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1 Introduccion

La agricultura tiene un impacto en el ambito social, ambiental y econémico ya que es
una de las actividades esenciales para la produccion de los alimentos (Dethier y
Effenberger, 2012). En México se cuenta con diversos climas que permiten el
aprovechamiento de una variedad extensa de cultivos (SAGARPA, 2016), uno de los
problemas que se presenta durante la produccion es el dafio por plagas, en el caso de
S. exigua un insecto plaga del orden lepiddptera, las larvas atacan principalmente a
hortalizas consumiendo las hojas (masticador), los frutos y contaminando el cultivo,
gue se controla mediante el uso de insecticidas quimicos (Barrientos-Gutiérrez, 2013;
IRAC, 2018), sin embargo, la desventaja principal de estos productos es la presion de
seleccion que ocasionan sobre la plaga debido al uso prolongado y frecuente, generan
resistencia (IRAC, 2018). Frente a ello los agentes de control bioldgico se presentan
como una alternativa de control dentro del manejo integrado de plagas, tal como los
baculovirus de la familia Baculoviridae (Murillo et al., 2003) de los que se tiene una
fuerte evidencia de su especificidad en los artropodos (Boughton et al., 1999; Burges
et al., 1980; ICTV, 2018b; Ikeda et al., 2015; Thiem y Cheng, 2009), fueron aislados
por primera vez en el gusano de seda (Bombix mori) (Rohrmann, 2011), dicha familia
estd dividida en cuatro géneros siendo alfabaculovirus el género que ataca
especificamente a lepidépteros (ICTV, 2018b; Jehle et al., 2006).

Este virus genera cuerpos de oclusion mismos que debe ser ingerido por el insecto
para desarrollar su patogenicidad causando sintomas como: fragilidad, palidez,
flacidez y ruptura del tegumento, provocando la liberacién de los cuerpos de oclusién
al ambiente (Williams et al., 2017).

La mayoria de los baculovirus aislados han sido a partir de larvas infectadas de S.
exigua recolectados del campo, caracterizados como multiple nucleopoliedrovirus y
denominado como SeMNPV (Caballero et al., 1992a; Caballero et al., 1992b; Lasa et
al., 2007; Murillo et al., 2001).

El suelo es el reservorio natural de baculovirus mas abundante en el ambiente (Infante-
Rodriguez et al., 2016) por lo que se puede aislar baculovirus.

El aislamiento de cepas de baculovirus aporta datos sobre su actividad

entomopatogénica que es de especial importancia para el desarrollo de



bioinsecticidas. Por ello el objetivo de este trabajo es aislar baculovirus contra S.

exigua a partir del suelo y evaluar su actividad bioinsecticida.

Palabras clave: Aislamiento, S. exigua, Caracterizacion, Baculovirus, Control biolégico.



2 Justificacion

S. exigua es un insecto plaga polifaga que se presenta de manera ciclica dafiando a
cultivos como la alfalfa, brocoli, cebolla, cilantro, col, coliflor espinaca, tomate, lechuga,
rabano y zanahoria. La forma mas comun de controlar esta plaga es el uso de
insecticidas quimicos, que puede generar resistencia. Por ello el desarrollo de agentes
de control bioldgico contra S. exigua es de gran importancia para un adecuado manejo
integrado de plagas. Los baculovirus se presentan como una alternativa de control
bioldgico por la especificidad en el hospedero, que lo hace ecoldégicamente deseable,

por esta razon es de interés el aislamiento de baculovirus a partir de S. exigua.

3 Objetivos
3.1 Objetivo general

Aislar baculovirus del suelo mediante la infeccion en larvas de S. exigua.

3.2 Objetivo especificos

Infectar en larvas de S. exigua con dieta contaminada de suelo.
Extraer y amplificar los baculovirus de los cadaveres de larvas muertas

Caracterizacion toxicolégica y molecular de los baculovirus obtenidos

4 Hipotesis

Se puede aislar cepas de baculovirus del suelo patogénicas a S. exigua.



5 Revision de literatura

5.1 Taxonomia de los baculovirus

La familia Baculoviridae es la mas numerosa y ampliamente estudiada de todos los
grupos de virus patdgenos de insectos. Afectan a mas de 600 especies de insectos.
Esta familia agrupa virus de ADN de doble cadena cuyos viriones estan
caracteristicamente incluidos en una matriz proteinica llamado poliedro o cuerpo de
oclusion (Berretta et al., 2013; Caballero et al., 2009). EI nombre de baculovirus se
debe a la forma de varilla de sus viriones, que se deriva del latin baculo — baston
(Rohrmann, 2011).

Los baculovirus comprenden dos tipos de virus: nucleopoliedrovirus (NPV) vy
granulovirus (GV) que se distinguen principalmente por la morfologia de los cuerpos
de oclusion (CO) (Ikeda et al., 2015).

Segun el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, 2018b; Jehle et al.,
2006), la familia Baculoviridae, no pertenece a ningun orden, se divide en cuatro
géneros, Alfabaculovirus especifico de lepidéptera cuenta con 40 especies de NPV,
Betabaculovirus que Unicamente infecta a lepiddpteros con 25 especies reconocidas
de GV, Deltabaculovirus cuenta con 1 especie de NPV especifico para diptera y
Gammabaculovirus documentan 2 especies de NPV que afecta solamente a
himenoptera.

