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

1. Introduccién

La primera contribucion importante al conocimiento de la organizacion genémica y
evolucion de los baculovirus fue la identificacidn de la presencia de ADN (DNA) circu-
lar en las particulas viricas derivadas de los cuerpos de oclusién de un nucleopolie-
drovirus (NPV) (BREINDL Y JIROVEC, 1935; SUMMERS Y ANDERSCN, 1972; BURGESS, 1977).
La introduccién en los afios 70 de los andlisis mediante endonucleasas de restriccidn
permitié la construccion de los primeros mapas flsicos del genoma, facilitando la esti-
macion de su longitud total y la distincion entre diversos baculovirus (RoHrMAnNN ef al.,
1977; SmitH ¥ SumMmeRs, 1978). Estos estudios se realizaron inicialmente con distintas
variantes de Autographa californica MNPV (A¢cMNPV) como por ejemplo E-2, L-1, HR-
3y C-6, evidenciando la existencia de heterogeneidad genémica intraespecifica (Lee
¥y MiLLER, 1978, SMITH ¥ SUMMERS, 1978). Posteriormente, el desarrallo de las técnicas
de biologia malecular contribuyé en gran medida al avance del estudio de la organi-
zacion genémica de los baculovirus. En los afios 80, se secuenciaron algunos genes
y porciones del genoma de diversos baculovirus, siendo el gen de la poliedrina de
AcMNPV el primero en ser secuenciado (Hoor van IDDEKINGE ef al., 1983). En 1994 se
publicd la secuencia completa del genoma de AcMNPV (Avres et al., 1994) y actual-
mente se dispone de la secuencia del genoma de otros cuatro NPVs y de un granu-
lovirus (GV). QOrgyia pseudotsugata NPV, OpMNPV (AHRENS et al,, 1997), Lymantria
dispar NPV, LAMNPV (Kuzio et al., 1999), Bombyx mori NPV, BmNPV (Gowm et al,
1999), Spodoptera exigua NPV, SeMNPV (lJkeL et al., 1999) y Xestia c-nigrum GV,
XcGV (Havakawa et al., 1999). Este tipo de estudio se ha visto facilitado por el recien-
te avance de las técnicas de secuenciacion de ADN y el desarrollo de programas infor-
maticos de analisis de secuencias.

La informacion proporcionada por las secuencias del genoma de los baculovirus es
de gran importancia y de suma utilidad para los estudios de su organizacion genémi-
ca y evolucion (Possee v RoHRMANN, 1997). Por ejemplo, el andlisis del contenido
genomico puede facilitar la caracterizacion de variantes genctipicas, frecuentemente
observables en poblaciones de baculovirus aisladas del campo y cuyo mantenimien-
1o parece ser importante (Werrzmann et al., 1992; Muroz et al., 1999). Las diferencias
en la secuencia de ADN entre variantes genotipicas pueden ser debidas a la duplica-
cion de porciones del genoma, a deleciones de secuencias, a inserciones, etc.
Algunos de estos cambios pueden haberse originado mediante la insercién de ele-
mentos transponibles del huésped en el genoma viral (FriEsen, 1993; JEHLE et al,
1998). La comparacion del contenido genético de los distintos baculovirus aporta una
vision inicial sobre qué genes estan conservados en todos ellos y por tanto, son pro-
bablemente fundamentales para la supervivencia del virus. Estos genes constituyen la
esencia de ser un baculovirus y pueden ser los més apropiadas para realizar andlisis
filogeneticos. En cambio, aquellos genes gue sélo se encuentran en una determinada
especie de virus posiblemente estan implicados en determinar caracteristicas tGnicas
de dicha especie, como por ejemplo la especificidad de huésped v la virulencia.

