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Resumen

La demanda a nivel mundial de alimentos continlia siendo una constante para la supervivencia del hombre.
El agotamiento del agua y el empobrecimiento del suelo dificulta la extensién de mayores areas de
produccion, asi mismo, la problematica causada por insectos plaga que afectan a los cultivos, dificulta la
produccion agricola. El maiz es el cereal mas cultivado en el mundo y en México, la fuente principal de la
dieta basica del mexicano. Este es blanco del ataque de diversas plagas, entre las principales se encuentra
el gusano cogollero del maiz Spodoptera frugiperda quien puede causar reducciones en la produccion de
hasta un 40%. Una alternativa para el control de esta plaga y para la produccion inocua del maiz es el uso
de agentes de control microbiano, tales como los virus entomopatégenos, particularmente los Baculovirus,
los cuales son especificos de insectos, no contaminan el medio ambiente, ni al hombre. En este trabajo se
caracterizd una nueva cepa nativa de baculovirus y se comparé con 3 cepas nativas aisladas en México,
todas con actividad hacia S. frugiperda, estableciendo sus patrones de fragmentos de restriccion,
identificacion de genes de virulencia y determinacién de los patrones de proteinas de los viriones derivados
de oclusion, para determinar la identidad de la cepa y su posible potencial para utilizarse en el control biolégico
de esta plaga en cultivos de maiz en México.

Palabras clave: baculovirus; control biologico, plaga, insectos, alimentos.
Introduccion

El maiz es el cereal mas ampliamente distribuido a nivel mundial, siendo los Estados Unidos y China
los principales productores teniendo entre el 37 y 21% de la producciéon a nivel mundial. En el 2022 la
produccion mundial de maiz fue de 1 161.86 millones de toneladas, mientras que México obtuvo una
produccion de 27 millones de toneladas métricas, distribuidas entre maiz blanco y maiz amarillo (SADER,
2022). En México los principales estados productores son: Sinaloa, Jalisco, Michoacan, Estado de México y
Guanajuato (SADER, 2023). En el Estado de Guanajuato en el ciclo agricola primavera-verano 2021 se
establecié una superficie de riego de 150 mil hectareas, en la que se obtuvo una produccién de 1.7 millones
de toneladas (SIAP, 2021).

El gusano cogollero del maiz, Spodoptera frugiperda pertenece al Reino: Animalia, Filo: Arthropoda,
Clase: Insecta, Orden: Lepidoptera, Familia: Noctuidae (Hauze, 2020). Es una plaga econdémicamente
importante, nativa de las Américas, altamente polifaga, migratoria y destructiva de cultivos. Se alimenta de
mas de 350 especies de plantas, incluidos cultivos basicos como: maiz, arroz, sorgo y soja (Paredes-Sanchez
et al., 2021). Es una plaga de climas tropicales y subtropicales, donde el insecto completa su ciclo biolégico
a lo largo del afio. En areas templadas se comporta como una plaga estacional, y no sobrevive a los frios
invernales dado que carece de mecanismos de defensa (CNRF, 2021). Debido a esto la plaga prevalece en
América del Norte, América del Sur, Africa, Asia, Oceania, teniendo baja incidencia en Europa debido a las
condiciones del clima.
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Los virus de insectos denominados baculovirus pertenecen a la familia Baculoviridae, poseen un
genoma de ADN doble cadena, circular, superenrollado de entre 80 y 180 kpb y codifica entre 90 y 180 genes,
infectan en gran medida a larvas de insectos lepidépteros, muchas de ellas de importancia agricola (Salvador
et al.,, 2021). Esta familia se divide en cuatro géneros: Alphabaculovirus (nucleopoliedrovirus o NPV),
Betabaculovirus (granulovirus o GV), ambos géneros infectan a especies de insectos Lepiddpteros,
Gammabaculovirus (NPV) que infectan a especies de Himenopteros y los Deltabaculovirus (NPV) que
infectan a especies de Dipteros (Hussain et al., 2021). Estos virus poseen una estructura de proteccion
denominada cuerpo de oclusion (CO), compuesta de una proteina llamada poliedrina y/o granulina. Los CO
de los GV miden entre 120-300 nm x 300-500 nm, mientras que los NPV presentan un diametro de 0.5-5 ym.
El genoma viral estd empaquetado en nucleocapsides contenidas en viriones en forma de bastén, que miden
entre 30-60 nm x 260-360 nm para GV y entre 40-140 nm x 250-400 nm para NPV (Eberle et al., 2012).