Tradicionalmente las especies de los baculovirus son nombrados a partir de las
especies de donde fueron aislados por primera vez seguidos de NPV o GV,
dependiendo de la morfologia del virus (Ikeda et al., 2015). Como en el caso de Agrotis
segetum NPV (AgseNPV) que fue aislado de tres distintos lugares: Inglaterra, Francia
y Polonia, que dos de estos aislados el de Inglaterra y Francia son el mismo virus
(Allaway y Payne, 1983). Posteriormente el aislado de Polonia se nombré como
AgseNPV-A (Jakubowska et al., 2006) ya que fue el primero en ser secuenciado su
genoma completo por lo que los aislados de Inglaterra y Francia se nombré como
AgseNPV-B. También las larvas de Agrotis segetum son infectados por Agrotis ipsilon
NPV (AgipNPV) que difieren de los dos baculovirus que infecta Agrotis segetum (ICTV,
2018a), sin embargo, AgipNPV también puede infectar Heliothis virescens,



Helicoverpa zea, Pseudaletia unipuncta y Spodoptera frugiperda (Boughton et al.,
1999). De acuerdo a esto, el hospedero puede ser infectado por varias especies de
baculovirus, con la ayuda de estudios moleculares se determina la cercania de estos
virus por lo cual se le puede nombrar de la misma manera (AgseNPV-A y AgseNPV-
B), de igual forma, los baculovirus aislados de la misma especie de hospedero pueden
representar diferentes especies de baculovirus siendo el caso de AgipNPV.

5.2 Estructura de los Baculovirus

Los nucleopoliedrovirus (NPV) se caracterizan por la produccion de CO al final del ciclo
viral. Los CO estan constituidos por una matriz proteica cristalina cuyo componente
principal es la polihedrina, con un peso molecular entre 25-33 kDa (Mufioz et al., 2000).
Los CO que poseen forma poliédrica, pertenecientes al género Alfabaculovirus,
Gammabaculovirus, Deltabaculovirus tipicamente tienen un tamafio de 0.5 a 5 um que
contienen varios viriones derivados de oclusion (VDO) al interior de la estructura,
mientras que el género Betabaculovirus es ovocilindrico (granulovirus, GV) con un
tamafo de aproximado de 0.3 x 0.5 pum que usualmente solo lleva un virion dentro,
aunque raramente se ha observado con dos viriones. Los viriones protegen a una o
varias nucleocapsides (NC) en forma de varilla de 30-60 nm de diametro y 250-300 nm
de largo envueltas dentro de una membrana. La NC contiene una molécula de ADN
bicatenaria circular con un tamafio de 80-180 kilo pares de bases (kpb) (King et al.,
2011).

Morfologicamente existen dos subgrupos en los NPV (Figura 1): los
nucleopoliedrovirus simples (SNPV), que cuentan con una NC por un virus derivado
de oclusion (VDO) y los nucleopoliedrovirus multiples (MNPV) los cuales pueden tener
mas de una NC por VDO (Ibarra et al., 2006).
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Figura 1. Formas de CO del baculovirus. Tomado de (Slack y Arif, 2006). Se muestran
tres tipos de CO, la primera de un NPV, que a la vez se presentan en dos tipos: MNPV
donde los VDO en su interior tienen varias NC o una NC, SNPV, los VDO solo protegen

a una NC. La tercera un GV que resguarda un solo VDO con una NC.

5.3 Ciclo biologico de baculovirus

Los baculovirus poseen la capacidad de multiplicarse y dispersarse en el ambiente a
través de individuos de la poblacién (Figura 2). De los focos primarios de la
enfermedad, resultan focos secundarios, asi mismo, de una generacién a otra, los
patbgenos pueden permanecer en el area, en el suelo, o en los cadaveres (Suarez-
Gomez, 2012).

En la Figura 2 se ilustra la interaccién del baculovirus en el ambiente, donde una vez
gue las larvas comen las hojas contaminadas por los CO, son infectadas llevandolos
a la muerte y liberan los CO en la planta que puede ser transmitido de nuevo a un
huésped susceptible (flechas rojas), estos CO son lavados por la lluvia al suelo, de
igual manera puede ser transportado de regreso a la planta por factores bioticos y
abidticos (flechas negras). Aquellas larvas que son infectadas pero que no mueren
pueden llegar a emerger como adultos infectados silenciosamente (flecha azul), que a
la vez también pueden migrar, antes de ovipositar, y de esta manera transmiten el virus

a la siguiente generacién, esta transmisién vertical puede permanecer varias
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generaciones hasta que algun factor elicitor o de estrés (flecha naranja) pueda
provocar la activacion del virus retornando al ciclo de transmision horizontal (flecha

roja).

,g tb;‘ i Migracion del adulto y dispersion del virus \'g 3 i ‘% g
W g < i W

E{(i) Infeccién
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Transmisén
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@O & ¢
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T Q
Resevorio de CO en el suelo Pupacién

Figura 2. Ciclo de las relaciones de Baculovirus con el insecto huésped. Tomado de
(Williams et al., 2017).

La diseminacién de manera natural de los CO en el medio ambiente, por transmision
horizontal sucede por la contaminacién de la alimentacion o los huevecillos del
huésped, la transmision vertical puede ocurrir cuando son infectadas las polillas,
infectando a los huevecillos. Experimentalmente sucede por el contacto de huéspedes
intactos con VB y por la infeccién o transfeccion de cultivos celulares (King et al., 2011).
Los baculovirus inciden en las poblaciones naturales de los insectos como un factor
de mortalidad que contribuye a regular su densidad. El estado susceptible es la larva
gue es infectada al alimentarse de un substrato vegetal contaminado con CO
(Caballero et al., 2009). De esta manera no afecta a la fauna benéfica, puesto que
tienen que ser ingeridos para entrar en accion (Gaxiola-Castro, 2012).

La infeccion, transmision y replicacion de los baculovirus ocurre Unicamente en la

etapa larvaria de los insectos (Slack y Arif, 2006).



El ciclo infeccioso comunmente implica dos fenotipos de viriones, a la cual se le
denominan: infeccion primaria, en donde participa los VDO, e infeccidén secundaria, en
el cual sucede la produccion de virus brotados (VB) responsables de la infeccidon
sistematica (Berretta et al., 2013).

