CAPITULO 1.

Caracterizacion biologica, morfoldgica y molecular de
los aislamientos virales de los PhopGV colombianos
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En 1967 se encontrd un granulovirus proveniente de una poblacién de la polilla de la papa
P operculella en Ceylan (Steinhaus y Marsh, 1967). En los siguientes afios se describieron
varios aislamientos de este virus en diversas partes del mundo en zonas productoras de
papa, donde P. operculella estaba presente (Kroschel ef al., 1996; Zeddam et al.,, 1999).
Luego de andlisis moleculares, estos aislamientos parecieron estar genéticamente
relacionados (Vickers et al, 1991) y fueron llamados ‘granulovirus de P. operculella’
(PhopGYV). Estos aislamientos controlaron las poblaciones de la polilla de la papa sin ser
perjudiciales para organismos benéficos. Por tal razén, el uso de insecticidas a base de este
PhopGYV fue promovido por el Centro Internacional de la Papa (CIP, 1992).

A raiz de la invasién de la polilla guatemalteca de la papa T. solanivora a Suramérica,
causando pérdidas econdémicas en tubérculos en campo y en almacenamiento, y ante
la ausencia de métodos alternativos de control a los insecticidas quimicos, surgié la
iniciativa de utilizar aislamientos nativos de PhopGV, ya que podrian también controlar
a la especie invasora por pertenecer a la misma familia de P. operculella. Corpoica
cuenta con cinco aislamientos de granulovirus de T. solanivora originarios de las
principales zonas paperas de Colombia (Figura 1). Los aislamientos fueron llamados
VG001 de Taquerres (Narifio) (suroccidente de Colombia); VG002, VG003 y VG004,
provenientes de Chocontd, Funza y Carmen de Carupa, respectivamente (centro
de Colombia); y VG00S de Chitagi, Norte de Santander (nororiente de Colombia)
(Espinel-Correal ef al., 2010). En el presente capitulo se muestra la caracterizacién
biolégica y molecular de estos aislamientos.

MATERIALES Y METODOS

Como primera medida, para la caracterizacién molecular de los aislamientos colombianos
se hizo la purificacién viral con el método modificado por gradientes de sacarosa
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Figura 1. Cinco regiones donde se encontraron los PhopGV aislados de larvas de T. solanivora. Las
flechas muestran la ruta invasiva del insecto. (Modificado de Espinel-Correal et al.,, 2010).

(Matthiessen et al., 1978). Como referencia se utiliz6 el aislamiento No. 1346 de PhopGYV,
el cual se encuentra registrado en el GenBank, accesion NC004062. Las larvas infectadas
se homogeneizaron en agua con SDS 0,1%. Esta suspension se centrifugd por 5 minutos
a 750 x g. El sobrenadante se centrifugd por 20 minutos a 20.000 x g y el sedimento se
resuspendi6 en 1 mL de agua y se ubicé en un gradiente de sacarosa (30% - 70%), el cual
se centrifugd a 22.500 x g por 20 minutos. La banda blanca formada por CI se colectd y se
resuspendié en 2 mL de agua para ser almacenada a -20 °C para estimar la concentracién
de CI por densidad éptica a 450 nm. Luego se extrajo el ADN viral, adicionando 25 yL
de Na,CO, (2 M) en una suspension de 325 L de CI con una concentracion de 10" CL
Posteriormente, el ADN se extrajo dos veces con un volumen igual de fenol-cloroformo
y alcohol iso-amilico (24:1). El ADN se precipité adicionando 3,3 volimenes de etanol
al 100% con acetato de sodio y centrifugacién a 12.000 x g por 10 minutos. El sedimento
con el ADN se disolvi6 en Tris-EDTA a 56 °C por 2 horas (Espinel-Correal et al., 2010).
Para el analisis con 11 endonucleasas de restriccién (BamHI, BstEIl, BstAPI, Dralll,
Hindlll, Hpal, Mlul, Ndel, Nrul, Nsil y Smal) se siguieron las instrucciones especificadas
por el productor (Promega). Posteriormente, se hizo la electroforesis del ADN digerido,
usando geles de agarosa al 1% utilizando TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA;
pH 8,0) como tampén de migracién, y como marcador de peso molecular un lambda
DNA/HindlIIlL Los geles se tinturaron con bromuro de etidio y se fotografiaron bajo un




transiluminador UV. Trabajos previos (Léry et al.,, 2005) mostraron que dos regiones del
genoma de PhopGYV fueron variables entre otras, en las regiones localizadas en el cuadro
abierto de lectura (ORF) 129 y traslapando los ORF 90 y 91. Se amplificaron por PCR
bajo las condiciones establecidas por Espinel-Correal ef al. (2010).