Los baculovirus pueden infectar a mas de 700 especies de insectos de distintos 6rdenes, tales como
Lepiddptera, Diptera e Himendptera, y después del grupo de las bacterias, son el segundo agente de control
bioldgico de plagas mas utilizados como bioinsecticidas, debido a su alta especificidad hacia sus insectos
huésped y alta persistencia en el medio ambiente. Los baculovirus producen infecciones sistémicas en los
diferentes estadios larvales, ya que son capaces de replicarse en diferentes tejidos de los insectos, tales
como: el tejido graso, intestino medio, y sistema nervioso. Lo anterior mediante dos etapas de infeccion, en
la primera etapa se infecta el intestino medio y se produce el fenotipo de viriones gemados, que son los
causantes de la segunda etapa de infeccion, en donde los 6rganos vy tejidos del insecto son infectados, en
ellos se producen los viriones ocluidos y se forman los nuevos CO (Gutiérrez Arrellano et al., 2021). Las
larvas infectadas con baculovirus padecen la enfermedad de las copas de los arboles, ya que éstas suben a
las partes mas altas de las plantas que estan consumiendo, se fijan a ellas y posteriormente ocurre una
degradacion del exoesqueleto del insecto, liberando asi los CO al ambiente, para iniciar un nuevo ciclo de
infeccién cuando otro insecto sano consuma el alimento donde quedaron depositados estos CO (Llopis-
Giménez et al., 2020).

Ejemplos de casos exitosos del uso de baculovirus a nivel de campo para el control de insectos
plaga son: el uso del virus AQMNPV (Anticarsia gemmatalis nucleopoliedrovirus) para controlar poblaciones
de Anticarsia gemmatalis en cultivos de frijol de soya en Brasil, al ser aplicado en casi 2 millones hectareas;
en China el virus HaSNPV (Helicoverpa armigera nucleopoliedrovirus) ha sido aplicado desde 1993 para
controlar las poblaciones de Helicoverpa armigera que afecta cultivos de algodén, soya, maiz y tomate; otros
casos reportados involucran principalmente a Estados Unidos con la aplicacion de virus AcMNPV
(Autographa californica nucleopoliedrovirus) y AfMNPV (Anagrapha falcifera nucleopoliedrovirus) para el
control de especies de Helicoverpa, Heliothis, Spodoptera y otros lepiddpteros; por otro lado, en Alemania se
ha reportado el uso de virus AdorGv (Adoxophyes orana granulovirus) en cultivos frutales contra Adoxophyes
orana y por ultimo, en Espafia y Francia, se han utilizado baculovirus contra Cydia pomonella, Mamestra
brassicae, Lobesia spp. y Plutella spp. (Grzywacz, 2017). En el laboratorio de Biotecnologia Alimentaria y
Agricola se cuenta con una coleccion de cepas de baculovirus tanto nativas como exéticas, aisladas de
diferentes paises de América, que ya han demostrado tener una alta virulencia hacia el gusano cogollero del
maiz S. frugiperda, siendo 4 de ellas nativas de México. En este trabajo se reporta la caracterizacion biologica
de una nueva cepa viral mediante sus patrones de fragmentos de restriccion, el analisis por PCR de sus
genes de virulencia y la identificacion de las proteinas estructurales de los viriones que las conforman, asi
como su comparacion con otras cepas nativas que han mostrado potencial para el control en campo del
gusano cogollero del maiz.

Materiales y Métodos

Cepas de virus

Se trabajo con 4 cepas de baculovirus denominadas SfNPV-An1, SFNPV-An2, SINPV-Gto y SINPV-
Acambaro, aisladas todas en México, a partir de muestras de suelos e insectos infectados de S. frugiperda,
las primeras dos en el Estado de Coahuila y las ultimas dos en el Estado de Guanajuato.

Mantenimiento de la colonia de S. frugiperda

Para el desarrollo del proyecto fue necesario mantener una poblacidon de insectos a nivel de
laboratorio, para ello las larvas del gusano cogollero S. frugiperda se incubaron en una camara Lumistell con
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un 60% de humedad relativa, 25 °C y 16:8 horas de luz: oscuridad dentro de bolsas de papel estraza. Las
palomillas adultas se alimentaron con miel de maiz al 10%. Los huevecillos se colocaban en una caja Petri
con dieta artificial para S. frugiperda (Agua destilada 1 000 mL, agar bacteriolégico 12.5 g, maiz 120 g,
levadura 50 g, germen de trigo 5 g, polvo de espiga de maiz 25 g, &cido soérbico 2.5 g, acido ascorbico 5 g,
metil paraben (MPB) 3.125 g, mezcla de sales 8.75 g, frijol soya 62.5 g, formaldehido al 37% 3.125 mL,
antibidtico 0.75 mg y mezcla de vitaminas 18.75 g) hasta que eclosionaron. Debido a que S. frugiperda
presenta canibalismo, fue necesario individualizarlas al llegar al 3*" instar larval en vasos de plastico con tapa
y dieta artificial, hasta que estas pasaran al estado de pupas y posteriormente se devolvieran a las bolsas de
papel estraza.