La infeccion primaria inicia cuando las larvas ingieren CO penetrando de esta manera
en el cuerpo del hospedero, donde las particulas poliédricas son disueltas en el medio
alcalino del intestino (pH 8-11), liberando los VDO (Caballero et al., 2009) varias
proteinas han sido identificados en la envoltura de los VDO, seis de estas proteinas
son esenciales para la infeccion que incluye P74, PIF-1, PIF-2, PIF-3, AC96 (PIF-4) y
E56 (PIF-5) (King et al., 2011) que se fusionan a las microvellosidades de las células
columnares del epitelio en el mesenterdn, que resulta en la liberacion de las NC dentro
del citosol (Monique y Just, 2007), mediante la ayuda de los filamentos de actina son
transportados al ndcleo de la célula, donde es liberado el ADN viral para ser expresado,
llevando a la sintesis de nuevas NC (Ohkawa et al., 2002) y a la produccion de la
proteina del CO.

La infeccion primaria se detalla en la Figura 3, donde en el intestino medio de la larva
el CO se disuelve en medio alcalino, provocando la liberacion del VDO (1). Los VDO
se mueven a través de la matriz peritréfica (amarilla) que recubre el epitelio del
intestino medio (2). Los VDO se une a las microvellosidades de las células epiteliales
columnares, y las NC entran mediante la fusion de la envoltura del VDO y la membrana
citoplasmica de la microvellosidad (3). Las NC se mueven mediante la polimerizacion
de la actina (linea roja) algunas se traslocan al nucleo (4). La NC libera el ADN y
expresan los genes tempranos, incluidos los genes que codifican la glicoproteina de la
envoltura principal del VB (GP64 o proteina F). Otras NC se traslocan al dominio
basolateral de la célula y brotan a través de la membrana plasmatica (5). Se forma los
VB con las glicoproteinas expresadas a partir de la subpoblacién de NC que ingresaron
al nucleo de la célula (6).



Figura 3. Mecanismo de infeccién primaria, representado por un MNPV. Tomado de
(Harrison y Hoover, 2012).

Al llegar al final de la fase se empieza a producir un nuevo tipo de virus, que representa
la infeccion secundaria, conocida como VB (Berretta et al., 2013). Para ello se necesita
de la expresién de la glucoproteina 64 (GP64), que se acumula en la membrana celular
de las microvellosidades, que envuelve a la NC cuando brota fuera de la célula (punto
namero 6 en la Figura 3) y posteriormente, se ha sugerido, que la GP64 se une a la
clatrina, dinamina, colesterol o entra por macropinocitosis en la membrana plasmética.
Una vez que hacen contacto con la membrana celular, el VB es endocitado en una
vesicula (endosoma) y durante el transporte se acidifica provocando la fusion del
endosoma con la envoltura del VB, liberando la NC hacia nucleo de la célula, iniciando
de esta manera la formacion de nuevas particulas virales. La falta de especificidad de
la GP64 en la union a los receptores y la afinidad a la membrana plasmatica puede
explicar como es que los VB poseen la habilidad de infectar varios tipos celulares. En

S. exigua la infeccién secundaria comienza en los tragueoblastos y otros tejidos como



el masculo del intestino medio y los hemocitos (Rohrmann, 2011). Permitiendo asi la
diseminacion de la enfermedad en todo el cuerpo del insecto hospedero o la infeccion
sistematica, tal y como se presenta en la Figura 4, el VB se une al receptor de la célula
y es endocitado (1). El endosoma que contiene el VB se acidifica y libera la NC (2). La
NC es traslocada mediante la ayuda de la polimerizacion de actina (linea roja) (3). Se
libera el ADN en el nucleo, iniciando la expresion de genes tempranos, el nucleo crece
y se forma el estroma virogénico (4). Las NC formadas salen del nucleo y brotan de la
membrana plasmatica convirtiéndose en VB (5). Posteriormente las NC son envueltas
en la region peristromal para formar VDO (6). La polihedrina se cristaliza alrededor de
los VDO para formar CO (7).

Figura 4. Mecanismo de infeccion secundaria por VB. Tomado de (Harrison y
Hoover, 2012).
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Cuando las larvas son infectadas por los baculovirus en su interior se producen
millones de particulas de virales. Luego otras enzimas como la quitinasa y catepsina,
causan la lisis del cadaver de la larva y esto provoca, que poco antes de la muerte, el
tegumento de los insectos infectados se vuelva muy fragil, palido, flacido y se rompa
con facilidad, frecuentemente suben a las partes apicales de las ramas, y mueren
colgados de sus pseudodpatas en forma de V invertida (Figura 5), esparciendo de esta
manera los CO en las hojas de las plantas (Bullock et al., 2002; Williams, 2006).

Figura 5. Infeccidén de S. exigua por nucleopoliedrovirus. Tomado de (Williams, 2006).

5.4 Los baculovirus como bioinsecticidas

Algunos NPV son especificos para un huésped, aungque un mismo tipo de baculovirus
puede infectar a varios huéspedes dentro de los organismos de invertebrados, por
ejemplo como el NPV de Heliothis que afecta a 7 especies del genero Heliothis, se ha
realizado varias pruebas de toxicidad en mamiferos, aves, roedores confirmando la
ausencia de sintomas de infeccién por el virus (Burges et al., 1980). Ademas, estos
tipos de virus se encuentran de manera natural en el medio ambiente tanto NPV como
GV, asi que, los diversos organismos estan en contacto con los baculovirus y hasta
ahora no se tiene ningun registro de afectaciones en especies de vertebrados (véase
ICTV, 2018).

Debido a esta razén se pueden utilizar como agentes de control biolégico contra

plagas, como principal ventaja la alta especificidad en los huéspedes.