Otro tipo de andlisis de las secuencias del genoma de los baculovirus se basa en
que las distintas ordenaciones génicas pueden codificarse como caracteres filogené-
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ticos y utilizarse para su estudio evolutivo. Por ejemplo. la ordenacion de los genes
mitocondriales de mamiteros se esta utilizando para inferir sus relaciones filogenéticas
(Boore AND Broww, 1998). Por otra parte, el estudio comparativo de genomas de
mamiferos ha aportado informacion sobre el origen y desarrollo de diversas enferme-
dades hereditarias (O'Brien ef al, 1999). Actualmente la clasificacion de los baculovi-
rus carece en gran medida de estudios filogenéticos exhaustivos que ayuden a la com-
prension de la historia evolutiva de estos organismos. A medida que se conozcan més
secuencias de genomas de baculovirus, las comparaciones podran ser mas exhaus-
tivas e informativas.

2. Caracteristicas generales de las ORFs de los baculovirus

El genoma de los baculovirus esta formado por una doble cadena de ADN circular
que oscila entre 90 y 160 kilobases (Funk et al., 1997). Se trata de genomas grandes
en comparacion con los de otros virus, aunque mucho mds pequefios que los geno-
mas de procariotas o eucariotas. La existencia de esta gran variacion en el tamario del
genuma de los baculovirus sugiere que algunos de ellos carecen de genes presentes

* otros miembros de la familia. La naturaleza de su cépsida permite estas grandes
variaciones naiurales, lo que ha sido aprovechado en algunas técnicas de ingenieria
Jenctica para la insercion de material genético ajeno en baculovirus.

Los genomas de Ios baculovirus totalmente secuenciados hasta el momento con-
tienen entre 140 y 180 pautas abiertas de lectura (ORFs, open reading frames) selec-
cionadas segun los criterios de solapamiento minimo y de longitud igual o superior a
150 nucledtidos (Tabla 1). En el proceso de seleccion de ORFs no se consideraran
aquellas de longitud inferior a 150 nucledtidos y cuando dos ORFs estaban totalmen-
te solapadas se sclecciono la mas grande. Tampoco no se tuvo en cuenta en ningun
caso el procesamiento de intrones (escision o spiicing), pues hasta el momento sélo
se ha descrito en el gen ie-O/ie-1 (AcMNPY ORF141 o Acl141 y Ac147, respectiva-
mente) (CHISHOLM Y HENNER, 1988; Kovacs ef al., 1991). Sin embargo, esta aproxima-
cién no permite |a identificacion de genes que no se traducen, come por ejemplo los
acidos ribanucleices de transferencia (ARNt o tRNA). Por convenio, la arientacion del
genoma circular de los baculovirus se determina mediante la posicién relativa del gen
de la proteina del cuerpo de inclusion (poliedrina, POLH/granulina, Ac8) y el gen p10
(Ac137) (Viak ¥ SwitH, 1982). En la mayoria de baculovirus secuenciados, el origen
del genoma se considerd en el gen de la poliedrina/granulina (ORF1), aunque por
ejemplo en AcMNPV el origen se establecio en la region homdloga 1, hrl, y por tanto,
el gen de la poliedrina es la ORF8 (Avres et al., 1994).

Las ORFs se encuentran en cualquiera de las dos posibles orientaciones y suelen
eslar separadas por regiones intergénicas cortas, solapandose a menudo la sefial de
terminacion de traduccion con la sehal de poliadenilacion del transcrito, AAUAAA
(AvRES et al., 1994). De forma similar, los elementos promotores de las ORFs pueden
encontrarse en la secuencia codificante de otra ORF. Por ejemplo, las regiones regu-
ladoras de los genes ¢g30, lef-4 y lef-6 (Ac88, Ac90 y Ac28, respectivamente) en
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Tabla 1. Caracteristicas del genoma de distintos baculovirus.

AcCMNPV BmNPY  OpMNPVY LdMNPV  ScMNPV XeGV

Tamafio (kb) 133.8 128.4 132.0 161.0 135.6 178.7
N° de ORFs 154 143 152 163 139 181
G+C (%) 40.7 40.4 551 575 43.8 40.7
N° de genes bro 1 5 2 16 0 7
N° de firs 8 7 5 13 B B

AcMNPYV se hallan dentro de |a regién codificante de los respectivos genes adyacen-
tes (PASSARELLI Y MILLER, 1993, 1994; DURANTEL st al., 1998).