Produccion de CO’s de baculovirus en larvas de S. frugiperda

Los CO’s de los baculovirus de las distintas cepas SfNPV, se amplificaron en larvas de S. frugiperda
de 3° instar. La infeccion de 100 larvas por cepa se realizd mediante la inoculacion de placas de Petri que
contenian dieta artificial, utilizando una concentracion de 1x108 CO/mL. Las cajas se incubaron por 5-7 dias
y se recolectaron las larvas muertas en tubos Falcon de 15 mL. Posteriormente se maceraron las larvas con
2 mL de SDS 0.5% hasta homogeneizar, se filtraron con organza y se recolecté el filtrado en un tubo de
policarbonato. Se agregaron 10 mL de SDS 0.5%, se centrifugd a 10 000 rpm/10 min y se desechd el
sobrenadante, esto se repitié 4 veces, una vez terminados los lavados se resuspendié la pastilla en 3 mL de
agua destilada estéril (ADE). Estos CO se purificaron por gradientes continuos de sacarosa del 66 al 40%
peso/peso (P/P) a 24 000 rpm por 1.5 horas en una ultracentrifuga Beckman Coulter (XPN-100), la banda
resultante se colect6é con una pipeta Pasteur y se colocé en tubos de policarbonato, se le agregaron 10 mL
de ADE, se centrifugaron a 10 000 rpm/10 minutos, se desechd el sobrenadante y se repitié el proceso 3
veces mas, finalmente la pastilla se resuspendié en 3 mL de ADE y se cont6 el inoculo en una camara de
Neubauer, para lo cual se hicieron diluciones 1:10 y 1:100 de los diferentes virus en ADE, de estas se
colocaron 10 yL en la cdmara de Neubauer, donde se realizé el conteo en 5 cuadrantes, obteniendo un
promedio de CO por cuadrante y se obtuvo la concentracion de CO presentes mediante la formula:
Concentraciéon = "x CO - 2.5x10"5 - (factor de dilucion)

Extraccion de DNA de los CO’s amplificados en S. frugiperda.

Para extraer el DNA de las cepas de virus SfNPV, se tomaron 100 pL de cada cepa viral purificada
y se centrifugaron en una Microcentrifuga Thermo Scientific (Sorvall Legend Micro 21) a 14 000 RPM por 10
min. Posteriormente se agregaron 100 pL de alcali (0.1M de NaxCOs y 0.1M de NaCl,, pH= 11). Se dejo
reposar la mezcla durante 5 min, se adicionaron 400 yL de Buffer p/proteinasa k (0.01M Tri y 0.005M EDTA
con 0.5% SDS, pH=8.0) y 10 pL de enzima proteasa K (10 mg/mL). La reaccion se incubd a una temperatura
de 60 °C durante 30 min, se agregaron 500 pL de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico 25:24:1 y se centrifugo
a 14 000 rpm por 10 min. Posteriormente se agregaron 500 pL de isopropanol y se centrifugo bajo las mismas
condiciones, se desecho el sobrenadante y se lavé la pastilla con 500 L de etanol absoluto, esta se centrifugd
a 14 000 rpm por 5 min, pasado este tiempo se dejé secar a temperatura ambiente la pastilla y se agregaron
30 pL de TE para disolver el ADN, el cual se analizé en un gel de agarosas al 0.8% en una camara de
electroforesis (Mini-Sub® Cell GT de BioRad) a 90 V por 30 min, este se analizé en un fotodocumentador
Doc™ EZ System - Bio-Rad. Por ultimo, se analiz6 la pureza y concentracion del DNA en el NANODROP.

Analisis de patrones de fragmentos de restriccion del genoma de las cepas virales

Se analiz6 la identidad de cada cepa viral usando las enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll, para lo
cual se prepar6 una reaccion de: 1 000 ug de ADN de la cepa viral, 2 pL del buffer de reaccién, 1 unidad de
la enzima de restriccidon y el volumen se completd a 20 yL con agua destilada estéril, posteriormente esta
reaccion se incubo a 37 °C por 3 horas, pasado ese tiempo se realiz6 una electroforesis en un gel de agarosa
al 1% a 20 volts por 18 horas. Los resultados se observaron en un fotodocumentador Gel Doc™ EZ Imagen,
BioRad.

