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Resumen:

Spodoptera frugiperda es la plaga mas importante en el cultivo de maiz ya que
genera cuantiosas pérdidas econdmicas, debido a su rapida propagacion y
resistencia a insecticidas sintéticos, por tal motivo resulta necesaria la utilizacién de
agentes de control bioldégicos que sean eficaces e inocuos como los Baculovirus.
En este estudio se realizé la transfeccion de la linea celular Sf9 de Spodoptera
frugiperda con cepas nativas de baculovirus con diferentes niveles de virulencia
hacia este insecto, utilizando la transfeccion con el DNA de las cepas SfNPV-Sin,
SfNPV-An1, SfNPV-Gto y un control con la cepa PxNPV. Al termino de 8 dias post
infeccion, en las células infectadas con la cepa control (PxNPV) se observaron
cuerpos de oclusion (COs), mientras que, con las cepas de estudio, se observaron
sintomas de infeccidn como nucleo agrandado, presencia de estroma virogénico,
pero no se observo la presencia de COs en las células. Al realizar extraccion de
DNA del sobrenadante de las células infectadas, se procedio a realizar un PCR del
gen polh y se obtuvo en la cepa control un amplicon de 500 pb, mientras que en el
sobrenadante de las células infectadas con las cepas SfNPV-Sin, SINPV-An1 y
SfNPV-Gto este gen no amplifico. Debido a que se observo la sintomatologia tipica
de una infeccidn por baculovirus en las células Sf9 infectadas con las cepas SfNPV,
pero no presencia de COs, se concluye que esta linea celular podria ser
semipermisiva a la infeccion por las cepas SfNPV probadas, evidenciandose que el
DNA viral logra entrar a las células, pero se replica de una manera parcial, no
permitiendo la formacion de COs en el nucleo celular.
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Abstract:

The fall armyworm (Spodoptera frugiperda) is the most significant pest affecting
maize cultivation, causing substantial economic losses due to its rapid spread and
resistance to synthetic insecticides. Consequently, it is necessary to use effective
and safe biological control agents, such as baculoviruses. In this study, the Sf9 cell
line of Spodoptera frugiperda was transfected with native baculovirus strains
exhibiting different levels of virulence toward this insect. Transfections were
performed using DNA from the baculovirus strains SfNPV-Sin, SINPV-An1, SINPV-
Gto, and a control strain, PxNPV. After 8 days post-infection, occlusion bodies (OBs)
were observed in cells infected with the control strain (PxNPV), while in cells infected
with the native strains, infection symptoms such as enlarged nuclei and the presence
of virogenic stroma were observed, but no OBs were detected. DNA was extracted
from the supernatants of the infected cells, and PCR amplification targeting the polh
gene was conducted. In the control strain, an amplicon of 500 base pairs was
obtained, whereas in the supernatants of cells infected with the SINPV-Sin, SINPV-
An1, and SfNPV-Gto strains, this gene was not amplified. Given that typical
baculovirus infection symptoms were observed in Sf9 cells infected with the SINPV
strains, but no OBs were present, it is concluded that this cell line may be semi-
permissive to infection by the tested SfNPV strains. This suggests that while viral
DNA can enter the cells, replication occurs only partially, preventing the formation of
OBs in the cell nucleus.

Keywords: baculovirus, gene, natives strains, biological control, STNPV.

INTRODUCCION

El maiz es la base de la alimentacion en México ya que brinda una fuente de energia
en la dieta, sus granos contienen nutrientes y vitaminas y se consume
principalmente como tortilla (Hernandez et al., 2020). En el 2023 la produccion de
maiz en México fue de 27 millones de toneladas (SADER, 2023). Esta produccion
se ha visto gravemente afectada por plagas de insectos que constituyen el principal
obstaculo de la produccion agricola (Viera-Arroyo et al., 2020). Dentro de las plagas
de mayor importancia economica en el cultivo de maiz se encuentra el gusano
cogollero del maiz Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) generando pérdidas en
rendimiento superiores al 40% (CNRF, 2021), ya que este insecto ataca a la planta
en todas sus etapas de desarrollo y crecimiento hasta defoliarla completamente
(Hernandez-Trejo et al., 2018).

