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ABSTRACT

Spodoptera frugiperda is the most important pest in corn production, causing economic
losses. A new strain of baculovirus, isolated from the fall armyworm S. frugiperda in the State
of Guanajuato, Mexico, called SfNPV-Gto, was characterized at both the biological and
molecular levels. Restriction fragment patterns were generated, and a phylogenetic analysis
was performed between the SINPV-Gto strain and other SfNPV strains using the conserved
genes polh, lef-8, and lef-9. This strain was located within the group of Alphabaculoviruses
of S. frugiperda, located in the same clade as the Mexican native strains SfNPV-An1, SINPV-
An2, SINPV-B, and the exotic strains SfNPV-Ho and SfNPV-Ar. No significant differences
were observed at the structural proteins of the occlusion bodies (OB’s) of the SfNPV strains
studied. The lethal media concentration (LCs0) was determined at a value of 4.1x103
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OB’s/mL, showing it to be highly virulent towards S. frugiperda. The SfNPV-Gto strain turned
out to be a new strain never reported before, and due to its high level of virulence, it has
high potential for controlling fall armyworms at the laboratory and field levels.

Key words: baculovirus, bioassays, corn, phylogeny, restriction fragments, Spodoptera
frugiperda.

RESUMEN

Spodoptera frugiperda es la plaga de mayor importancia para la produccion de maiz
generando pérdidas cuantiosas. Se caracterizé a nivel biolégico y molecular a una nueva
cepa de baculovirus, SFNPV-Gto, aislada del gusano cogollero del maiz S. frugiperda en el
estado de Guanajuato, México. Se caracteriz6 por patrones de fragmentos de restriccion y
se realizé un analisis filogenético con otras cepas similares, mediante el analisis de los
genes conservados polh, lef-8 y lef-9. Esta cepa se ubicé dentro del grupo de los
Alfabaculovirus de S. frugiperda, en el mismo clado de las cepas nativas mexicanas SfNPV-
An1, SINPV-ANn2, cepa tipo SfNPV-B, y las cepas exdéticas SINPV-Ho y SfNPV-Ar. No se
observaron diferencias significativas a nivel de las proteinas estructurales de los cuerpos de
oclusién (CO) entre las cepas estudiadas. Se determiné la concentracion letal media (CLso)
de la cepa SfNPV-Gto en 4.1x10% CO/mL, resultando ser altamente virulenta hacia S.
frugiperda, hasta 40 veces mas virulenta que otras cepas previamente estudiadas. La cepa
SfNPV-Gto es una nueva cepa nunca reportada, con un alto nivel de virulencia, y posee un
elevado potencial para utilizarse en el control del gusano cogollero del maiz a nivel de
laboratorio y campo.

Palabras clave: baculovirus, bioensayos, filogenia, maiz, patrones de restriccion,
Spodoptera frugiperda.

1. Introduccion

El maiz Zea mays (C.Linneus) (Poales:Poaceae), es una planta graminea originaria del
continente americano, particularmente de México, América Central y América del Sur, y es
extensamente cultivada a lo largo de todo el mundo (Russo et al., 2019). Este cultivo se ve
afectado por factores que disminuyen su rendimiento, principalmente enfermedades e
insectos plaga. Una de las plagas de mayor importancia para este cultivo es el gusano
cogollero de maiz Spodoptera frugiperda (J.E.Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), el cual ataca
a la planta desde sus primeras etapas vegetativas y puede estar presente durante todo el
ciclo agricola (Hernandez-Trejo et al., 2018) y su control se basa principalmente en el uso
de insecticidas quimicos. En la actualidad se conoce que S. frugiperda ha desarrollado
resistencia al grupo de insecticidas de los carbamatos y piretroides (Viera-Arroyo et al.,
2020). Aunado a esto, los insecticidas quimicos son altamente toxicos para los seres
humanos, de ahi que es necesario buscar alternativas de control mas amigables y menos
dafinas tanto para el ser humano como para el medio ambiente, de ahi la importancia del
uso de agentes de control bioldgico.
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Dentro las estrategias de control bioldégico de plagas, se encuentra el control microbiano,
basado en el uso de microorganismos patdgenos hacia los insectos. Dentro de estos, se
encuentra un grupo de virus entomopatdgenos altamente virulentos y especificos hacia su
insecto huésped, los baculovirus. Estos virus pertenecen a la familia Baculoviridae, poseen
ADN de doble cadena, circular, superenrollado, el cual codifica entre 80 y 180 genes
(Hussain et al., 2021). Los baculovirus se clasifican en cuatro géneros, los Alphabaculovirus
(Nucleopoliedrovirus o NPV) que infectan a especies de insectos Lepiddpteros, los
Betabaculovirus (granulovirus o GV), que infectan también a especies de Lepiddpteros, los
Gammabaculovirus, NPV que infectan a especies de Himendpteros y los Deltabaculovirus
los cuales son NPV que infectan a especies de Dipteros (Jehle et al., 2006). Los baculovirus
presentan sus viriones en forma de baston (de ahi su nombre), ocluidos en una matriz
proteica, formando los cuerpos de oclusion (CO), los cuales estan constituidos por proteinas
denominadas poliedrina o granulina, respectivamente (Eberle et al., 2012; Hussain et al.,
2021). Estos CO protegen a las particulas virales y les confieren estabilidad hacia algunos
factores bidticos y abidticos (Gutiérrez et al., 2021). Estos virus causan una infeccion letal
en los insectos hospederos, debido a su ciclo bifasico, en la primera etapa de la infeccion,
los insectos ingieren los CO que estan presentes en el alimento inoculado y los viriones
derivados de la oclusion (VDO), son liberados de estos, hasta llegar al epitelio intestinal del
insecto y tener una primera etapa de replicacion viral, dependiente de la maquinaria
metabdlica de las células columnares del huésped. En la segunda etapa infecciosa, los
viriones gemados (VG), producto de la primera infeccion, viajan via la hemolinfa hacia los
tejidos secundarios del insecto (epidermis, tejido graso, etc.), para en esas células, tener
una segunda ronda de replicacion viral donde los nuevos viriones se ocluiran de novo en
CO’s recién sintetizados (Lin et al., 2024)