Las ORFs no parecen estar agrupadas ni segun su funcién ni segun su patrén de
expresién temporal. De hecho, se han observado algunas agrupaciones pero se des-
conoce su significado funcional. Por ejemplo, tres genes implicados en la regulacion
de la expresion génica, fe-1, ie-2y pe38 (Ac147. Ac151 y Ac153, respectivamente), se
encuentran en la misma region genomica (95-100 mu) de AcMNPYV, mientras que
otros genes involucrados en los mismes proceses se hallan en otras regiones de!
genoma (AvRes et al., 1994). El hecho de que tampoco exista una evidente agrupr.
cidn segun la expresion temporal sino que genes tardios se encuentran entre genes
tempranos, podria tener una funcién reguladora de la expresion génica. Muchas regio-
nes del genoma de los baculovirus se transcriben en ARNs multiples y solapados y
probablemente los ARNs que van en sentido contraric, ARNs antisentido, estan impli-
cados an la regulacion de la expresion génica mediante la formacién de duplex de
ARN (Oor ¥ MiLLER, 1990).

La comparacién mediante programas mformatlcos de las ORFs seleccionadas con
las bases de datos, indica que algunas codifican proteinas de funciones conocidas
mientras que otras ORFs no presentan ninguna similitud con las secuencias actual-
mente disponibles. Aungue el andlisis informatico puede proporcionar informacion
sobre la funcidn y el patron de expresicn temporal de un gen, siempre es necesario
confirmar experimentalmente cualquier hipdtesis. Por ejemplo, mediante la inactiva-
cion de un gen por insercion de secuencias heterologas ¢ por delecién se pueden
observar las consecuencias fenotipicas de la ausencia del gen, primer paso para la
determinacién de su funcion. En el caso de genes esenciales, un andlisis equivalente
es posible mediante el uso de mutantes termosensibles (O 'RelLLy ef al., 1994).

3. Comparaciones del genoma de los baculovirus
3.1. Organizacion genomica

Los genomas de los baculovirus totalmente secuenciados hasta el momento
tienen tamanos relativamente similares, aunque los de AcMNPVY, BmNPV,
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OpMNPV y SeMNPV (133.894 pb, 128.413 pb, 131.990 pb y 135.612 pb, respec-
tivamente) san ligeramente mas pequefios que los de LAMNPV y XcGV (161.046
pb y 178.733 pb, respectivamente). El nimero de ORFs de 150 nucledtidos o mas
en cada especie varia en proporcion al tamafio de su genoma (Tabla 1).

El contenido de G+C presenta diferencias significativas entre los distintos
baculovirus v no parece estar correlacionado con el tamafo del genoma:
AcMNPV, BmNPYV, SeMNPV y XcGV tienen un 40-44% de G+C, mientras que
OpMNPV y LAMNPYV tienen un contenido superior (55 v 58%, respectivamente)
(Tabla 1). Estas diferencias se reflejan en el uso de codones (codon usage) y pue-
den tener un sentido adaptativo que todavia no ha sido esclarecido. En general,
las secuencias codificantes de los baculovirus tienen un contenide de G+C supe-
rior al de las secuencias intergénicas. Por ejemplo, las regiones codificantes de
AcMNPV v BmNPV tienen un 41.6% de G+C, mientras que las intergénicas tienen
aproximadamente un 30%. Lo mismo ocurre en el genoma de OpMNPV y
LdMNPV donde las regiones codificantes presentan un 56.9 y 59.6% de G+C,
respectivamente, mientras gue las regicnes intergénicas presantan sclo un 38.2 y
40.4%, respectivamente (Kuzio et al., 1999). Por tanto, no ¢s de extranar gue 1os
genes de los baculovirus tengan normalmente secuencias promotaras ricas en
A+T. Por ejemplo, los genes transcritos temprano mediantie la ARN polimerasa Il
e la célula huésped tienen a menudo secuencias promotoras TATA, mientras que
los genes tardios tienen secuencias promotoras TAAG situadas frecuentemente
en zonas ricas en A+T (Avres et al., 1994).

