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Generalidades

Los virus entomopatdgenos pueden dividirse en dos grupos, los que presentan viriones em-
bebidos en una matriz proteica (cuerpos de inclusién o OB: oclussion bodies) y los que no es-
tan embebidos (virus no ocluidos). En este capitulo se veran las familias Baculoviridae, Reovi-
ridae y Poxviridae que pertenecen al primer grupo, y los Iridoviridae como representantes de
una familia de virus no ocluidos. Los OBs son muy importantes porque conservan la capacidad
infecciosa fuera del huésped, son insolubles en agua y resistentes a la putrefaccién, desinte-

gracion por agentes quimicos, congelacién, desecacion y liofilizacién.

Familia Baculoviridae

A estos virus que son exclusivos de artrop6dos se los conoce como Nucleopolyhedrovirus
(NPVs), excepto los Betabaculovirus, que también se los llama Granulovirus (GVs) debido a las
caracteristicas diferentes de sus OBs (Tabla 1). En la Argentina encontramos representantes
del género Alphabaculovirus, algunos ejemplos son: SfMNPV en Spodoptera frugiperda, Ag-
MNPV en Anticarsia gemmatalis, Agraulis vanillae-NPV y de Deltabaculovirus en la especie de

mosquito Ochlerotatus crinifer, pero aliin no ha sido identificado como especie de virus.

Géneros Hospedadores
Alphabaculovirus Lepidoptera
Betabaculovirus Lepidoptera
Deltabaculovirus Diptera
Gammabaculovirus Hymenoptera
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Ciclo viral

Comienza con la ingestién de los cuerpos de inclusion presentes en el alimento. Una vez inge-
ridos, los OBs se diluyen en el intestino del insecto debido a la alta alcalinidad de sus jugos intes-
tinales (pH 9.5-11). El ciclo de la infeccion varia segun el insecto hospedador, y los tejidos afecta-
dos también pueden variar. En un lepiddptero, una vez liberados los viriones, éstos deben atrave-
sar la matriz peritrofica del intestino, y luego la membrana celular, alli comienza la replicacion y la
diseminacion hacia todos los tejidos del cuerpo y la hemolinfa. Algunas particulas virales salen de
la célula para infectar nuevas células y tejidos, y son llamados virus brotantes (BVs; budded
virus), otras permanecen dentro de las células y son incluidas en estructuras proteicas para for-
mar los OBs ocasionando la hipertrofia del nicleo (Fig. 1). Los signos y sintomas de la infeccién
producida por baculovirus se hacen evidentes en estados avanzados de la enfermedad (Tabla 1).
Las larvas infectadas migran hacia las partes altas de la planta, donde mueren. El cadaver, de
color castafio oscuro (Fig. 2), queda adherido al vegetal y los tejidos se licuan, se produce la rup-
tura del tegumento de las larvas y la liberacion de masas de cuerpos de inclusién que caen sobre
partes inferiores de la planta y seran inoculo para futuras infecciones (Caballero et al., 2001). En
los dipteros culicidos el proceso tiende a ser bastante diferente ya que el NPV en las larvas de

mosquito es especifico para tejidos del intestino medio, principalmente epitelio, y los OBs quedan

suspendidos en el agua luego de la muerte de las larvas infectadas.

Figura 1. Baculoviridae. Microscopia 6ptica. Nucleos hipertrofiados en larva de Agraulis vanillae (Lepidoptera) infectada
(a). Microscopia electronica de transmision (MET). Seccion ultrafina de una larva infectada de Ochlerotatus crinifer (Dipte-
ra) se observa un nucleo celular con particulas virales (b). OBs dentro de los cuales se observan los viriones (c).

Figura 2. Larvas de Rachiplusia nu infectada con RanuNPV (a). Larvas sanas
alimentandose de una dieta balanceada para su cria en bioterio (b).
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Familia Iridoviridae

Los iridovirus afectan tanto a vertebrados como a invertebrados y dentro de éste (ltimo gru-
po, a crustaceos y moluscos. Los invertebrados infectados tienen un signo caracteristico que es
la iridiscencia (Fig. 3a), una coloracion brillante generalmente turquesa, dada por un efecto
Optico que se produce cuando se acumula gran cantidad de particulas virales en el citoplasma
celular formando un arreglo paracristalino observable en imagenes de microscopia electrénica
(Fig. 3b). Si bien hay numerosos reportes de iridovirus a nivel mundial, en Argentina los Unicos
hallazgos reportados son de la Region Neotropical, en larvas de tres especies de mosquito
Culex pipiens, Cx. dolosus y Aedes albifasciatus. Si bien la infeccion comienza generalmente
en el tejido graso, continda diseminandose por todo el cuerpo del individuo provocandole la
muerte, con un TL50 de 8 dias. Algunos individuos no se infectan de forma evidente y transmi-

ten el virus verticalmente (Tabla 1).