Por otro lado, los baculovirus aislados del gusano cogollero del maiz S. frugiperda tanto
NPV como GV (SfMNPV y SfGV), se han utilizado exitosamente en el control de este
insecto. Debido a ello, en América Latina paises como México, Argentina, Brasil, Colombia,
Honduras, Peru y Venezuela, ya han probado experimentalmente la utilidad de productos a
base de estos baculovirus STIMNPV o SfGV, tanto en pruebas de laboratorio como en
pruebas a nivel de campo, con resultados muy variables, reportandose algunos casos
controles efectivos, y en otras ocasiones, resultados no muy efectivos. Una posible
explicacion a esta gran variabilidad podria ser que existe una amplia heterogeneidad en los
aislamientos nativos de estos virus (Simon et al., 2004; Barrera et al., 2015) y esto dificulta
su estandarizacion y aplicacién a nivel de campo. No obstante, en Colombia ya se esta
desarrollando un producto comercial a base de un SfNPV por la empresa Agrosavia (antes
CORPOICA). Este producto ya se ha evaluado experimentalmente a nivel de campo
resultando ser tan efectivo como los insecticidas quimicos probados (Gémez-Valderrama y
Villamizar, 2013). Asimismo, en Brasil, una cepa nativa de un SfNPV se prob6 en 20,000
Ha de maiz por un afo, pero debido al elevado costo de produccion, el producto se
descontinudé (Moscardi et al.,, 2011). En México se han empleado diferentes formulados
virales y se han hecho pruebas a nivel de laboratorio y campo (Martinez-Castillo et al.,
2021). Se han utilizado tanto cepas exdticas como nativas, resultando ser algunas de estas
ultimas, altamente virulentas contra la poblacion de S. frugiperda (Rangel et al., 2014;
Zanella-Saenz et al., 2022), pero hasta a la fecha, no se ha logrado implementar en este
pais el uso de baculovirus a nivel de campo contra esta plaga, ni existe produccién industrial
de los mismos.
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En el presente trabajo se realizé la caracterizacion de una nueva cepa de baculovirus
denominada SfNPV-Gto, la cual se aisl6 de larvas infectadas del gusano cogollero del maiz
S. frugiperda en el estado de Guanajuato. Se obtuvieron patrones de fragmentos de
restriccion mediante su ADN, se establecieron las relaciones filogenéticas utilizando genes
conservados de esta cepa (SfNPV-Gto) y de cepas previamente caracterizadas, se
determiné el nivel de virulencia mediante el establecimiento de la concentracion letal media
o CLso y finalmente se analizaron y compararon las proteinas presentes en los CO. Lo
anterior, con el objetivo de evaluar su identidad y el potencial bioinsecticida que esta cepa
posee contra S. frugiperda, y asi poder utilizarse como una alternativa al uso del control
quimico contra esta plaga.

2. Materiales y métodos
2.1. Cepas virales

Se utilizaron 3 cepas exodticas de baculovirus previamente caracterizadas, la cepa SfNPV-
Ar, SINPV-Fx y SfNPV-Ho (Rangel et al., 2014). Asimismo, se utilizaron otras tres cepas
nativas ya caracterizadas, tales como la cepa SfNPV-Sin y SfNPV-An2 (Zanella-Saenz et
al., 2022), la cepa SfNPV-An1 (Rios-Velasco et al., 2011), asi como la cepa nativa objeto
de este estudio, denominada SfNPV-Gto, aislada en el estado de Guanajuato.

2.2. Establecimiento de la colonia de S. frugiperda

La colonia de S. frugiperda se mantuvo en el Laboratorio de Biotecnologia Alimentaria y
Vegetal de la Universidad de Guanajuato, bajo condiciones de insectario, con un 60% de
humedad relativa, 26x2 °C y 16:8 h de luz: oscuridad, en una camara ambiental
(LUMISTELL) utilizando dieta artificial a base de maiz molido, segun lo descrito por Rangel
et al. (2014).

2.3. Amplificacién de las cepas virales

La amplificacion de las cepas virales SfNPV, se realizé por infeccion en superficie de dieta
para S. frugiperda, utilizando una concentracion de 1x10% CO/mL y colocando 10 larvas de
3er estadio. Se infectaron un total de 50 larvas por cepa, 5 dias después, éstas se
recolectaron y se molieron en un mortero de porcelana estéril, con SDS al 0.5%, se filtr6 la
mezcla usando una malla de organza y este se centrifugd a 13,000 rpm, a 4 °C durante 10
min, en una centrifuga Hermle, Z326K, el procedimiento se repitid 3 veces. La pastilla
resultante se resuspendié en agua destilada estéril (ADE) y se almacend a 4 °C (Rangel et
al., 2014).

2.4. Purificacion de los cuerpos de oclusiéon
Los CO de las distintas cepas de virus SfNPV, se purificaron en gradientes continuos de
sacarosa del 40-66% (peso/peso), se centrifugaron a 24,000 rpm por 1.5 h, utilizando una

ultracentrifuga Beckman-Optima XPN-100. Se colecté la banda correspondiente a los CO,
los restos de sacarosa se retiraron de los CO y estos se diluyeron en ADE, se centrifugaron
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a 12,000 rpm por 10 min, repitiendo este proceso 3 veces, la pastilla se almacen6 a 4 °C.
Los CO se cuantificaron en una camara de Neubauer, usando un microscopio AxioLabA1
(Zeiss) con objetivo 40x, obteniendo un promedio de 5 recuadros contados, y este se
multiplicé por el factor de dilucion de 2.5x10° para tener el nimero de CO/mL (Rangel et al.,
2014).

