliedrovirus).



Construccion de otros vectores especificos para ThGV

Se utilizaron los iniciadores p10-f y pol-R (Tabla 2) para amplificar las regiones
que contienen las toxinas Cn10 y Cyt1Aa clonadas en el plasmido pAcUW31 bajo los
promotores de la poliedrina y pl0 (Fig. 21). Por otro lado se disefid6 un juego de
iniciadores para amplificar el gen p49 en dos fragmentos de 700 pb cada uno. Dichos
iniciadores cuentan como distancia minima de 50 pb entre ellas mas la secuencia
complementaria al iniciador p10-F para el caso del fragmento 5’ de cada gen y pol-R para

el caso del fragmento 3’ (Tabla 2).

TABLA 2. Iniciadores disefiados para amplificar las construcciones realizadas previamente en el

plasmido pAcUW3L1 e interrumpir al gen p49 por Double-joint.

Nombre Secuencia TM°C  Long.
P10-F CGGCATAGTACGCAGCTTCTTC 64.2 22
Pol-R TCGGCCTAATAAAGCTAACACG 60.1 22
P49-pAC-F CGTTATCACAACAAAGGATCTGC 61 45

CGGCATAGTACGCAGCTTCTTC

CTTGACCAACTCATTTTTGCCG
P49-pAc-R 60 44
TCGGCCTAATAAAGCTAACACG

Se utilizo la estrategia de PCR Double-joint y las condiciones estandarizadas por
Bryksin para fusionar los fragmentos por PCR, por lo que se utilizd la enzima Phusion
taq polimerasa (F-530-L) siguiendo las especificaciones del proveedor se amplificaron
los fragmentos correspondientes a cada construccion. Los productos resultantes de la
fusién fueron verificados por electroforesis en geles de agarosa y utilizados para realizar
un PCR anidado con la enzima Tag-Platimun Polimerasa (Invitrogen) utilizando los
iniciadores P49-F y P49-R, y posterior clonacion en el vector pCR4-Topo. El correcto
ensamble de secuencias clonadas en los vectores fue verificado por perfiles de restriccion

con las enzimas Bam HI, Eco RI'y Hind I11.

Preparacion para el bombardeo con DNA

El DNA genémico y de los vectores con las construcciones descritas
anteriormente que se utilizé para el bombardeo fue extraido una semana previa a cada
ensayo. Se verificé la calidad y la concentracién en el Nanodrop 2000c (Thermo

scientific). El procedimiento para recubrir las particulas con DNA se realizo de acuerdo



a las condiciones descritas previamente (10), y las cantidades de DNA y del vector de
transferencia se utilizaran de acuerdo a lo descrito previamente (9).

Se utilizo el sistema de bombardeo de microparticulas de alta presion PDS-1000/He
Biolistic® (Bio-Rad Laboratorios, Inc. Hércules, CA), que consistio en 7 cm de distancia

de disparo, 23 psi de vacio y 900 psi de presion de disparo.

Bombardeo de larvas

Se utilizaron larvas neonatas de T. ni de 48 horas en dieta artificial previo al
bombardeo. Lotes de 20 larvas se usaron en cada disparo, las cuales fueron transferidas a
contenedores de 1.5 cm de didmetro y colocadas en hielo hasta su uso. Después de
realizado el disparo, las larvas se transfirieron a cajas con dieta artificial y se incubaron a

28+2°C, durante el tiempo que duro el experimento.

Expresion de virus recombinantes en larva

Las larvas bombardeadas fueron diagnosticadas de acuerdo a la sintomatologia
tipica de la patologia gruesa ocasionada por los granulovirus, que consistio en cuerpos
larvales blanquecinos a transparentes, aumento de la talla en larvas infectadas y
comparacion con las testigo. De las larvas que presentaron estas caracteristicas fueron
verificadas por observacion en estereoscopico y bajo lampara de luz azul (470 nm).
Aquellos organismos que presentaron motes fluorescentes, se disectaron y se les retiré el
intestino para dejar expuesto el tejido adiposo (tejido donde crece el granulovirus). Se
tomd una muestra de tejido se observé al microscopio de contraste de faces con el objetivo

100x para corroborar las estructuras granulares y el movimiento browniano tipico.

Purificacion de virus recombinante

En un microscopio de epifluorescencia y con los objetivos 4 y 10X se recuperd
tejido adiposo fluorescente. Este se utilizd para infectar otras larvas per os pero ahora de
tercer estadio, con el objetivo de amplificar los granulovirus recombinantes. A las larvas
que presentaron infeccion se repitio el mismo procedimiento. Con el objeto de aislar los
granulos recombinantes, se utilizo el sistema PALM de Carl Zeiss (PALM-System), para
lo cual el tejido recuperado fue disgregado de forma mecéanica y resuspendido en glicerol
al 50%. Se utilizaron portaobjetos con membrana (1.0-PEN Zeiss) para realizar frotis de

tejido adiposo disgregado. Se usaron las indicaciones del proveedor para un microscopio



con laser Carl Zeiss para disectar y recuperar sélo tejido fluorescente con los objetivos
20y 40 X.