Subfamilia Betairidovirinae (exclusiva de artrépodos)

Géneros” Hospedadores

Chloriridovirus . . -
Diptera (mosquitos y jejenes )

Lepidopera
Diptera (no mosquitos)
Orthoptera

Iridovirus

*Con representantes en insectos

Figura 3. Larvas de Culex pipiens, iridiscente (izq.) y con coloracién normal (der.) (a). Corte ultrafino
de una larva de Cx. pipiens infectada en MET, se observan particulas virales icosaedricas (b).

Familia Reoviridae

Incluye especies que afectan invertebrados, vertebrados e incluso plantas. El género Cypo-
virus contiene especies aisladas solo de artrépodos, con una gran mayoria de hospedadores

lepidopteros y dipteros. Los cuerpos de inclusion formados por poliedrina (Tabla 1), se acumu-
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lan en el citoplasma de las células donde se replican. En la mayoria de los casos no produce la
muerte, sino una infeccién cronica, las larvas alcanzan el estado adulto y suelen presentar re-
duccion de la fecundidad y de la supervivencia, pero pueden transmitir el virus verticalmente. El
ciclo viral es similar al de los baculovirus, aunque la infeccién queda restringida a las células de
intestino (Tabla 1).

Familia Poxviridae

Afectan tanto a vertebrados como invertebrados pero contiene a la subfamilia Entomopoxvi-
rinae que es exclusiva de insectos. El ciclo viral es similar al de los otros virus ocluidos. Una
vez que ingresan a las células del tubo digestivo, se replican en el citoplasma, préximo a la
lamina basal y se dispersan luego hacia el cuerpo graso (principal sitio de replicacién) y luego
hacia los hemocitos. Los sintomas de infeccion por EPVs varian entre los hospedadores sus-
ceptibles y pueden llevar un tiempo considerable para su manifestacion, siendo el Beta ento-
mopoxvirus de lepiddpteros el que produce mortalidad larvaria en un tiempo mas corto, con
sintomas a partir de los 10 dias post-infeccion y muerte entre las 3 a 4 semanas. En la Argenti-
na se han hallado en el ortéptero (Staurorhectus longicornis).

Subfamilia Entomopoxvirinae (exclusiva de artropodos)

Géneros Hospedadores

Alphaentomopoxvirus Coleoptera

Betaentomopoxvirus Lepidptera y Orthdptera

Gammaentomopoxvirus Diptera
Sintomatologia

Se observa el insecto buscando signos y sintomas de la enfermedad, comparando su com-
portamiento, coloracién y textura con un individuo sano.

Para detectar la iridiscencia en la Familia Iridoviridae, en especial cuando la infeccion es in-
cipiente, se coloca el individuo bajo microscopio binocular estereoscopico con un fondo oscuro.
Para detectar la presencia de varias familias de virales que afectan el intestino de las larvas de
mosquitos, se colocan pequefios grupos de larvas en una capsula de Petri, se extrae el agua
excedente con una pipeta hasta que las larvas queden adheridas en el fondo de la misma. Pos-
teriormente se coloca la cdpsula bajo microscopio binocular estereoscépico y se observa por

transparencia el intestino de la larva en faz dorsal y ventral invirtiendo la posicion de la capsula.
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Se busca detectar la hipertrofia caracteristica de las células del tubo digestivo, dependiendo de

la familia viral, ya sea en el nlcleo o en el citoplasma.

