Identificacidén y sobreexpresion de tres genes hsp70 de Spodoptera frugiperda para evaluar
su impacto sobre la productividad del sistema de expresion baculovirus-células de insecto
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Introduccién. El sistema de expresion heteréloga que emplea
baculovirus (BV) como vector de expresion en células de
insecto (Cl), es ampliamente usado para producir proteinas
recombinantes o complejos proteicos, vacunas recombinantes
para humanos o de uso veterinario, como vector de terapia
génica y hasta en control de plagas en agricultura, etc. Dada su
relevancia biotecnoldgica, buscamos condiciones y factores del
hospedero que puedan mejorar la productividad de este
sistema. En particular estudiamos condiciones de estrés para la
célula que se han asociado con un incremento de la progenie
viral (1,2); sin embargo, no se conoce qué factores en particular
pueden estar causando esta mejora.

Lo que se conoce hasta ahora es que la respuesta al estrés de
las Cl es importante para la infeccién con BV y que inhibirla
tiene un efecto negativo en la infeccién, especialmente si se
hace en tiempos tempranos (3). Se ha reportado que los genes
hsp70 tienen la mayor sobre expresion durante la infeccion con
este virus (2,4), y recientemente se ha relacionado la presencia
de proteina Hsp70 con la estabilidad de complejos de
replicacién y transcripcion del BV (5).

Con este contexto decidimos estudiar si sobre expresar genes
hsp70 de S.frugiperda en tiempos tempranos de la infeccion
podria alterar la dindmica del ciclo viral y generar un aumento
en la produccion de nuevas particulas virales o de la proteina
recombinante de interés.

Metodologia. Se uso la linea Sf9 de células de insecto y un BV
generado para monitorear por fluorescencia la expresion en la
fase tardia del ciclo de infeccién con RFP bajo el promotor vp39
y la fase muy tardia con EGFP bajo promotor de poliedrina
(BV_RFP/EGFP) (6). Los tres genes de  hsp70 fueron
obtenidos de mRNA con sondas a partir de secuencias de
transcriptomas y ESTs. Estos genes se clonaron en el mismo
BV_RFP/EGFP, bajo el promotor temprano del gen me53 de
BV. Hasta ahora los rendimientos de progenie viral y proteina
recombinante (EGFP y RFP) se han evaluado por titulacién por
punto final y por medicion de fluorescencia respectivamente. Se
planea evaluar la expresién de cada hsp70 (A, B y C) por RT-
PCR cuantitativo y por Western Blot, al igual que para las dos
proteinas fluorescentes.

Resultados.

Se logré amplificar y secuenciar tres genes de hsp70 de S.
frugiperda que se nombraron hsp70-A, B y C respectivamente.
Cada uno se clon6 bajo un promotor temprano de BV y en el
mismo BV control: BV_RFP/EGFP, formando los BV:
Bv+hsp70-A, Bv+hsp70-B y Bv+hsp70-C. Para ver el efecto
sobre la dinamica y rendimiento de la infeccion al sobre
expresar cada hsp70, se infectaron cultivos con cada BV o una
combinacion de los tres con hsp70 (Bv+hsp70ABC). Los

resultados en la Fig. 1-A y 1-B muestran que hay un aumento
en la produccién de los reporteros de fase tardia y muy tardia
(RFP y EGFP) respecto al control y que varia de acuerdo a la
hsp70 que se estd sobre expresando. En la Fig. 1-C, se
observa que la cantidad de virus producidos en cada condicién
también aumenta cuando se sobre expresa alguna hsp70,
aungue esta diferencia es estadisticamente significativa solo en
los tiempos de 24 y 36 horas post infeccion.
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Fig. 1. La sobre expresion de genes hsp70 aumenta la produccion
de los reporteros de la fase tardia y muy tardia ademas de
aumentar la produccién viral en tiempos tempranos post infeccién.
A y B) Monitoreo de produccién de RFP y EGFP. C) Titulo viral
obtenido de cada cultivo a diferentes tiempos post infeccion.

Conclusiones. 1) Se generd un nuevo promotor para expresion
temprana dentro del sistema BV-CI. 2) Se obtuvo la secuencia
de tres genes hsp70 de S. frugiperda no anotados previamente.
3) Se evalué el efecto de sobre expresar las hsp70-A, B o C, de
manera temprana durante una infeccién por BV. 4) Se encontrd
gue cada hsp70 tiene un efecto distinto al sobre expresarla 'y 5)
todas causan un aumento en la produccion de progenie viral y
proteina recombinante.
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