2.5. Extraccion de ADN viral y patrones de fragmentos de restriccion

Se tomaron CO purificados de las distintas cepas de SfNPV, a una concentracion de 2x108
CO/mL y se resuspendieron en 100 yL de solucién alcali (NaCo30.1 M, NaCl 0.1 M, pH 11),
se adicionaron 400 pL de amortiguador de proteinasa K (0.01 M Tris, 0.005 M EDTA, 0.5%
SDS) y 20 yL de la proteinasa K (10 mg/mL), se incubaron a 60 °C por 30 min.
Posteriormente se les colocaron 500 yL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se
mezclo por inversion y se centrifugoé a 14,000 rpm por 10 min, se colectd la fase acuosa y
el ADN se precipité por centrifugacion, con 500 pL de isopropanol por 10 min a 14,000 rpm.
Posteriormente, se realizé un lavado con 1 mL de alcohol etilico, se centrifugo a 14,000 rpm
por 5 minutos y la pastilla resultante se resuspendié en amortiguador Tris-EDTA (TE) (0.01
M Tris-HCI, 0.001 M EDTA, pH 7.9). Para los analisis de los patrones de fragmentos con
enzimas de restriccion (PFR), se utiliz6 1 ug de ADN de cada cepa SfNPV y 10 U de 3
endonucleasas, EcoRl, Hindlll y BamHI. Estas mezclas se incubaron por 2 h a 37 °C. La
digestion se analiz6 por electroforesis en geles horizontales de agarosa al 0.8% a 25 V por
16 h. Los PFR se observaron mediante tincion con GelRed™ Nucleic Acids (Biotium), se
visualizaron y fotografiaron bajo una lampara UV con el fotodocumentador GelDoc EZ
Imager (BioRad) (Jiménez-Hernandez et al., 2022)

2.6. Amplificacién por PCR y analisis de secuencias de genes conservados

El ADN de la cepa de SfNPV-Gto se utilizé para amplificar por PCR los fragmentos de 3
genes conservados, polh, lef-8y lef-9, bajo las condiciones descritas por Lange et al. (2004)
(Tabla 1). Los productos de los PCR fueron purificados utilizando el kit Invitrogen PureLink,
siguiendo las recomendaciones del proveedor, y se enviaron a secuenciar en la empresa
Macrogen, en Corea del Sur. Las secuencias obtenidas se ensamblaron y analizaron usando
el software Segman Pro v7.2.1. Finalmente utilizando el servidor BLASTp se tradujeron
estas secuencias de nucledtidos y con el programa UGene v49.0 se obtuvieron los marcos
de lectura abierta de dichos genes.
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Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de los genes polh/gran, lef-8y lef-
9, en el aislado SfNPV-Gto con actividad hacia S. frugiperda.

Table 1. Oligonucleotides used for the amplification of the polh/gran, lef-8, and lef-9 genes
in the SINPV-Gto isolate with activity against S. frugiperda.

Gen Oligonucleétido Secuencia Amplicén (pb)
polh/gran (directo) prPH-1  5°- 540
TGTAAAACGACGGCCAGTNRCNGAR
GAYCCNTT-3’

(reverso) prPH-2  5°-
CAGGAAACAGCTATGACCDGGNGCR
AAYTCYTT-3
lef-8 (directo) prL8-1  5'- 702
CAGGAAACAGCTATGACCCAYGGHG
ARATGAC-3
(reverso) prL8-2 5'-
CAGGAAACAGCTATGACCAYRTASGG
RTCYTCSGC-3
lef-9 (directo) prL9-1  5°- 295
CAGGAAACAGCTATGACCAARAAYGG
ITAYGCBG-3
(reverso) prL9-2 5'-
TGTAAAACGACGGCCAGTTTGTCDC
CRTCRCARTC-3

2.7. Analisis filogenético

El analisis filogenético de la cepa SfNPV-Gto, se realizé alineando las secuencias de los
genes lef-8, lef-9 y polh, con 22 secuencias de nucledtidos disponibles en la plataforma
GenBank, pertenecientes a las secuencias de los Alphabaculovirus reportados con
actividad hacia Spodoptera, utilizando como grupo externo al Betabaculovirus SfGV-RV
(MK501800, MK507905 y MK558040) (Zanella-Saenz et al., 2022). Los genes conservados
se alinearon con el algoritmo ClustalW y se concatenaron en el programa Bioedit v7.2. El
arbol filogenético se realizé usando el programa IQTREE v2.3.2 bajo la licencia de (GNU
GPL) con el método de distancia de Neighbor-Joining y caracter de Maxima Verosimilitud,
con la seleccion del mejor modelo K2P+G4 con una proporcidon de sitios invariables de
0.189, gama de 0.456, un valor de verosimilitud de -7649.634, y un valor de Bootstrap de
1,000. La topologia del arbol se visualizé en el programa FigTree v1.4 bajo la licencia de
(MEPE) y la edicion se llevo a cabo en el programa Inkscape v1.3.

2.8. Patrones de proteinas
Para el analisis de proteinas de los CO en las cepas de SfNPV, estos se mezclaron con un

amortiguador de lisis (8 M urea, 2 M tiourea, CHAPS 2%, 1 mM DTT y 1 mM PMSF), se
cuantificé la proteina utilizando el kit BioRad Protein Asay, posteriormente se mezclaron 25
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Mg de proteina con 4 uL de solucién de Bradfrod (2% SDS; 40% glicerol; 0.001% azul de
bromofenol; 0.0625 M Tris-HCI; pH 8) y 0.5 pL de B-mercaptoetanol por cada 10 yL de la
reaccion total y se hirvio por 5 min. Una vez terminado lo anterior, se corrieron geles de
SDS-PAGE al 11 y 14% a 110 V por 3 h. Los geles se tifieron con solucion de Azul de
Coomasie G-250 (Azul brillante de Coomasie (G-250) 250 mg; metanol 45 mL; acido acético
glacial 9 mL; agua destilada 46 mL) por 15 min a temperatura ambiente con agitacion
constante y se colocaron en una solucion para destefir (acido acético 75 mL, metanol 50
mL, agua destilada 875 mL), por 12 h. Los geles se fotografiaron con una lampara de luz
blanca en un sistema de fotodocumentacién GelDoc EZ Imager (BioRad) Rangel et al.,
2014)

2.9. Bioensayos

La concentracion letal media (CLso) de la cepa SINPV-Gto, se estimé de acuerdo con la
metodologia descrita por Rangel et al. (2014). Se probaron seis concentraciones de CO
diluidas en agua destilada estéril del baculovirus SfNPV-Gto, partiendo de una dosis de 9.1
x 104 CO/mL, con un factor de dilucién de 0.25. Para evaluar cada dosis, se usaron dos
cajas Petri con 25 g de dieta artificial, en cada una se colocaron 500 pL de la dosis probada
esparciéndola sobre toda la superficie. Las cajas se dejaron secar a temperatura ambiente,
posteriormente, se colocaron 10 larvas neonatas de S. frugiperda por caja y se incubaron
bajo condiciones de insectario por siete dias. Al término de este periodo, se evalud la
mortalidad y esta se analizO mediante un analisis estadistico en el programa Probit,
tomando en consideracion los parametros establecidos por Ibarra y Federici (1987).

