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Los baculovirus y sus aplicaciones come bioinsecticidas en el control bioldgico de plagas

1. Introduccion

El estudio de la biologia y la patogénesis viral es de importancia fundamental en
la determinacion de las interacciones virus-huésped y en la estimacion de los facto-
res que condicionan los mecanismos de infeccién. Existen numerosos antecedentes
relacionados con los efectos histopatolégicos producidos por baculovirus, asi como,
sobre las influencias de la infeccién en el metabolismo, el crecimiento y el desarro-
llo de los insectos susceptibles (ver revisiones GRANADOS Y WiLLIAMS, 1986; VOLKMAN
Y KNUDSON, 1986; FEDERICI, 1993, 1997; VoLKMAN, 1997; WILLIAMS Y FAULKNER, 1997).

Los avances en el conocimiento de la biologia molecular de estos patégenos y
la caracterizacion de la expresion y funcionalidad de ciertos genes, ha contribuido a
un mayor entendimiento de los mecanismos de infeccién. De igual manera, la apli-
cacion de técnicas inmunohistoquimicas, y méas recientemente, la utilizacion de
baculovirus recombinantes que expresan genes marcadores (LacZ, Green
Fluorescent Protein, etc.) han permitido el andlisis de ciertos eventos no detectables
a traves de estudios realizados mediante microscopia tradicional (VoLkMAN, 1997).

En este capitulo, nos referiremos a la biologia de los baculovirus relacionando la
misma con el proceso de infeccion producido en larvas de lepiddpteros y tomando
como base los conocimientos existentes acerca del baculovirus mas estudiado
hasta el presente, el nucleopoliedrovirus (NPV) de Autographa californica
(AcMNPV). Por ofra parte, se incluiran ejemplos de patogénesis producidas por
otros NPVs y por granulovirus (GV), en los diferentes drdenes de insectos suscep-
tibles.

1.1. Sintomatologia

Los signos y sintomas de infeccion producida por baculovirus se hacen eviden-
tes en estados avanzados de la enfermedad. En general, se observa primeramen-
te un cambio de coloracién, debido a la acumulacion de cuerpos de inclusion en los
tejidos afectados. Esta sintomatologia es mds notoria en aquellas especies que
presentan una cuticula transparente o levemente pigmentada, tornandose las lar-
vas de color blanquecino o amarillento (Figura 1a). Los insectos exhiben, ademas,
una menor movilidad, mayor flaccidez, pérdida de apetito y retraso en el desarro-
llo.

En el caso particular de los lepiddpteros, se observa que las larvas tienden a
alejarse de su fuente de alimentacién, emigrando hacia las partes superiores de la
planta, donde mueren colgando de sus espuripedios. En las infecciones producidas
por NPVs, tras la muerte de la larva los tejidos se desintegran, se produce la rup-
tura del tegumento larval y la liberacién de masas de cuerpos de inclusion. Como
se detallara mas adelante, lo mismo puede ocurrir en larvas muertas por GVs,
cuando la epidermis se encuentra altamente infectada (Figura 1b).

La aparicion de los primeros signos de enfermedad y el tiempo letal dependen
de una serie de factores, tales como: virulencia del aislamiento, dosis ingerida,
edad larval, temperatura y estado nutricional. En general, en ¢l caso de aislamien-
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Biologfa y patogénesis de los baculovirus

Figura 1. (a) Larvas de Ultimo estadio de Epinotia aporema (Lepidoptera: Tortricidae) sana
(S) y en estado avanzado de infeccién (I) producida por EpapGV; la larva infectada presen-
ta una coloracién blanquecina debido a la acumulacién de granulos en el tejido adiposo y en
la epidermis, asi como un retraso en su crecimiento. (b) Larva de segundo estadio de la
misma especie, muerta por la infeccién producida por EpapGV; la larva adquirié una colora-
cién castanio oscura y, debido a la proliferacion de células del tejido adiposo, presenta un
aspecto globoso a diferencia de la larva sana (c). Tras la ruptura del tegumento larval, se
liberaran los cuerpos de inclusion en el ambiente. ’
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Los baculovirus y sus aplicaciones como bicinsecticidas en el control biolégico de plagas

tos virulentos de NPVSs, las larvas de los primeros estadios mueren al cabo de dos
o tres dias, mientras que larvas de mayor tamafio demoran entre cinco y seis dias.

En infecciones causadas por GVs, ademas de los factores citados, el tiempo
letal depende del tipo de GV de que se trate y asi, el comportamiento de los gra-
nulovirus de tipo Il (infecciones poliorganotrdpicas) es similar al de los NPVs,
mientras la velocidad de accién de los pertenecientes al tipo | (infeccién monoor-
ganotrépica) es menor. Entre estos ultimos, citando como ejemplo Trichoplusia ni
GV sobre su huésped homélogo, las larvas de cuarto estadio infectadas pueden
sobrevivir entre 10 a 14 dias, periodo en el cual siguen alimentandose y adqui-
riendo mayor peso que las larvas no infectadas (DouGHERTY et al., 1987).

1.2. Citopatologia

La familia Baculoviridae se caracteriza por poseer un genoma de ADN de doble
hebra (dsDNA) circular superenrollado, empaquetado dentro de una capside baci-
liforme, cubierta por una envoltura lipoproteica. En ciertos momentos del ciclo bio-
I6gico, estos viriones se encuentran inclusos dentro de una matriz proteica, for-
mando cuerpos de inclusién. La morfologia de los cuerpos de inclusion y la cito-
patologia que presenta la infeccion, permiten diferenciar dos géneros dentro de
esta familia: los Nucleopolyhedrovirus (NPVs) y los Granulovirus (GVS) (VOLKMAN
et al, 1995; MILLER, 1996).

Los NPVs presentan cuerpos de inclusién poliédricos de 0,5 a 15 um en dia-
metro, en los que se encuentran inclusos gran ndmero de viriones que contienen
una (SNPV) o varias (MNPVs) nucleocépsides. La replicacion y la morfogénesis
de los cuerpos de inclusion ocurre en el ndcleo de las células infectadas, produ-
ciéndose una hipertrofia nuclear caracteristica (Figura 2 a y b).