La disponibilidad de las secuencias genémicas completas de diversos baculo-
virus permite evidenciar las semejanzas y las diferencias en su contenide genéti-
co. Los genomas de los cinco NPVs secuenciados suman un total de 245 ORFs
distintas, de las cuales 85 se encuentran conservadas en todos ellos (lJkel et al.,
1999) y sdlo 64 se hallan también presentes en el genoma de XcGV (Havakawa et
al., 1999). En los andlisis de comparacion de genomas en baculovirus general-
mente se utiliza la secuencia de AcMNPV como prototipo (BLissarD ef al., 2000).
ACMNPY vy BmNPV son los baculovirus mas estrechamente emparentados, codi-
ficando las ORFs homologas proteinas que presentan una media del 93% de ami-
noacidos idénticos (identidad amincacidica, ID) (Gowm et al, 1999). En cambio,
AcMNPV presenta una media del 56% de ID con sus proteinas homologas de
OpMNPV y del 419% con sus homdlogas de LAMNPY y SeMNPV (AHReNS ef al.,
1997; Kuzio ef al., 1999; [JKEL et al., 1999). Los valores mas bajos de ID de pro-
teinas homdlogas de AcMNPV se obtienen con XeGV, con una media del 33%
(Havakawa et al., 1999). Los genes mds conservados en los distintos baculovirus
son los de la peliedrina/granulina y la ubiquitina (ubi, Ac35). La poliedrina presen-
ta valores superiores al 80% de ID entre los NPVs, mientras que la poliedrina de
AcMNPV y la granulina de XcGV tienen sdlo un 54% de ID. La ubiquitina de
ACMNPV tiene un 84% de ID con la proteina homologa de OpMNPYV, un 70% con
la de LAMNPV y SeMNPV, y un 79% con la de XcGV. Existen otras ORFs que tam-
bién estan altamente conservadas en los baculovirus tolalmente secuenciados,
como por ejemplo el gen de la catepsina (cath, Ac127) v el gen lef-@ (Ac62) que
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codifican proteinas que presentan para las distintas especies entre un 60 y 20%
de ID.

3.2. Comparacion del contenido génico

3.2.1. Genes implicadas en la replicacion y transcripcion def ADN

La mayoria de los genes implicados en la replicacion del ADN viral y en la trans-
cripcion de los genes tardios se encuentran presentes en todos los baculovirus
secuenciados hasta el momento. Los genes tempranos son transcritos por la maqui-
naria de transcripcion de la célula huésped, aunque la presencia de activadores de
transcripcion de origen viral es requetida para algunos de ellos (ver Capitulo 5). Los
genes esenciales para la replicacion del ADN estan moderadamente conservados:
ADN polimerasa (dnapol, AcB5), helicasa (hel, Ac95), lef-1 (late expression factor-1,
factor de expresion tardia-1, Ac14) y /lef-2 (AcB) codilican proteinas que presentan
entre un 22 y 32% de 1D, mientras que la proteina codificada por el gen /ef-3 (Ac67)
se encuentra mucho menos conservada (lJkel ef al,, 1999). Esta relativa baja iden-
tidad entre estas proteinas podria explicar la especificidad del proceso de replica-
cion del ADN virico. Ninguno de los genes necesarios para la estimulacion de la
replicacion en ACMNPY y BmNPV, je-2, ped8, lef-7 (Ac126) y p35 (Ac135) se halla
presente en el genoma de LAMNPYV, SeMNPV o XcGV.

Los genes necesarios para la transactivacian de la transcripcién de genes tem-
pranos, tales como el ie-1 y el me53 (Ac139), estan poco conservados, mientras
gue los implicados en la activacién de la transeripcion de genes tardios, lef 4-6 y
8-11, 39K, p47, vif-1 (Ac90, Ac99, Ac28, Acb0, Acb2, Ac53a, Ac37, Ac36, Ac40 vy
Ac77, respectivamente), estdn en general mas conservados, codificando protei-
nas gue presentan una media del 31% de ID entre los NPVs y XcGV. El gen mas
conservado de todos ellos es el /ef-8, mientras que el gen /ef-6 se halla ausente
en el genoma de XcGV (Havakawa et al., 1999).