Con las muestras de tejido recuperadas se infectaron nuevamente 20 larvas de 3er
estadio y se calculo el porcentaje aproximado de virus recombinante a partir del tejido
adiposo fluorescente. A partir del tejido infectado puro obtenido de esta infeccion se
infectd un lote de 40 larvas para recuperar cantidad suficiente de virus recombinante para
realizar los bioensayos y para extraer DNA viral recombinante.

Cuantificacion de particulas virales

Los granulos silvestres y recombinantes purificados por gradientes de sacarosa
fueron trasvasados en tubos de microfuga previamente pesados en balanza analitica. Se
volvid a pesar y se restd el peso del tubo. Se agregd 1 ml de agua destilada estéril por
cada 100 mg de granulos. De este “stock” se realizaron diluciones seriada hasta llegar
1:1000 en glicerol al 50% con el objetivo de reducir el movimiento “browneano” de los
virus. Se utilizo la cdmara Petroff-Hausser Catalogo No. 3900 para cuantificar el nimero
de particulas virales en un milimetro cubico. Para observar las particulas se utilizé el
objetivo 100X del microscopio de contraste de fase Axioplan 2 Imaging. Este
procedimiento se repitio 5 veces por cada muestra, comenzando con realizar la dilucion
seriada correspondiente desde el stock. Por ultimo se determind el coeficiente de

variacion de las repeticiones para que no excediera el 20% para ser tomado como valido.

Concentracion letal media (CL50)

Para el calculo de la CLso se utilizaron cajas petri de 6 cm de didmetro con dieta
artificial. Se utilizaron 6 concentraciones diferentes y un testigo con tres repeticiones cada
uno. Cada caja contenia 20 larvas de primer estadio de T. ni. A las cajas del primer
tratamiento se les dispersdé 9x10° granulos/cm?. A partir de esta concentracion se
realizaron 5 diluciones seriadas con un factor de 0.5 que fueron dispersadas en los
tratamientos subsecuentes. Para el testigo, solo se us6 agua destilada (Fig. 28). Todos los
tratamientos fueron puestos en las mismas condiciones del insectario antes mencionadas.
Se registrd el nUmero de muertos a los 7 dias pos-infeccidn y los datos obtenidos fueron

procesados por analisis Probit y analisis de varianza.



Tiempo letal medio (TLso)

Para el calculo de la TLso se usé como punto de partida la CLso obtenida previamente, y
se utilizd el mismo namero de tratamientos, y sus repeticiones. Se registré la mortalidad
de las larvas cada 8 horas y se realizO una Regresion Complementaria Log-Log de
Robertson y Preisler (CLL) y se excluyen los tiempos que tengan 0 y 100% de mortalidad
para que el logaritmo negativo no cause problemas para realizar la regresion lineal. Todos
los célculos se realizaron en el programa SAS.

Corroboracion microscépica

En la figura 29 se observan granulos del TnGV en tincion negativa bajo
microscopia electronica de transferencia que fueron purificados por gradiente continuo
de sacarosa y corresponden con las caracteristicas en tamafio y forma de género
Betabaculovirus. También se observa claramente una nucleocapside dentro de un cuerpo
de oclusién (granulo). De este lote de granulovirus se extrajo y purificé el DNA gendémico
tanto para amplificar los genes a interrumpir, como el DNA que se usé en la co-
transfeccion (Fig. 30A).

Evidencia de la construccion de los vectores especificos para ThGV

Utilizando los iniciadores de la tabla 1, se amplificaron por PCR dos fragmentos
unicos con tamafios aproximados de 1100 y 1400 pares de bases respectivamente y
corroborados por electroforesis en geles de agarosa (Fig. 30B). Estos fragmentos fueron
insertados en el vector pCR4-TOPO. Después de la transformacién de células
competentes se analizé el DNA plasmidico de 20 colonias por medio de “minipreps”. Al
verificar el aumento de tamafio del DNA plasmidico y liberacion del fragmento insertado
por digestion con la endonucleasa Eco-RI (Fig. 30C) se mandaron a secuenciar a la
empresa MACROGEN por la técnica Sanger. Las secuencias consenso clonadas y
secuenciadas en fueron de 1130 pb (Anexo I1) y de 1395 pb (Anexo IlI)

Las secuencias clonadas en el vector se alinearon al genoma total de TnGV (ver
mapa del genoma recientemente secuenciado del TnGV, Fig. 31). El primer fragmento
corresponde a los orfs 174 y 175 que codifican para una proteina putativa y al factor de
crecimientos fibroblastico de baculovirus (FGF). El segundo corresponde al orf 12. Para
este caso se tiene un marco de lectura abierto de la proteina P49 (Anexo V).



Después de realizar el alineamiento de la secuencia del orf 174 con secuencias
ortélogas asi como las codificantes para la proteina EGT de Betabaculovirus, se obtuvo
un cladograma (Fig. 32A) en donde se observa claramente que las secuencias
provenientes de granulovirus que infectan noctuidos no tienen homologia con el resto que
son anotadas como verdaderas EGTs. Caso contrario sucedié con el orf 12 (Fig. 31) en
donde en todos las secuencia alineadas se mantienen los dominios caracteristicos de las
proteinas supresoras de la apotosis (P49) y ademas todas son anotadas con el mimo
nombre (Fig. 32B).