Los GVs, en cambio, presentan cuerpos de inclusion de forma oval, mas
pequerios (< 1 um), que contienen sélo un virion (excepcionalmente 2 6 3) por gra-
nulo. La replicacion comienza en el nicleo de las células infectadas, pero en
general se produce inmediatamente la ruptura de la membrana nuclear y por con-
siguiente, el ciclo y la morfogénesis viral continda en la mezcla resultante de com-
ponentes citoplasmaticos y nucleares (GRANADOS Y WILLIAMS, 1986; Crook, 1991)
(Figuras 2 c y d). ;

El estudio de la citopatologia y morfogénesis de los NPVs ha sido facilitado por
la disponibilidad de cultivos de células permisivas de insectos (VOLKMAN Y
KnuDsoN, 1986; BLissARD, 1996; WiLLIAMS Y FAULKNEr, 1997). En relacion con este
tema, la informacion disponible respecto a los GVs es menor y si bien se han
logrado avances en el desarrollo y mantenimiento de lineas celulares susceptibles
a Cydia pomonelfla GV (CpGV) (WINSTANLEY ¥ CROOK, 1993), los trabajos publica-
dos hasta el presente se basan en el analisis de iejidos de larvas infectadas.

En las secciones 3.1.1 y 3.2 de este capitulo, se describiran con mayor detalle
los cambios citopatolégicos producidos por infecciones de NPVs y GVs en larvas
de lepidopteros. Complementariamente, se hara referencia a los procesos patol6-
gicos Y fisiolégicos asociados con la replicacion y la morfogénesis viral.
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Figura 2. Microscopia por contraste de fase mostrando la infeccion producida por NPV en
el cuerpo graso de una larva de lepidéptero. (a) Células infectadas (A) en diferentes esta-
dos citopatolégicos, desde hipertrofia nuclear hasta desarrollo de estroma virogénico y célu-
las conteniendo gran cantidad de poliedros en su interior. (b) Micrografia de una célula
infectada por NPV, con formacién de estroma virogénico (EV) y poliedros (P) dentro del
nicleo celular (Barra = 10 um) . (¢) Microscopia de un corte de cuerpo graso de una larva
de lepiddptero infectada con GV, en donde, tal como se observa en detalle en la seccién (d)
la morfogénesis de los cuerpos de inclusion (G) se produce en la mezcla resultante de los
contenidos nucleares y citoplasmaticos de las células infectadas, tras la ruptura de la mem-

brana nuclear (Barra = 2,5 um). (Fotos a y b, gentilmente provistas por el Dr. Brian A.
Federici).
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2. Ciclo de infeccidon

El ciclo de infeccion comienza cuando los cuerpos de inclusién son ingeridos
por las larvas al alimentarse, continta con la dispersion de la enfermedad dentro
del insecto y finaliza tras la muerte del mismo, con la liberacion de nuevos cuerpos
de inclusion que contienen particulas infectivas (Figura 3).

Durante este ciclo, se producen dos fenotipos de viriones con idéntico genotipo
(BLissAarRD Y RoHRMANN, 1990; BLissARD, 1996). Uno de ellos es el responsable de la
transmision horizontal de la enfermedad y por ende, el causante de la infeccién pri-
maria en el insecto. El otro fenctipo viral, disemina la enfermedad dentro del hemo-
cele del insecto, provocando la infeccion secundaria que dara como resultado final
la generacién de nuevos cuerpos de inclusion y, eventualmente, la muerte de los
individuos afectados.

El primer fenotipo (occlusion derived virions ODV) lo constituyen los viriones
derivados de los cuerpos de inclusién. Estos cuerpos de inclusién contienen en su
matriz una proteina mayoritaria: poliedrina (NPVs) o granulina (GVs) y son los
encargados de permitir la persistencia del virus en la naturaleza, protegiéndolo de
factores ambientales adversos. En los ODV la envoltura es generada durante el
proceso de morfogénesis de los cuerpos de inclusion.

El segundo fenotipo (budded virions BV) o viriones brotados poseen en su
envoltura ciertas estructuras y proteinas diferentes a las de los ODV, que juegan
una funcion especifica. La envoltura de los BV es adquirida cuando las nucleo-
capsidas sintetizadas brotan a través de la membrana citoplasmatica de la célula
infectada. Los viriones maduros poseen en uno de sus extremos estructuras en
forma de clavos (peplémeros) cuya proteina mayaoritaria, en ACMNPV, es una gli-
coproteina denominada GP64 EFP y encargada de mediar la unién con la super-
ficie celular (VoLkMAN et al., 1984; BLissARD Y ROHRMANN, 1989, 1992).

2.1. Infeccion primaria

La forma més comun de inicio de la infeccién primaria es por ingestion de los
cuerpos de inclusion presentes como contaminantes en el alimento de las larvas
(GranADOS Y WiLLIAMS, 1986). Otras vias de entrada e infeccion incluyen la trans-
mision transovarica o por contaminacién superficial de los huevos al ovipositar
hembras infectadas (ej. SMITH ¥ VLak, 1988; Fuxa Y RICHTER, 1991; TANADA ¥ Kava,
1993; Kukan, 1999), el paso a través de los espirdculos (KIRKPATRICK et al., 1994) y
el parasitismo (e]. CABALLERO et al., 1990, 1991), aunque estos Gltimos mecanismos
no se consideran de importancia ya que la frecuencia de ocurrencia es relativa-
mente baja.

Ingeridos los cuerpos de inclusion, debido a la alta alcalinidad presente en los
jugos intestinales del insecto huésped (pH 9,5-11), se produce la hidrolisis de la
proteina mayoritaria de los cuerpos de inclusion, facilitada por la accion de una pro-
teasa alcalina (GRANADOS Y WiLLIAMS, 1986; HORTON Y BURAND, 1993). El hecho de
que, entre otras cosas, los poliedros producidos en cultivos celulares no poseen
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Figura 3. Esquematizacion del ciclo biolégico de un NPV (con el fin de obtener una mejor
visualizacién de los eventos, los tamanios ilustrados no guardan proporcidn con los tamarios
reales). (A) La larva ingiere los cuerpos de inclusion al alimentarse. (B) En el intestino medio
se disuelven los cuerpos de inclusion (P) y quedan asi liberados los viriones (ODV) que
luego de atravesar la membrana peritréfica (MP), se unen por fusion a las microvellosidades
del intestino. A partir de este estado, han sido descriptas diferentes vias de infeccién hacia
el hemocele. (C) Las nucleocapsides pueden pasar directamente a través de la célula atra-
vesando la lamina basal (LB) y brotando hacia la hemolinfa (He). (D) El ciclo inicial de repli-
cacion ocurre en las células columnares (CC) del intestino medio y la progenie viral brota
hacia los traqueoblastos diseminandose la enfermedad a través del sistema traqueal. (E)
Tras replicacion en el nlcleo de las células del intestino, los viriones brotan hacia la hemo-
linfa. (MB) Membrana basal. (MT) Matriz traqueal. Los viriones brotados (BV) causan la
infeccién secundaria dentro del hemocele. (F) Las particulas virales entran a las células de
los tejidos susceptibles por endocitosis; las nucleocdpsidas se dirigen hacia el nicleo y alli
liberan el DNA; se inicia un nuevo ciclo de replicacién que culmina en la formacién de nue-
vos BV y de viriones que se incluyen en los cuerpos de inclusién. (G) Se produce la lisis
nuclear y celular. (H) Finalmente, se rompe el tegumento larval y quedan liberados los cuer-
pos de inclusion en el ambiente, que al ser ingeridos por otras larvas al alimentarse comen-
zaran un nuevo ciclo de infeccion. !
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actividad proteolitica, confirmé que tal proteasa seria un contaminante asociado al
cuerpo de inclusion, derivado de los componentes del jugo intestinal del insecto
(ZUMMER Y FAULKNER, 1979; WooD, 1980; NAGATA Y TANADA, 1983) (ver Capitulo 5).

