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Ahstract

An an objetive to study the protein synthesis in pupa adn adult 8 frugiperda
far bodies. in vitvo "H Leuvine labeling expeniments were carried out  The
analvsis of *H Leucine mcorporation Kinetics iy female pupa of six day, showed a
maximun ineorporation ume of 30 minutes  Using the same methodology applicd
tu ohserve the protein syathesis along the pupal development. permitied to state
amaxunun at sixth day in female pupae  The values ol specibic artivity calo nlated
from the synthezized polypepiides revealed an itense biosynthelic activity at -1
5 and 6 pupal days By means af PAGL SDS could be identified the polypeptide
fractions synthezized exclusively in a predetermined day of adult period. those
were nominated as P*(200 Kd), P*{125. Kd). PE(105 Kd) and P7(88 Kd) wlich
were characterstios in the fat body of 2 days adult By first time results about
of metabolic biosynthetic activity in the fat body., were abtained. (On the athes
hand the stocking coincidence between the detection of P*{200 Kd) and the
store of vitelines in the oocyten ol vitelogewie females of § frugiperda were made

evident
Resumen

Con el objetiva de estudiar la sintesis de proteinas del .uerpo grase de §
frugiperda realizamos expericnciaa de incorporaciin tu witre van Lewcima M1

e «uerpos grasos de pupas y hembras adulias Kl anadlisis de las ainéticas de
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incorporacién del precursor radioactivo en el tejido de pupas hembras en el dia
8, demostrd que el tiempo de mAxima incorporacidn ers a los 30 minutos; em-
pleando la misma metodologia, fue posible observar un pico de méxima actividad
de sintesis protéice en este dia. El cdlculo de los valores de actividad especifica
de loa polipéptidoa sintetizadoa, evidencid una intenaa actividad en los dias 4,5
y 6 de la fase pupal. Utilizando electroforesis en PAGE SDS. se identificaron
polipéptidos que 3élo sun sintetizados en un dia determinado del adulto, y que no
son comunes a los otros estadios. Los hemos denominado, P*(200 Kd). P*(125
Kd), P%(105 Kd) y P7(88 Kd) los cuales son caracteristicos a partir del dia 2
de la etapa adulta. Por primera vez en 5. frugiperds se han obtenido resultados
con respecto a la actividad metabdlica del cuerpo graso: asi como también la
coincidencia de la sintesis de P*(200 Kd) con la acumulacién de las vitelinas en
los ocitos de hembras vitelogénicas.

INTRODUCCION

En insectos el cuerpo graso es un tejido importante para el estudio de la
regulacion de la diferenciacion celular y la expresion génica a lo largo del
desarrollo. Este se encuentra irrigado por la hemolinfa y sus células estin
acopladas eléctricamente a las vecinas. De esta forma las células del cuerpo
graso toman informaciéon de su entorno, estimulindolas a sintetizar y/o
almacenar macromoléculas (1).

Empleando métodos de fraccionamiento celular, de incorporacién de
precursores marcados radioactivamente y electroforesis en geles de poliacri-
lamida en condiciones desnaturalizantes, ha sido posible caracterizar algu-
nas proteinas del cuerpo graso y hemolinfa en varias especies de Dipteros
(1). Una de ellas es la califorina, obtenida en estractos protéicos de varias
especies de Caliphora, esta proteina posee un peso molecular de 530 Kd ;
en su forma nativa es un hexamero compuesto de subunidades idénticas
con peso molecular de 87 Kd., el anélisis del contenido de aminoacidos
demostré que es rica en fenilalanina y tirosina. Una posible funcién de
esta proteina es la de participar en la formacién de la cuticula en el adulto
(2). Se han caracterizado proteinas similares a la califorina en Drosophila
melanogaster. Dos de las mas importantes, son las LSP, (proteinas lar
vales del suero) LSP, y LSP,. Dichas proteinas se encuentran en altas
concentraciones en la hemolinfa de larvas en el tercer instar (3).