El fragmento de p49 fue interrumpido por insercion de un fragmento de
2520 pb provenientes del vector pAc-cn0-gfp (Fig. 21) utilizando la técnica Double-
joint. Posteriormente se cloné en el vector pCR4-TOPO (Fig 33A) y se obtuvo el
plasmido etiquetado como pTnGV4 mismo que se verifico el tamafio de las bandas
obtenidas por electroforesis en gel de agarosa al 1%, después de amplificar los
fragmentos por PCR con los iniciadores universales F y R, los iniciadores que
amplifican el gen p49 y los que amplifican el fragmento proveniente del vector donante.
También se obtuvo el tamafio esperado de los fragmentos al digerir este plasmido con
las enzimas Bam HI, Eco Rl y Hind Il como se muestra en las figuras 33B y 33C. De
igual forma se construyo el plasmido etiquetado como pTnGV5, en donde se
interrumpié el fragmento de p49 con 3060 pb provenientes del vector pac-cyt-gfp (Fig.
21), utilizando como vector de clonacién pCR4-TOPO (Fig. 34A). Se utilizaron los
mismos iniciadores y enzimas para verificar la orientacion y los tamafios del plasmido
construido como se muestra en las figuras 34B y 34C. Los DNAs plasmidicos
correspondientes a pTnGV4 y pTnGV5 fueron cuantificados en 1y 1.2 mg/ml

respectivamente.

Obtencion de TnGV recombinantes por biobalistica

Después de 10 dias de la co-transfeccion con el DNA viral y los dos vectores de
transferencia respectivos, se obtuvieron 8 y 12 larvas con infeccién visible por
granulovirus en donde se pudo observar tejido adiposo blanquecino (Fig. 35A). Se
revisaron las larvas en el microscopio de epifluorescencia y se detectaron los motes
fluorescentes que corresponden a la expresion de GFP en el tejido adiposo de larvas in
vivo (Fig. 35B y C). Luego de este escrutinio se obtuvieron solo 5 larvas con el primer
recombinante y 3 con el segundo. Estas larvas fueron disectadas y se les retird el intestino

(Fig. 35D). De igual manera se observaron y rescataron fragmentos de tejido adiposo a



luz visible y luz fluorescente de ambos virus recombinantes a los que se les etiquetd como
TnGVr4 y TnGVrS (Fig. 35 E-H) que fueron colocados en tubos de microfuga con PBS.

Se realizaron frotis de los tejidos de cada muestra preservados en los tubos y
disgregado de forma mecanica. Se observaron los adipocitos integros en luz visible y con
expresion de GFP en luz azul utilizando los objetivos 20 y 40X del sistema PALM. Se
pudieron recuperar de forma eficiente sélo adipocitos fluorescentes como se muestra en
figura 36A-D antes y despues de la diseccion por laser.

A partir del DNA viral recuperado de los TnGVr4 se pudo amplificar los genes
heter6logos insertados en el genoma. Se obtuvo una banda de 700 pb que corresponde al
fragmento amplificado de gen gfp y una banda de 350 pb que corresponde a la toxina
cnl0 utilizando sus iniciadores respectivos. Por el otro lado, también se amplifico el gen
de gfp y el de la toxina cyt que corresponden a las bandas de 700 y 720 pb,
respectivamente, amplificados del DNA viral de TnGVr5 (Fig. 37).

Bioensayos de los nuevos recombinantes sobre larvas de T. ni
Posterior al aislamiento y amplificacion de los virus recombinantes, se obtuvo una
concentracion de 7x10°, 7.5 x10° y 7.2 x10°COs/ml de granulovirus silvestre, TnGVr4 y

TnGVr5, respectivamente, después de ser purificados por gradiente de sacarosa (Fig. 38).

Una vez realizados los bioensayos de acuerdo a la metodologia antes descrita, la
mortalidad registrada fue procesada mediante analisis Probit. Los datos estimaron CLsos
de 746 y 621 COs/ mm? de los granulovirus recombinantes TnGVr4 y TnGVr5,
respectivamente, para matar a la mitad de la poblacion en 7 dias, presentando diferencia
significativa con el granulovirus silvestre cuya CLso se estimé en 1269 COs/mm? para
causar el mismo efecto (Tabla 4). Por otro lado, al calcular el tiempo medio que tarda
para matar 460 COs/mm? se estimé en 8.6 dia con el recombinante TnGVr4, y 6.3 dias
con TnGVr5, mientras que el silvestre tarda 10 dias (Tabla 4).



Tabla 4. Célculo de la CLso y TLso del bioensayo de los granulovirus silvestres y recombinantes.