Hay una gran cantidad de virus aislados a partir de la orden lepidéptera por lo que se

presenta como una opcion de control entomopatdégeno, para su uso en campo se debe
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de considerar la temperatura, siendo como optima de 20 a 32°C (Cory y Bishop, 1997),
otro factor que puede influir es la alcalinidad, ya que bajo estas condiciones se
disuelven los CO, sin embargo, la presencia de la alcalinidad se da en suelos salinos
por lo que su uso en la agricultura se ve limitado debido a la falta de nutrientes y
disponibilidad de agua (Badia-Villas, 1992).

En Almeria, Espafia se experimentd con una cepa autdctona del virus de la poliedrosis
nuclear de S. exigua (VPNSe-SP2), con un preparado comercial de dicho
nucleopoliedrovirus con una cepa de Florida, EUA (SPOD-X®). Se aplicé en todos los
estadios larvarios con un nivel de infestacion muy alto (>15 larvas por planta).
Teniendo una mortalidad a los 6 dias de la aplicacion (Escribano et al., 2000).

En América Latina se han implementado controles de varias especies de baculovirus
contra las plagas, donde se puede notar que en México se tiene registro de la

utilizacion de S. exigua NPV (Cuadro 1).

Cuadro 1. Ejemplos de productos de baculovirus comercializados en América latina.
(Haase et al., 2015).

. . . . mpafii
Virus Huésped Cultivos |Producto Pais Compania
productora
Nova Era
. Biotecnologia
N Baculo-soja, . .
Anticarsia N i . Agricola, Nitral
. | Anticarsia Baculovirus Nitral, .
gemmatalis emmatalis Soya Coopervirus  SC Brazil Urbana,
MNPV ’ rotcgJ é, Multigen | COODETEC,
protege, g Milenia,
EMBRAPA
Autographa
californica,
Trichoplusia ni,
Autographa | Pseudoplusia
californica | includens, Alfalfa
MNPV  + | Heliothis " |VPN-ULTRA Guatemala | Agricola El Sol
. vegetales
Spodoptera |virescens, S.
albula NPV |exigua,
Estigmene
acrea, Plutella
xylostella
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Spodoptera Vegetale .
sunia NPV Spodoptera spp. VPN 82 Guatemala | Agricola El Sol
Cydia Cydia Manzana | Carpovirus  Plus Argentina NP_P-Arysta Life
pomonella, ,  pera, | Madex - Science,
pomonella . . Chile
GV Grapholita nuez, Carpovirusine Uruaua Andermatt
molesta durazno | Madex Twin guay Biocontrol
Empresa de
P .
Yuca esquisa -
. Agropecuaria e
o (tapioca), . . «
Erinnyis ello Erinnvis ello arboles Baculovirus Brazil Extensdo  Rural
GV y de erinnyis Colombia de Santa Catarina
caucho S.A. BioCaribe
SA,
CORPOICA
_— Maiz, .
Helicoverpa EE::S;T; 3 y tomate, |Gemstar, HzNPV | México ieglisil'ech USA,
zea SNPV P algodon |CCAB Brazil g i
spp. Australia
y tabaco
Tomate,
. _— imien
Helicoverpa | Heliothis y pimienta . Koppert,
. . dulce, Diplomata, .
armigera Helicoverpa . Brazil Andermatt
soya, Helicovex .
NPV spp. Biocontrol
tabaco y
vegetales
thhorlmae Eh;?:l::g?aea Baculovirus Colombia, |CORPOICA,
P . y Papa Corpoica, PTM | Pert, Costa|SENASA Peru e
operculella |Tecia . . .
. baculovirus Rica INTA Costa Rica
GV solanivora
Phthorim .
a thorimae Phtorimaea
operculella
lell i . PROINPA
operculetia Tecia Matapol Plus, | Bolivia, © .
GV + . Papa . Foundation.
i solanivora Bacu-Turin Ecuador
Bacillus . INIAP, Ecuador
... | Symmetrische
thuringiensi .
. ma tangolias
. Tomate, Certis  USA—
S. exigua . : .
NPV S. exigua chile, SPOD-X LC México SUMMIT AGRO
berenjena México
Spodoptera Spodopte
. Spodoptera ra . .
frugiperda frugiperda frugiverd Maiz, sorgo | -----mmmmmee- Brasil
MNPV gip ) gip
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5.5 Gusano soldado (S. exigua (Hubner))

En México, S. exigua se considera una plaga de importancia econémica que se
presenta de manera ciclica, afectando a gran cantidad de cultivos como la acelga,
alfalfa, apio, betabel, brocoli, cebolla, cilantro, col, coliflor espinaca, flor de alheli,
pimienta, tomate, lechuga, rabano y zanahoria. Se ha reportado que esta especie es
ahora una plaga inducida o secundaria debido al exceso de productos quimicos
utilizados para su control (Barrientos-Gutiérrez, 2013).

Se encuentra en zonas templadas y areas tropicales, ocupa un habitat que va desde
los campos de cultivo, pastizales, hasta los bosques templados y tropicales (Hua,
2013).

El gusano soldado presenta cuatro fases de desarrollo conocidas como: huevo, larva,
pupa y adulto (Garza-Urbina, 2007). En forma adulta es una polilla de unos 2,5 a 3 cm
(Figura 6), de color marrén grisdceo, con dos manchas circulares caracteristicas mas
claras, generalmente para esta etapa tiene una duracién de 9-10 dias (Aomidori, 2012;
Azidah y Sofian-Azirun, 2006).

Figura 6. Adulto de S. exigua. Tomado de (IRAC, 2018).

Huevos. La hembra los deposita en el envés de las hojas en grupos de 50 a 150 huevos
(Figura 7), y los recubre con pequefias escamas blancas. Los huevos son blancos, con
costillas radiales, y se tornan marrones durante la maduracion. La produccion normal
por hembra es de 300 a 600 huevos (Aomidori, 2012; Capinera, 2014).
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Figura 7. Huevecillos de S. exigua.