Analisis de los genes de virulencia de las cepas de baculovirus aislados de S. frugiperda

Se analizaron algunos genes especificos implicados en la virulencia de las diferentes cepas de
SfNPV con los oligonucledtidos descritos en la Tabla 1. Estos fueron los genes pif-1, pif-2, pif-3; iap-1, iap-
iap-2, iap-3; egt y vfgf (Rodriguez-Castillo et al., 2023). Para realizar los PCR de los genes pif 1, 2y 3; iap 2
y 3; egt y vigf, se utilizaron 38.3 pL de agua destilada estéril (ADE), 5 L, de buffer de reaccién para la enzima
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TagDNA polimerasa, 10x (MgCl; 2.5 yL), 1 yL de dNTP’s, 1 pL del oligonucledtido directo, 1 uL del
oligonucleétido reverso, 0.2 uL de Taqg DNA polimerasa (1 unidad), y 1 yL del DNA de cada cepa viral. Las
condiciones del PCR para los genes pif1, pif2, iap 2 y vfgf, fueron de 95 °C 3 min, 30 ciclos de 95 °C por 30
segundos (s), 50 °C 45 s, 72 °C 2 min y un ciclo final de 72 °C 5 min. Para los genes iap3, pif3 y egt se
realizaron 35 ciclos bajo las mismas condiciones pero con una temperatura de alineamiento de 55 °C por 30
s. Se agregaron las cantidades de reactivos anteriormente mencionadas para cada gen en tubos para PCR.
Posteriormente se colocaron en el termociclador T100 Thermal Cycler bajo las condiciones indicadas.
Transcurrido el tiempo se tomd 1 uL de cada muestra y se mezclé con 1 yL Orange G y se corrié en una
camara de electroforesis a un voltaje de 90 por 30 min, el gel se analizé en un fotodocumentador Gel Doc™
EZ Imagen, BioRad.

Tabla 1. Oligonucledtidos usados para los genes de virulencia

Oligonucledtido Oligonucleétido

Secuencia Secuencia
pif-1 directo ATTCCGGTTCTGACGAGAT iap-3 directo GCAATCGTTTGAAGATCGACT
pif-1 reverso CGATATGTGGTGGTACGT iap-3 reverso ATAGTACAATTGATGAACGC
pif-2 directo AGGCGTACAATGAAACGG egt directo ATGAACGGTTGCTTTGGTG
pif-2 reverso CTAAACCGTTACCCGACG egt reverso CCCATAGTTTCAAAGTTTTCAGC
pif-3 directo TGCCTTCATCGTCGATATACG vfgf directo CAATTTTGCTTCTGGTCGCA
pif-3 reverso TGGATCTAGCCAACGCG vfgf reverso ATTCTTTGCAGCCACCAGC
iap-2 directo CTGGAACACGTATGATCTCGC
iap-2 reverso CAGACTTTGCATCGTTTGGC

(Rodriguez-Castillo et al., 2023)

Analisis de proteinas de los CO’s de las cepas SfNPV por SDS-PAGE

Para obtener el perfil de proteinas de las cepas analizadas se usaron 2x108 CO’s por cepa viral,
estos se centrifugaron a 14 000 rpm por 10 minutos en una Microcentrifuga Thermo Scientific (Sorvall Legend
Micro 21). Posteriormente se retird el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 200 pL de Alcali (0.1M de
Na>CO3 y 0.1M de NaCl,, pH= 11), la solucion se dejé reposar a temperatura ambiente por 10 minutos, se
centrifugd a 10,000 rpm por 10 minutos y se colecto el sobrenadante. De éste, se tomaron 20 yL y se
mezclaron con 5 pL de solucién de Laemmli (500 pL de Tris 0.5 M pH 6.8, 200 pL de SDS 20%, 200 pL de
Glicerol y 100 pL de azul de Bromofenol 0.002%) agregandole 0.5 pL de B-Mercaptoetanol por cada 10 pL
de reaccion y se colocaron a 95 °C por 5 minutos. Posteriormente se tomaron 6 pL de la solucién anterior y
se analizaron en un gel de SDS-PAGE. El gel separador se prepar6 al 13% y se utilizaron 1.822 mL de agua
destilada estéril, 1.125 mL de Tris 1.5 M pH 8.8, 1.4 mL de acrilamida (40%), 45 pL de SDS 10%, 4.5 uL de
TEMED y 45 pL de persulfato de amonio 10%. Cuando el gel polimerizd, se preparé en la parte superior el
gel concentrador al 5% con 1.095 mL de agua destilada estéril, 187 pL de Tris 0.5 M pH 6.8, 187 pL de
acrilamida (40%), 15 pL de SDS 10%, 1.5 yL de TEMED y 15 uL de persulfato de amonio 10%. Los geles se
colocaron en una camara vertical Mini-Protean Tetra Cell de BioRad y se agregé el buffer de corrida SDS-
PAGE (250mM Tris base, 1.92M Glicina, 1% SDS, pH 8.8), las muestras se sometieron a electroforesis a 60
volts por 30 minutos y 120 volts por 1.5 h. Los geles se tifieron con solucién de Coomassie (0.25% azul
brillante de Coomassie G-250, 45% metanol, 9% acido acético, 46% agua) durante 10 minutos bajo agitacion
suave, posteriormente se destifieron con una solucién de destincion (7.5% acido acético, 5% metanol, 87.5%
agua) y se observaron en un fotodocumentador Gel Doc™ EZ Imagen (BioRad).