El control tradicional de S. frugiperda por muchos afos han sido los productos
quimicos, que provocan un deterioro del ambiente, intoxicacion a la salud humana,
evolucion de poblaciones plaga mas agresivas y resistentes, asi como la perdida de
polinizadores y predadores naturales (Hernandez-Trejo et al., 2019). Por lo cual es
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conveniente realizar algunas alternativas de control natural y biolégico, como
alternativas eficientes para disminuir el uso de insecticidas (Gutiérrez-Moreno et al.,
2020). Una de las alternativas es el uso de baculovirus, ya que estos son altamente
virulentos y especificos hacia insectos de lepidopteros, muchos de ellos de
importancia agricola, como S. frugiperda (Salvador et al., 2021). Estos virus poseen
DNA de doble cadena y fluctuan entre los 80 y 180 kb y existen cuatro géneros, los
alfabaculovirus, Betabaculovirus, Delta y Gammabaculovirus (Hussain et al., 2021).
En este trabajo se evalu6 la susceptibilidad de la linea celular Sf9 derivada de S.
frugiperda, con el DNA de cepas nativas de baculovirus con efectividad hacia el
gusano cogollero del maiz Spodoptera frugiperda, con el objetivo se seleccionar
aquellas cepas que presenten un mayor nivel de infectividad y poder seleccionarlas
para utilizarse dentro de programas de control biolégico contra el gusano cogollero

del maiz.

MATERIALES Y METODOS

Cepas

Se utilizaron 3 cepas nativas de baculovirus aisladas de S. frugiperda: SINPV-Sin,
SfNPV-An1 y SfNPV-Gto previamente caracterizadas por Zanella-Saenz et al.,
2022, Rios-Velasco et al., 2012, y Franco-Ramirez, 2024 respectivamente.
Establecimiento de la colonia de S. frugiperda

La colonia de S. frugiperda se mantuvo a nivel laboratorio bajo condiciones de
insectario (60% de humedad relativa, 28°C y 16:8 horas de luz: oscuridad) en una
camara ambiental (PERCIVAL). Las larvas de 1 y 2do estadio se mantuvieron en
dieta artificial, descrita por (Rangel et al., 2014) en cajas Petri con un diametro de
8.5 cm. Una vez llegaron al 3° instar se individualizaron en vasos de plastico, las
pupas se colocaron en una bolsa de papel estraza, con una solucién de miel al 10%.
Los adultos ovipositaron en las paredes de las bolsas de papel, estos se recortan y
se colocaron en cajas Petri con dieta artificial nuevamente.

Amplificacion de las cepas virales

La amplificacidn de las cepas virales se realizo por infeccion per os en larvas de 3er
estadio con 1x10% CO/larva. Se infectaron un total de 50 larvas por cepa, se
colocaron en dieta artificial, se incubaron bajo condiciones de insectario y 5 dias
después se recolectaron y se molieron en un mortero de porcelana estéril, con SDS
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al 0.5% y se centrifugaron a 13000rpm, 4°C durante 10min (Centrifuga Hermle,
Z326K). El procedimiento se repitid 2 veces mas. La pastilla resultante se
resuspendio en agua destilada estéril (ADE) y se almacenaron a 4°C.

Purificacion de Cuerpos de Oclusion

Los COs se purificaron en gradientes continuos de sacarosa del 40-66%
(peso/peso), se centrifugaron a 24000 rpm por 1.5h, utilizando una Ultracentrifuga
Optima XPN-100. Posteriormente se retiraron los restos de sacarosa con ADE y 3
centrifugaciones de 12000rpm por 10min, finalmente la pastilla se almacen6 a 4°C.
Conteo de cuerpos de oclusiéon

Los COs fueron cuantificados en camara de Neubauer, usando un microscopio
AxioLabA1 (Zeiss) con objetivo 40x, repitiendo el procedimiento 3 veces,
obteniendo un promedio y este multiplicandolo por la dilucion y el factor 2.5x10°.
Extracciéon de ADN viral