Tabla 1. Familias de virus y sus caracteristicas importantes en insectos

Genoma Particula viral Vias de ingreso Signos y sintomas
dsDNA, -Forma de bastén -Ingestion -Cambio de coloracién a
80 a 180 kpb | -OBs poliédricos con blanquecino o amarillento,
uno o varios viriones marréon después de muerte
(NPVs) -Cambio de habito
Baculoviridae (0.1-2 pm). -Desintegracion de tejidos
-OBs ovoesféricos -Ruptura de la cuticula
con un solo virion
(0.12 x 0.50 um)
(GVs).
dsADN, -Viriones con forma - Ingestion -Iridiscencia
103-220 kpb | icosaédrica -Rupturas en
(150 y 200 nm) cuticula y mem-
Iridoviridae brana peritréfica
-Vectorizado por
nematodos
ARN, -Viriones aprox. 60 nm | -Ingestion (eficien- | -Blanco opaco en el cito-
1- 4,2 kpb -OBs regulares de te en presencia de | plasma de las células del
forma cuboide (0,1 magnesio) ciego gastrico y tubo diges-
['m), pocos viriones tivo posterior por acumula-
Reoviridae -OBs irregulares, ciéon de OBs
hasta 3 Cm, muchos
viriones
dsADN, -Viriones con forma -Ingestion -Muy variable entre los
232- 380 kpb) | de ladrillo hospedadores
Poxviridae -OBs ovales, 5-20 [m

Identificacion de la infeccion viral

Microscopia

Microscopia Optica

Fuente: ICTV Reports (2011 - 2019)

Los cuerpos de inclusion desarrollados por ciertas familias virales, por ejemplo Baculovi-

ridae, pueden ser observados con microscopia Optica debido al gran tamafio que presentan

dichas estructuras. No pueden ser observadas por este medio las particulas virales aisladas.

*  Observacioén “en fresco” entre porta y cubreobjetos. Se monta hemolinfa o pequefios

fragmentos de tejido sospechado de estar afectado sobre una gota de buffer fosfato

(PBS). Se observa al microscopio con contraste de fases a 400X.

. Fijacion de insectos infectados para estudios histopatoldgicos bajo el microsco-

pio éptico.
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Microscopia electrénica

Es un método directo de confirmacion de la infeccion, ya que se puede ver el tamafio y for-
ma de particulas pequefias que no pueden ser observadas con microscopia Optica. Ademas se
analiza la zona de replicacion dentro de la célula y los tejidos afectados. El primer paso para
realizar estudios ultraestructurales bajo el microscopio electrénico de transmision es la fijacion
de las muestras. El protocolo para inclusion en resina es muy laborioso y puede ser realizado
por los servicios de microscopia electronica, como por ejemplo el de la Facultad de Ciencias
Veterinarias (UNLP).

Protocolo de fijacion: se sumerge el insecto vivo o recién disecado en glutaraldehido 2,5%.

Luego de 20 minutos en el fijador, los individuos se cortan en piezas menores para asegurar la
infiltracion del mismo en los tejidos, y se transfirieren las piezas a glutaraldehido fresco. Las
muestras asi tratadas pueden conservarse en heladera (4 °C) por un tiempo no muy prolonga-
do o transferirse a una solucion de Buffer cacodilato 0,2 M (pH 7,3) durante 3 horas, luego de lo
cual se post-fijan en tetroxido de osmio al 1% durante 2 horas, se deshidratan usando concen-
traciones crecientes de etanol hasta llegar a acetona y finalmente se colocan en resina Epon-
Araldita. Se realizan secciones ultrafinas (60 nm), tefiidas con acetato de uranilo al 2% vy citrato

de plomo, para su observacion con un Microscopio Electrénico de Transmision.

Identificacién molecular

La identificacion molecular a nivel Familia se basa en la detecciéon de segmentos especificos
y conservados de ADN mediante la técnica de PCR (protocolo en Capitulo 9). Para los virus de
la Familia Baculoviridae se intenta amplificar el gen lef8 correspondiente a un factor de expre-
sion tardia que se asocia a la enzima ARN polimerasa. Para la Familia Iridoviridae se utiliza el
gen MCP que codifica la proteina mayor de la capside. La amplificacion de los genes lef8 y mcp
debe originar un fragmento de ADN de 450 pb y 320 pb, respectivamente.

Técnicas de purificaciéon

Purificar significa separar las particulas virales o cuerpos de inclusion del resto de los tejidos
del insecto de manera que quede puro o semi puro. La técnica utilizada variara segin el tama-
fio de la particula a purificar. Una técnica muy usada en general son los gradientes de sacaro-
sa, en la cual se forma una columna de distintas densidades donde las particulas quedan sus-
pendidas segun su tamafio. Ademas, cuanto menor es el tamafio de la misma, se requerira un
centrifugado a mayor velocidad. Existen distintos protocolos que permiten la extraccién de los
cuerpos de inclusién OBs de los baculovirus con mayor o menor grado de pureza a partir de los

restos del hospedador y a partir de un cultivo celular. En muchos casos no es conveniente puri-
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ficar los OBs en forma exhaustiva pues se pierden gran cantidad de estos, en cambio es indis-

pensable cuando se necesite usar como inéculo o bien para la extraccion de ADN.