Larvas. Cuando eclosionan son de color variable, de verde brillante a purpureo o de
verde a negro, generalmente verde cuando estan en fase solitaria. Presentan un
reticulado blanquecino y presentan franjas oscuras en posicidon dorso lateral
sumamente distintivas para la especie. Pasan, generalmente, por cinco estadios, estas
se encuentran desprovistas de pelos durante toda esta etapa, con una duracion de 11
a 27 dias. Tienen 3 pares de patas toracicas y 5 pares de patas falsas en el abdomen
(Figura 8). Cuando se la toca tiende a enrollarse circularmente. Cuando la larva
alcanza su maximo desarrollo (30 a 40 mm), baja al suelo para pupar (Aomidori, 2012;
Azidah y Sofian-Azirun, 2006; Barrientos-Gutiérrez, 2013; Mau, 2007).

Figura 8. Larvas de S. exigua.

Pupas. Casi al final del quinto instar las larvas reducen su longitud entrando al estadio
de pupa. Construye un capullo terroso de color café brillante y mide aproximadamente
de 15-20 mm de longitud de donde emergera el adulto tras la metamorfosis (Figura 9).
La duracién de esta etapa es de 6-7 dias en condiciones calidas, pero también puede
extenderse a 9-10 dias (Azidah y Sofian-Azirun, 2006; CESAVEG, 2005).
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Figura 9. Pupa de S. exigua.
El ciclo de vida depende de las condiciones tanto ambientales como de las especies
hospederas, que se ve reflejado en el desarrollo del gusano soldado, en condiciones
de temperatura de 20°C-35 °C en dieta artificial, se da un lento crecimiento a 20 °C
con 37 dias por generacion mientras que a 35 °C el desarrollo completo por generacion
es de 13 dias, sin embargo, cuando la temperatura es superior a esta, la especie tiene
problemas de crecimiento, especialmente en la formacion de la pupa, por lo que bajo
esas condiciones no sobrevive. En cuanto a los cultivos hospederos en Raphanus
sativus L., Allium fistulosum, Lactuca sativa y Lactuca Sativa L., a 27 °C muestra
variaciones en el ciclo de vida siendo el mas corto en Lactuca Sativa L. en 19 dias y

alimentadose de Raphanus sativus L., Allium fistulosum casi 23 dias (Dai et al., 2017).

5.6 Caracterizacion con enzimas de restriccion

Las archeasy las bacterias han desarrollado mecanismos para protegerse a si mismos
de infecciones virales, mediante el uso de endonucleasas de restriccion para degradar
el ADN viral cuando es ingresado al interior de la célula. Estas enzimas reconocen
secuencias especificas, llamadas sitios de reconocimiento o secuencias de
reconocimiento, para evitar degradar su propio ADN producen metilasas que metilan
las adeninas, es decir, por cada endonucleasa de restriccion es producido una
metilasa, en conjunto se le llama: sistema de modificacion-restriccion. La reaccion de
restriccion esta dada por la hidrolisis del enlace fosfodiéster, de manera detallada entre
el atomo del oxigeno 3' y el atomo del fosforo, el producto de esta reaccion da
fragmentos con terminal 5° (Berg et al., 2002; EMBL-EBI, 2018).
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Las enzimas de restriccion son nombradas de acuerdo a la taxonomia del organismo
de donde es descubierto. La primera letra se refiere al género del organismo, la
segunda y tercera a la especie. Si esta lleva letras es de la cepa y el nUmero romano
especifica si hay mas enzimas aisladas del mismo organismo. Las enzimas de
restriccion tipo Il son un conjunto de proteinas que, por definicion, tienen la habilidad
comun de escindir en una posicion fija la doble hélice de ADN, dentro o cercano, al
sitio de reconocimiento. Los fragmentos generados de ADN son reproducibles y
patrones predecibles en electroforesis, propiedades que hacen de estas enzimas
indispensables en la manipulacion e investigacion del ADN (Pingoud et al., 2014).
Una caracteristica notable de las endonucleasas de restriccién tipo Il, son los sitios de
corte ya que casi siempre poseen simetria rotacional binaria (secuencia palindrémica
o repeticidn invertida) y ademas la mayoria utiliza como cofactor el magnesio (EMBL-
EBI, 2018). Las enzimas de restriccion se utilizan para cortar ADN en fragmentos
especificos que permiten analizarlo, como si fuera la huella dactilar del ADN, es decir,
con un patron de banda especifico, por ende es posible detectar pequefias diferencias
entre moléculas de ADN similares mediante la separacidon por medio de la
electroforesis en gel de poliacrilamida (para 1 kb) o en gel de agarosa (hasta 20 kb)
(Berg et al., 2007). Las endonucleasas que se utilizaran en este trabajo es Hindlll
(Haemophilus influenzae), EC: 3.1.21.4, reconoce la secuencia palindrome AAGCTT
y rompe el enlace fosfodiéster después de A, usa como cofactor dos iones de Mg?*
(UniProt, 2018b) y EcoRI (Escherichia coli), EC: 3.1.21.4, reconoce la secuencia de
doble cadena GAATTC y rompe el enlace fosfodiéster después de G, ocupa dos iones
de Mg?* por subunidad (UniProt, 2018a).
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6 Metodologia

6.1 Ubicacién del experimento

Se llevo a cabo en el laboratorio de Ecologia General del Area de Fisiologia y en el
Laboratorio de Zoologia del Departamento de Botanica, que pertenece a la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro se localiza en Buenavista, Saltillo, Coahuila de
Zaragoza con una latitud de 25°21'19.95"N y longitud de 101° 1'53.06"O, altitud de
1742 msnm.

6.2 Criade S. exigua

Las larvas de S. exigua fueron obtenidas de una colonia previamente establecida en
el Laboratorio de Biotecnologia Ambiental del Centro de Biotecnologia Genomica del
Instituto Politecnico Nacional. La colonia fue establecida en el Laboratorio de Ecologia
de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro en una cadmara biocliméatica (Plant
Growth Chamber-MGC-300B) bajo condiciones de temperatura de 26 °C, 14/10
Luz/oscuridad y 80% de humedad relativa.