Los COs purificados se resuspendieron en 100 pl de solucion alcali (NaCos
0.1M/NaCl 0.1M, Ph 11), adicionando 400 pl de amortiguador de proteinasa K (0.01
M Tris, 0.005 M EDTA, 0.5% SDS) y 20 ul de la proteinasa K (1 mg/ml'), se
incubaron a 60°C por 30 min. Posteriormente se colocaron 500 pl de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se centrifugd a 14000 rpm por 10 min,
se colecto la fase acuosa y el ADN se precipitd por centrifugacion con 500 ul de
isopropano por 10 min y posteriormente con 500 pl de etilico. La pastilla resultante
se resuspendio con 30 pl de amortiguador TE (0.01 M Tris-HCI, 0.001 M EDTA, pH
7.9). Se verifico la presencia de ADN en un gel de agarosa al 0.8 % aplicando un
campo eléctrico de 80 V durante 40 min; se utilizé6 como marcador de peso molecular
(MPM) el 1 kb plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), y se tifid con GelRed
(Biotium) se observo en un fotodocumentador Gel Doc EZ imager (BioRad). Se
cuantifico el ADN mediante el uso de Nanodrop Litle Spectofotometro (Thermo
Fisher Scientific).

Transfeccion de la linea celular Sf9 con DNA viral

Para la transfeccion de la linea celular Sf9 con el DNA viral de las cepas SfNPV, se
sembraron células Sf9 en una placa de 6 pozos con fondo plano (CTR Scientific)
con una densidad de 1x10%® CO/ml en 1.5 ml de medio Sf-900 sin suero ni
suplementos y se dejaron incubar por 1 hora a 27 °C. Se utilizaron 1000 ng de DNA
de las cepas de baculovirus SfNPV-Sin, SINPV-An1 y SfNPV-Gto, mas 950 pul de
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HSB (20 mM HEPES, 1 mM NaHPOQO4, 5 mM KCI, 140 mM NaCl, 10 mM glucosa) y
50 pl de CazCl. Se coloco en la placa con células la mezcla anterior y se dejé reposar
por 1 h a 27 °C. Posteriormente se retiro el buffer de transfeccion y se le agregaron
2 ml de medio de cultivo Sf-900 sin suero bovino, se dejé reposar por 2ha 27 °Cy
se observo al microscopio para verificar la integridad de las células. Se incub6 a 27
°C y se monitore6 diariamente hasta observar signos de infeccion viral en las
células.

A los 8 dias post infeccidn se recuperd el sobrenadante de las células transfectadas
con las cepas nativas SfNPV y se extrajo DNA por el método antes mencionado.
PCR del gen polh

El DNA del sobrenadante de las células transfectadas con las cepas nativas SINPV
se utilizé para amplificar por PCR el fragmento conservado del gen polh utilizando

los oligonucleotidos degenerados descritos en el cuadro 1:

Cuadro 1. Oligonucledtidos para gen polh

Table 1. Oligonucleotides for polh gene

Oligonucleétido  Secuencia Pb  Condiciones Fuente
polh directo TAGAAGGCACAGTCGAG 95°C-3 min
GNRCNGARGAYCCNTT 95°C-30 seg
540 54°C-303(—;g Jehle et al.,
polh reverso CAGGAAACAGCTATGAC 72°C-1 min 2006
CDGGNGCRAAYTCYTT X34
72°C-3 min

Y=CoT;,H=A,CoT;R=A0G;S=Co0G;l=Inosing;B=C,GoT;D=A,GoT;N=A A To
G. Los nucleétidos subrayados indican la secuencia de los oligonucleétidos M13 y GBH universales.

RESULTADOS Y DISCUSION

Amplificacion del inoculo viral

Alos CO’s purificados de las cepas SfNPV se les realizé un conteo en una camara
de Neubauer obteniendo diferentes concentraciones de las cepas de estudio que
se muestran en el cuadro 2. Se obtuvo una concentracion de 1.64x10° CO/ml en la
cepa SfNPV-Sin, 2.03x10° CO/ml en SfNPV-An1 y 1.48x10° CO/ml en SfNPV-Gto
en un volumen de 10 ml dando un total de 1.64x10'° CO, 2.03x10"°COy 1.48 x10°
CO en SfNPV-Sin, SfINPV-An1 y SfNPV-Gto respectivamente (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Concentraciones de CO’s en las cepas nativas de SfNPV

Table 2. CO concentrations in native SfNPV strains

Cepa Concentracion Total
SfNPV-Sin 1.64x10° CO/m 1.64 x10" CO
SfNPV-An1 2.03x10°CO/ml 2.03 x10"° CO
SfNPV-Gto 1.48x10° CO/m 1.48x10"° CO

Extraccion de DNA
Se realizé extraccion de DNA de las cepas nativas de estudio SfNPV-Sin, SNPV-

An1 y SfNPV-Gto. En la figura 1 el carril 1 corresponde al Marcador de Peso
Molecular 1 kb plus, carril 2: la cepa SfNPV-Sin, carril 3: SINPV-An1 y carril 4:
SfNPV-Gto.