La caracterizacién de la actividad bioldgica se realizé por medio de bioensayos
mediante la determinacién de la concentracién letal 50 (CLSO) sobre ambos hospederos,
T. solanivora y P. operculella. Se utilizé un aislamiento de cada region del pais (VGO001,
VG003 y VGO00S) y se usé como referencia un aislamiento peruano (Pert 6), debido
a que este ha sido usado como principio activo de un bioplaguicida utilizado para el
control de T. solanivora en papa almacenada. Se aplicaron diluciones de CI purificados
(1,5 x 10% a § x 10° CI/2 mL de agua) por un método de pulverizacién previamente
desarrollado (Carrera et al., 2008). Se usaron dos tubérculos por concentracién y tres o
cinco repeticiones por dosis, cada una consistente en 15 larvas neonatas por tubérculo. Se
registr6 la mortalidad de las larvas y los datos se analizaron utilizando el programa POLO
PCy Statplus (Analystsoft).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los perfiles de restriccién con en-
donucleasas fueron muy similares
con los perfiles del aislamiento de
referencia, indicando que los virus
colombianos pueden considerarse
como PhopGV. Los tres aislamien-
tos del centro de Colombia (VG002,
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fueron homogéneos entre todos los aislamientos colombianos, pero difirieron del 1346.
BstApl revel6 la presencia de nuevos fragmentos en los aislamientos colombianos y se en-
contrd una delecién en VG001 y en los aislamientos del centro de Colombia. Con BamHI
se detect6 un nuevo fragmento en los aislamientos colombianos, el cual estuvo ausente en
el aislamiento de referencia (1346).

Después de la digestion con Ndel se encontraron varias diferencias. En VG001 vy aisla-
mientos del centro de Colombia se hallaron deleciones e inserciones en varios fragmentos.
Con HindIII se encontraron pequenas deleciones en estos mismos aislamientos.

La presencia constante de bandas submolares podria indicar que estos aislamientos
son mezclas de genotipos. La hipdtesis se confirmé por amplificacién del ADN y la
secuenciacion de parte de los genes 90-91 y 129. En el caso del virus de referencia
(1346), solo fue visible la banda de 787 pb. Para los aislamientos del centro de Colombia,
unicamente la banda de 619 pb fue visible, mientras que en VG001 y VG00S dos bandas
de 787 pb y 619 pb, en proporciones 10-90% y 90-10% respectivamente fueron visibles,
usando los cebadores PhopGV90-1y PhopGV90-2 (Figura 3A). La secuenciacién mostrd
que la diferencia entre las bandas de 619 pb y 787 pb fue esencialmente debida a una
delecion en el ORF 90-91.

Luego de usar los pares de cebadores PhopGV 129-1y PhopGV 129-2 se encontr6 un
patrén mas complejo. El aislamiento de referencia generé 3 fragmentos, el mas grande de
937 pb, uno a 723 pb y otro a 569 pb. Todos los aislamientos colombianos presentaron un
fragmento grande de 1.023 pb. Los aislamientos del sur y norte de Colombia presentaron
mayor variablidad con tres y cuatro marcadores respectivamente, en contraste con los del
centro del pais, los cuales solo presentaron dos marcadores (Figura 3B).
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Figura 3. PCR semicuantitativo de los aislamientos colombianos de PhopGV y de referencia 1346.
(A) Genes 90-91; (B) Gen 129. M: Marcador. (Modificado de Espinel-Correal et al., 2010).




Aunque los genes de los baculovirus se encuentran en general bien conservados, es
muy comun observar variaciones entre los genotipos de aislamientos encontrados en
diferentes regiones geograficas. Usualmente el hallazgo de diferentes aislamientos de
baculovirus en distintas regiones geograficas a partir de un mismo insecto hospedero ha
resultado en cepas de virus que tienen el mismo origen pero que, debido a su adaptacién
a las diferentes condiciones, tanto del insecto como del ecosistema, han sufrido pequefias
variaciones genotipicas que pueden resultar en grandes diferencias en cuanto a su
virulencia respecto a la cepa original (Harvey y Volkman, 1983).