En LAMNPV y XcGV existen otros dos genes que no estimulan la replicacion
transitoria del ADN pero que podrian estar implicados en los proceses de recom-
binacion o reparacién del ADN: el gen heficasa-2 (hel2, Ld50), que presenta simi-
litudes con una helicasa mitocondrial de levadura llamada pif1 y el gen ADN liga-
sa (dnalig, Ld22). que presenta gran similitud con la ligasa del virus de la vacuna
(Poxviridae) (PEArRsoM Y ROHRMANN, 1998: Havakawa et al, 1999; Kuzio et al,
1999).

3.2.2. Genes esiructurales

La proteina estructural mas conservada en los NPVs y los GVs es la poliedri-
na‘granulina, el mayor compaonente de los cuerpos de oclusion (con un 54% de ID
entre XcGY y AcMNPV), seguida por ODV-E66 (Ac46) y ODV-E18 (Ac143) (con
un 43 y 42% de ID, repectivamente, enire XcGV vy ACMNPV) (Havakawa ef al.,
1999). A pesar de que los viriones de los NPVs y los GVs son similares a nivel
estructural y bioguimico, diversos genes homdlogos presentan niveles bajos de
conservacion, pudiéndose observar en sus secuencias aminoacidicas inserciones
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y deleciones. Entre los genes estructurales poco conservados se encuentra la
p78/83, también llamada ORF1629 (Ac9), componente esencial de los viriones
(MiaLarp et al,, 1983) y la p10, posiblemente implicada en la morfogénesis de los
cuerpos de oclusion y en la ruptura del nicleo (Van Oers v Viak, 1997).

La GPB4 (Ac128) es una glicoproteina mayoritaria en la cubierta de los virio-
nes brotados (BV, budded virus) de AcMNPV, BmNPV y OpMNPYV, donde su fun-
cion es esencial para la propagacion de la infeccion de célula a célula y desde el
intestino del insecta al hemocele (MonsMa et al., 1996). Sorprendentemente, el
gen gp64 no se encuentra en los genomas de LAMNPVY, SeMNPY ni XcGV. Sin
embargo, en estas especies existe una ORF (Ld130, Se8 y Xe¢27) que tiene poten-
cial codificador para una proteina que podria estar realizando una funcién equiva-
lente a la de GP64, pues posee una sefal N-terminal y un dominio transmembra-
nal caracteristicos de proteinas receptoras de transmembrana (Kuzio et al., 1999;
IJKEL ef al., 1999; Havakawa ef al., 1999).

3.2.3. Otros genes

Ademas de los genes estructurales y de los implicados en la replicacion y
transcripcion del ADN, los baculovirus poseen otros genes que les permiten redu-
cir su dependencia de la célula huésped o les proporcionan alguna ventaja selec-
tiva. Aunque de alguno de ellos se desconoce su funcion exacta, estos genes pue-
den afectar a la replicacion viral dentro de la célula infectada o bien influir en la
propagacion virica a nivel del organismo. Algunos de estos genes se encuentran
muy conservados en las distintas especies, como por ejemplo el gen de la ubiqui-
tina que codifica una proteina muy abundante y conservada en todos los eucario-
tas. Su funcion principal en la célula consiste en sefalizar la degradacién de pro-
teinas por el proteosoma 26S (HOCHSTRASSER, 1996). La degradacion se sefaliza
mediante la unidn covalente de una cadena de moléculas de ubiguitina a la pro-
teina por degradar. La ubiquitina de baculovirus es la que presenta la divergencia
mas elevada respecto a la de animales (la ubiguitina de AcMNPYV y la animal com-
parten solo un 76% de sus residuos). El gen de AcMNPV es de tipo tardio y se
expresa abundantemente, lo que sugiere que tiene una funcion estructural
(GuariNo et al., 1995). Esta proteina no es esencial para la replicacién del virus y
en estudios in vitro se ha viste que activa la degradacién de proteinas en sélo un
40% del nivel alcanzado por la ubiquitina eucariota (Haas et al., 1996). En gene-
ral, la funcidn de la ubiquitina viral es poco conocida y se desconoce también a
gué proteinas se une.