Las larvas fueron alimentadas con dieta artificial especifica para noctuidos (Frontier
Agricultural Sciences™), para la preparacion se adicioné 19.8 g/litro de agar en agua
esterilizada luego se calentd hasta que se disolvio, despues se agregd 161.6 g/litro de
la dieta artificial, se mezclé hasta obtener un producto homogéneo y se sirvieron en
frascos de plastico de 2 onzas.

Los adultos fueron alimentados con una solucion de agua y miel al 10 % y mantenidos
en cajas plasticas con las paredes forradas con tiras de papel absorbente para la
ovipostura, en las mismas condiciones ambientales que las larvas. Las plastas de
huevesillos eran colectadas diariamente y colocadas en bolsas de papel donde

eclosionaban las larvas.
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Figura 10. Cuidado de S. exigua. Dieta artificial para las larvas (a), pupas en cajas

de plastico (b) y las larvas en la camara bioclimatica (c).

6.3 Infeccidn de larvas con baculovirus de muestra de suelo

La muestra de suelo se obtuvo de un campo agricola de Usmajac, Sayula, Jalisco,
para lo cual se removio 5 cm del suelo mas superficial, se recolectaron 500 g de suelo
hasta una profundidad de 10 cm (Murillo et al., 2007).

Cada muestra de suelo fue tamizada usando una malla de de tela (0.2 mm), se utilizé
25 g de suelo tamizado para ser incorporado en la preparacion de 100 ml de dieta
artificial (Frontier Agricultural Sciences™) (Richards y Christian, 1999). Se sirvieron10
ml de dieta con suelo incorporado en frascos de plastico de 2 onzas de capacidad y
en cada frasco se colocaron 10 larvas de segundo instar. Las larvas que resultaron

muertas fueron recolectadas y temporalmente conservadas a -20 °C.

6.4 Aislamiento y amplificacién de baculovirus

Para aislar los virus, los cadaveres fueron macerados en frio con agua destilada
posteriormente, el macerado fué filtrado con una malla de tela (0.2 mm) y la solucion
filtrada fue centrifugada por 3 minutos a 5000 rpm (centrifuga SOLBAT J-600), tras lo
cual el sedimento fue descartado y el sobrenadante fue conservado a -20 °C. Cada
una de las muestras filtradas fue observada en microscopio a 40 y 100 x.

Para amplificar el stock viral, cada solucioén filtrada fue diluida 10 veces y se tomaron
20 pl para infecccion superficial de dieta en frascos de 1 onza. En cada frasco se
colocaron 5 larvas de S. exigua de segundo instar. Los cadaveres fueron recolectados

y se llevo a cabo el mismo procedimiento que en el paso anterior.
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6.5 Bioensayo con larvas de S. exigua

La actividad insecticida de los baculovirus aislados (Vjal) se determind mendiante la
Concentracion letal media y el tiempo letal medio (CLso y el TLso, respectivamente)
para ello se trabaj6 con tres concentraciones diferentes 500 CO/cm?, 5000 CO/cm? y
50000 CO/cm? con sus respectivas tres repeticiones, se utilizaron 30 larvas del
segundo instar por repeticibn. como control positivo se usé un baculovirus de
referencia tipo silvestre (ACMNPV).

Se adicion6 cada concentracion del virus por contaminacion en la superficie de la dieta
artificial en frascos de 1 onza, después se agrego dos larvas de segundo instar por
frasco. El resgistro de la mortalidad de las larvas se llevo a cabo diariamente.

6.6 Andlisis estadistico
Los datos de mortalidad fueron analizados con el programa PoloPlus Version 1.0, para

determinar la CLso y el TLso.

6.7 Protocolo de extraccion de ADN viral

La extraccion del ADN viral se realizé con el estuche comercial Bioselec Multisource™,
para lo cual se utilizaron 300 yl de muestra de baculovirus en un microtubo de 1.5 ml
que se centrifugd a 8000 rpm por un minuto, se descartd el sobrenadante,
inmediatamente se le agregd 350 pl de tampon de fosfatos y 0.9 ul de RNasa para
agitar vigorosamente, después se adiciond 20 pl de proteinasa Ky 150 ul de tampodn
de lisis de tejido A, posteriormente se agitd por un minuto, se incubd por 15 minutos a
56 °C. Posteriormente se le agregé 350 ul de tampon de lisis de tejido B (provisto por
el fabricante del estuche) y se agité por vortex por 30 segundos, seguido de una
centrifugacion por 10 minutos a 12000 rpm, el sobrenadante se transfirié a una
columna de ADNg (incluido en el estuche, Figura 11) en un tubo de recoleccién de 2
ml que se centrifugo a 12000 rpm durante un minuto, se descarto el filtrado y se colocé
la columna en un nuevo tubo de recoleccién de 2 ml, se adicion6 500 ul de tampdn de
lavado Ay se centrifug6 por un minuto a 12000 rpm, se descarto el filtrado y se coloco
la columna en un nuevo tubo de recoleccion de 2 ml, se anadié 700 ul de tampdn de

lavado B que se centrifugo a 12000 rpm durante un minuto (se repitié dos veces este
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paso), se descarto el filtrado y la columna se transfirié a un tubo de recoleccién de 1.5
ml nuevo, se agregé 100 pl de tampdn de elucion (previamente calentado a 65 °C),
después de un minuto de reposo se centrifug6 a 12000 rpm durante un minuto. El ADN

recuperado del filtro de la columna se guardd a 4 °C para su uso posterior.

Figura 11. Columna de extracciéon de ADN gendmico.