Caracterizacion bioldgica

Los aislamientos colombianos presentaron una CL, entre 1,16 y 6,93 CI/mm® sobre
T. solanivora, y entre 0,8 y 26,2 CI/mm?”sobre P. operculella. El aislamiento de referencia
(Peru 6) utilizado como control present6 una CL,  en T. solanivora'y P. operculella de 30,1
CI/mm?y 6,6 CI/mm? respectivamente (Tabla 1).

Entre los aislamientos colombianos probados sobre T. solanivora, VG003 fue
significativamente diferente de VG001 y VGO00S; de acuerdo con el andlisis de potencias,
VG001 y VGO0S fueron, en su orden, 4 y 3,2 veces mds potentes que el aislamiento del
centro de Colombia VG003. Ademas, todos los aislamientos colombianos (VG003,
VGO00S y VG001) fueron significativamente diferentes del aislamiento Pert 6, con
potencias de 4, 16,2 y 19, respectivamente.

Entre los aislamientos colombianos probados en P. operculella se encontraron diferencias
significativas: VG001 y VGOOS fueron 5,8 y 27,7 veces mds patogénicos que VG003. Pert

Tabla 1. Patogenicidad en ambos hospederos, medidos por la CL, y CL, de los PhopGV aislados de T.
solanivora en Colombia y Perti 6 aislado de P, operculella. (Modificado de Espinel-Correal et al,, 2010).
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6, originalmente aislado de este hospedero, fue 4,5 veces mas patogénico que VG003. Por el
contrario, los aislamientos del suroccidente (VG001) y del nororiente (VG00S) fueron mas
patogénicos que Peru 6, con potencias de 1,3 y 6,2 veces para cada uno.

Los perfiles REN yla secuenciacion de las regiones amplificadas por PCR confirmaron
que los virus aislados de T. solanivora estan relacionados con PhopGV. Adicionalmente,
este andlisis permiti6 la identificacion de tres variantes genotipicas diferentes: la primera,
presente en los tres aislamientos del centro de Colombia; la segunda, presente en VG001
(suroccidente de Colombia), ligeramente diferente con el anterior; y la tercera, evidente
en el aislamiento del nororiente (VG00S), la cual presenta diferencias con todas las
enzimas. La secuenciacion de las dos regiones variables establecié que estos aislamientos
fueron mezclas de genotipos virales.

Uno de los casos més estudiados a nivel mundial ha sido el del granulovirus de P.
operculella, el cual ha sido ampliamente investigado en términos de diferencias genéticas
entre los varios aislamientos de diversos origenes geogrificos (Gomez et al., 2009).
Vickers et al. (1991), citado por Gémez et al. (2009) compararon 14 aislamientos del
PhopGYV de ocho regiones del mundo, usando endonucleasas de restriccién y utilizando
bioensayos para comparar la actividad biocontroladora. Se encontraron tres genotipos
diferentes y diferencias significativas en la actividad biolégica de los aislamientos, aunque
no se pudo comprobar que estas diferencias se derivaran de las variaciones genotipicas.
Léry et al. (1998), citado por Gémez et al. (2009), en su estudio sobre la heterogeneidad
genética de diferentes aislamientos de PhopGYV, describen que la mayoria de granulovirus
aislados en condiciones de campo consisten en mezclas de variantes genéticamente
heterogéneas. Estos autores atribuyen las variaciones a una adaptacion del aislamiento
original a las condiciones proporcionadas o a una recombinacién entre el aislamiento
original y otras cepas de granulovirus endégenas del hospedero, situacién reportada
también por Singaravelu y Ramakrishman (1998), citado por Gémez et al. (2009), quienes
atribuyeron las variaciones genotipicas de un solo aislamiento de baculovirus al proceso
de recombinacién entre un pequeiio numero de variantes del virus que coinfectan la larva
hospedero bajo condiciones de campo. Este fenémeno pudo ocurrir con el aislamiento
VG003 y el resto de aislamientos colombianos, los cuales muestran patrones moleculares
diferentes al de la cepa de referencia aislada de P. operculella, lo cual sugiere la posible
adaptacién de estos aislamientos al insecto hospedero T. solanivora y a las condiciones
ambientales de nuestro pais. No obstante, se debe confirmar si estas diferencias genéticas
estan relacionadas con diferencias fenotipicas

P operculella fue la principal plaga de la papa establecida en el occidente de Suramérica
antes de la invasion de T. solanivora en 198S. Los aislamientos encontrados en la region
estuvieron adaptados al hospedero original. El desplazamiento de éste por la especie
invasiva sigui6 un patrén temporal en el desplazamiento desde Venezuela hasta Colombia.