Limite fiducial

Tratamiento  ClLso pendiente A
inferior superior

TnGV wt 1269 954 1688 0.41 3.08

TnGV-R4 746 511 1090 1.69 2.13

TnGV-R5 621 432 894 1.65 1.01

Limite fiducial

Tratamiento  TLso nferior suparior R?
TnGV wt 9.72 9.52 99.43 0.91
TnGV-R4 8.64 8.42 9.20 0.95
TnGV-R5 6.32 5.51 8.38 0.75

Por otro lado, al comparar las caracteristicas del desarrollo larval al ser infectadas
con las cepas recombinante, se puede observar claramente los efectos de la infeccidn por
granulovirus (Fig. 39). Mientras las larvas sin infectar a los 15 dias habian seguido su
desarrollo normal y ya habian llegado a estado de pupa, las larvas infectadas con
granulovirus silvestres habian muerto con cuerpos blanquecinos y talla mayor a las larvas
de quinto instar. Por otro lado, las larvas infectadas con TnGVr4 presentaban desarrollo
primordialmente de tercer instar y estructura flacida, y por ultimo las larvas tratadas con

TnGVr5 mostraron un desarrollo primordialmente de primer o segundo instar y flacidas.

DISCUSION

En el presente proyecto se obtuvieron dos cepas recombinantes del granulovirus
TnGV del falso medidor de la col, T. ni, los cuales mostraron una mayor virulencia, al
compararlos con la cepa silvestre. A estos virus recombinantes se les integraron dos genes
que codifican para toxinas, una la Cn10 del alacran C. noxius, y la otra la Cyt1Aa de B.
thuringiensis. Ademas, estos genes fueron integrados dentro del marco de lectura abierto
del gene p49 del genoma del TnGV, el cual esta involucrado en la inhibicion de la
apoptosis, lo cual debe aumentar la virulencia, sélo por el hecho de interrumpirlo. Aln
asi, y a pesar de que las diferencias en CL50s y TL50s fueron estadisticamente diferentes,

los niveles de aumento de virulencia de las cepas recombinantes no fueron los esperados.



Es importante hacer notar que las caracteristicas morfolégicas de la cepa LBIV-
12 (TnGV) silvestre de baculovirus concuerda con las observadas en los recombinantes.
Por lo que no se muestra diferencia morfologica alguna entre las cepas modificadas y la
silvestre. Después de amplificar por PCR los fragmentos de los genes egt (putativo) y
p49, las secuencias presentaron identidad de 98.5% con los genomas de granulovirus de
insectos de la familia Noctuidae. Estos resultados fueron corroborados al alinear el
genoma completo de TnGV con los pertenecientes al género Betabaculovirus (Bivian-
Hernandez et al, 2016). Hasta el momento en estos genomas no se ha encontrado una
region codificante para egt verdadero por esta razén se interrumpié el gen p49 con las
construcciones.

Cabe hacer mencidn que los experimentos iniciaron con la cepa estandar
ACNPV, con el objeto de estandarizar los procedimientos que posteriormente se
utilizarian con el granulovirus TnGV, incluyendo la contrucciones génicas de las
toxinas y el gen reportero, de donde se obtuvieron las construcciones que
posteriormente se utilizaron en los vectores especificos para la TnGV. Estos estudios
preliminares mostraron excelentes niveles de expresion del gen reportero, lo cual fue
definitivo para proseguir con la purificacion de los recombinantes.

Una vez establecidos los protocolos y las construcciones génicas, se
seleccionaron genes propios del granulovirus para desarrollar vectores especificos para
esta cepa. En principio, se trato de obtener secuencias del gen egt presente de varios
granulovirus y que estan involucrados en el aumento de virulencia, cuando éstos son
interrumpidos; sin embargo, a pesar de haber encontrado secuencias similares en TnGV,
éstas no correspondian a dicho gen y, aun cuando se desarrollaron los vectores con estas
secuencias flanqueantes en el vector de transferencia, se decidio no utilizarlo por la falta
del gen egt, una vez que se conocid el genoma completo del TnGV. Es por ello que los
bioensayos se enfocaron s6lo a los TnGVs recombinantes con el vector contruido con el
gen p49, el cual esté involucrado en la inhibicion de la apoptosis y tedricamente
aumentaria mas la virulencia del recombinante.

Finalmente se detect6é un incremento en la virulencia de los virus recombinantes,
comparativamente con el silvestre, pero no a los niveles esperados. Cabe mencionar que
el proyecto se continua (a pesar de que los recursos especificos otorgados por
CONACYT ya han sido utilizados) con el objeto de completar el trabajo con la
publicacion de dos articulos: el correspondiente a los ACNPVs recombinantes, y el de

los TnGVs recombinantes. Ademas, a mas tardar, en agosto de 2017, el MC Juventino



Lopez Tlacomulco obtendra su titulo de Doctor en Biotecnologia de Plantas, con la tesis
proveniente de este proyecto. Los experimentos faltantes incluyen la prueba de otro
vector de TnGV, y continuar con los bioensayos contra larvas de T. ni con el objeto de

establecer parametros de virulencia mas precisos.