6.8 Digestidon del ADN viral
Se utilizaron dos enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll. La mezcla se prepar6 en un
microtubo de centrifuga de 1.5 ml (Cuadro 2) y se incub6 a 37 °C por 3 horas.

Cuadro 2. Mezcla para la restriccion de ADN viral.

Componentes Volumen
Agua desionizada 16.3ul
Tampdn de enzima de restricciéon 10X 2ul
Acetilado ASB, 10 pg/ul 0.2ul
ADN, 1pg/ul 1.0ul
Enzima de restriccion, 10u/pl 0.5ul
Volumen final 20ul
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6.9 Electroforesis del ADN viral digerido

Se prepar6é un gel de agarosa a 0.5% de concentraciébn usando solucién tampon
TAE1X (Tris-acetate-EDTA), las muestras fueron cargadas en los pocillos con un
tampon de carga (5X Green GoTag® Flexi Buffer), se corrié en un voltaje constante de

20 V por 12 horas (Figura 12).

Figura 12. Electroforesis de la digestion de ADN de AcCMNP y Vjal.
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7 Resultados

7.1 Actividad biolégica

El virus aislado provoco en las larvas aletargamiento o ausencia de movimiento y
alimentacion, licuefaccion de tejidos internos y varias larvas murieron colgadas de sus
pseudopatas traseras (Figura 13), se observo la presencia de un aspecto blanquecino,

en los fluidos corporales de los cadaveres.

Figura 13. Sintomas observados en las larvas infectadas por baculovirus.

Las observaciones microscopicas demostraron la presencia de particulas
morfolégicamente similares a cuerpos de oclusion (Figura 14), tanto en los fluidos
corporales de los cadaveres como en la solucion resultante del proceso de aislamiento
viral. Cabe mencionar que la misma observacion se llevo a cabo en larvas infectadas
con el control positivo (AcMNPV) resultando morfologicamente similares en ambos

casos.

Figura 14. Cuerpos de oclusion observados a 100x.

23



7.2 Evaluacién de la concentracion letal media (CLso)

La CLso fue calculada a partir del andlisis de los datos obtenidos del bioensayo, se

presenta en el Cuadro 3, ademas de las graficas de ACMNPV y Vijal, donde se muestra

un comportamiento de mayor efectividad a mayor concentracion y un menor valor CLso

para Vjal (Figura 15).

Cuadro 3. Concentracion letal media de ACMNPV y Vjal en larvas de segundo instar

de S. exigua.
CLogs (CO/ cm?)
ClLso Clos
Huésped Virus Slope + SE (CO/cm?) (CO/cm?) Inferior  Superior
s . AcCMNPV 1.266 +0.202 1.38x10° 2.7x10% 1.1x10° 1.4x 10’
. exigua
Vijal 1.530+0.319 2.49x10%2 2.9x10% 1.7x10° 8.3x10°

a b

T = T "~ ° "~ "~ | T B 10T T T T T3
~§ 50;_ 4 ’:% soé—o ’—:

1:_.||||_ OE:IJI[

Concentracién

Concentracion

Figura 15. Concentracion letal media de AcCMNPV (a) y Vjal (b).
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7.3 Evaluacion del tiempo letal medio (TLso)

La medicion de la velocidad de la muerte de las larvas de S. exigua del segundo instar

se evidencia en la Cuadro 4, resultando que el baculovirus presenta un menor TLso

qgue el AcCMNPV. EIl porcentaje de mortalidad aumenta conforme transcurre un mayor

namero de dias, tanto en ACMNPV como en Vjal (Figura 16).

Cuadro 4. Tiempo letal medio de ACMNPV y Vjal en larvas de segundo instar de S.

exigua.
TLos (dias)
TLso TLos
Huésped Virus Slope + SE (dias) (dias) Inferior  Superior
_ AcMNPV 5.363 + 0.358 9.2 18.6 16.8 21.3
S.exigua
Vjal 11.458 £ 0.913 4.6 6.5 6.2 6.9
a b

Porcentaje de mortalidad

Porcentaje de mortalidad

100 [T T T T T T T T T T T T T

9 f
80|

70

1.0 15 20 25 30 35 40 45 50

Dias

Figura 16. Tiempo letal medio de ACMNPV (a) y Vjal (b).
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7.4 Restriccion con endonucleasas
La restriccion realizada con las endonucleasas EcoRI y Hindlll (Figura 17) se visualizé
en un fotodocumentador (Axygen™) y se pudo observar que el aislado difiere

genomicamente de AcCMNP, tanto en la restriccion con EcoRI y Hindlll.

M 1 2 3 4

10 000 pb

Figura 17. Resultado de la restriccion del ADN gendmico viral. De AcMNPV con
Hindlll y EcoRlI (carril 1 y 3) y de Vjal con Hindlll y EcoRI (carril 2 y 4), se sefialan los

fragmentos diferenciales.
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8 Discusion

8.1 Aislamiento de baculovirus a partir de muestras de suelo

La metodologia utilizada permitié aislar baculovirus a partir de la muestra de suelo, la
presencia de los baculovirus fue corroborada por medio de microscopia, donde se
pudo verificar la presencia de particulas que son morfol6gicamente similares a cuerpos
de oclusion en los fluidos derivados de larvas muertas, la estructura y morfologia de
los cuerpos de oclusion ha sido ampliamente reportado por microscopia electronica
(Gelernter y Federici, 1986) y por microscopio electronico de barrido (Serrano et al.,
2015) que puede tener una morfologia cuboidal o poliédrica (Kondo et al., 1994)
(Figura 18), en nuestro caso, se puede inferir que el virus aislado es MNPV ya que
tanto el registrado en el ICTV y los reportados son MNPV y presenta una morfologia
poliédrica como se muestra en la Figura 14 (Gelernter y Federici, 1986; ICTV, 2018b;
IJkel et al., 1999; Serrano et al., 2015).