Una vez liberados, los viriones deben atravesar la membrana peritréfica del
intestino (DErkSEN Y GRANADOS, 1988). La primera barrera potencial gue encuen-
tran los ODV es esta membrana, que en la mayoria de los lepidépteros, presenta
capas multiples que impiden el paso de particulas del tamafio de los viriones.

En tal sentido, Granados y colaboradores han estudiado los efectos preducidos
por proteinas (VEFs o virus enhancin factors) contenidas en granulos de GVs.
Estas proteinas actdan alterando la integridad de la membrana peritrofica y aumen-
tando la infectividad de baculovirus hacia diversas especies de noctuidos (DERKSEN
Y GRANADOS, 1988; CORsARO et al., 1993; WaNG et al., 1994; LEPORE et al., 1996).

Otra posibilidad, sostenida por Volkman y colaboradores (VoLkmaN, 1997) con-
siste en que los viriones alcanzan las microvellosidades del intestino medio cuan-
do se produce la muda del insecto, ya que la membrana peritréfica es liberada
durante el proceso de ecdisis y por lo tanto, segin dichos autores, ésta no consti-
tuiria una barrera importante para la infeccion (WasHsURN et al., 1995).

Experimentos realizados por Wang y Granados (1998) sugieren, sin embargo,
que una capa protectora de mucina se presenta cubriendo el intestino medio de las
larvas cuatro horas antes de su eclosién y que la membrana peritréfica aparece
durante todo el periodo activo de desarrollo larvario (antes, durante y después de
la ecdisis). La mucina es el mayor componente de la membrana peritréfica y el VEF
de TnGV posee actividad proteolitica sobre esta proteina, segtn fue demostrado
en ensayos in vivo e in vitro (WANG Y GRANADOS, 1997).

Cabe aclarar entonces que ambas teorias y su comprobacion experimental pue-
den ser validas debido a posibles diferencias producidas de acuerdo con los insec-
tos estudiados y segun la metodologia de experimentacién aplicada en ambos
casos.

Posteriormente, continuando el ciclo de infeccién, los viriones se unen por
fusion a la membrana citoplasmatica de las microvellosidades de las células del
intestino medio (GRANADOS, 1978; GRANADOS Y LAWLER, 1981; HORTON Y BURAND,
1993; ENGELHARD et al., 1994). Segun trabajos recientes, se ha demostrado que
existen proteinas especificas en los ODV que podrian inducir tal fusion (RussEL Y
RoHRMANN, 1993; BRAUNAGEL et al., 1996; THEILMANN ef al,, 1996). En este sentido,
Horton y Burand (1993) realizaron experimentos utilizando microvesiculas deriva-
das de células columnares del intestino medio de Lymantria dispar e infectando con
LdMNPYV, producto de cuyo andlisis se sugiere que podrian existir sitios de union ¥
receptores especificos, aun no identificados.

Una vez producida la fusion, las nucleocépsidas penetran en el citoplasma de
las células y se dirigen hacia el nticleo, dondé se desnudan y liberan el DNA a tra-
vés de los poros nucleares (GRANADOS Y WiLLIAMS, 1986). El nlicleo se hipertrofia,
los nucleolos se dirigen hacia la periferia nuclear y decrecen en tamario. Comienza
entonces la transcripcion de los primeros genes virales, mediada inicialmente por
la RNA polimerasa Il de la célula huésped, para luego continuar a partir de la RNA
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polimerasa del virus (BLissarD Y RoHRMANN, 1990). Se activan cascadas replicato-
rias del DNA, se genera nueva progenie viral y se producen alteraciones en las fun-
ciones fisiolégicas del insecto en beneficio de un mejor desarrollo de la enferme-
dad en el huésped.

Asi, se forman nuevas nucleocapsidas, las cuales pasan a traves de la mem-
brana nuclear adquiriendo una envoltura de dicha membrana; se alinean con la
membrana plasmatica (plasmalemma) en la base de la célula, emergen a traves de
esta membrana como viriones brotados (BV) que atraviesan la lamina basal circu-
lando a través de la hemolinfa (GRANADOS Y LAWLER, 1981) (ver Figura 3).

Segun estudios posteriores, utilizando técnicas inmunohistoquimicas, se esta-
blecié que se pueden producir infecciones simultaneas en celulas columnares y en
células regenerativas del epitelio del intestino medio (KEDDIE ef al., 1989).

El ciclo de replicacion dentro de la célula depende del aislamiento de virus y del
género al que pertenece. A nivel citopatologico, el cambio mas caracteristico es el
agrandamiento del nicleo de las células infectadas, apareciendo una zona elec-
trodensa correspondiente al estroma virogénico. En las infecciones producidas por
NPVs, la progenie viral aparece entre las 8 y 24 horas post-infeccion, en el nicleo
de las células infectadas. En los GVs, en cambio, al producirse la ruptura de la
membrana nuclear, normalmente se observan nucleocapsidas entre los compo-
nentes nucleo-citoplasmaticos resultantes de la mezcla de ambos contenidos a las
36 horas post-infeccion .

Una vez producida la primera progenie, comienza la dispersion del virus hacia
las células de los tejidos a ser infectados produciéndose la infeccion secundaria
dentro del hemocele.

Si bien éstas son las vias mas comunes para dar inicio a la infeccién secunda-
ria, no siempre se ha detectado a las células del intestino medic como el primer
foco de infeccién. Estudios realizados mostraron que en ciertos casos una porcién
de nucleocapsidas del inéculo puede penetrar directamente a través del epitelio del
intestino medio, atravesar la lamina basal y producir infecciones sistémicas dentro
del hemocele (GRANADOS Y WiLLIAMS, 1986; KEDDIE ef al., 1989).