Un grupo de proteinas bastante estudiadas sintetizadas en ¢l cuerpo
graso de los insectos, son las vitelogeninas. FEstas se definen como las
proteinas del vitelo, siendo siutetizadas extraovario y capturadas por los



REVISTA DE CIENCIAS Marzo 1991 87

ovocitos en desarrollo en contra de un gradiente de concentracion (4). Telfer
(1951) (5), estudiando las hembras de Hyalophora cecropia encontré en la
hemolinfa una proteina que era predominante en los huevos, asignindole el
nombre de proteina hemolinfatica caracteristica de hembras. Esta proteina
[ue llamada mds tarde vitelogenina, el término se deriva de vitelogenésis,
proceso de diferenciacién y crecimiento de los ocitos, Durante la vitelogé
nesis ocurre un acimulo de proteinas en forma de granulos que serviran de
alimento al embrién (5), (6). '

Spodoptera frugiperda es una especie de la familia Noctuidae que se
caracteriza por ser una plaga de varios cultivos de importancia econémica
en el mundo (7). Las larvas de esta especie, atacan con mayor intensidad
al algoddn, maiz y varias especies de [rutales, vcasionando bajas en el
rendimiento de estos cultivos (7).

Hemos reportado resultados iniciales sobre algunos aspectos bioquimicos
de las proleinas que hacen parte del vitelo en los ovocitos de hembras
vitelogénicas de esta especie. Utilizando electroforesis en geles de poliacri
lamida en condiciones desnaturalizantes, fueron caracterizadas cuatro frac-
ciones polipeptidicas en ovarios de hembras adultas de diferentes edades.
Los pesos moleculares asignados a cada una de las proteinas fueron los
signientes: Viy (160 Kd), Vip (140 Kd), Vty (72 Kd) y Vtg (25 Kd) (8).

Existen pocos resultados que demuestran el papel de los polipéptidos
sintetizados en el cuerpo graso de Lepiddpteros. En este trabajo presenta-
mos por primera vez la caracterizacion bioquimica de fracciones protéicas
que son sintetizadas en el cuerpo graso de hembras (pupas y adultos) de .
frugiperda.

METODOLOGIA

A nimales

Se emplearon pupas y adultos hembras de Spodoptera frugiperda criados
en nuestro laboratorio segiin la metodologia desarrollada por Garcia et
al (Datos no publicados). En una caja de pldstico o en un frasco de
vidrio se colocaron 20 o 30 larvas. Estas fueron alimentadas con hojas de
higuerilla, siendo mantenidas en oscuridad sobre condiciones de humedad
y temperatura constantes. Diariamente se limpié el recipiente colocando
nuevo alimento. Al pasar a la fase de prepupa se les suspendié la higuerilla
colocandolas sobre una capa de aserrin fino. Se procedié al sexaje y a la
caracterizacién del tiempo de duracién de la fase pupal de acuerdo a lo
descrilo por Alvarez y Sdnchez (1982) (7). Los adultos eran mantenidos
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en recipientes de vidrio alimentindolos con una sclucién de miel de abejas
al 5%, a temperatura y humedad constantes (80% de humedad relativa y
25°C). Se procedié a la diseccién de las pupas y adultos empleando una
microtijera y el cuerpo graso fue desprendido de la pared abdominal con la
ayuda de nna aguja de vidrio. El tejido se colecté mediante aspiracion con
un capilar.

Administracién de Leucina *H in vitro

En todos los experimentos se utilizé Leucina *H (marca Amersham, ac-
tividad especifica 159 Ci/mmol.). Volimenes de 2 ul del aminodcido se
secaban sohre una limina siliconizada y el residuo era disuelto en 50 ul
de medio de incubacion (DIFCO medio minimo de sales); después de 15
minutos, tiempo necesario para una disolucién completa del aminodcido,
se colocaba en cada gola el cuerpo graso dejindolo por 30 minutos o por
tiempos variables dependiendo de la experiencia (9).

Al cabo de este tiempo de incorporacién se colectaron los cuerpos grasos
en tubos eppendorf que contenian 100 ul de tampon desnaturalizante de
Laemli (10). Las preparaciones eran sometidas a incubacién durante 1
hora a 55°C, y posteriormente almacenadas a —20°C hasta su uso.