E! gen superdxide dismutasa (sod, Ac31) también estd altamente conservado
en los distintos baculovirus secuenciados. La proteina SOD celular forma parte de
las defensas enzimaticas contra la toxicidad del oxigeno y se halla presente en la
mayoria de los orgahismos aerébicos. Sin embargo, la SOD de baculovirus tiene
una funcion desconocida. El gen sod de AcMNPV no es esencial, expresandose
tarde y en baja abundancia durante el proceso de infeccion (TomaLsk el al., 1991).

Muchos virus activan los procesas de suicidio celular muy al inicio del proceso
de infeccion, lo que puede tener efectos negativos para la replicacion y propaga-
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cidn del virus. Por esta razon, los baculovirus poseen genes cuyos productos estan
implicados en la inhibicion del suicidio celular, concretamente el gen p35 y los
genes iap (inhibidores de la apoptosis) (Tabla 2). La P35 es una inhibidora de pro-
teasas y sélo se ha descrito en AcCMNPV y BmNPV. Esta proteina también puede
inhibir la apoptosis en Drosophila melanogaster y Caenorhabditis elegans (Hay et
al, 1994; Sucivoto et al., 1994). En otras especies de baculovirug se ha deserito
el inhibidor de la apoptosis |IAP-3 (Op35), el cual probablemente actia en un
momento mas precoz de las rutas de apoptosis que la P35, aunque se descono-
cen los detalles de su modo de accidn (CLem ef af., 1996; CLem, 1997). El gen iap-
3 fue inicialmente descrito en Cydia pomonefla GV, CpGV, mediante estudios de
complementacion de mutantes p35 de AcMNPYV (Crook et al., 1993). La existencia
de genes /ap en especies tan distintas como baculovirus, Drosophila y humanos
(Hav et al., 1995; RoTHE et al., 1995; DUckeTT et al., 1996) sugiere que estan impli-
cados en la regulacion de la apoptosis en distintos sistemas celulares. En AcMNPV
y BmNPV también existen dos genes jap, iap-1 (Ac27) e iap-2 (Ac71), de funcion
desconocida (GRIFFITHS et al.,, 1999). Las proteinas IAP codificadas por estos genes
no pueden compensar la ausencia de P35 en células de Spodoptera frugiperda, por
lo que se cree que no pueden inhibir la apoptosis. Sin embargo, se ha propuesto
que la Ac-IAP-1 podria inhibir la apoptosis en otros tejidos celulares (Ciem et al.,
1896). Otro miembro de la familia /ap, el gen iap-4 (Op1086), fue inicialmente des-
crito en el genoma de OpMNPV, pero se trata de un gen truncado y de funcion des-
conocida (AHReNS ef al., 1997). La presencia de multiples copias de genes jap es
probablemente el resultado de procesos de duplicacion génica ocurridos a lo largo
de la evolucion de los baculovirus y/o de repetidos procesos de adquisicion de
estas secuencias.