De igual manera, en el caso de ciertos GVs, no se han detectado infecciones en
el intestino medio, asumiéndose que podria presentarse el pasaje de particulas
infectivas por espacios intercelulares, en pequefas porciones del intestine medio
(BEGON et al., 1993).

2.2. Infeccion secundaria

La diseminacion de la enfermedad dentro del huésped es causada por la proge-
nie de virus brotantes que infectan células vecinas y diversos tejidos, segun el ais-
lamiento de virus de que se trate. Existen aln ciertos interrogantes respecto a cual
es la via principal de diseminacion de la infeccion dentro del hemocele del insecto.
Sin embargo, segun los trabajos realizados hasta el presente, se puede concluir que
tanto los hemocitos como las células traqueales infectadas que rodean los tejidos
susceptibles juegan el papel mas importante en tal diseminacion.
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En examenes realizados por microscopia electrénica, se observé que los virio-
nes brotados atraviesan la membrana basal para iniciar la infeccién secundaria
(GRANADOS Y LAwLER, 1981). En el mismo estudio, se detectaron hemocitos que
contienen poliedros a las 16 horas post-infeccion, lo cual sugiere que éstos fueron
infectados con anterioridad. Segin Granados y Williams (1986), los hemocitos
actian como “fabricas eficientes” en la produccién de virus para la consecuente
infeccion dentro del insecto.

Posteriores investigaciones mostraron que otra via de diseminacidn es a través
de las traqueolas, tal como fuera sugerido anteriormente por Adams et al. (1977). En
tal sentido, larvas de Trichoplusia ni fueron inoculadas per os con un baculovirus
recombinante, ACMNPV conteniendo un gen marcador (B-galactosidasa) bajo el pro-
motor temprano Drosophila hsp70. Mediante la observacion de la expresién de este
gen, se determind la funcién del sistema traqueolar y las células traqueales en la
diseminacion de la enfermedad desde el intestino medio hacia los diferentes tejidos
(ENGELHARD et al, 1994). Resultados similares fueron obtenidos en larvas de
Heliothis zea y de H. virescens (KIRKPATRICK et al., 1994; WASHBURN ef al., 1995).

Una vez producida la infeccién secundaria, desde cada sitio de infeccion inicial
se produce la dispersion de la enfermedad por paso de los vitiones brotados, de
célula en célula (Keppie et al., 1989; MonsMA et al., 1996). En este caso, la entra-
da del virion a la célula se produce por endocitosis (VOLKMAN Y GOLDSMITH, 1984,
1985). 7

En cuanto a los tejidos susceptibles de ser infectados, el tropismo es variable
segun el baculovirus y el huésped de que se trate, como se detallara mas adelante.

Durante el proceso de infeccién secundaria se producen, ademas, viriones
ocluidos. Gobernada por la expresion de genes virales muy tardios (p10, poliedri-
na o granulina, entre otros), comienza la inclusién de los viriones dentro de los
cuerpos de inclusion. En un estado de infeccion avanzada, los cuerpos de inclusion
son facilmente observables por microscopia éptica con contraste de fase, extra-
yendo una muestra de cuerpo graso o de hemolinfa. En esta Ultima, se observan
cuerpos de inclusion libres, debido a la ruptura de las membranas celulares.
Avanzada la infeccién el insecto muere vy, en el caso de infecciones poliorganotro-
picas en donde se ve afectada la epidermis, se produce la lisis del tegumento y la
liberacion de masas de cuerpos de inclusion que daran origen a un nuevo ciclo y
proceso de infeccién.

3. Patogénesis

Como se expres6 anteriormente, las patologias causadas por los dos grupos
principales de baculovirus (NPVs y GVs) muestran diferencias en cuanto a la inva-
sion, replicacion, desarrollo y diseminacion dentro del insecto segun el huésped y
el aislamiento viral. A continuacion se detallaran ejemplos de tales patologias en
distintos 6rdenes de insectos y en casos especificos en los que hasta el presente
se cuenta con mayor informacion. .
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Paralelamente, en la Tabla 1, se puede observar la relacién entre virus-huésped
y tropismo de la infeccién hacia los diversos tejidos.

3. 1. Virus de poliedrosis nuclear

Los virus de poliedrosis nucleares son los baculovirus mas ampliamente distri-
buidos y se han detectado en mas de 400 especies, en siete 6rdenes de insectos
(VoLkmaN et al., 1995). En ciertos 6rdenes, las infecciones se ven restringidas al
epitelio del intestino medio, donde se producen ademas los cuerpos de inclusion.
En los lepiddpteros, en cambio, se produce una infeccion transitoria en el intestino
medio, sin produccién inicial de cuerpos de inclusion, para luego invadir la mayoria
de los tejidos generandose una infeccion de tipo poliorganotrépica con formacion
de poliedros avanzado el desarrollo de la enfermedad (FEDERICI, 1997).

Tabla 1. Principales ¢rganos y tejidos infectados por Baculovirus (1).

Tipo de Principales tejidos infectados

Baculovirus |Intestino|Hemocitos | Tejido Matriz | Epidermis| Tejido Tejido
medio adiposo | traqueal muscular | nervioso

NPVs

Lepiddpteros * + + + + + +

Himendpteros + - - - - - -

Dipteros + +- - - = - -

Tisandpteros + . - - = - =

Crustaceos - - - - - - -

GVs

Tipo 1 i - + - - = -

Tipo 2 ey +- + + + - £

Tipo 3 + - - - - - -

(1) Federici (1997), modificada.

*  Las células epiteliales del intestino medic son utilizadas como sitio inicial de la replica-
¢ién viral y en la formacién de nueva progenie que dard origen a la infeccion secundaria
dentro del hemocele. En general, no se producen cuerpos de inclusion adn en estados
avanzados de la enfermedad.

+/- En estos casos, puede o no producirse infeccién en el tejido, segin el aislamiento y el
huésped de que se trate. En ciertos GVs, los hemocitos desempefiarian un aparente
papel de fagocitosis de cuerpos de inclusion, sin mostrar signos de infeccion.

+ Se observa replicacién y formacion de cuerpos de inclusion. En los crustéceos, el orga-
no digestivo afectado es el hepatopancreas, comparable al intestino medio de los insec-
tos. .
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3.1.1. En lepiddpteros

Tal como fuera expuesto, la principal via de infeccion es por ingestion de cuer-
pos de inclusién y por consiguiente, el estado susceptible es el estado larval. En
pocos minutos, los cuerpos de inclusién son disueltos en el intestino medio del
insecto y los viricnes quedan liberados en el medio.

Como se ha descripto con anterioridad, producida la infeccién primaria, los BV
pasan al hemocele, dispersandose la enfermedad a través de Ios hemocitos o por
el sistema traqueal.