Electroforesis en geles de poliacrilamida

Para la preparaciéon de las diferentes fracciones protéicas utilizamos el
método desarrollado por Laemli (1970) (10), con algunas modificaciones:
la concentracién del gel de separacién fue del 8%, la longitud del gel de
corrida fue de 12 em., el gel de empilamiento fue del 3% y el tampén del
electrodo era Tris-HC1 0.025 M pH 6.8, Glicina 0.192 M y SDS al 0.1%.

La electroforesis se realizo bajo una corriente de 120 mA hasta que
el colorante alcanzé el extremo inferior del gel. Para la determinacién de
los pesos moleculares de las protefnas obtenidas del cuerpo graso de §.
frugiperda, empleamos el método descrito por Shapiro et af (1967) (11).
Usando como patrones de referencia proteinas de peso moleculares conoci-
dos.

Determinacién de proteinas

La determinacién de proteinas se hizo ntilizando el método de Lowry el al
(1951) {12), con las modificaciones de Oyama & Fagle (1956) (13).
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Determinacion de radioactividad

Se determimo la actividad especifica de las proteinas sintetizadas precipi-
tando 5 ul de cada una de las preparaciones incorporadas con TCA 5%. La
fraccion acido precipitable fue colocada en 5 ml. de liquido de centelleo, y
la radioactividad presente se conté en un contador de centelleo marca Beck-
man modelo LS 5000 con una eficiencia del 40%. La actividad especifica
fue calculada en funcién de la cantidad de cuentas por minuto por mg. de
proteina presente en el cuerpo graso (9).

RESULTADOS
Sintesis de proteinas en cuerpo graso de pupas hembras

Fue monitoreada la actividad de sintesis en ¢l cuerpo graso mediante la
cuantificacion de la incorporaciéon de Leucina marcada radioactivamente.
Inicialmente realizamos varias cinéticas de incorporacién de Leu-*11 du-
rante tiempos variables. Los resultados obtenidos de éstas mostraron que
la mayor actividad de sintesis protéica en pupas del dia 6 se detectd a los
30 minutos de incorporaciéon in vitro (Tabla 1).

Tiempo/minutos | Cpmx10¥ totales |
5 1.1765
20 12.766625
30 40).28666
60 0.3490

Tabla 1: Cinética de incorporacién de Leucina *H en cuerpo graso de pupas
hembras de S. frugiperda en funcién del tiempo de incubacion in vitro.

Nuestro objetivo era el poder estimar la actividad metabdlica del cuerpo
graso en hembras de esta especie. En este sentido la cuantificacién del con-
tenido de protefnas totales en diferentes dias de la fase pupal, mostré que la
concentracién de proteinas del cnerpo graso en pupas hembras permanecia
constante del segundo al quinto dia. Sin embargo, se ohservé una pequeia
disminucion del contenido protéico en pupas del sexto dia. De acuerdo con
los valores obtenidos se evidencié un incremento en pupas del dia 7; ya en el
dia R la concentracién de proteinas es menor cuando se compard con pupas
jovenes ( Tabla 2)
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Pupa/dia Peso de cuerpo Cpm/mg.prot Cpm/mgprot/mgC.G.

graso (mg)
1 7.12 i62.505 93.048
2 7.41 598.214 80.730
3 7.44 779.556 104.709
4 8.13 843.407 103.740
5 7.82 988.760 126.439
6 2.51 1016.783 405.092
7 3.12 241.762 70.691
8 8.51 817.962 96.117

Tabla 2: Actividad especifica de proteinas sintetizadas en el cuerpo graso de §.
frugiperda por mg. de cuerpo graso de pupas hembras en loa diferentea dias de
desarrollo.

Cuando examinamos los valores de incorporacion del aminoacido mar-
cado, ohservamos variaciones importantes. Asi el estadio de prepupas, la
aclividad especifica es baja con relacién a aquellos valores obtenidos en
estadios mas avanzados (Fignra 1). De acuerdo a los valores consignados
en la Tabla 2, es posible ver que se produce un incremento en la activi-
dad especifica de las proteinas sintetizadas durante los dias 4, 5 y 6 del
desarrollo. El pico de maxima incorporacién ocurrié en el dia 6 (1.016.783
cpm/mg de proteina); después de este dfa la actividad sintética baja, ésto
es coincidente con la proximidad a la etapa de adulto.