Resultados y Discusion

Mantenimiento de la colonia de S. frugiperda

De manera mensual la produccion de S. frugiperda se mantuvo en 4 000 larvas de diferentes instar
larvales, desde larvas neonatas hasta larvas del 5%estadio, de las cuales 400 larvas se individualizaron en
en vasos de plastico (Figura 1 D), el resto de las larvas se utilizaron para experimentos en el laboratorio.
Aproximadamente 360 larvas entraron a pupa y posteriormente eclosionaron como adultos (Figuras 1E y 1F).
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Figura 1. Colonia de S. frugiperda. A) Cdmara de crecimiento, B) Huevecillos, C) Cajas de Petri con dieta artificial, D) Vasos pldsticos con dieta
artificial, E) Pupas de S. frugiperda, F) Bolsas con adultos de S. frugiperda.

Produccién de CO’s de baculovirus en larvas de S. frugiperda

Se infectaron larvas de S. frugiperda de entre 2%y 3 instar con las cepas SfNPV-An1, SfNPV-
An2, SINPV-Gto y SfNPV-Acambaro, las cuales se recolectaron entre los 5y 7 dias post infeccion, tiempo en
el cual las larvas murieron con la sintomatologia tipica de la infeccion por baculovirus (coloracién blanca,
fragilidad de la cuticula, hinchazén, cambio de color y ruptura del tegumento). Estas se procesaron y los CO’s
se purificaron en gradientes continuos de sacarosa en una ultracentrifuga para posteriormente cuantificarlos.
Como resultado, se obtuvieron las concentraciones mostradas en la Tabla 2. Para la cepa SfNPV-Acambaro
se obtuvo una concentracién de 1.67x10° CO/mL, para SINPV-Gto, una concentracion de 1.44 x10° CO/mL,
para SfNPV-An1, una concentracion de 2.03 x10° CO/mL y para la cepa SFNPV-An2 una concentracion de
2.92 x10° CO/mL.

Tabla 2. Concentraciones de los cuerpos de oclusion de las diferentes cepas de SfNPV

Cepa Concentracion
(CO/mL)
SfNPV-Acambaro 1.67x10°
SfNPV-Gto 1.44 x10°
SfNPV-An1 2.03 x10°
SfNPV-Anz 2.92 x10°

Analisis de patrones de fragmentos de restriccién del genoma de las cepas virales

Se pudo comprobar que las cepas SfNPV-Gto, SfNPV-Acambaro, SfNPV-An1 y SfNPV-An2,
mediante el analisis con las enzimas de restriccion EcoR1 y Hindlll, son cepas diferentes (Fig. 2). Se
obtuvieron un total de doce fragmentos con la enzima de restriccion EcoR1, seis de ellos (12 000, 11 000, 10
500, 9 500, 5 000 y 4 000 pb) para la cepa SfNPV-Acambaro, los cuales no estaban presentes en el aislado
SfNPV-Gto (Fig. 2, carril 2). Esta ultima posee 19 bandas, de las cuales 11 (8 000 pb, 7 000 pb, 4 500 pb, 2
800 pb, 2 100 pb, 3 bandas entre las 1 600-2 000 pb, una a las 850 pb, 500 pb y 400 pb) no se encuentran
en el baculovirus SFNPV-Acambaro (Fig. 2 carril 3). Por otro lado, para la cepa SfNPV-An1 se observaron 20
bandas, de las cuales, dos de ellas de 4 000 pb y 3 500 pb, 3 bandas de entre 2 000-3 000 pb y una de 1 600
pb, no estaban presentes en la cepa SfNPV-Acambaro (Fig. 2 carril 4). Finalmente, para la cepa SfNPV-An2
se observaron 25 bandas, de las cuales, el fragmento de 12 000 pb, el de 8 000 pb, la de 4 500, y la de 4 000
pb, y algunas otras de bajo peso molecular, no estaban presentes en la cepa SfNPV-Acambaro (Fig. 2 carril
5). Con la enzima de restriccion Hindlll, la cepa SfNPV-Acambaro presenté 12 fragmentos, de los cuales tres
de ellos de mas de 12 000 pb, estuvieron ausentes en SfNPV-Gto (Fig. 2 carril 7); dos bandas de peso
molecular arriba de las 9 000 y 8 000 pb, estuvieron ausentes en las cepas SfNPV-Gto y SfNPV-An2. Tres
bandas entre las 6 000 y 5 000 pb, tampoco se observaron en las cepas SfNPV-Gto y SfNPV-An2 (Fig. 2
carril 7). Asimismo, la cepa SfNPV-Gto presentd 16 bandas, de las cuales 3 de ellas, de11 000 pb y pesos
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moleculares arriba de las 12 000 pb, una de 8 500, una de 7 500 pb, tres bandas de entre 4 000/5 000 pb,
tres de 3 000 pb, 2 500 pb y 2 000 pb, estuvieron ausentes en la cepa SfNPV-Acambaro (Fig. 2 carril 8). Para
la cepa SfNPV-An1, se observaron 14 bandas, de las cuales: una banda de 12 000 pb y una de 850 pb, no
se encontraron en la cepa SfNPV-Acambaro (Fig. 2 carril 9). Finalmente, para la cepa SfNPV-An2, se
observaron 18 bandas, de las cuales, una de mas de 12 000 pb, un doblete de 11 000 pb, un triplete de entre
4 000/6 000 pb, un doblete de 4 500 pb y una banda de 2 500 pb, no fueron detectadas en la cepa SfNPV-
Acambaro (Fig. 2 carril 10). Estas diferencias en patrones de restriccion, podrian significar diferencias en en
los niveles de virulencia de estas cepas, aun cuando fueron aisladas de regiones geograficamente cercanas.
Resultados similares a estos fueron reportados por Rios y colaboradores en 2012, para nucleopoliedrovirus
aislados de S. frugiperda, donde los aislados mostraron diferencias en la actividad bioldgica, asi como en los
patrones de bandeo usando enzimas de restriccion. Asimismo, Ordofiez y colaboradores (2019), reportaron
que similitudes morfoldgicas entre cepas virales, no necesariamente implicaban niveles de virulencia similares
entre cepas, sino que estas podian ser diferentes.