CONCLUSIONES

1. Se demostrd la eficiencia de las construcciones génicas con los genes cnl0y
cytlAa por medio de la expresion del gen reportero gfp, en la cepa de ACNPV,
donde el gen reportero se detectd claramente en los poliedros de las células
infectadas

2. Se demostrd que tanto las secuencias flanqueantes del vector pAcUW31 ademas
de los promotores del gen p10 y de la poliedrina de ACNPV, son capaces de
integrarse al genoma del TnGV, y que los promotores son funcionales también
en el granulovirus.

3. A pesar de que se construyo un vector especifico para TnGV en base a
secuencias conservadas del gen etg, posteriormente se detectd que tal gen no
existe en el genoma del TnGV, por lo que se elimino para porteriores pruebas.

4. El vector que se probo con los genes de las toxinas Cn10 y Cyt1Aa, integrados
en el genoma del TnGV se basoé en regiones recombinantes del gen p49, y logro6
expresar al gen reportero, lo que ayudo a la purificacion de los recombinantes.

5. A pesar de utilizar tres técnicas para el aislamiento y purificacién de los virus
recombinantes (microdiseccion de tejidos, sistema PALM y Cell-Sorter), no se
logré obtener una muestra con el 100% de pureza en ningln caso. Esto fue
crucial, ya que los recombinantes siempre mostraron una competitividad mas
baja que la cepa silvestre, y en las infecciones posteriores, la cepa silvestre se
replicaba mas rapido que las recombinantes.

6. A pesar de la falta de pureza total de las cepas recombinantes, fue posible
obtener niveles de pureza que pudieran indicar algun incremento en la virulencia
de las recombinantes, con respecto al silvestre. De esta forma fue posible estimar
CLsos y TLsos menores a los de la cepa silvestre, indicando un aumento de
virulencia en las recombinantes.

7. Es necesario continuar con la evaluacion de otras cepas recombinantes y seguir

intentando obtener cepas puras.
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Figura 1. Mapa de la construccion pAcUW331-Cn10-GFP

Figura 2. Producto de la amplificacion del gen que codifica la GFP
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Figura 3. Digestién de la construccion TOPO-GFP con EcoRl, que libera el amplicon clonado que contiene al
gen de la GFP.
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Figura 4. Digestion de la construccion pAcUW31-Cn10-GFP con EcoRl, que libera el inserto que contiene al
gen de la GFP. Las clonas 4 y 7 revelan el inserto.
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Figura 5. Doble digestion de la construccion pAcUW31-Cn10-GFP con Xbal y Ndel, que permite identificar
la direccién correcta del inserto. La clona 4 revela la direccion adecuada.
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Figura 6. Amplificacion de los genes que codifican la toxina Cyt1Aa de Bacillus thuringiensis y la GFP, con
los sitios de restriccion afiadidos (ver texto).
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Figura 7. Corroboracion de los insertos clonados con los genes que codifican a la toxina CytlAay la GFP,
una vez clonados en el vector TOPO, por digestion con EcoRl.
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Figura 8. Corroboracion de la insercion del gen que codifica la toxina Cyt1Aa en el vector pAcUW31 por
medio de digestion con EcoRlI (carriles 1y 2), y de la direccién adecuada del inserto por digestion con BamHI
(carriles 3y 4). Laclona 1 (carriles 1 y 3) mostré el tamafio esperado.
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Figura 9. Mapa de la construccion pAcUW31-Cytl.
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Figura 10. Corroboracion del inserto esperado Cyt-GFP en la construccion pAcUW31-Cytl1-GFP, por medio
de su digestion con EcoRI. Cuatro clonas mostraron el inserto esperado (*).
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Figura 11. Corroboracion de la direccidn adecuada del inserto Cyt-GFP en la construccion pAcUW31-Cytl-
GFP, por medio de su digestion simple con BamHI y doble con Xbal y Ndel. Las cuatro clonas probadas
mostraron los tamafios de los insertos esperados.
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Figura 12. Mapa de la construccién pAcUW31-Cyt1-GFP.
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Figura 13. Corroboracion del tamafio y la direccion esperados del inserto Cyt-GFP al clonarlo en la
construccién pAcUW31-Cn10, por medio de las digestiones dobles con Xbal/Ndel y Xbal/Ncol. Las clonas 1,
2 y 6 mostraron las bandas esperadas para el tamafio y direccion adecuados del inserto. La construccion nueva

fue la pAcUW31-Cn10-Cyt1-GFP.
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Figura 14. Mapa de la construccion pAcUW31-Cn10-Cyt1-GFP.

Figura 15. Larvas de T. ni bombardeadas con las construcciones mencionadas en el texto. Una de ellas
muestra una alta fluorescencia producto de la elevada expresion de la GFP.



Figura 16. Nucleos agrandados y llenos de poliedros de AcCNPV recombinantes que expresan la GFP, a partir
de la recombinacién con la construccién pAcUW31-Cn10-GFP.

Figura 17. Nucleos agrandados y llenos de poliedros de AcNPV recombinantes que expresan la GFP, a
partir de la recombinacion con la construccion pAcUW31-Cyt1-GFP.