En resumen podemos ver que la actividad de sintesis protéica del cuerpo
graso es variable, y presenta la maxima actividad en el dia 6 de esta fase.

Para obtener una estimacién semicuantitativa de la actividad metabdlica
de los ruerpos grasos, consideramos el peso himedo del tejido que se uti-
liz6 para realizar la incorporacién. Los resultados obtenidos, teniendo en
cuenta esta variable, nos mostraron que la actividad sintética de los cuerpos
grasos es alta en los dias 3 al 6 (tabla 2).
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Figura 1. Perfil de actividad especifica de proteinas sintetizadas por el cuerpo
graso de hembras de §. Frugiperda durante la fase pupal. Los valores consignados
se reficren a la cantidad de cuentas por minuto (c.p.m) de Leucina *H
incorporada por miligramo (wg) de protefna.

Caracterizacién de los polipéptidos del cuerpo graso

El andlisis de los patrones electroforéticos obtenidos a partir de prepara-
ciones de proteinas de cuerpo graso, nos permitié obtener un perfil de la
composicion protéica de este tejido en adultos hembras de S. frugiperda. En
la Tabla 3, se consignan los valores de los principales polipéptidos visua-
lizados después de coloracién con azul brillante de Coomasie de los geles.
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Peptido/# R.M. Peso Molecular (Daltons)

p 086 255.000
p? 114 220.000
p* 133 200.000
P 152 192.000
p* .260 142.000
P’ 282 125.000
»° 333 105.000
P’ 342 88.000
Pt 370 80.000
P 400 74.000
p'° 420 70.000
P! A70 62.000
p'3 550 51.000
p'3 580 48.000
P 650 42.000

Tabla 3: Migracién rclativa y pesos moleculares de los polipéptidos detectados
en cuerpo graso de pupas hembras de S. frugiperda.

Estudiando los patrones correspondientes se observo que en adultos de
0 dias es posible detectar 10 fracciones protéicas. Los polipéptidos de-
terminados presentaron pesos moleculares que variaban de 255 Kd a 14
Kd. De éstos los mas abundantes correspondieron a las bandas con pesos
moleculares de 88 Kd y 74 Kd. Por otro lado, en hembras de primer dia
aparecen |4 polipéptidos. El analisis del patron obtenido evidencié que las
bandas diferentes se observaban en proteinas que correspondian sa pesos
moleculares de 70 Kd, 62 Kd, 51 Kd, 42 Kd y 14 Kd. Las fracciones mas
abundantes tenian los mismos RM que aquellos detectados en 0 dias.

A partir del dia 2 de adulto se caracterizaron 15 polipéptidos con pesos
moleculares de 255 Kd a 11 Kd. Es importante resaltar la presencia de una
nueva banda protéica con un peso molecular de 200 kd. Este polipéptido
lo hemos denominado con P*. Esta protefna incrementa su concentracion
en el dia 2 y 3 de la fase adulta. A partir de este punto se observa una
disminucién de su concentracién (pupas de 4 y 5 dias) (figura 2)

Es importante mencionar que la concentracion de las principales fra
ciones polipeptidicas decrece en adultos de 4 y 5 dias (figura 2). aunque se
conserva la misma distribucion de péptidos observado en los primeros dias
del adulto.
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Figura 2. Patrén electroforélico de proteinas extraidas de cuerpo graso de
adultos hembras de §. frugiperda.
Muestras de proteinas extraidas de cuerpo graso de adultos, hembras en diferentes
dias del desarrollo, fueron sometidas a electroforésis en gel de poliacrilamida SDS
8% y coloreadas con Comassie Blue R. 250. (1) Cuerpo graso adulto 0 dias. (2)
Cuerpo graso adulto 1 dia. (3) Cuerpo graso adulto 2 dias. (4) Cuerpo graso
adulto 3 dias. (5) Marcador de alto peso molecular. (6) Cuerpo graso de adulto 4
dias. (7) Cuerpo graso de adulto 5 dias. (8) Marcador de bajo peso molecular.