Segln ciertos autores, los BV encontrarian en la membrana basal otra barrera
que impediria el paso directo de los viriones (VoLkman, 1997). Asi, se ha propues-
to que una via posible de dispersién de los BV, es a través del sistema traqueal
(ENGELHARD et al., 1994). Las traqueolas penetran la lamina basal de 6rganos vy teji-
dos con el fin de suplir la demanda de oxigeno, estableciendo una intima relacién
entre las membranas plasmaticas de las células. Dichos autores proponen que los
BVs se dirigen desde el intestino medio hasta la hemolinfa u otros tejidos, a través
del sistema linfatico traqueclar y por espacios intercelulares del epitelio traqueal
facilitandose una rapida diseminacion del virus hacia los diferentes tejidos.

Sin embargo, Federici (1997) cuestiona esta Ultima hipdtesis y sostiene que
existen estudios que muestran que los BVs de AcMNPV atraviesan la |[Amina basal
del intestino medio (Granapos ¥ LawLeR, 1981; Fuirsen et al,, 1993, 1995) pudién-
dose ello deberse a un posible proceso enzimatico ain no conocido, mas que a un
mero proceso fisico. Por otra parte, ademas de la matriz traqueal, el cuerpo graso,
los hemocitos y los musculos cercanos al intestino medio se infectan rapidamente
y tal infeccion no seria posible si los BVs se dispersaran sélo a través de la matriz
traqueal, especialmente si uno a mas ciclos de replicacion fueran necesarios para
la generacién de gran nimero de viriones infectivos capaces de llegar a tales teji-
dos (FEDERICI, 1997).

Utilizando un baculovirus recombinante AcMNPV-GFP (proteina fluorescente
verde), con expresién de la GFP bajo el control del promotor del gen de poliedri-
na, Barrett ef al. (1998) aportaron ciertas evidencias para el esclarecimiento de los
eventos de diseminacion del virus en el hemocele. A 24 hs post-infeccion (pi),
tanto las células epiteliales del intestino medio como los hemocitos mostraron fluo-
rescencia, demostrandose que en las mismas se produjo un proceso de replica-
cién viral. A 36 hs, la fluorescencia en el intestino fue decreciendo mientras las tra-
gueas asociadas a tales células aparecieron fluorescentes. En el tejido adiposo, a
partir de 24 h pi se observé parches de fluorescencia en las células asociadas con
las traqueas, dispersandose luego por completo a 60 h pi. Un hecho similar ocu-
rrid en la epidermis. En el intestino medio, a 60 h pi las células aparecieron nue-
vamente sanas mostrando la infeccién “transitoria” ocurrente en este tejido y atri-
buyendo ello a la descamacion de células infectadas tal como fuera sefialado
anteriormente por Keddie et al. (1989) y Flipsen et al. (1993). Algo interesante de
destacar es que segun las observaciones realizadas, la fluorescencia en el tejido
traqueal fue en un inicio localizada y no continua, lo que sugiere que la infeccion
ocurre en puntos especificos para luego dispersarse desde Ios_ mismos.
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Como conclusién de dicho trabajo, Barrett et al. (1998) sugieren que el primer
sitio de infeccién son las células epiteliales del intestino medio, donde el virus se
replica y se generan nuevas nucleocapsidas que pasan directamente a través del
sistema reticular de la membrana plasmatica para infectar a los hemocitos. Tales
hemocitos liberarian particulas virales infectando el sistema traqueal en humerosos
sitios desde los cuales proseguiria la infeccion. Las células traqueales susceptibles
serian los tragueoblastos, donde encontrarian una menor proteccién tal como fuera
sugerido por Engelhard et al. (1994).

En general, en infecciones producidas por NPVs en larvas de lepiddpteros, se
ven afectados varios tejidos, entre los que se incluyen: hemocitos, matriz traqueal,
epidermis, cuerpo graso, tejidos muscular, nervioso, reproductivo, glandular y célu-
las pericardiales.

Como se vio anteriormente, una vez iniciada la infeccion secundaria, se produ-
cen dos tipos distintos de viriones. Aquellos que repiten el ciclo de infeccion similar
al que se produce en el intestino medio, con formacién de viriones brotados que
infectaran a las células vecinas (Figura 4a), y viriones que seran incluidos durante
la formacion de los Obs.

A nivel citopatolégico las células infectadas exhiben una serie de cambios, que
incluyen primeramente alteraciones en el citoesqueleto, en microtibulos y en sis-
temas membranosos (VOLKMAN Y ZaaL, 1990). La mayoria de los estudios relacio-
nados con este tema han sido efectuados principalmente mediante el analisis ultra-
microscépico y por técnicas histoquimicas, en células provenientes de cultivos
celulares y sobre la especie tipo de los NPVs, AcMNPV.

Una vez que las nucleocapsidas entran en el citoplasma, las mismas son trans-
portadas hacia el nlcleo, en un proceso aun no conocido en detalle pero en el cual
la formacién de microfilamentos de actina podria desempefiar un papel importan-
te. El nimero de microfilamentos de actina polimerizada es directamente propor-
cional a la multiplicidad de infeccion (CHaLTON Y VOLKmAN, 1993). La formacion de
tales microfilamentos require la presencia de las nucleocépsidas pero no demanda
sintesis de nuevas proteinas, lo cual sugiere que aquellas contienen la actividad
necesaria para la induccion de tal formacion. Segun estudios realizados, F-actina
inmobilizada se une, directa o indirectamente, a la proteina mayoritaria de las
nucleocapsidas de AcMNPV (P39) y a un polipéptido de 67 kDa (CHALTON Y
VoLkman, 1991; LANIER et al., 1996).

Alcanzado el nicleo de las células, se produce la liberacién del DNA viral
(GranADOS, 1978; GRANADOS Y WiLLIAMS, 1986) mediada por la accion de una pro-
teina gquinasa asociada a la envoltura viral y por fosforilacion de la nucleoproteina
P6.9 (MILLER et al., 1983).