3. Resultados
3.1. Anadlisis de los patrones de fragmentos de restriccion de las cepas SfNPV

Los resultados obtenidos a nivel de PFR de todas las cepas analizadas en este trabajo, se
muestran en la Figura 1. Con la enzima de restriccion Hindlll, la cepa SfNPV-Gto (Fig. 1,
carril 8), presentd un total de 14 bandas que oscilaban entre 2 y 12 kb, mientras que para
la cepa SfNPV-An2 (Fig. 1, carril 7), se observé que el 80% de los fragmentos fueron
diferentes a los de la cepa SfNPV-Gto. Posteriormente, para la cepa SfNPV-An1 (Fig. 1,
carril 6), se pudo observar que su PFR fue idéntico al de la cepa SfNPV-Gto. Mientras que
para la cepa SfNPV-Ho (Fig. 1, carril 4), se determind que ésta presentaba un 20% de
bandas diferentes, al compararse con aquellas de la cepa SfNPV-Gto. Al realizarse la
comparacién de los PFR con la cepa SfNPV-Ar (Fig. 1, carril 2), se obtuvo un patrén con
bandas diferentes dentro de un orden del 60%, ya que esta cepa presentd bandas con un
peso molecular de 1.4, 2.5, 3, 4.9, 5.9, 7.2, 7.9, 12 kb, las cuales estaban ausentes en la
cepa SfNPV-Gto.

Por otro lado, los PFR que se obtuvieron con la enzima BamHI, mostraron que la cepa
SfNPV-Gto (Fig. 1, carril 16) presenté 8 fragmentos que oscilaban entre las 3.8 y 12 kb, con
tres fragmentos unicos de 12, 9 y 4.8 kb, que estaban ausentes en las demas cepas. Las
mayores diferencias se encontraron con la cepa SfNPV-Ar, la cual mostré un perfil con un
90% de diferencias con respecto a la cepa SfNPV-Gto, observandose que posee siete
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bandas unicas con un peso molecular que varié de 12, 11, 8, 4 y 3.2 kb (Fig. 1, carril 10).
Por otro lado, la cepa SfNPV-Sin presento siete fragmentos exclusivos de 12, 11, 8.2, 5,
4.5, 3.5 kb (Fig. 1, carril 13), ausentes en la cepa de estudio SfNPV-Gto (Fig. 1, carril 18).
Cabe mencionar que en la cepa SfNPV-An1, se obtuvieron cinco fragmentos diferentes de
aproximadamente 12, 11, 10, 7.5, 3.2 kb (Fig. 1, carril 14), ausentes en la cepa SfNPV-Gto.
Cabe destacar que al realizar el analisis de restriccion con la enzima Hindlll, no se observo
ninguna diferencia entre ambas cepas, de ahi la importancia de realizar estos estudios
comparativos con mas de una enzima de restriccion.

Finalmente, cuando se obtuvieron los patrones de fragmentos de restriccion con la enzima
EcoRlI, la cepa SfNPV-Gto, presenté un total de 19 bandas, resultando cuatro de ellas
exclusivas de esta cepa, con pesos moleculares de 6.5, 4.8, 3y 2.2 kb (Fig. 1, carril 24).
Las cepas SfNPV-Ar y SfNPV-Sin, presentaron un 50% de bandas diferentes respecto a la
cepa SfNPV-Gto (Fig. 1, carril 18 y carril 21), mientras que la cepa SfNPV-An1, mostré un
PFR con un 40% de bandas distintas, presentando 7 fragmentos exclusivos de pesos
moleculares de 12, 9, 6, 4, 2.8, 2.5y 2 kb (Fig. 1, carril 22).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Fig. 1. Patrones de fragmentos de restriccion de cepas SfNPV obtenidos con diferentes
enzimas de restriccion. Carril 1: 9,17, 25: marcador de peso molecular en kb, 1 kb Plus
(Invitrogen). Patrones de fragmentos de restriccién con la enzima Hindlll (carriles 1 al 8),
STNPV-Ar (carril 2), SINPV-Fx (carril 3), SINPV-Ho (carril 4), SINPV-Sin (carril 5), SINPV-
An1 (carril 6), SfTNPV-An2 (carril 7), SfNPV-Gto (carril 8). Patrones de fragmentos de
restriccion con la enzima con BamHl/ (carriles 10 al 16). SINPV-Ar (Carril 10), SINPV-Fx
(carril 11), SfNPV-Ho (carril 12), SfNPV-Sin (carril 13), SINPV-An1 (carril 14), SINPV-An2
(carril 15), SINPV-Gto (carril 16). Patrones de fragmentos de restriccion con la enzima
EcoRI (carriles 18 al 24). SINPV-Ar (carril 18), SINPV-Fx (carril 19), SfNPV-Ho (carril 20),
SfNPV-Sin (carril 21), SfINPV-An1 (carril 22), SINPV-An2 (carril 23), SINPV-Gto (carril 24).
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Fig. 1. Restriction fragment patterns of SfNPV strains with different restriction enzymes.
Lanes 1,9,17, 25: Ladder 1 kb Plus (Invitrogen). Restriction fragment patterns with Hindlll
(lanes 1 to 8). SINPV-Ar (lane 2), SINPV-Fx (lane 3), SfFNPV-Ho (lane 4), SfNPV-Sin (lane
5), SINPV-An1 (lane 6), SINPV-An2 (lane 7), SfNPV-Gto (lane 8). Restriction fragment
patterns with BamHI (lanes 10 to 16). SfNPV-Ar (lane 10), SfNPV-Fx (lane 11), SfNPV-Ho
(lane 12), SfNPV-Sin (lane 13), SfNPV-An1 (lane 14), SfNPV-An2 (lane 15), SfNPV-Gto
(lane 16). Restriction fragment patterns with EcoRI (lanes 18 to 24). SINPV-Ar (lane 18),
SfNPV-Fx (lane 19), SfNPV-Ho (lane 20), SfNPV-Sin (lane 21), SfNPV-An1 (lane 22),
SfNPV-An2 (lane 23), SINPV-Gto (lane 24).