Figura 2. Perfiles de patrones de restriccion de DNA de cepas debaculovirus aisladas de Spodoptera frugiperda. Carriles 2 al 5, andlisis con la enzima
EcoRl. Carril 1: Marcador de peso molecular 1 kb plus Ladder, Invitrogen. Carril 2: SFNPV-Acdmbaro. Carril 3: SfNPV-Gto. Carril 4: SfNPV-Anly
Carril 5: SFNPV-An2. Carriles 7 al 10, andlisis de restriccion con la enzima Hindlll. Carril 7: SfNPV-Acdmbaro. Carril 8: SINPV-Gto. Carril 9: SFNPV-
An1y Carril 10: SfNPV-An2.

Analisis de los genes de virulencia de las cepas de baculovirus aislados de S. frugiperda

Como parte de la caracterizacion de la nueva cepa de baculovirus SINPV-Acambaro, ésta se sometio
a PCR con los oligonucleétidos especificos de los factores pif-1, 2 y 3 (Fig. 3). Se observo la amplificacion
del gen pif-3 (carril 1), con un amplicén de 500 pb. EI gen pif-2 (carril 2), presenté un amplicon de 100 pb y
para el gen pif-1 (carril 3), el amplicon fue de 300 pb, esto aunado a la amplificacion del control positivo (carril
4) con el DNA de la cepa SfNPV-Ar, por lo que se comprobd la presencia de estos genes de virulencia en la
cepa SfNPV-Acambaro. Los genes pif codifican para las proteinas estabilizadoras del complejo PIF, el cual
esta presente en la superficie de los viriones derivados de oclusion, las cuales son esenciales para el
reconocimiento de receptores especificos en el epitelio de las células columnares de los insectos (Pen et al.,
2010), siendo esenciales para iniciar el proceso de infeccién primaria y para infectar a los insectos
susceptibles. Rodriguez-Castillo et al., (2023) reportaron la presencia de estos factores en 7 cepas de
baculovirus SfNPV, especificas para el gusano cogollero y altamente virulentas, por lo que la presencia de
estos factores podria indicar una alta virulencia para esta nueva cepa viral.
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1000 pb

400 pb

Figura 3. PCR con oligonucleétidos para los genes pif usando el DNA de la cepa SFNPV-Acdmbaro. M: marcador de peso molecular (1 kb plus Ladder,
Invitrogen). Carril 1: Gen pif-3. Carril 2: Gen pif-2. Carril 3: Gen pif-1. Carril: 4 control positivo SINPV-Ar.