Por microscopia electrénica es posible cbservar la formaciéon de estroma viro-
genico en la regién central del nicleo y la formacién de nuevas nucleocépsidas
(Figura 4b). En este momento, disminuye la transcripcion del DNA y la sintesis de
proteinas de la célula huésped. El ensamblaje de las nucleocapsidas ocurre por
condensacioén. del genoma viral en un complejo de nucleoproteinas proteinas, en
un proceso mediado por la proteina de unién del DNA (P6.9). Se observan cambios
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Figura 4. Micrografias electrénicas de NPV. (a) Virus en proceso de brotacidn a través de
la membrana basal de una célula. (b) Detalle de un estado inicial de la infeccién dentro del
ntcleo celular, mostrando el estroma virogénico y nucleocapsidas (N). (¢) En un estado
mas avanzado de la infeccién se observan la morfogénesis de los cuerpos de inclusion; (EV)
estroma virogénico; (V) viriones con varias nucleocapsidas; (P) poliedro en formacién.
(Barra= 100 nm en (a); 400 nm en (b); 200 nm en (c). (Fotos gentilmente cedidas por el Dr.
Brian A. Federici). .
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en la morfologia nucleolar con un incremento en la cantidad de RNA. Se producen
involuciones de la membrana nuclear, aumenta la actividad metabdlica celular y
alteraciones en los microtibulos (ver WiLLIAMS Y FAULKNER, 1996, 1997), relaciona-
das estas Ultimas con la accién de genes virales tempranos y tardios (VOLKMAN Y
ZAAL, 1990) y con la hiperexpresion de la proteina p10 (VLak et al.,, 1988).

La morfogénesis de los cuerpos de inclusion ocurre por condensacion de polie-
drina en la zona intranuclear de la célula infectada, a partir de 24 hs pi (VOLKMAN Y
Knupson, 1986) (Figura 4c¢). Las celulas infectadas muestran hipertrofia nuclear
(con un aumento del diametro de hasta 10 veces su tamafio original) y presentan
numerosos poliedros en su interior.

Avanzada la infeccién se produce la lisis celular, adquiriendo la hemolinfa la
caracteristica coloracion blanquecina opaca debido a la acumulaciéon de cuerpos
de inclusion. En tal sentido, estudios realizados in vitro con AcMNPV y SeMNPV
mostraron que este (ltimo proceso es dependiente de la presencia de p10
(WiLuiams et al., 1989; van OERs et al., 1993), de la accién de una proteina quinasa
y de catepsina codificadas por el virus (LANIER et al.,, 1996; WILLIAMS Y FAULKNER,
1997).

En infecciones in vivo, cuando la mayor parte de los tejidos se ven afectados, el
insecto muere. El tequmento de la larva se rompe y se liberan los poliedros en el
ambiente, ayudado este proceso por la accion de una quitinasa codificada por el
mismo virus (HAWTIN et al., 1995).

Es interesante destacar que, durante el ciclo de infeccion, se pone en marcha
una maquinaria genomica que incluye genes esenciales para la trascripcion, repli-
cacion y morfogénesis, mientras paralelamente se expresan una variedad de
genes auxiliares que ayudan al virus en tal proceso (ver Capitulo 8). Entre ellos
cabe citar el gen egt (ecdysteroid UDP-glucosyltransferase), identificado inicial-
mente en el genoma de AcMNPV (O'REILLY ¥ MILLER, 1989) y posteriormente en
numerosos baculovirus (O REILLY, 1997). Este gen codifica una proteina (EGT) que
se acumula en la hemelinfa del insecto infectado, provocando la conjugacion de los
esteroides responsables de la muda del insecto e inhibiendo consecuentemente el
proceso de ecdisis. La delecion del gen egt ha sido utilizada en la mejora de bacu-
lovirus como pesticidas, debido a que la misma provoca una disminucién en el con-
sumo de alimentos por parte de las larvas infectadas y disminuye el tiempo letal
(ver Capitulo 8).

3.1.2. En himendpteros

Por su importancia econémica como plagas forestales, los baculovirus mas
estudiados han sido los que afectan las especies del suborden Symphyta (tentre-
dinidos), los cuales han demostrado ser altamente especificos. Entre ellos, se des-
tacan Neodiprion sertifer NPV y Gilpinia hercyniae NPV por ser las mas utilizadas
en control biolégico. En general, todos los NPVs que afectan estos himendpteros
presentan un efecto patologico similar, restringiendo la infeccién sélo a las células
epiteliales del intestino medio del insecto. La replicacion del virus se produce en el
nucleo de las células infectadas y la velocidad de accion es rapida. Al cabo de dos

61



Los baculovirus y sus aplicaciones como bioinsecticidas en el control bioldgico de plagas

o tres dias se observa una coloracion blanquecina en la interseccion de los seg-
mentos abdominales, las larvas pierden el apetito y presentan menor tamafno que
las larvas sanas, produciéndose la muerte de la larva infectada al cabo de 4-7 dias
(FEDERICI, 1997).

Muchos de los tentredinidos plaga poseen habitos gregarios, lo cual las hace
particularmente susceptibles a epizootias virales pues cuando un individuo es
infectado, contamina el follaje y produce la transmision de la enfermedad hacia
otros individuos de la colonia (Huser, 1986). Ya que los adultos se ven también
infectados por NPV, se produce, ademas, transmision vertical de la enfermedad a
la progenie (CUNNINGHAM Y ENTWISTLE, 1981), lo cual contribuye a su dispersion.

3.1.3. En dipteros

Entre los NPVs que afectan dipteros se distinguen dos tipos: los que infectan
el intestino medio (en mosquitos) y los que infectan hemocitos (Tipula padulosa
NPV).

Hasta el presente, se han identificado NPVs en solo pocas especies de mos-
quitos de los generos Culexy Aedes. Entre ellos, los mas estudiados han sido los
aislados de Aedes sollicitans (AsSNPV) y Aedes triseriatus (AtSNPV). La enfer-
medad es de tipo agudo, ocacionando la muerte de las larvas al cabo de 2-4 dias
(FeDERICI Y LOowE, 1972). Los primeros signos de la enfermedad es el cese de la
alimentacién y la aparicién de esferas blancas observables en el intestino de la
larva, las cuales consisten en acumulacién de cuerpos de inclusién en el ntcleo
de las células infectadas. La citopatologia y morfogenesis viral es similar a la que
ocurre en NPVs de lepidopteros (FEDERICI, 1997).

En Tipula padulosa, 1a infeccién posee una caracteristica tnica en NPVs y con-
siste en que se ven infectados s6lo los hemocitos, desconociéndose el proceso de
infeccion inicial. La enfermedad fue descrita originalmente por K.A. Smith en el
afno 1955. Las larvas presentan coloraciéon amarillenta y gran cantidad de cuerpos
de inclusidon en hemocitos y hemolinfa. La muerte se produce al cabo de 10-14
dias post-infecciéon (FEDERICI, 1997).

3.1.4. En crustdceos

La importancia de los NPVs en crustaceos reside en que infecciones ocasio-
nadas por estos virus pueden diezmar poblaciones en producciones comerciales
de camarones, con el consecuente dafio economico. Uno de los mas estudiados
es el NPV de Penaeus spp., que causa una enfermedad extremadamente aguda
y dificilmente detectable en los inicios de la infeccion debido a que el tnico érga-
no afectado es el hepatopancreas. A las 18-24 h post-infeccién es posible detec-
tar poliedros en el drgano infectado (Stuck Y WaNG, 1996) y realizar diagndsticos
de la infeccion mediante el uso de técnicas moleculares que permiten la deteccion
de la enfermedad a las 12 h post-infeccion.