3.2. Analisis filogenético

Se establecio una relacién filogenética entre la cepa de SfNPV-Gto y otros 21 baculovirus
reportados en la plataforma del NCBI. Se realiz6 un filograma utilizando secuencias
nucleotidicas concatenadas de tres genes homologos altamente conservados en todos los
baculovirus, los genes polh, lef-8 y lef-9. Los resultados indicaron una separacién en dos
clados de los Alfabaculovirus, esto soportado por valores de Bootstrap del 92% (Fig. 2).
Dentro del clado 1 (valor de soporte de 100%), se agruparon los NPV que infectan a
Lepiddpteros del género Spodoptera frugiperda, en este clado se ubicé la cepa SINPV-Gto. la
cual esta estrechamente relacionada con los aislados SfNPV-ArgM, SfNPV-An2, SfNPV-
Ho, SfNPV-An1 y SfNPV-B (valor de soporte del 84%). En el clado 2 (valor de soporte
del 63%), se agruparon NPV que infectan Lepidopteros del género de S. exigua, S. lituray S.
eridania.
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Fig. 2. Arbol filogenético elaborado a partir de secuencias nucleotidicas de la cepa SfNPV-

Gto y 21 miembros del género Alfabaculovirus, asi como un grupo externo, el granulovirus
SfGV-RV.

Fig. 2. Phylogenetic tree using nucleotide sequences of the SfNPV-Gto strain and 21
members of the Alphabaculovirus genus, as well as an external group, the granulovirus
SfGV-RV.

3.3. Perfiles de proteinas

Con la finalidad de determinar si existian diferencias y/o similitudes a nivel de proteinas
estructurales de los CO y los VDO, entre las diferentes cepas de SfNPV, se realizaron geles
de acrilamida SDS-PAGE. El perfil de proteinas de las siete cepas de estudio presentd una
alta similitud en cuanto al numero y peso molecular de las mismas. En todas las cepas de
baculovirus SfNPV, se observo la presencia de una proteina altamente expresada alrededor
de los 30 kDa, correspondiente a la proteina poliedrina, la principal proteina de los CO de
los baculovirus (Fig. 3ay 3b). Adicionalmente, se pudo observar la presencia de una banda
de 20-23 kDa en todas las cepas SfNPV estudiadas (Fig. 3a y 3b). Las cepas SfNPV
presentaron alrededor de 25 bandas, cuyo peso molecular oscilé entre los 10 y 190 kDa.
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Se observé que las proteinas de alto peso molecular son similares en todas las cepas,
incluida una proteina de 85 kDa altamente expresada (Fig. 3a y 3b), mientras que para las
proteinas de bajo peso molecular (Fig. 3b), se pudo observar que la cepa SfNPV-Ho (Fig.
3b, carril 4) y SINPV-Gto (Fig. 3b, carril 8) no poseen una banda de 20 kDa, presente en el
resto de las cepas, mientras que la cepa SINPV-Fx (Fig. 3b, carril 3), presento6 esta banda,
pero con una menor intensidad. Por otro lado, todas las cepas expresaron la proteina p10,
proteina de 10 kDa, presente en la envoltura de los CO (Fig. 3b), aunque la cepa SfNPV-
Ho (Fig. 3b, carril 4), presentd una menor expresion de esta proteina.

7
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Fig. 3. Perfiles de proteinas de los cuerpos de oclusion y los viriones derivados de la
oclusion de las cepas SfNPV en geles SDS-PAGE. Proteinas de los cuerpos de oclusion de
cepas de SfNPV en geles al 11% (a). Perfil de proteinas de los viriones derivados de la
oclusién de cepas SfNPV en geles al 14% (b). Marcador de peso molecular en kDa,
BenchMark (Invitrogen) (carril 1), SINPV-Ar (carril 2), SINPV-Fx (carril 3), SINPV-Ho (carril
4), SINPV-Sin (carril 5), SINPV-An1 (carril 6), SINPV-An2 (carril 7), SINPV-Gto (carril 8).

Fig. 3. Protein profiles of occlusion bodies and virions derived of occlusion from SfNPV
strains on SDS-PAGE gels. Protein profile of occlusion bodies from SfNPV strains on 11%
gels (a). Protein profile of virions derived of occlusion from SfNPV strains on 14% gels (b).
Molecular weight marker in kDa, BenchMark (Invitrogen) (lane 1), SfNPV-Ar (lane 2), SINPV-
Fx (lane 3), SINPV-Ho (lane 4), SINPV-Sin (lane 5), SfTNPV-An1 (lane 6), STNPV-An2 (lane
7), SINPV-Gto (lane 8).

3.4. Bioensayos para estimar la CLso

Con el fin de establecer la CLso de la cepa SfNPV-Gto, se realizaron bioensayos utilizando
larvas neonatas de S. frugiperda de 24 h de eclosionadas. Los resultados de estos
bioensayos se presentan en la Tabla 2, en la cual se pudieron observar los parametros
estadisticos obtenidos de las tres repeticiones validas de los bioensayos, con la cepa
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SfNPV-Gto y los obtenidos en trabajos anteriores de las cepas SfNPV utilizadas como
referencia. Estos parametros fueron el valor de la pendiente, la CLso y la ji cuadrada (X?).

La CLso de la cepa STNPV-Gto se estimo en un valor de 4.1 x102 CO/mL (0.38 CO/mm?) con
una pendiente de 1.44 + 0.32, una X? de 1.87, un cociente de 4.2 y un coeficiente de
variaciéon del 7.5%. Al realizar una comparacién de estos valores, con los obtenidos para
las cepas SfNPV exdticas, se pudo inferir que la cepa SfNPV-Gto fue 11.8 veces mas
virulenta que la cepa SfNPV-Ar (CLso de 4.9x10* CO/mL), 34.9 veces mas virulenta que la
cepa SfNPV-Fx (CLso de 1.45 x10° CO/mL) y 44.5 veces mas virulenta que la cepa STNPV-
Ho (CLso de 1.85x10° CO/mL) (Rangel et al., 2014). Al comparar la CLso de la cepa SfNPV-
Gto con cepas nativas, se observo que ésta fue 171,463 veces menor que la de la cepa
SfNPV-An1 (CLso de 7.03x108 CO/mL), 36 veces menor que la cepa SfNPV-An2 (CLso de
1.48x10° CO/mL) y 4, 146 veces menor que la cepa SfNPV-Sin (CLso de 1.7x107 CO/mL)
(Rios-Velasco et al., 2011; Zanella-Saenz et al., 2022;); demostrando que la cepa SfNPV-
Gto posee una alta virulencia para el control del gusano cogollero del maiz, comparado con
las otras cepas nativas previamente reportadas.