La invasién de T. solanivora es probablemente el resultado de uno o varios eventos de
introducciones puntuales (Puillandre et al., 2007). Bajo estas condiciones, probablemente
virus no adaptados fueron acarreados durante estos eventos, y las poblaciones de PhopGV
adaptados a P. operculella fueron sometidas a una presién de seleccion para replicarse en
el hospedero alternativo (T. solanivora). Sin embargo, como las dos especies coexisten




en muchas dreas, pudo ocurrir una selecciéon de las poblaciones virales o las variantes
genotipicas capaces de replicarse en ambos hospederos (Espinel-Correal et al., 2010).

Cabe resaltar que cada aislamiento colombiano proviene de una larva individual, y el
hecho de que en todas las muestras se presentaran mezclas genotipicas sugiere que puede
haber interacciones coevolutivas entre diferentes PhopGV en sus hospederos, como
también se describen para nucleopoliedrovirus (Lopez-Férber et al., 2003).

Se encontraron diferencias en la patogenicidad entre VG003 y VGO00S, y estos
aislamientos difieren con 10 enzimas de las probadas; pero también se encontraron
diferencias en la patogenicidad entre VG001 y VG003, a pesar de que presentan
perfiles REN similares. Como la patogenicidad puede tener multiples origenes debido a
mutaciones puntuales, la adaptacién a un hospedero no puede inferirse de los perfiles de
restriccién del ADN viral (Espinel-Correal et al., 2010).

La patogenicidad de VG003 es complementaria a la de Perti 6 en ambos hospederos
(alrededor de 7 para el hospedero original y 27 para el heterdlogo), lo que sugiere que
VG003 estd, de hecho, bien adaptado a T. solanivora. Sin embargo, no es el mas patogénico
sobre ambos (Espinel-Correal et al., 2010).

CONCLUSION

Se observé una adaptacién de los aislamientos de PhopGV sobre P. operculella (por el
aislamiento Pert 6) y sobre el nuevo hospedero T. solanivora (evidenciado en VG003).
Los aislamientos mejor adaptados a un hospedero no son los mds patégenos sobre este
hospedero. Adicionalmente, se constaté la flexibilidad de los aislamientos colombianos
constituidos por mezclas genotipicas (VG001 y VGO00S), los cuales son los més eficaces
sobre los dos hospederos.

ANALISIS COMPARATIVO DE UN FRAGMENTO DEL GEN granulina
DEL PHOPGV coLoMBIANO VG003 DE T. solanivora.

Introduccion

La familia Baculoviridae se caracteriza por poseer una particula infectiva denominada
virion, la cual se encuentra protegida por una matriz proteica (granulina para granulovirus
o poliedrina para nucleopoliedrovirus).

Estudios previos han demostrado la existencia de algunos genes que presentan un
alto grado de conservacion dentro de los baculovirus, entre ellos los factores de expresién
tardios lef 8 y lef 9 y el gen de granulina/poliedrina (gran/polh). Estos genes son de gran
utilidad para la identificacién y realizacion de estudios de diversidad en baculovirus
especificos de Lepidopteros (Lange et al., 2004; Jehle et al., 2006.). El gen gran/polh ha sido
utilizado para la realizacién de estudios filogenéticos y para la identificacién molecular de
granulovirus (Lange etal., 2004).

Con el objetivo de continuar con la caracterizacién molecular de los aislamientos
colombianos de PhopGV, y especificamente el aislamiento VG003, la secuencia del gen de
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granulina de este virus se comparé con las secuencias del mismo gen de otros baculovirus
depositadas en el GenBank.