La citopatologia producida es similar a la de otros NPVs (CoucH, 1991; BRuce
et al., 1994), mientras los cuerpos de inclusién presentan forma tetraédrica y de
gran tamafio. Segun experiencias realizadas, el proceso de infeccion y la veloci-
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dad de accidén estéan relacionados, como en el caso de otros NPVs, con la edad
de los individuos infectados y el tipo de indculo suministrados (Hammer et al.,
1998).

3.2. Virus de la granulosis

Los granulovirus (GVs), sélo han sido detectados infectando insectos del Orden
Lepidoptera (VOLKMAN et al., 1995; MILLER, 1996). Segln Federici (1993, 1997),
existen tres tipos de granulovirus que se diferencian segun el tropismo de infeccion
que presentan hacia determinados tejidos.

En el tipo | (Trichoplusia ni GV y otros granulovirus que infectan larvas de noc-
tuidos), el virus invade el intestino medio en forma transitoria y posteriormente la
infeccion se ve limitada al cuerpo graso (infeccién monoorganotrépica). A diferen-
cia de lo que ocurre en NPVs, las larvas mantienen su apetito por periodos pro-
longados y crecen mas que las larvas sanas, entrando en estado de inactividad uno
o dos dias antes de la muerte (8-12 dias post-infeccién). Las larvas se tornan de
color blanquecino debido a la acumulacién de cuerpos de inclusién en el tejido
infectado. No se produce la ruptura del tegumento, por no encontrarse infectada la
epidermis. Una vez muertas, las larvas adquieren una coloracién oscura, casi
negra debido a la invasion del cadaver por microorganismos sapréfitos, presentan-
do luego un aspecto seco que culmina en la posterior desintegracion de la larva.

En los GVs de tipo Il la infeccion es poliorganotrépica y de caracteristicas pato-
I6gicas similares a las producidas por NPVs en lepidopteros. Son ejemplo de este
tipo de GVs, los virus de la granulosis de Pieris brassicae, de Cydia pomonella y
de Epinotia aporema (Lepidoptera: Tortricidae). Los tejidos que se presentan méas
afectados incluyen el cuerpo graso, la matriz traqueal y la epidermis. La velocidad
de accion de este tipo de virus es mds rdpida, muriendo las larvas al cabo de 5-6
dias postinfeccion, momento en que se produce la licuefaccién de los tejidos y la
ruptura de la cuticula permitiendo la liberacién de los cuerpos de inclusién. Al igual
que en los NPVs, en este dltimo proceso estarian involucrados genes cuyos pro-
ductos actian sobre la quitina del tegumento del insecto (Kang et al., 1998).

Por dltimo, los GVs de tipo Il también producen infecciones monoorganotrépi-
cas, pero en este caso, limitadas al intestino medio del insecto, tanto en el estado
de larva como en el de adulto. El tnico virus de este tipo registrado hasta el pre-
sente, es el Harrisinia brillians GV (FEDERICI Y STERN, 1990). La infeccién produce
diarrea en los individuos afectados, y es transmisible a través de las heces. Al cabo
de una semana, en larvas de tercero o cuarto estadio, se produce la muerte de las
larvas infectadas.

Si bien el tipo de virus no condiciona su valor como agente de control bioldgico,
se considera que los pertenecientes al tipo Il son los que cuentan con mayor poten-
cialidad de utilizacion debido a su virulencia y a su mayor rendimiento de produc-
cién de cuerpos de inclusion.

Tal como se expresara anteriormente, los estudios relacionados con la patogé-
nesis viral en GVs se han realizado exclusivamente sobre insectos infectados,
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mediante andlisis histopatoldgicos por microscopia dptica y electrénica. La informa-
cion disponible es escasa cuando se la compara con los avances producidos en este
tema respecto a los nucleopoliedrovirus que infectan lepidopteros y aln restan por
caracterizar una serie de eventos no conocidos en GVs.

Los cuerpos de inclusion ingeridos por la larva, son disueltos debido al medio alca-
lino de los jugos del intestino medio, tal como sucede en NPVs. Los viriones liberados
atraviesan la membrana peritréfica, facilitado este proceso por la accién de proteinas
virales especificas (virus enhancin factor o VEF) que producen la ruptura de dicha
membrana (DERKSEN Y GRANADOS, 1988; CoRrsaRO et al., 1993).

Una vez producida la infeccion primaria, se han descrito diferentes cambios pato-
I6gicos, segun el virus de que se trate. Sin embargo, ciertas caracteristicas son idén-
ticas a nivel citopatologico para todos los GVs y diferentes de lo que ocurre en NPVs.

En tal sentido, una vez que las nucleocapsidas se hallan dentro de la célula, se diri-
gen hacia el nicleo dénde inyectan el DNA por los poros nucleares (SUMMERS, 1971).
Se produce inicialmente un agrandamiento del nicleo, marginacién de los nucleolos y
formacion de estroma virogénico. Los cambios citoplasmicos que acompanan la infec-
cion indican una marcada alteracion metabdlica producida presumiblemente por la sin-
tesis de productos virales. Se obsevan “complejos tipo-membranas” de estructuras
similares a cisternas aplanadas del reticulo endoplasmatico rugoso que algunos auto-
res han atribuido a fragmentos de componentes nucleares (TANADA ¥ LEUTENEGGER,
1968) 0 a una excesiva produccion de membranas celulares (WALKER et al., 1982). La
replicacién comienza en el nicleo pero, inmediatamente, se rompe la membrana
nuclear y se produce una mezcla del material nuclear y citoplasmico (TWEETEN et al.,
1981; TANADA Y HESs, 1991).

En este punto, se observa la formacién de nuevas nucleocapsidas, las cuales bro-
tan a través de la membrana plasmatica o se dirigen a través del sistema traqueal para
infectar (tipos | y II) ofros tejidos. Cabe destacar que tanto el proceso de brotacion
como la caracterizacion de los fenotipos virales infectivos dentro del hemocele no han
sido determinados alin con exactitud y ello es debido, principalmente, a la escasa dis-
ponibilidad de cultivos celulares susceptibles.