12 000 pb

Figura 1. Extraccion de DNA de las cepas nativas de SfNPV. Carril 1: Marcador
de peso molecular en kb, Ladder 1 kb Plus (Invitrogen), carril 1: SINPV-Sin, carril
2: SINPV-An1, carril 3: SINPV-Gto

Figure 1. DNA extraction from native SfNPV strains. Lane 1: Molecular weight
marker in kb, Ladder 1 kb Plus (Invitrogen), lane 1: SINPV-Sin, lane 2: SINPV-An1,
lane 3: SINPV-Gto

En el Cuadro 3 se muestra la cuantificacion del DNA, en donde se pudo observar
una mayor cantidad de DNA en la cepa SfNPV-Sin con 145 ng/ul, seguida de la
cepa SfNPV-An1 con 99.0 ng/ul y SINPV-Gto con 98.5 ng/ul. Respecto a la relacion
de la absorbancia A260/280 para predecir la pureza del DNA, la cepa SfNPV-Gto
obtuvo un mayor valor con 1.74, en comparacion con las cepas SfNPV-Sin y SINPV-
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An1, aunado a esto no se observa degradado en el gel de agarosa en la figura 1.
En cuanto a la absorbancia 260 que indica la estabilidad del DNA todas las cepas

se encuentran dentro del rango 0-30.

Cuadro 3. Cuantificacion del DNA de las cepas SfNPV nativas en NanoDrop

Table 3. Quantification of DNA from native SfNPV strains in NanoDrop

Cepa A260 A260/280 Cantidad (ng/pl)
SfNPV-Sin  2.901 1.68 145.0
SfNPV-An1  1.981 1.61 99.0
SINPV-Gto  1.970 1.74 98.5

Infecciones in vitro de la linea celular Sf9

Transfeccion con DNA

Con la finalidad de observar diferencias en cuanto a la virulencia de los aislados de
baculovirus SfNPV en la linea celular, se realizaron ensayos para infectar la linea
Sf9 con las cepas nativas SINPV-An1, SINPV-Sin, SINPV-Gto y un control (PxNPV).
Se logré observar la producciéon de los CO’s en la cepa PxNPV transfectada con
DNA a concentracién de 1000 ng totales, mientras que en las cepas SfNPV no se
logro la visualizacion de CO's.

En la figura 2 se observan los aislados de baculovirus cultivados en células Sf9 por
transfeccion de DNA (1000 ng totales) al dia 8 post infeccidon, se muestran células
con sintomatologia caracteristica de una infeccion por baculovirus, es decir nucleo
agrandado, formacién de estroma virogénico, ademas de COs en el centro de
algunas células, en la figura 2A correspondiente a la cepa de PxNPV, tal como lo
reporta Jiménez-Hernandez et al., 2022 quienes transfectaron la linea Sf9 con 2000
ng totales de la cepa PXNPV y obtuvieron COs a las 36 hpi. Mientras que en las
cepas nativas SfNPV-Sin (Figura 2B), SINPV-An1 (figura 2C) y SINPV-Gto (figura
2D) se observé el nucleo agrandado, aparentemente con presencia de estroma
virogénico pero sin presencia de CO’s. Aunado a lo anterior, Zanella-Saenz et al.,
2022 transfectaron la linea Sf9 con cepas de baculovirus SfNPV-Ar, SfNPV-Fx,
SfNPV-Ho y SfNPV-Sin las cuales se monitorearon por 10 dpi y no observaron
presencia de COs, por lo que se optd por cambiar la técnica a infeccion de la linea
Sf9 con VDO (viriones derivados de oclusion), generando buenos resultados en la
produccion de COs en las cepas SfNPV-Ar, SINPV-Fx y SfNPV-Ho.
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Figura 2. Aislados de baculovirus cultivados en células Sf9 por transfeccion con DNA (1000
ng) después de 8 dias post infeccion. A. Control (PxNPV); B. SfNPV-Sin; C. SfTNPV-An1y
D. SfNPV-Gto