Para el gen egt se realiz6 un PCR utilizando los oligonucleétidos especificos segun lo reportado por
Rodriguez-Castillo et al., (2023), usando como control positivo el DNA de la cepa SfNPV-Ar (Fig. 4, carril 1)
observandose un amplicon de 500 pb. En el carril 2, se observa un amplicén del mismo peso molecular para
la cepa SfNPV-Acambaro, lo cual demostré que ésta posee el gen egt. Rodriguez-Castrillo et al., (2023)
demostraron que las cepas con altos niveles de virulencia poseen este gen. Por otro lado, se ha reportado
que el gen egt (lkeda et al., 2015), puede asociarse con una mortalidad temprana de las larvas infectadas, y
que este podria afectar la produccion de CO de forma negativa debido a una muerte acelerada del organismo,
por lo que requiere estudiarse el efecto de su presencia en la cepa SfNPV-Acambaro.

1000 pb

500 pb

Figura 4. PCR con oligonucleétidos para los genes egt. M: marcador de peso molecular (1 kb plus Ladder, Invitrogen). Carril 1 Gen egt de la cepa
SfNPV-Ar. Carril 2:Gen egt de la cepa SfNPV-Acdmbaro.

En el caso del gen vfgf al realizar PCR a la cepa SfNPV-Acambaro, ésta no mostré la amplificacion
esperada (Fig. 5 carril 2), contrastando con el control positivo (Fig. 5, carril 1) la cual si present6 la
amplificacion esperada de 1 100 pb. Lo anterior fue un indicativo de la posible deficiencia de este gen en la
cepa SfNPV-Acambaro. El gen vfgf se relaciona con la diseminacién de los viriones gemados de las células
columnares hacia la hemolinfa del insecto, con la finalidad de infectar todos los 6rganos y tejidos
(Detvisitsakun et al., 2007). Aunado a lo anterior, se ha propuesto por Zwart et al. (2019), que mutaciones o
la ausencia de este gen en baculovirus, podria relacionarse con una mas baja velocidad de muerte en los
insectos susceptibles. La ausencia del gen vfgf en la cepa SfNPV-Acambaro debe continuar investigandose
para entender la compleja interaccion de este virus con el organismo huésped susceptible.
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Figura 5. PCR con oligonucleétidos para los genes vfgf. M: marcador de peso molecular (1 kb plus Ladder, Invitrogen). Carril 1: Gen vfgf de la cepa
SFNPV-Ar (control positivo). Carril 2: Gen vfgf de la cepa SFNPV-Acdmbaro.

Finalmente, para los genes iap, la cepa SFNPV-Acambaro presenté amplificaciones para los genes
iap-2 (Fig. 6B, carril 2) e iap-3 (Fig. 6C, carril 2), pero no para el gen iap-1 (Fig. 6A, carril 2). Al igual que los
resultados obtenidos en este trabajo, Rodriguez-Castillo y colaboradores en el 2023, al analizar a la cepa
SfNPV-Ar encontr6 que ésta poseia a los genes iap-2 y 3 pero no al gen iap-1. Bivian-Hernandez et al., (2024)
(datos no publicados) analizaron el genoma de tres cepas de baculovirus SfNPV, encontrando que éstas no
poseian el gen iap-1. Estos genes participan normalmente en la respuesta al fenémeno apoptético de los
insectos, al tener una infecciéon por baculovirus, utilizando el sistema de las caspasas en respuesta a la
infeccion. Se sabe que existe una coevolucion de los baculovirus con su insecto hospedero, lo cual le ha
permitido al virus obtener genes que regulan estos procesos apoptéticos, a través de genes inhibidores de
apoptosis (iap), de los que se conocen 5, aunque los genes iap-1, iap-2 e iap-3, son los de mayor importancia
(Hughes, 2002). Algunos nucleopoliedrovirus solo presentan los ultimos dos, los cuales tienen efecto
sinérgico, aumentando la produccién de nucleocapsides y disminuyendo el porcentaje de apoptosis (Zheng
et al., 2022), por lo que la presencia de estos en la cepa SfNPV-Acambaro, podrian ser un indicativo de una
alta virulencia en esta cepa viral.

M 1 2

12000 12000 12000

5000 5000€— 5000 €—

3000<€ 3000 3000

1600

1600 1600

1000 <
1000 1000
600<

600 600

Fig. 6. Amplificaciones de los genes iap. A) Gen iap-1, M: marcador de peso molecular en kb (1 kb plus Ladder, Invitrogen). Carril 1: cepa SfNPV-Ar;
carril 2: cepa SfNPV-Acdmbaro. B) Gen iap-2, M: marcador de peso molecular. Carril 1: cepa SfNPV-Ar; carril 2: cepa SFNPV-Acdmbaro. C) Gen iap-
3, M: marcador de peso molecular. Carril 1: cepa SfNPV-Ar; carril 2: cepa SfNPV-Acdmbaro.