Tabla 2. Parametros estadisticos de los bioensayos de las cepas SfNPV.

Table 2. Statistical parameters of SINPV strain bioassays.

Cepas n Pendiente CLso (CO/mL) (limi- X? Referencias
virales (¥*SE) tes fiduciales)
SfNPV-Gto 420 1.26 (+0.27) 4.1 x10° (1 .83x10°- 1.73 Este trabajo
8.86x10°%)
SfNPV-Sin 420 1.36 (x0.13) 1.7x107 (1.21x10’- 2.23
2.52x107) Zanella-Saenz et
SfNPV-An2 420 0.96 (x0.10) 1.48x10° (2.29x10°- 1.46 al. (2022)
9.01x10°)
SfNPV-Ar 420 1.72 (x0.19) 4.9x10* (2.74x10%- 4.5
9.05x10%)
SfNPV-Fx 420 1.45(+0.08) 1.45x105 (7.85x10%- 4.8 Rangel et al. (2014)
2.69x10°)
SfNPV-Ho 420 2.06 (+0.14) 1.85x10° (1.01x10°- 1.4
3.37x10°)
SfNPV-An1 420 1.53 (x0.18) 7.03x108 (5.84x108- 0.87 Rios-Velasco et al.
8.32x10%) (2011)

4. Discusion

En este trabajo se caracterizd a nivel biolégico y molecular una nueva cepa nativa de
baculovirus denominada SfNPV-Gto y se compardé tanto con cepas exdticas (SfNPV-Ar,
SfNPV-Fx, SFNPV-Ho) como nativas (SfNPV-Sin, SINPV-An1, SfNPV-An2). El primer criterio
que se utilizé para la caracterizacion genética de la cepa SfNPV-Gto, con el objetivo de
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poder determinar su identidad, fue establecer los PFR digiriendo su ADN con tres diferentes
enzimas de restriccion, con la finalidad de poder establecer si esta cepa, era una cepa
diferente a las ya previamente caracterizadas SfNPV-Ar, SINPV-Fx, SINPV-Ho, SfNPV-Sin,
SfNPV-An1, SINPV-An2. Los patrones de fragmentos de restriccion obtenidos para la cepa
SfNPV-Gto de este estudio, se compararon con aquellos obtenidos por Rangel et al. (2014)
utilizando como cepas de referencia a las cepas SfNPV-Ar, SINPV-Fx y SINPV-Ho, asi como
los obtenidos para las mismas cepas SfNPV por Zanella-Saenz et al. (2022) y Rios-Velazco
et al. (2011). En el caso del uso de la enzima de restriccion Hindlll, la cepa SINPV-Gto no
mostro diferencias en el patrén de bandeo al compararse con la cepa nativa SfNPV-An1,
pero si resultod ser diferente con el resto de las cepas de referencia. Sin embargo, cuando
se compararon los patrones de restriccion de las enzimas EcoRl'y BamHI, se observaron la
presencia o ausencia de diversas bandas que demostraban que, a nivel de ADN, la cepa
SfNPV-Gto era distinta a las otras cepas SfNPV.

Si bien el uso de PFR no es una técnica moderna para la caracterizacion de cepas de
baculovirus, como lo seria la secuenciacion del genoma completo, si es una herramienta
de facil realizacién, de muy bajo costo y de alta precisiéon, para poder diferenciar entre cepas
altamente similares a nivel de ADN. Esta misma herramienta ha sido utilizada de manera
exitosa por Barrera et al. (2011), quienes caracterizaron un aislado de Colombia,
denominado SfCOL y lo compararon con un aislado de Nicaragua, denominado SfNIC,
utilizando las enzimas Pstl, BamHl|, Hindlll. Ellos encontraron que el aislado SfCOL contenia
2 bandas diferentes a la cepa SfNIC, con peso molecular distinto, por lo que se evidencié
que el aislado SfCOL es una aislado diferente al nicaragliense. Asimismo, Rangel et al.
(2014), pudieron establecer las diferencias a nivel molecular entre tres cepas exoticas de
SfNPV, utilizando las mismas enzimas de restriccion utilizadas en este trabajo.

Por otro lado, en cuanto al aislado SfNPV-Gto, se demostré que esta cepa contaba con
bandas uUnicas que estaban ausentes en el resto de las cepas SfNPV con las que se
comparé. Incluso aun si se comparaba el PFR de la cepa SfNPV-Gto con el patrén de
bandeo de los aislados SfCOL y SfNIC estudiados por Barrera et al. (2011), se pudieron
observar claras diferencias entre los mismos cuando sus ADN fueron digeridos con las
mismas enzimas. En otros trabajos se han identificado variantes genotipicas de aislados de
SfNPV de areas geograficas diferentes dentro del continente americano, como Argentina,
Antillas, México, Estados Unidos, Nicaragua, Colombia y Honduras (Berreta et al., 1998;
Escribano et al., 1999) y se sabe que las variantes genotipicas de baculovirus generalmente
exhiben variaciones fenotipicas, particularmente con respecto a su patogenicidad y
velocidad de muerte (Harrison et al., 2008). Por lo tanto, la utilizacion de los PFR obtenidos
con distintas enzimas, representan una primera aproximacion para poder diferenciar entre
aislados de baculovirus provenientes del mismo insecto, aunque sin duda alguna, el
parametro definitivo para conocer la similitud a nivel de ADN entre estas cepas es la
secuenciacion de su genoma completo, y este grupo de trabajo ya esta trabajando en el
analisis gendmico de estas cepas para obtener resultados mas concluyentes.

Con la finalidad de establecer a que grupo filogenético pertenecia el virus SINPV-Gto, se
realiz6 un analisis filogenético utilizando tres genes altamente conservados en los
baculovirus, los genes polh, lef-8 y lef-9. En trabajos previos, Herniou y Jehle (2007),
concluyeron que el gen polh es esencial para identificar a los NPV, asi como el gen de la
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granulina para identificar a los granulovirus. Ellos establecieron que los genes /ef-8, lef-9 y
polh son los genes minimos necesarios con los que se pueden establecer relaciones
filogenéticas entre distintos aislados, obteniendo resultados similares a los obtenidos si se
compararan los genomas completos de las cepas de baculovirus. En este trabajo, fue
necesario identificar primeramente la presencia de estos tres genes en la cepa SfNPV-Gto,
por ello se amplificd el gen polh y se obtuvo un fragmento de 540 pb, para el gen lef-8 se
obtuvo un amplicén de 800 pb y para el gen lef-9 el amplicdn fue de 400 pb.