Figure 2. Baculovirus isolates cultured in Sf9 cells by transfection with DNA (1000 ng) after
8 days post-infection. A. Control (PxNPV); B. SINPV-Sin; C. SfNPV-An1; and D. SINPV-Gto

Se realizé extraccion de DNA del sobrenadante de las cepas de baculovirus.
Obteniendo amplificacion por encima de las 12 kb correspondiente a DNA de
baculovirus en todas las cepas de estudio. En la figura 3 el carril 1 corresponde al
Marcador de Peso Molecular 1 kb plus, carril 2: la cepa PxNPV, carril: 3: SINPV-Sin,
carril 4: SINPV-An1 y carril 5: SINPV-Gto.

Posterior a la extraccion de DNA se realiz6 PCR del gen polh, con la finalidad de
corroborar la presencia de CO’s en las cepas de baculovirus, por lo que en la figura
4 se observa el carril 1 que corresponde al Marcador de Peso Molecular 1 kb plus,
carril 2: la cepa PxNPV, carril: 3: SINPV-Sin, carril 4: SINPV-An1 y carril 5: STNPV-
Gto. Como resultado se visualizo la presencia del gen de la poliedrina con amplicén
de 540 pb en la cepa PxNPV. En el caso de las cepas SfNPV-Sin, SINPV-An1 y
SfNPV-Gto no se observé un amplicon similar, por lo tanto, se puede inferir que
posiblemente hay un bloqueo de la infeccidn y esta tal vez se deba a los sistemas
de defensa de la célula, no permitiendo la replicacion de DNA viral y en

consecuencia no hubo una produccion de CO’s ya que en las células de estas cepas
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si se observo sintomatologias propias de la infeccidon. Estos resultados se pueden
comparar con los obtenidos por Rohrmann, 2011 en donde se infectd la linea celular
Ld652y de Lymantria dispar con el baculovirus de AcMNPV y se encontré que la
linea era semipermisiva ya que los genes virales se transcriben, pero la traduccion

del RNAm se bloque en la etapa tardia de la infeccion.

12 000 pb

1000pb |+

Figura 3. Extraccién de DNA de las cepas de baculovirus, Carril 1: Marcador de peso
molecular en kb, Ladder 1 kb Plus (Invitrogen), carril 2: PxNPV, Carril 3: SINPV-Sin, carril
4: SINPV-An1, carril 5: SINPV-Gto

Figure 3. Baculovirus isolates cultured in Sf9 cells by transfection with DNA (1000 ng)
after 8 days post-infection. A. Control (PxNPV); B. SfNPV-Sin; C. SfNPV-An1; and D.
SfNPV-Gto.

12 000 pb

Figura 4. Productos de PCR del gen polh de las cepas de baculovirus, M: Marcador de
peso molecular en kb, Ladder 1 kb Plus (Invitrogen), carril 1: PxNPV, carril 2: SfNPV-Sin,
carril 3: SINPV-An1, carril 4: SINPV-Gto.

Figure 4. PCR products of the polh gene from baculovirus strains, M: Molecular weight
marker in kb, Ladder 1 kb Plus (Invitrogen), lane 1: PxNPV, lane 2: SfNPV-Sin, lane 3:
SfNPV-An1, lane 4: SINPV-Gto.
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CONCLUSION

Al realizar la transfeccion de la linea celular Sf9 con el DNA de las cepas nativas
SfNPV se pudo observar sintomatologia de infeccion por baculovirus, sin embargo,
no se pudo observar la presencia de COs con estas cepas, por lo cual se pueden
inferir que la linea Sf9 es una linea semipermisiva a la infeccion con las cepas de
estudio SfNPV, pero se requieren realizar mas estudios para conocer con precision
cuales son los mecanismos que utiliza la célula para evitar una infeccién con
baculovirus. Esto podria correlacionarse con la virulencia de cada cepa, en lo

particular y con su potencial bioinsecticida.
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