Figura 18. Células asociadas a las trdqueas que muestran fluorescencia verde. Debido a su tamafio, los
granulos no se pueden observar, pero esto indica la presencia de granulos de TnGV recombinantes que
expresan la GFP, a partir de la recombinacion con la construccién pAcUW31-Cn10-GFP.

Figura 19. Adipocitos que muestran fluorescencia verde. Debido a su tamafio, los granulos no se pueden
observar, pero esto indica la presencia de granulos de TnGV recombinantes que expresan la GFP, a partir de
la recombinacion con la construccion pAcUW31-Cyt1-GFP.



Figura 20. Adipocitos que muestran fluorescencia verde. Debido a su tamafio, los granulos no se pueden
observar claramente, pero esto indica la presencia de granulos de TnGV recombinantes que expresan la GFP,
a partir de la recombinacion con la construccion pAcUW31-Cn10-Cyt1-GFP.
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Figura 21. Construcciones genéticas en el vector de pacUW31 con los genes ¢n10 y cytlA, clonados
individualmente y en combinacion. EI tamafio mostrado en las graficas no es proporcional.

Figura 22. Larvas de T. ni bombardeadas con la construccién AcNPV -paccnl10-cytlA-GFP mostrando una
alta fluorescencia con luz UV, producto de la expresion de la proteina GFP del virus recombinante.



Figura 23. Deteccidn de nucleos infectados con el virus recombinante AcNPV-paccn10-cyt1A-GFP por
microscopia de fluorescencia en tejido graso de larvas bombardeadas de T. ni. Se puede observar el contraste
del ndcleo infectado con el virus recombinante (fluorescente) con aquellos infectados con virus silvestres
(WT).

Figura 24. Deteccién de puntos especificos de infeccion con virus recombinantes en tejido graso de larvas de
T. ni bombardeadas, mediante disecciones en microscopio estereoscdpico de fluorescencia. Estos puntos
especificos de infeccion fueron utilizados para infectar nuevas larvas y proseguir el proceso de purificacién de
los virus recombinantes.



Figura 25. Nucleos celulares de tejido adiposo infectados mayoritariamente con AcNPV recombinante (GFP
fluoerscente) detectados con microscopia de fluorescencia. Esta larva de T. ni se utiliz6 en el proceso de
purificacion del virus recombinante.

Figura 26. Células adiposas individuales tomadas con microscopia de fluorescencia a partir de larvas de T. ni
bombardeadas con la construccion TnGV-cyt1A-GFP. Esta fluorescencia podria indicar la infeccion con el
TnGV recombinante. Comparar con las células aledafias.
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Figura 27. Construcciones genéticas en el vector disefiado con las secuencias flanquentes del den egt de
TnGV con los genes cn10 y cytlA, clonados individualmente y en combinacion. EI tamafio mostrado en las
graficas no es proporcional.



Fig. 28. Imagen de cajas Petri de 6 cm con dieta artificial utilizadas para realizar los bioensayos con 20
larvas de T. ni de primer instar. A las que se les dispers6 200 pl de suspension de COs de las 6

concentraciones

Fig. 29. Imagen de Microscopia electronica de transmision del granulovirus de Trichopluisia ni. Cuerpos

de oclusion de 0.5 x 0.2 pm. Barra 0.2 pm.
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Fig. 30. Geles de agarosa al 1% que muestran fragmentos amplificados por PCR y clonados en pCR4-
TOPO. A) DNA molde de TnGV, B) Frangmentos amplificados por PCR y C) Fragmentos clonados.
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Fig. 31. Mapa circular del granulovirus de Trichoplusia ni en donde se muestra la posicion de los genes

egt y p49 amplificados.
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Fig. 32. Cladogramas de la comparacion de los genes egt y p49 en Betabaculovirus, usando los

fragmentos amplificados a partir del DNA de TnGV (Caja roja) .
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Fig. 33. Mapa circular y perfil de amplificacion y restriccion del plasmido de recombinacién homoéloga
pTnGV4 para granulovirus. Cassete rojo interrumpido por pac-cn10-GFP. Carriles del 2 al 5 fragmento

amplificados por PCR, carriles 6,7 y 8 digestion con endonucleasas.
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Fig. 34. Mapa circular y perfil de amplificacion y restriccion del plasmido de recombinacién homdloga
pTnGV5 para granulovirus. Cassete rojo interrumpido por pac-cyt-GFP. Carriles del 2 al 5 fragmento
amplificados por PCR, carriles 6,7 y 8 digestion con endonucleasas.



Fig. 35. Imagenes de microdiseccién de larvas. A) Larvas de T. ni con tejido adiposo blanquecino por

infeccion con granulovirus. B y C) Microscopio con epifluorescencia de 480 nm para detectar tejido
adiposo fluorescente en larvas in vivo. D) Larva disectada con exposicion completa del tejido adiposo. E
y F) Tejido adiposo con luz visible y a 480 nm para detecta tejido adiposo con expresién de granulovirus
recombinantes. G y F) Fragmentos recuperados por microdiseccion de tejido con granulovirus

recombinantes.