Se tiene evidencia previa que en el suelo se encuentran CO dispersos (Williams et al.,
2017), por lo que significa que hay una posibilidad de aislar tipos silvestres o nativos,
como ha sido reportado, los baculovirus son patégenos especificos o con un estrecho
rango de hospederos (Thiem y Cheng, 2009), y en nuestro caso los virus aislados
fueron a partir de S. exigua lo cual nos permite hacer la inferencia que la especie de
virus hemos aislado se trata de SeMNPV, y los datos obtenidos a partir de la restriccidon
enzimatica (Figura 17) verifican que se trata de una especie de baculovirus que es

genéticamente diferente a la cepa de referencia utilizada en este estudio (AcCMNPV).
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Figura 18. NPV reportados de S. exigua. Vista por microscopia electronica (a) y por
microscopio electrénico de barrido (b). Tomado de (Gelernter y Federici, 1986; Serrano
et al., 2015).

El baculovirus aislado demostré tener capacidad de enfermar y provocar la muerte de
larvas del segundo instar de S. exigua, las larvas infectadas con el aislado mostraron
los sintomas tipicos de la infeccién por baculovirus previamente documentados, como
la licuefaccion (Bullock et al., 2002) de las larvas esto debido a la infeccion sistematica
ya que después de la produccion de los CO su liberacion implica la lisis celular y
precisamente esto a nivel organismo lleva a la flacidez y la ruptura del tegumento de
las larvas. Ademas se observd un comportamiento tipico (Figura 13), el colgarse de
las pseudopatas, en forma de V invertida (Williams, 2006). Cabe mencionar que

también hubo canibalismo entre las larvas de neonatas al tercer instar.
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8.2 Bioensayos

8.2.1 Concentracion letal media

La patogenicidad, que se refiere a la capacidad o la habilidad de producir una
enfermedad (Shapiro-llan et al., 2005) se puede determinar mediante un bioensayo,
con la mortalidad de la poblacion en prueba, mismas que se puede relacionar con la
DLso (Hunter y Hall, 1968; Serrano et al., 2015) o con la CLso (Shepard et al., 2016).
Se entiende CLso como la concentracion viral a la que el 50% de la poblacion muere
por la infeccion (Murillo et al., 2003). La CLso para AcCMNPV fue de 1.38 x 10° CO/cm?
(aproximadamente 1.8 x 108 CO/ml) y para Vjal se documentd 2.49 x 102 CO/cm2
(aproximadamente 3.3 x10° CO/ml), siendo Vjal el que tuvo mejor efectividad, en un
bioensayo hecho con SeMNPV la CLso fue de 1.21 x 10° CO/ml (Murillo et al., 2003),
con lo cual se observa una mejor actividad de Vjal. En otra prueba de aislamientos de
SeMNPV a partir de larvas de S. exigua en el campo mostraron los siguientes
resultados de CLso: SLP-2008 3.92 x 106 CO/ml, SLP-2006 1.07 x 108 CO/ml, SIN-2006
9.75 x 104 CO/ml, SpoD-X® 3.82 x 104 CO/ml, SIN-2008 4.11 x 103 CO/ml (Alvarez-
Antunez, 2011), dos de los aislados requirieron una alta concentracion SLP-2008 y
SLP-2008 mientras que SIN-2008 fue el méas patogénico que es similar con la actividad
registrada por Vjal, ademas Vijal, respecto a SpoD-X®, un baculovirus comercial,
muestra una mejor efectividad en la mortalidad de las larvas. Por tal motivo el

baculovirus aislado es prometedor para ser utilizado como control biolégico.

8.2.2 Tiempo letal medio

La virulencia es el grado de enfermedad producida en un organismo (Shapiro-llan et
al., 2005) que se puede determinar con la velocidad a la que mata SeMNPV, en este
caso, el TLso (Serrano et al., 2015). ACMNPV tuvo un TLso de 9.2 dias y Vjal de 4.6
dias. Siendo mas virulento el aislado y es congruente con otros TLso reportados, como
el de cuatro aislados con valores similares en TLso con 3.1 dias (Caballero et al.,
1992b), otro TLso de 2.4 dias (Kondo et al., 1994) y un TLso de 3.3 dias (Murillo et al.,
2003). De la misma manera Bianchi obtuvo pardmetros similares donde realizo

bioensayos con ACMNPV y SeMNPV donde a grandes rasgos tuvo la dosis letal media
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mas baja (DL50) con SeMNPV asi como la velocidad de accién més alta (TLso) de 3
dias y para ACMNPV de 3.9 dias (Bianchi et al., 2000).

Las diferencias en los valores tanto de la CLso como del TLso probablemente se deba
a la patogenicidad donde el pH alcalino del intestino medio de las larvas juega un papel

importante, ya que influye en la liberacion de los VDO.

8.2.3 Caracterizacion molecular del baculovirus aislado

En cuanto a la caracterizacion genética con enzimas de restriccion, la evidencia
sugiere que se trata de un baculovirus diferente al ACMNPV, debido a la presencia de
bandas diferenciales en los patrones de restriccion, presumiblemente se trate de
SeMNPV, sin embargo, para poder definir la identidad del virus aislado es necesario

llevar a cabo estudios adicionales como secuenciacion del ADN.

9 Conclusiones

El suelo es reservorio de baculovirus por ende se puede aislar tipos silvestres.

El aislado Vjal, mostré una CLsode 2.49 x 102CO/cm?, es decir, menor que la mostrada
por el control (ACMNPYV).

El aislado Vjal, mostré un TLso de 4.6 dias, por lo que es prometedor en el uso de

agente de control biolégico.

La restriccion enzimatica del ADN de los baculovirus (Vjal y AcCMNPV) con Hindlll y
EcoRI muestran diferencias en los patrones de restriccion, por tal motivo se considera

qgue Vijal es un virus diferente al ACMNPV.
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