Bivian-Hernandez et al. (2017) realizaron un analisis gendémico de un Betabaculovirus de
Trichoplusia ni (TnGV), concluyendo que los genes gran, lef-8 y lef-9 forman parte de los
38 genes centrales presentes en los baculovirus, y que éstos estan involucrados en la
transcripcion de genes tardios. En este trabajo se detectaron estos tres genes y se infiere
que pueden desarrollar esta misma funcion. Por otro lado, Barrera et al. (2014) realizaron
un analisis basado en estos tres genes lef-8, lef-9 y gran, en el granulovirus VG010,
encontrando amplicones de 735 pb para el gen gran; 785 pb para el gen lef-8 y de 311 pb
para el gen lef-9, tamafnos similares a los reportados en este trabajo. Jiménez-Hernandez
et al. (2022) evaluaron al baculovirus PIxyMNPV_LBIV-11, aislado de Plutella xylostella,
encontrando amplicones de los genes lef-8, lef-9 y polh de 800, 400 y 540 pb
respectivamente, lo cual concuerda con el tamafio de amplicones obtenidos en este estudio.

Una vez detectados y secuenciados los genes conservados polh, lef-8 y lef-9 de la cepa
SfNPV-Gto, se realiz6 un filograma, en el cual se pudo observar que la cepa SINPV-Gto se
agrupo en un clado relacionado con Alphabaculovirus que infectan a lepidopteros de la
Familia Noctuidae, especialmente a S. frugiperda. Asimismo, la cepa SINPV-Gto se agrupé
en el mismo clado que el aislado SfNPV-ArgM, aislado en Argentina. Esto podria ser un
indicativo de que la separacion geografica no es un factor determinante en la similitud
genética entre baculovirus. El aislado SfNPV-ArgM fue posteriormente caracterizado por
Masson et al. (2021) utilizando su genoma completo y los resultados presentaron que esta
cepa se agrupaba con los aislados Nicaraguenses SfNPV-B y SfNPV-G. En base a estos
resultados, podria inferirse que la cepa SfNPV-Gto tiene una relacion filogenética con los
aislados SfNPV nicaragienses, pero se requieren estudios posteriores para poder
corroborar esta afirmacion.

Al analizar el flograma de las cepas SfNPV-An1 y SfNPV-B, se pudo observar que estas
cepas estaban en un mismo clado, pero separadas de la cepa SfNPV-Gto. Asimismo, la
cepa SfNPV-Ar se agrup6 en el mismo clado que la cepa SfNPV-19, mientras que la cepa
SfNPV-ColA se agrupé en otro clado diferente al de estas, resultados que coinciden con lo
reportado previamente por Zanella-Saénz et al. (2022), pero la cepa SfNPV-Gto, no se
agrupo en ninguno de estos dos clados. Mas aun, las cepas de referencia estudiadas en
este trabajo, tampoco se agruparon en el mismo clado de la cepa SfNPV-Gto. En base a
estos resultados, se puede concluir que en definitiva, los aislados de SfNPV de diferentes
origenes geograficas, pueden tener similitudes a nivel de ADN, y aun asi tener distintos
niveles de virulencia, de tal manera que determinar cuales son los genes que participan en
la virulencia, es un premisa importante por estudiar y que la corroboracion de esto,
solamente se puede determinar una vez que se secuencian los genomas completos de
estas cepas, el cual es el paso siguiente en esta investigacion.
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Por otro lado, Popham et al. (2021) realizaron filogramas utilizando dos metodologias, por
un lado, utilizaron los genomas completos y por otro lado realizaron filogramas utilizando el
alineamiento de secuencias de 38 genes “core” de baculovirus con 8 cepas SfNPV
diferentes. Tanto en el arbol elaborado con el genoma completo, como en el arbol elaborado
con los 38 genes centrales, se observo el mismo agrupamiento de los clados (valores de
Bootstrap del 99-100%). Los autores concluyeron que, aislados virales provenientes de la
misma region geografica no se agruparon en el mismo clado y que esto podria deberse a
la variabilidad genética entre cepas. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en esta
investigacion.

En este estudio se analizaron las proteinas estructurales de los CO de las cepas de SfNPV,
encontrandose similitudes en los patrones proteicos en todas las cepas, sin diferencias
significativas que permitieran mediante esta metodologia, lograr una diferenciacion entre
ellas. Se detecto la presencia de dos proteinas mayoritarias importantes en la estructura de
los baculovirus, la poliedrina y la p10, con pesos moleculares de 29 y 10 kDa
respectivamente, las cuales permiten identificar que el virus SfNPV-Gto es un miembro de
la familia Baculoviridae, asi como determinar que esta intimamente relacionado con otras
cepas de la misma especie a nivel estructural en las proteinas de su CO, como ya ha sido
reportado (Jehle et al., 2006). Esto podria también relacionarse con el hecho de que estas
cepas de SfNPV, se encuentren agrupadas en el mismo clado, y el patron de bandeo de
proteinas estructurales podria ser una caracteristica que comparten en comun, pero que no
tiene relacion con los niveles de virulencia, ya que todas las cepas presentaron diferentes
valores de virulencia (diferentes CLso), pero patrones proteicos muy similares. Cabe
destacar que, al analizar las proteinas de los VDO, los resultados fueron muy similares, de
ahi que es necesario estudiar a las proteinas de interaccion entre el virus y su hospedero,
estas interacciones ya han sido evaluadas por este grupo de trabajo con otros baculovirus
SfNPV (Rangel-Nufez et al., 2023), y sera la parte con la que se continuara trabajando con
este nuevo virus SFNPV-Gto.