Semipurificacion (Baculoviridae)

Protocolo
Materiales: Agua bidestilada- Homogeneizador de vidrio-Tela de Muselina

Método:

1. Anadir 1 ml de agua bidestilada al cadaver del insecto

2. Homogenizar vigorosamente la muestra mediante el uso del homogeneizador

3. Filtrar la muestra a través de tela de muselina y descartar los residuos no filtrados
4. Centrifugar a 800 G durante 5 minutos

5. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo y eliminar el precipitado

Purificacion de virus a partir de insectos infectados

Purificacién de OBs- Baculoviridae

Para realizar una purificacion de los OBs de los baculovirus, los restos de tejidos del insecto
hospedador seran tratados con un detergente aniénico: SDS (sodio dodecil sulfato = dodecil
sulfato de sodio) para facilitar la lisis tisular y la disgregacion de las células favoreciendo la
liberacion de los OBs desde del interior de las mismas. Los restos celulares son inducidos a la
sedimentacion mediante el uso de centrifugacion a alta velocidad. Luego los OBs seran sus-
pendidos en un pequefio volumen de agua destilada y se filtran mediante un gradiente de saca-
rosa que permite separar las particulas contaminantes mas pequefas. Se realizaran varios

lavados con agua destilada para eliminar todo el resto de sacarosa.

Protocolo
Materiales: SDS 0.1% (p/v) en agua destilada - Homogeneizador de vidrio - Sacarosa 40%
(p/v) en agua destilada

Método:

=

Homogeneizar una muestra de larvas en 1 ml de SDS en un homogeneizador de vidrio
Centrifugar a 1600 G durante 5 minutos, separar el sobrenadante

Suspender el precipitado del paso 1 en 500 pl de SDS

Centrifugar a 1600 G durante 5 minutos y separar el sobrenadante

Mezclar los sobrenadantes obtenidos en pasos 2 'y 4

Centrifugar a 5000 G durante 5 minutos

N o o s~ w DN

Eliminar sobrenadante, volver a suspender el precipitado del paso 4 y juntar
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Agregar 500 pl de sacarosa por encima de la suspension del virus del paso anterior
Centrifugar a 23000 G (ultracentrifuga) durante 30 minutos

Eliminar el sobrenadante y volver a suspender el precipitado en 1000 ul de SDS
Centrifugar a 4000 G durante 5 minutos y descartar el sobrenadante (conservar el
precipitado).

Volver a suspender el precipitado en 500 pl de agua destilada

Semi-purificacion y Purificacion de Iridovirus (particulas virales

de aprox

Protocolo

imadamente 180 nm)

Material

Método:
1.

La semi

es: agua destilada, sacarosa 15% (p/v), sacarosa 60% (p/v)

Los individuos infectados se homogenizan en agua destilada con homogeneizador
de vidrio

La suspensién se filtra con una jeringa con un algodén en su interior para separar
los restos de cuticula

El filtrado se centrifuga a 1000 G por 15 minutos para descartar restos celulares
grandes

El sobrenadante se centrifuga a 11000 G por 30 minutos. El precipitado se re sus-
pende en 500 ul de agua destilada

La suspension viral se siembra en un gradiente de sacarosa 15-60% p/v y se centri-
fuga a 9000 G por 20 minutos

Luego de la centrifugacion se observa una banda opaca (Fig. 4a), la misma se se-
para cuidadosamente con micropipeta y se re suspende en 1 ml de agua destilada
Se vuelve a centrifugar a 150000 G (ultracentrifuga) por 30 minutos para eliminar la
dilucion de sacarosa

Se elimina el sobrenadante y se re suspende el precipitado en agua destilada.

-purificacion se realiza en los cuatro primeros pasos, se debe continuar si se requie-

re el virus purificado.

Para formar el gradiente de sacarosa entre 15 y 60% se coloca en cada tubo de centrifuga

aproximadamente 900 ul de la solucion de sacarosa mas diluida y por debajo, con mucho cui-

dado para

gue no se mezclen las fases, se coloca la misma cantidad de la solucién méas con-

centrada. Los tubos se colocan en una gradilla en posiciéon horizontal (Fig. 4b) durante dos

horas para

que se forme el gradiente, luego se los coloca en posicién vertical lentamente.
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Figura 4. Purificacion de iridovirus en gradiente de sacarosa. Se observa la banda viral (flecha blanca)
(a). Formacion del gradiente (b).
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