DISCUSION

En este trabajo se presentan por primera vez resultados relacionados con
la actividad metabdlica del cuerpo graso de un Lepidéptero de importancia
economica. Estudios sobre la sintesis de proteinas en el cuerpo graso de
otros lepidépteros, apuntan a la alta tasa de incorporacién de precursores
de proteinas. Nuestros resultados son confirmatorios de la funcién de este
érgano en el metabolismo biosintético de los insectos (1).

En larvas y pupas de Hyalophora cecropia, medidas de la actividad
especifica de los polipéplidos sintetizados en diferentes estadios del desa-
rrollo, demuestran que el cuerpo graso en esta especie es un tejido de alta
actividad (2). Los resultados ohtenidos en S. frugiperda son similares a los
observados en Hyalophora; siendo asi podemos concluir que en Spodopiera,
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el cuerpo graso tiene una actividad biosintética.

Cuando examinamos los valores del contenido de proteinas totales en
cuerpos grasos de pupas hembras, es posible ver que son casi constantes
hasta el dia 5 (aproximadamente 2.5 mg/wml); ocurriendo algo similar con
el peso total del cuerpo graso (7.5 mg). A pesar de la constancia de estos
valores, los datos de actividad especifica de las proteinas sintetizadas se
muestran crecientes, de acuerdo con lo anterior podemos afirmar que ocurre
un incremento en la sintesis de proteinas a medida que avanza el desarrollo
pupal de esta especie,

Para nosotros fue claro que el dia 6 es el punto de maxima incorporacion
de Lencina 3H; siendo que en todas las experiencias realizadas, los resul-
tados coincidian con este maximo. Por tanto el dia 6 ha sido determinado
como punto de transicién en el desarrollo de pupa a adulto. Aunque no
tenemos datos histologicos, podemos concluir que este tejido se organizaria
metabolicamente para esta transicion.

La premisa anterior la refuerza la disminucion de la actividad especifica
en pupas del dia 7, la menor de todas las registradas. De esta forma pode-
mos afirmar que ya en el preadulto se determinaria la actividad metabolica
del futuro adulta (6). Desafortunadamente existen pocos trabajos en este
sentido, por lo que se hace dificil establecer paralelos entre nuestra especie y
otros lepidépteros. De cualquier forma son importantes pues se constituyen
en fuentes de comparacion para otros miemhros del orden.

En el desarrollo de los insectos, es posible correlacionar el aparecimiento
de ciertas fracciones polipeptidicas con eventos cruciales del desarrollo mor-
fogenético. Fn este sentido se puede relacionar la presencia del polipéptido
de 200 Kd, el denominado P*, con el incremento de la concentracion de las
vitelinas detectadas en el vitelo de hembras vitelogénicas de 2 y 3 dias (8).
Dicha coincidencia es interesante pues las vitelogeninas son proteinas sinte-
tizadas en el cuerpo graso y exportadas a la hemolinfa para posteriormente
ser captadas y procesadas por los ovocitos en desarrollo (5).

Fn el cnerpo graso de varias especies de insectos se han podido carac-
terizar proteinas importantes las cuales juegan un papel clave en la fisiologia
del organismo. Siendo, que tanto la califorina como las vitelogeninas son
proteinas sintetizadas en el cuerpo graso de insectos; la proteina P°, es una
fnerte candidata, por sus condiciones, a ser la vitelogenina de S. frugiprda.
Sin embargo, nuestros resultados son insuficientes para permitirnos afirmar
tal premisa.

De acuerdo con los datos obtenidos por Angulo & Garcia (1986) (8), la
acumulacién de las vitelinas en el ovario de hembras vitelogénicas ocurre en
el dia 2 del adulto: por esta razdn, podemos decir que la aparicion de este
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pohpepuido es un evento de sintesis de proteinas programado, especificas

en este tepdo
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