Finalmente, en relacion con la virulencia de los aislados virales de SfNPV, para determinar
la CLso de la cepa SfNPV-Gto, se utilizo la técnica de contaminacién en la superficie de
dieta artificial, con el objetivo de realizar los bioensayos tratando de imitar la forma en que
larvas adquieren los CO de los baculovirus en el campo. Se comprobd que la cepa SfNPV-
Gto es altamente virulenta, evidenciado por su baja CLso al compararla con los resultados
obtenidos por Rangel et al. (2014) se pudo observar que fue 11.8 veces mas agresiva que
la cepa SfNPV-Ar, 34.9 veces mas virulenta que la cepa SfNPV-Fx y 44.5 veces mas
infectiva que la cepa SfNPV-Ho. Escribano et al. (1999) determinaron la CLso de aislados
exoticos probados contra una poblacion del gusano cogollero del maiz en Honduras, y
establecieron una CLso de 2.04x10° CO/mL para una cepa de Nicaragua (SfNPV-NIC), la
cual resultd ser la mas virulenta de ese estudio, asi como una CLsode 2.21x10° CO/mL para
una cepa de EE. UU. (SfNPV-US) y una CLsode 3.05x10% CO/mL para la cepa de Argentina
(SfNPV-AR). Estos valores de CLso son mucho mayores a los reportados en este trabajo,
resultando ser la cepa SINPV-Gto, 49.7 veces mas virulenta que la nicaraguense, 53.9
veces mas que la estadounidense y 743.9 veces mas que la argentina.

Gomez Valderrama et al. (2010) realizaron una caracterizacion biologica de tres aislados
colombianos denominados NPV003 (Cérdoba), NPV009 (Tolima) y NPV011 (Meta) de
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SfNPV frente a una colonia de S. frugiperda colombiana, y ellos estimaron valores de CLso
de 1.5x10° CO/mL para el aislado NPV011, 2.3x10° CO/mL para NPV003 y 7.0x10° CO/mL
para NPV009. Al comparar estos resultados con los valores de CLso obtenidos en la cepa
del presente estudio, se encontré que SFNPV-Gto fue 36.5 veces mas infectiva que NPV003,
56 veces mas virulenta que NPV009 y 170.7 veces mas agresiva que NPV011. Rios-
Velasco et al. (2011), evaluaron un aislado de Coahuila (SfNPV-An1) frente a una colonia
del gusano cogollero y encontraron una CLso de 7.03x108 CO/mL, por lo cual, al compararla
con la cepa SfNPV-Gto, esta cepa resulté ser 171 463 veces menos eficiente que la cepa
de ese estudio. Aunado a esto, Popham et al. (2021) reportaron las CLso de dos aislados
de EE. UU. y uno de Colombia probados contra una poblacion del gusano cogollero del
maiz, estimaron valores de 0.45x10% CO/mL para SfNPV-281 y 0.51x10%® CO/mL para
SfNPV-3AP2, cepas de EE. UU., asi como una CLso de 3.29x10% CO/mL para la cepa
colombiana SfNPV-459. Sin embargo, en este trabajo se estimé para la cepa SINPV-Gto
una CLsoque fue 109.7 y 124.3 veces menor que las cepas estadounidenses mas agresivas
reportadas en aquel estudio. Adicionalmente, la cepa SfNPV-Gto fue 802.4 veces mas
virulenta que la cepa colombiana.

Por otro lado, Zanella-Saénz et al. (2022) estimaron la CLso de dos aislados de SfNPV de
Coahuila (SfNPV-An2) y Sinaloa (SfNPV-Sin) frente a una colonia de S. frugiperda
mexicana, encontrando valores de CLso para SfNPV-An2 de 1.48x10° CO/mL y para SfNPV-
Sin de 1.7x107 CO/mL. Comparando estos valores con los obtenidos en este estudio, la
CLso de la cepa SfNPV-Gto resulto ser 36 veces menor que la CLso de SINPV-An2y 4,146.3
veces mas baja que la de SfNPV-Sin. Por lo que se puede afirmar que las cepas reportadas
hasta hoy en dia hacia S. frugiperda como las mas agresivas, son las cepas SfNPV-Ar,
SfNPV-Fx, SfNPV-An2 y SfNPV-Ho. Sin embargo, la cepa SfNPV-Gto mostrd una CLso 50
veces menor que estas cepas consideradas como altamente virulentas, lo que significa que
esta cepa es una de las mas agresivas para el control del gusano cogollero del maiz y su
potencial como agente de control biolégico contra esta plaga es elevado.

5. Conclusion

El gusano cogollero del maiz S. frugiperda fue por mucho tiempo exclusivo del continente
americano, pero al migrar hace poco mas de 10 afios hacia Africa y Asia, se convirtié en
una de las plagas mas devastadoras para el maiz a nivel mundial. El uso excesivo de
insecticidas quimicos utilizados para su control ha provocado que este insecto sea
sumamente dificil de controlar, debido al facil desarrollo de resistencia de la plaga hacia
estos productos. Considerando que existen diversos trabajos relacionados con el uso de
cepas de baculovirus SfTNPV o SfGV como una alternativa potencial para controlar a S.
frugiperda, aun no se ha desarrollado un bioinsecticida a base de baculovirus que haya
demostrado ser eficaz a nivel de campo, por lo menos a los niveles de mortalidad
alcanzados con los insecticidas quimicos. De ahi la enorme importancia de continuar con
la busqueda de nuevas cepas de baculovirus que posean un potencial efectivo y competitivo
para controlar a esta plaga en un menor tiempo y con una menor concentracion del
ingrediente activo (CO) en los formulados virales. En este trabajoé se demostrd que la cepa
SfNPV-Gto aqui reportada, posee altos niveles de virulencia, hasta 10 veces mayor que
otras cepas SfPNV previamente reportadas, es una cepa nueva, como lo demuestran sus
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patrones de fragmentos de restriccion y su relacion filogenética con otras cepas aisladas
del mismo hospedero, S, frugiperda, y puede utilizarse en el futuro como un bioinsecticida
capaz de controlar a este insecto de una forma inocua, segura y sostenible, sin que este
genere resistencia. Es importante continuar estudiando a esta cepa, determinar cuales son
los genes implicados en su virulencia y secuenciar su genoma completo, para poder
optimizar formulaciones a base de sus CO, que sean evaluadas a nivel de campo y poder
determinar su potencial bioinsectida en cultivos de maiz. El objetivo final sera que esta cepa
pueda ser considerada como un agente de control biolégico contra el gusano cogollero del
maiz, no solo en México, sino en las diversas regiones del mundo donde este insecto cause
afectaciones en el cultivo de maiz.
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