Todos los baculovirus actualmente secuenciados poseen genes que codifican
proteinas quinasas y proteinas fosfatasas, las cuales estan implicadas en los pro-
cesos de fosforilacion y defosforilacidn de muchas proteinas. Estos mecanismos
permiten la regulacion de la actividad de una proteina a nivel postraduccional y son
muy comunes en muchos sistemas bioldgicos. Esta forma de control tiene también
una funcion importante en los procesos de infeccion de los baculovirus ya gue
muchas proteinas viricas estan fosforiladas, como por ejemplo la IE-1 (implicada
en la replicacion y transcripcion del ADN) y la proteina estructural P78/83 (VIALARD
¥ RICHARDSON, 1993; CHol ¥ GUARINO, 1995). En baculovirus se ha descrito la exis-
tencia de dos proteinas quinasas: la PK1 (Ac10), conservada en todos los baculo-
virus secuenciados hasta el momento, y la PK2 (Ac123), sélo presente en ACMNPV
y BmNPV y cuya funcion no es esencial (CHEN v THIEM, 1997). También se ha des-
crito 1a presencia de dos proteinas tirosina fosfatasas de especificidad dual, dsPTP,
que defosforilan residuos tirosina y serina/treonina. La PTP-1 se halla presente en
ACMNPY (Ac1), BmNPV y OpMNPVY, y la PTP-2 en OpMNPV (Op9) v SeMNPV.
Estas dos dsPTP pertenecen a dos subfamilias distintas y se hallan ausentes en el
genoma de LAMNPV y XcGV (Kuzio et al., 1999; Havakawa et al., 1999).

En OpMNPV, LAMNPV y SeMNPV se han descrito varios genes implicados en
el metabolismo de los nucledtidos, concretamente los que caditican las subunida-
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Tabla 2. Genes inhibidores \de Ia apoptosis en distintos baculovirus. + indica presencia y -
ausencia.

AcMNFYV BmNPY OpMNPY LAMNPY SeMNPV XeGV

p35 + + - - - -
iap-1 * + + - 5 =
lap-2 + 1 + + + -
iap-3 - = e + + +
iap-4 ~ = + - -

des grande y pequefia de la ribonucledtido reductasa (rrf, Op32 y r2, Op34) y el
gen dutpasa (Op31). La expresidn de la ribonucledtida reductasa de los virus les
permite sintetizar desoxirribonucledtidos (dNTPs), pudiendo asi replicarse en
células que na estan en divisian y que por tanto tienen inactivas las rutas de sin-
tesis de dNTPs. Sin embargo, la produccion de dUTP, producto intermedio de esla
cadena biosintética, puede ser nociva ya gque éste es mutagénice cuando se incor-
pora en el ADN. Por tanto, la dUTPasa es una enzima muy importante porque con-
vierte dUTP en dUMP. un precursor de la sintesis de dTTP gue no se produce
directamente por |a ruta de la ribonucledtido reductasa (ELLEDGE ef al., 1992). En
LdMNPV existe un segundo gen rr2 (rr2b, Ld120) que estd mas relacionado con
su homadlogo en células eucariotas (Kuzio et al.,, 1999). El gen rr2 de SeMNPV pre-
senta mas similitudes en cuanto a su localizacién en el genoma vy a la identidad
proteica con Ld-rm2b que con Op-rr2 v Ld-rr2a. También el gen dufpasa de
SeMNPV estd méas relacionado con su homdlogo en LAMNPY que con el de
OpMNPV (lJkeL ef al., 1999). Par contra, ninguno de estos genes se encuentra
presente en el genoma de AcMNPV, BmNPV o XcGV.

Los genes cathy chiA (Ac126), que codifican una cisteina-proteasa y una qui-
tinasa, respectivamente, se encuentran conservados en todos los baculovirus
actualmente secuenciados. La cuticula del insecto esta formada principalmente
por fibras de quitina envueltas en una matriz proteica, por lo que se requieren pro-
teasas y quitinasas para su destruccién. La accién conjunta de estas proteinas
permite la desintegracion de dicha cuticula, facilitando la diseminacion de los
cuerpos de oclusion (OB, acclusion bodies) (HawTtin ef al., 1995, 1997). Por tanto,
las catepsinas y las quitinasas realizan una funcién muy importante en la propa-
gacion virica a nivel del organismo vy esto se refleja en su alto grado de conser-
vacion (47 y 62% de |D, respectivamente, entre XcGY y ACMNPY) (Havakawa ef
al., 1999).