Analisis de proteinas de los CO’s de las cepas SfNPV por SDS-PAGE

Finalmente, como parte de la caracterizacion de la cepa SfNPV-Acambaro, se realizé el perfil de
proteinas de los viriones derivador de oclusion y se compararon con los de las cepas SfNPV-An1, SfNPV-
An2 y SfNPV-Gto. En la figura 7 se puede observar, en los carriles 4 y 5, el perfil de proteinas de la cepa
SfNPV-Acambaro, la cual presenté un total de 15 bandas de bajo peso molecular (45 a 10 kDa), de las cuales
una banda de entre 25-45 kDa, es similar a la observada en la cepa SfNPV-An2. Asimismo, se detectd que
las bandas cercanas a los 25 y 20 kDa presentes en las cepas SfNPV-An1 y SfNPV-An2, no estaban
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presentes ni en la cepa SfNPV-Gto ni en la cepa SfNPV-Acambaro. Se pudo observar lo mismo con las
bandas de 15, 14 y 13 kDa observadas en la cepa SfNPV-An1, las cuales se detectaron en las demas cepas.
En el caso de las proteinas de alto peso molecular, se observé la presencia de una banda de 120 kDa en la
cepa SfNV-Acambaro (Fig. 7 carril 4 y 5) y en las cepas SfNPV-An1 y SfNPV-An2. Asimismo, se observo una
proteina inferior a los 120 kDa, presente en las cepas SfNPV-An2 y SfNPV-Gto. Finalmente, todas las cepas
virales presentaron una banda de alto nivel de expresién de 30 kDa correspondiente a la poliedrina y una
banda de 10 kDa, correspondiente a la proteina P10. Jehle et al., (2006) mencionaron que ambas proteinas
permiten establecer relaciones entre cepas virales de la misma especie. En cuanto a las diferencias de las
bandas de bajo y alto peso molecular, es posible que las diferencias observadas en los patrones de
fragmentos de restriccion estén relacionadas con las diferencias en cuanto a patrones de proteinas. Sin
embargo, para poder afirmar esto, es necesario realizar la identificacion puntual de estas proteinas
diferenciales, con la finalidad de determinar su funcién especifica y su papel en la virulencia de cada una de

las cepas analizadas.

“ 190 kDa

% 120kDa

© 60kDa

45 kDa

25 kDa

20 kDa
15 kDa

10 kDa

Fig. 7. Proteinas de los viriones derivados de oclusion. Carril 1 cepa SfNPV-An1. Carril 2 cepa SFNPV-An2. Carril 3 cepa SfNPV-Gto. Carril 4 cepa
SfNPV-Acdmbaro. Carril 5 cepa SfNPV-Acdmbaro. M marcador de peso molecular BenchMark

Conclusiones

En este proyecto se evalu6 una nueva cepa mexicana de baculovirus denominada SfNPV-
Acambaro, aislada de larvas del gusano cogollero del maiz S. frugiperda. Esta se caracterizé a nivel molecular
y se comparo con otras tres cepas nativas SfNPV-Gto, SfNPV-An1 y SfNPV-An2. Las cuatro cepas fueron
altamente infectivas hacia el gusano cogollero del maiz, siendo las cepas SfNPV-Gto y SfNPV-Acambaro las
mas virulentas, con una velocidad de muerte acelerada de las larvas, esto se relacioné con la obtencion de
un menor numero de CO’s en la amplificacion de las cepas virales. En cuanto a los patrones de fragmentos
de restriccion, las 4 cepas presentaron patrones diferentes, estableciendo que la cepa SfNPV-Acambaro, no
es un re-aislamiento, sino una nueva cepa de baculovirus. Adicionalmente, al analizar los genes de virulencia,
se encontr6 en el aislado SFNPV-Acambaro, la presencia de los genes anti-apoptéticos iap 2 e iap 3, los
cuales proporcionan una ventaja evolutiva a las cepas de virus al inhibir la apoptosis en el insecto huésped,
permitiendo su diseminacion y favoreciendo la infeccion sistémica. De igual manera, se detectd la presencia
del gen egt, esto podria ser un indicativo de que para la nueva cepa viral se favorece su replicacion en el
insecto huésped. Un fendmeno interesante fue el gen vfgf no se detectd en la cepa SFNPV-Acambaro, lo que
podria implicar mayores tiempos para matar al insecto huésped, pero esto necesita ser comprobado.
Finalmente, se detectaron proteinas en los CO’s de la cepa SfNPV-Acambaro, relacionados tanto con la cepa
altamente virulenta SfNPV-Gto, como con las cepas SfNPV-An1 y SfNPV-An2, indicando una posible
virulencia elevada. La busqueda de nuevas cepas virales contra el gusano cogollero del maiz es muy
importante para lograr el control de esta plaga en maiz, con la finalidad de poder alcanzar una produccion de
este cereal, pero de una forma inocua, y asi contribuir a una disminucién en el uso de los insecticidas
quimicos.
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