Fig. 36. Imagenes de adipocitos fluorescentes observados en el sistema PALM antes y después de la

diseccidn y catapultados por laser.
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Fig. 37. Amplificacién por PCR de los genes heter6logos gfp, cn10 y cyt1Aa presentes en los

granulovirus recombinantes TnGVr4 y TnGVrb5.
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Fig. 38. Conteo de granulos de cinco cuadros medianos de la camara Petrof Hausser comenzando desde

el fondo para calcular el nimero de COs/ ml.
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Fig. 39. Imagen representativa del efecto que causa la infeccion por granulovirus silvestres y

recombinantes en el primer bioensayo



ANEXO |

Secuencia obtenida a partir del amplicén de 1,130 pb que resulto del PCR con los
iniciadores Egt TnGV (directo) y Egt TnGV (reverso 2).

AGTCACCAATCAGTGTTTGCGGACTGTAAAATTCACCACAGTGGTTTAGGCAA
ACATACTTTAACGAAGACTCAAAACGCAACACCACAAAAGCGTCATTTTTGTC
AGAATCATTTTGATCGTAGTCTTTTAATTCGTATTTTAGTAAATTTGTTCCTGAC
GAACTTACGCTGGTGCTGTGTGCCACATGTAATCCTAGCTTGTCATCAAAACCA
GACTGAAGATAGTGGTAAAAATGATTAATAACTTTATAAATTTTTACCAAACCA
[TTGTATTTTTCGGTGGACTTGGTACCGTGTCTGTTATGTTTTTTAATATTGGCA
AATTTTCTATTGGTTCCGTTGGTGGTGGTGGTGGTAGAGTTGTTGTTGTTGTTGT
TGTTGTAGTTGTTTTCGTTAGTGGCGGAGGAGTTGGTGGTGGTTCTAACGCAAT
CGTGCACCACGCAAAAAACATTAAAATTATTGCAGTTAGCTTTACCATGGTTGT
GTTTACTCGTTTGATTGTTCAGTACGTCAAACACAATTTAAATTTTTATACTGCT
TCTGTAACCCACGTAAGAATAATACGCAATCAATCCCAAAAATAAAACACTAC
ACGTCACCAACAAAGCGTAGTTAAAAATTGTACAAACTGTCGAATTGCAACGT
TCCGTTTGTTCCTGTTCATCTACGTACAGCGGGATTTCCGATGGTTTACCTTTTT
TATACAAAACATAATCTTTAATTTTTGTGACAAATGGTTTAGAGAATACCAGTG
TGGGTTTTGTTTGAGAAGGTATCTCAAATTTTAATGACTTTTTTGGTTTATCTTC
ACCAAGGTTGTTGTTGTAGGGAATAGTTGTTTCGTTGTACACCGACATTGCGAG
TGAATGTGTGCGCACCACCACACCTTTTATATGTGCTCTTTATCTTGGATTCACA
AAATCACGTCAAAAAAAACAAATTTACATACGTTTTAATCAATTTTATTTTCTA
TTCGTTCATACGCTGTACTTTAGACTGAAGTATATTCCTATTTACTAAAAAATCT
TCGTTTACATTATAGACCACCGCCAGCATTGCAAACACAACCACCAGCACCATT
ATAATAATCTTCCAGTTGATGCGGCCGAAAAAACAGATTGGTGACT




ANEXO I

Secuencia de nucleotidos del gen putativo egt
AGTCACCAATCTGTTTTTTCGGCCGCATCAACTGGAAGATTATTATAATGGTGC
TGGTGGTTGTGTTTGCAATGCTGGCGGTGGTCTATAATGTAAACGAAGATTTTT
TAGTAAATAGGAATATACTTCAGTCTAAAGTACAGCGTATGAACGAATAGAAA
ATAAAATTGATTAAAACGTATGTAAATTTGTTTTTTTTGACGTGATTTTGTGAAT
CCAAGATAAAGAGCACATATAAAAGGTGTGGTGGTGCGCACACATTCACTCGC
AATGTCGGTGTACAACGAAACAACTATTCCCTACAACAACAACCTTGGTGAAG
ATAAACCAAAAAAGTCATTAAAATTTGAGATACCTTCTCAAACAAAACCCACA
CTGGTATTCTCTAAACCATTTGTCACAAAAATTAAAGATTATGTTTTGTATAAA
AAAGGTAAACCATCGGAAATCCCGCTGTACGTAGATGAACAGGAACAAACGG
AACGTTGCAATTCGACAGTTTGTACAATTTTTAACTACGCTTTGTTGGTGACGT
GTAGTGTTTTATTTTTGGGATTGATTGCGTATTATTCTTACGTGGGTTACAGAAG
CAGTATAAAAATTTAAATTGTGTTTGACGTACTGAACAATCAAACGAGTAAAC
ACAACCATGGTAAAGCTAACTGCAATAATTTTAATGTTTTTTGCGTGGTGCACG
ATTGCGTTAGAACCACCACCAACTCCTCCGCCACTAACGAAAACAACTACAAC
AACAACAACAACAACAACTCTACCACCACCACCACCAACGGAACCAATAGAA
AATTTGCCAATATTAAAAAACATAACAGACACGGTACCAAGTCCACCGAAAAA
TACAAATGGTTTGGTAAAAATTTATAAAGTTATTAATCATTTTTACCACTATCTT
CAGTCTGGTTTTGATGACAAGCTAGGATTACATGTGGCACACAGCACCAGCGT
AAGTTCGTCAGGAACAAATTTACTAAAATACGAATTAAAAGACTACGATCAAA
ATGATTCTGACAAAAATGACGCTTTTGTGGTGTTGCGTTTTGAGTCTTCGTTAA
AGTATGTTTGCCTAAACCACTGTGGTGAATTTTACAGTCCGCAAACACTGATTG
GTGACT