Si bien mediante microscopia electrénica se han observado estructuras parecidas
a las de los viriones brotados de los NPVs (TWEETEN et al., 1981), no se ha detectado
hasta el presente un andlogo de la proteina GP64 en GVs. En un trabajo reciente
sobre la secuencia genomica del granulovirus de Cydia pomonella, se detectd un
homdlogo del ORF130 de Lymantria dispar NPV cuya funcién seria similar, aunque
aun no se ha determinado su funcionalidad y expresién en BV de CpGV (LUQuE et al.,
1999).

En granulovirus del tipo Il, como CpGYV, el virus podria tener acceso a la matriz tra-
queal por penetracion directa via traqueolas, desde las células del intestino medio, o
via hemolinfa (FEDERICI, 1997).

Una vez producida la ruptura de la membrana nuclear de las células infectadas, las
células comienzan a disociarse desapareciendo las uniones (desmosomas y hemi-
desmosomas) que las mantenian unidas. Este proceso se observa tanto en los gra-
nulovirus de tipo lll, donde se produce liberacion de células infectadas hacia la cavi-
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dad intestinal, como en los GVs de tipos | y Il. En estos Ultimos, se observa ademéas
una proliferacion de células de cuerpo graso (WALKER et al., 1982), lo que confiere un
aspecto caracteristico a las larvas enfermas.

En larvas infectadas con GV, la mayoria de las nucleocédpsidas generadas se
observaron incluidas dentro de estructuras tipo vesicular emigrando hacia la membra-
na basal y que podrian estar involucradas en el transporte de las nucleocdpsidas den-
tro del hemocele del insecto (GRanADOS Y WiLLIAMS, 1986; HESS Y FaLcon, 1987). Este
tipo de estructuras con gran cantidad de nucleocépsidas alineadas paralelamente en
su interior, ha sido observado en diversos granulovirus (Figura 5¢).

En el caso de CpGV, estudios sobre el proceso de infeccién mediante microscopia
electrénica mostraron que el intestino medio juega un papel importante en la genera-
cion de progenie infectiva, atin en estados avanzados de la infeccién (Hess Y FALCON,
1987). Sin embargo, en infecciones ocasionadas por otros GVs, no se ha detectado
infeccion en el intestino medio, tal vez debido a que la misma se produce en una
region limitada y no detectable mediante las técnicas clasicas de microscopia electrd-
nica (BERGON et al., 1993).

En granulovirus de tipo Il, en general, la secuencia temporal de la infeccién conti-
nua en el cuerpo graso, luego en la epidermis y por Ultimo en la matriz traqueal. En
estos Ultimos tejidos se observa, en mayor o menor grado, la formacion de cuerpos de
inclusion a partir de 36-48 hs post-infeccidn. Los viriones comienzan a ocluirse desde
uno de sus extremos, hasta quedar formados los granulos (Figuras 5 a y b).
Excepcionalmente, dos o mas viriones pueden ser incluidos en un mismo granulo
(FALcon Y HEss, 1985; Vargas Osuna et al., 1994; SINGARAVELU Y RAMAKRISHNAN, 1998)
considerandose tales cuerpos de inclusion como formas aberrantes debido a que se
presentan en minima proporcién respecto a los que poseen un sélo virién.

Durante el proceso de infeccion, tal como sucede en NPVs, se producen cambios
metabdlicos en las larvas infectadas. Estos cambios derivan en un retraso en el desa-
rrollo larval, aumento de peso larval, expansion de la vida de la larva e inhibicién de la
ecdisis 0 muda. La presencia de genes auxiliares tales como el gen egt, ha sido detec-
tado en el genoma de Cydia pomonella GV (LuauE et al., 1999), Lacanobia oferacea
GV (SmiTH Y GoopaLE, 1998) y Epinotia aporema GV (MANZAN et al., 1999), mientras
no se detectd homologia hacia dicho gen en otros GVs como el de Xestia c-nigrum
(Havakawa et af., 1999).

Por ofra parte, tanto los productos génicos codificados por los genes catepsina y
quitinasa (KANG et al., 1998) estarian involucrados en la lisis celular y ruptura del tegu-
mento de las larvas infectadas con CpGYV, y posiblemente en el resto de los granulo-
virus de tipo Il

4. Conclusiones

Los estudios relacionados con la biologia y patogénesis de baculovirus han
experimentado en las ultimas décadas un gran avance y han brindado informacién
que permite un mayor conocimiento de la interaccién huésped-patégeno, contribu-
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Figura 5. Micrografias electronicas de GV. (a) Célula de cuerpo graso infectada por un gra-
nulovirus, en donde se observan los cuerpos de inclusién dentro de una mezcla de conteni-
dos nucleares y citoplasmaticos. (b) Morfogénesis de los cuerpos de inclusién (G); como es
caracteristico, los viriones (V) se incluyen a partir de uno de sus extremos. (c)
Nucleocapsidas (N) alineadas en forma paralela dentro de estructuras de tipo vesicular.
(Barra = 2,5 um en (a); 200 nm en (b); 1nm en (c)).

yendo al disefio de estrategias de mejora genética de estos virus con el fin de
lograr el aumento de su eficacia natural. Sin embargo, ain quedan por dilucidar
ciertos aspectos y es de esperar que en un futuro inmediato y mediante la disponi-
bilidad de las nuevas técnicas en biotecnologia se avance alin mas en el conoci-
miento de estos virus.
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Los estudios sobre el proceso de infeccion a nivel citologico e histopatolégico,
los efectos de la infeccidn sobre el desarrollo y crecimiento de los insectos, anali-
sis refinados sobre posible espectro de huéspedes, los mecanismos de transmision
y los de resistencia a la enfermedad son todos aspectos relacionados intimamen-
te. Su comprension y conocimiento son indispensables para el desarrollo y mane-
jo de baculovirus recombinantes mejorados, asi como para la evaluacion de los
posibles riesgos ambientales.

La mayor parte de los conocimientos relacionados con la patogénesis de bacu-
lovirus y sus bases moleculares han sido obtenidos en estudios realizados sobre
los NPVs de Autographa californica, Lymantria dispar, Bombix mori, Orgya pseu-
dotsugata y Spodoptera exigua. Es por ello que aun restan por definir los procesos
patogénicos en una serie de especies de baculovirus que hasta el presente han
sido poco estudiados, a pesar de su importancia en el control biolégico de plagas
y de su potencial genético alin no determinado.

Esto asegura la continuidad de estudios futuros relacionados con la biologia y
patogénesis viral, tanto en NPVs de lepidépteros como también y con mayor énfa-
sis en aquellos baculovirus como los GVs y NPVs de especies de diferentes orde-
nes en los que no se conoce en detalle el ciclo biolégico y los factores determi-
nantes relacionados con su patogénesis, el paso de célula en célula, las bases
moleculares del tropismo de la infeccidn y otros tantos interrogantes adn no resuel-
tos.
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