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Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) conocido como gusano cogollero, es el principal insecto plaga en cultivos de maiz en America. Para su control se han utilizado
aislamientos virales de la familia Baculoviridae, especificamente nucleopoliedrovirus (NPV). En diversas especies de insectos, se ha reportado un efecto potenciador entre granulovirus (GV) y NPV
cuando coinfectan el mismo hospedero. En el presente trabajo, se identifico la presencia natural de infecciones mixtas (NPV y GV) en S. frugiperda, mediante microscopia electronica de transmision
(MET) y perfiles de restriccion (REN) de ADN genomico. Para el analisis posterior de esta coinfeccion en el insecto, se diseiid una metodologia basada en PCR en tiempo real (Q-PCR), para analizar de

manera simultanea los dos generos virales.

Figura 1. MET de particulas virales en infeccion mixta de S. frugiperda por Baculovirus.

Mediante cortes ultrafinos de 40 nm de grosor (Fig. 1Ay B) y tincion negativa (Fig. 1C) se demostro la
presencia de dos tipos morfologicos virales, causantes de infeccion en una larva de S. frugiperda . Se
observaron cuerpos de inclusion (Cl) con un diametro promedio de 1,5 pm, con varios viriones de tipo
multiple correspondientes a NPV (Fig. 1A). Adicionalmente se observaron Cl en forma de granulo, de
tamafno aproximado de 0,54 um x 0,27 LM, con un unico virion interno (Fig. 1B y C) los cuales
corresponden conlamorfologiade GV (Slacky Arif, 2007).
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Los perfiles de restriccion
(REN) con cuatro
endonucleasas (Fig. 2A)
mostraron un patron de
bandas diferente a los
descritos en infecciones
con NPV de S. frugiperda
(STMNPV) en Colombia
(Fig. 2B) (Barrera et al.,
2011) La presencia de
bandas submolares (*)
sugiere la presenciade una
mezcla de diferentes
genomas virales. El perfil
REN de los NPV purificados
por gradiente de sacarosa,
mostro similaridad con
STMNPV nativos
previamente descritos
(Fig. 2B) (Barrera et al,
2011)

Figura 2. Perfiles REN de Baculovirus de S. frugiperda

Q-PCR MULTIPLE

Se disefio un sistema de sonda Tagman para laidentificacion y cuantificacion simultaneade NPVy GV en
Infecciones mixtas, mediante Q-PCR.

5‘-ICACTTGCGTCATCGACAAlCCA .. 156-FAM TCTCAAGAGTTTGGGTTCGGTGCTH3IABIK_FQ ....GACICAGTACATGGTAACCGAGGAI-B‘ Gen gran
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Cebador 1 Sonda Cebador 2

5 -|]TCGCACCTACGTGTACGACAACAAL ., AAGAATGCCAAGCGCAAGGAGCACTTEIABIk_FQ.WAACGTACCTTTCCAGAGGGTCCAA |-3
| | |
Cebador 1 Sonda Cebador 2

Gen polh
Amplimero: 137pb

Para la elaboracion de una curva patron de cuantificacion se clonaron por separado los genes gran'y
polh,de GVy NPV respectivamente.

Extraccion de Céalculo Numero
ADN de copias del
plasmidico gen/pl

X g/ul ADN

Y copias/ ul =

O Diluciones

seriadas 1/10 [longitud del plasmido (pb) x 660]) x 6.022 x 1023

(Whelan et al, 2003)
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Figura 3. Curva patron de Q-PCR multiple para NPV y GV.

Los parametros de la prueba relacionados con coeficiente de correlacion, eficienciay pendiente, fueron
Optimosy se encuentrandentro de lorecomendado enlaliteratura (Scott, 2006) (Fig. 3).

El limite minimo de deteccion de
la técnica fue de 0,00064 ng/ul de
ADN, equivalente a 1,25x10°
copias del gen (polh y gran)
correspondiente al patron 7 (Fig.
3). La o intracorridas de los ciclos
0,24 , , , . umbrales (Ct) y la de las
repeticiones en el tiempo, fueron
0,82 ’ ’ ’ | bajos y nunca fueron superiores a
1 (Tabla 1),indicando alta
reproducibilidad.

Q
QqQ
QqQ
@]
QqQ
QqQ
Q
Q

@)
—~+
(P
—+
P
r~+

Ct entre Ct Ct entre

Corridal Corrida2 Corrida3 corridas Corridal Corrida2 Corrida3 corridas

0,83
0,89

0,43

0,43 ! ' ' | Tabla 1.Analisis de reproducibilidad

El analisis de la especificidad de las sondas por separado, demostro que no existe amplificacion cruzada
entre GV y NPV. Las dos sondas determinan la presencia de GV y NPV provenientes de diferentes
aislamientos geograficos y de diferente especie de insectos (Tabla 2A). Los resultados de tres mezclas
experimentales de ADN de SfTMNPV y SfGV, permitieron descartar posibles interferencias entre las
cuantificacionesviralesde NPVy GV (Tabla2B).

24,68 N/A 0,06 ---......
N/A 0,09 0,5
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N/A 18.61 0.23
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N/A 21.62 0.43

N/A 20.64 0.27

Tabla 2. (A) Analisis de especificidad utilizando sondas gran y polh por se arado. E}B ) Analisis de especificidad de la Q-
PCR multiple utilizando mezclas experlmenta esde NPVy GV.

Los estudios actuales de las interacciones entre los baculovirus se enfocan en la generacion de nuevas
estrategias en el diseno de productos biocontroladores, que contengan NPV y GV como principio activo.
Dichas estrategias podrian favorecer laeficaciay la eficiencia de lainfeccion.

Se demostro la presencia de una infeccion mixta de NPV y GV en larvas de S. frugiperda, en
condiciones naturales, la cual podria ser debida a una interaccion sinérgica entre los dos fenotipos
virales.

Lametodologia de PCR cuantitativa paralos genes polhy gran desarrollada en el presente trabajo es
aplicable en diferentes etapas del desarrollo de un bioplaguicida desde la busqueda de
aislamientos en campo hasta el control de calidad de un producto formulado. Ademas, es una
herramientaimportante parael estudio del comportamiento de las infecciones mixtas.
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