ANEXO 11

Secuencia de nucledtidos del gen putativo p49
ATGGTTCTAGACGAGGACAGCTTAAAGTTTGTATTTATTGCCACATATTTTGAC
CCAAGTACGGATGTGCTTAACAATTTACCTGACAACGTTAAAGAACATTTAGCC
TCGCCCACAGACCAGGACCTATTGCGTTACATGGAATACCTGAGCGGTATGGG
TATACATGGCTTGATTGGAGACACCAATTCAGTGAACCTATTCAAATATGTTAA
ACCTCAATTTCATTTTGAGTGTGTGCGCGACCAAGATTTAGACATTGTCAGACA
CGATAACGAGGTGTATCTACGCAGACACACGTCTATTTATGCCACTAATTTATT
TGTGCGCGACCCAAACAAGCAAAAGTGGCTCTTGAAAATCATGGTGGACGTGA
TGAGAAACCAGCAGCGAGCGCTAGTAGTTGGCAATAATTATATGGTGTACGAC
GGATGTGTGGGCTACGTATTTGCCGGACCCTACCTAGATTGGTGTGGCGTTAGA
GTCTGCGCCTCAGACGCAGAAGGTACAAACACTACCATGTTGAGATTATATTTG
ATTGGACACGAACTTTTGAAAGTATTCACCGACCGAAACATAGAGCCCCCTCC
GGATGGCCAATTAAAAAATTACCATAAAGGAACACCACTCATCACCAACCATA
ATTACGTTATCACAACAAAGGATCTGCACACTAACAACATGAACAAAGTGTTC
GAGTTTATACAACAAGAATTAAACGGCAAAAATGAGTTGGTCAAGTATATTCA
GAGAGATTACATTTTTGACGCCGAACATTTTCCTTTGGATCTTCTAAACGAGCT
GCAGGATCACTATGTTTCCACCACGGCACTTTACAAAATTATCCATCGTTTTCA
TAGAGCGGAACCTGGCGAAAGAGCACACGACGTGGTTGTCGATAGATATGCAG
CGGACCGGTATCGTAAGTGTTTGGTGTTCGCCAGCGAGAACAACGTGTATCCA
GCGTTAGCGCATGCGCTATACATATTCATTCCAGACGATTACTACCAAATAAGA
CATACACTTAACGCGGCCTATGCGCCTAGGTTTGGTATGGTTGTACTCGCTACT
CATGTGTTTTTCGGTGCCACCAAAGTCATTAATTTTGACCCCACAAAAGACCTC
GAATCGTTTGTCAAGACCAAATATGAGGTGGGATCACACGTGTACTACAGAAT
AGGGGGTAATTATTATTTAGAAGAGTCGCAGATGGACGAAAACGGTGTGCCGG
TATACTTTGTGGTGCGTCTCGACAAAAATTTATTAGTAAGAGATAATTTAAGTT
CTCACACATTAGAGGATTTGAACAATAACTGGGTGAAAAATACTATTGCAAAT
TTATTCGTACACCCTCTATAAAAAATGGACACATTTCGAGGACCTGACGGTAGC
GTA



ANEXO IV

Secuencia de aminoécidos de la proteina P49
MVLDEDSLKFVFIATYFDPSTDVLNNLPDNVKEHLASPTDQDLLRYMEYLSGMGI
HGLIGDTNSVNLFKYVKPQFHFECVRDQDLDIVRHDNEVYLRRHTSIYATNLFVRD
PNKQKWLLKIMVDVMRNQQRALVVGNNYMVYDGCVGYVFAGPYLDWCGVRV
CASDAEGTNTTMLRLYLIGHELLKVFTDRNIEPPPDGQLKNYHKGTPLITNHNYVIT
TKDLHTNNMNKVFEFIQQELNGKNELVKYIQRDYIFDAEHFPLDLLNELQDHYVST
TALYKIIHRFHRAEPGERAHDVVVDRYAADRYRKCLVFASENNVYPALAHALY IFI
PDDYYQIRHTLNAAYAPRFGMVVLATHVFFGATKVINFDPTKDLESFVKTKYEVG
SHVYYRIGGNYYLEESQMDENGVPVYFVVRLDKNLLVRDNLSSHTLEDLNNNWV
KNTIANLFVHPL