MATERIALES Y METODOS
Disefio de cebadores degenerados, clonaje y secuenciacion de granulina

Para la amplificacion del gen completo de granulina se disefi6 una pareja de cebadores
degenerados, teniendo en cuenta el alineamiento de varias secuencias del gen
descritas en el Genbank. Para lo anterior, se utiliz6 el programa Jellyfish 3.3.1. Las
secuencias de los cebadores fueron: Gran-F: 5"-ATGGGATAYAAYAAAWCDYT-3’
y Gran-R: §-TYARTANGCBGGDCCVGTRAA-3". El programa de amplificacién
consistié en un paso inicial de denaturacién a 95 °C por S minutos, seguido por 35
ciclos asi: denaturacién 30 segundos, anillamiento 52 °C por un minuto y extension a
72 °C por un minuto. Al final se realizé un paso de extensién a 72 °C por 10 minutos.
Para 25 pl de reaccién se utilizaron 50-100 ng de ADN genémico, dNTPs 200 uM
(Pharmacia Biotech 27-1850, 1860, 1870, 1880), 0,5 uM de cada cebador, MgCl, 2,0
mM y tampén de reaccién 10 x (50 mM KCI, 10 mM Tris HC1 pH 9,0 0,1% Nonidet).
Se adicionaron 2 U de Taq polimerasa (Promega M1665). Los productos de
amplificacion se visualizaron en un gel de agarosa tefiida con SYBR safe (Invitrogen)
(Barrera et al., 2009).

Los productos de PCR se clonaron en el plismido PCR 2.1-TOPO, utilizando el kit
de TOPO TA (Invitrogen K4500-01). Se secuenciaron las dos hebras del ADN mediante
la utilizacién de cebadores universales M13 (Barrera et al., 2009).

Alineamiento y andlisis de la secuencia

La secuencia de la proteina se dedujo a partir de la secuencia del gen granulina del
aislamiento nativo del granulovirus VG003 y se compar6 con 11 secuencias del mismo
gen de granulovirus descritas en la base de datos del Genbank (ntimeros de accesién
NC005038, NC005839, NC008168, NC005068, NC002816, NC10240, NC004062,
NC002593, AB290316, NC003102 y NC002331) y S nucleopoliedrovirus (NC004778,
NC003084, NC005906, NC00590S y NC001875), mediante el programa Clustal W
(Thompson et al., 1994). Se realizé la construccién de un 4rbol con analisis UPGMA
(1.000 réplicas) en el programa MEGA versién 4 (Tamura et al., 2007).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los productos de la amplificacién por PCR con los cebadores degenerados fueron de 746
pb (Figura4A). Se obtuvo una secuencia de 410 pb del gen. El alineamiento del fragmento
secuenciado y sus homoélogos del GenBank mostré una identidad del 99% con el mismo
gen del granulovirus de P. operculella (PhopGV) (NC004062). Las diferencias encontradas
consistieron en tres sustituciones en las posiciones 205, 729 y 73S del gen secuenciado.




El cambio de A por G en la posicién 205 produjo una sustitucién no sindénima de los
aminodcidos aspartato por asparagina (Barrera et al., 2009).

La comparacion previa de un aislamiento peruano de PhopGV con el aislamiento
colombiano VG003 mediante perfiles de restriccién y amplificacion por PCR de regiones
variables, demostré variabilidad entre los dos aislamientos en regiones diferentes a la
region analizada en este trabajo (Léry et al., 2008). A pesar de las diferencias genéticas
encontradas entre los dos aislamientos, se observa una alta similaridad en el gen de
granulina.

El dendograma construido a partir de la secuencia de aminodcidos de la proteina
granulina del aislamiento colombiano de granulovirus de T. solanivora y 15 secuencias
homologas se observa en la Figura 4B. La topologia del arbol muestra dos principales
grupos congruentes con la separacién de granulovirus y nucleopoliedrovirus de la familia
Baculoviridae (NPVy GV). El aislamiento VG003 se ubicé en un mismo brazo junto con
baculovirus especificos de la familia de insectos Gelechiidae (Barrera et al., 2009).

Estos virus se encontraron agrupados con baculovirus que infectan la familia
Tortricidae, pero separados de los hospederos de la familia Noctuidae (Barrera et al.,
2009).

Estosresultados presentaron un alto valor de bootstrapping (96 y 92, respectivamente).
La topologia del drbol obtenida con el gen de granulina fue similar a la topologia de drboles
reconstruidos con varios genes altamente conservados (Jehle et al., 2006).
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Figura 4. (A) Gel de agarosa con amplicones del gen granulina para los aislamientos virales de T.
solanivora VG003 y PhopGV; (B) Dendograma basado en el gen granulina. El érbol se construyé
con el algoritmo UPGMA. En cada nodo se indica el valor de bootstrapping (1.000 réplicas)
(Barrera et al., 2009).
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