Otro gen también conservado en los NPVs y los GVs es el denominado cono-
toxin-fike (ctl, Ac3), que presenta motivos comunes con la familia de las conotoxi-
nas. Sin embargo, ct/ se halla ausente en el genoma de BmNPV y SeMNPV. Este
gen codifica un péptido pequefic, rico en cisteinas que cencretamente presenta
similitudes con las omega-conotoxinas, una familia de antagonisias de los canales
de calcio aisladas del veneno de gasterdpodos marinos del género Conus (OLIVERA
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et al., 1994). Debido a esta similitud se cree que la proteina CTL participa en la
regulacion de los niveles de calcio durante la infeccion. Actualmente se desconoce
la funcidn bioldgica de esta proteina, aunque considerando que las conotoxinas
son toxinas paralizadoras, la CTL podria estar implicada en la induccién de alguna
forma de pardlisis de los insectos infectados (ELbrinGE et al., 1992). En AcMNPV y
XeGV solo se encuentra el gen ct-1, mientras que en OpMNPV y LAMNPV existen
dos genes ctf (ct-1, Op138 y ctl-2, Op30), que codifican proteinas que presentan
un 78 y 53% de ID, respectivamente (Kuzio ef al., 1999).

El gen enhancina (vef, viral enhancing factor) también influencia la propaga-
cion del virus a nivel del organismo. La VEF es una proteina grande que facilita la
infeccion de los baculovirus mediante la disrupcion de la membrana peritréfica de
los insectos, permitiendo el acceso de los viriones a la superficie de las células
intestinales (DERKSEN Y GRANADOS, 1988; WanG Y GRANADGS, 1998). Este gen sdlo
se halla presente en LAMNPY, XcGV vy otros baculovirus cuyo genoma no ha sido
totalmente secuenciado, como son Trichoplusia ni GV, TnGV, Pseudaletia uni-
puncta GV, PuGV, o Helicoverpa armigera GY, HaGV (HasHMOTO ef al., 1991,
ROELVINK ef al., 1995). En LAMNPV existen dos genes vef (Ld65 y Ld160) y en
XcGV cuatro (X150, X152, Xc154 y Xc166), presentando bajas similitudes intra-
especificas (Havakawa et ai., 1999).

La funcion biolégica de muchos de los genes mencionados es desconocida
pero parece abvio pensar que si se hallan conservados en muchas especies es
porque aportan alguna ventaja selectiva. La comparacion del genoma de los bacu-
lovirus totalmente secuenciados puede aportar informacién indirecta sobre la fun-
cion de los genes, pues los que estan conservados en todas las especies es pro-
bable que esten implicados en procesos comunes a todos los baculovirus.

3.2.4. Genes repeiidos de baculovirus o genes bro
(baculovirus repeated ORFs)

Los genes bro representan el caso mas asombroso de genes multicopia
existente en los genomas de baculovirus (Figura 1). El nimero de copias varia
segun la especie, siendo de momento LAMNPV, con 16 genes bro, la especie con
el numero mas elevado de copias (Kuzio et al.,, 1999). En BmNPYV existen cinco
genes bro, en OpMNPV dos, en XcGV siete y en AcCMNPV sélo existe una copia
(Ac2), mientras que en SeMNPV no parece clara la existencia de ningun repre-
sentante de esta familia génica (IJkeL ef al,, 1999) (Tabla 1). A pesar de que se
han descrito genes bro en muchos baculovirus su funcién se desconoce por com-
pleto. El estudio de los cinco genes bro de BmNPY indica que todos ellos se trans-
criben temprano y que para ello se requiere la presencia de un(os) factor(es) viri-
co(s) (Kang ef al., 1999).

Los genes bro presentan grandes variaciones de tamafo (por ejemplo Ld-bro-
c. 528 pb: Xc-bro-e, 237 pb), siendo la region 5’ la que presenta el grado de con-
servacion mas elevado. Estos genes pueden dividirse en cuatro clases segun las
relaciones de las regiones més variables (Kuzio et al., 1999). Los genes mas con-
servados son Ac-bro, Bm-bro-d y Ld-bro-n los cuales codifican putativas proteinas
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Figura 1. Comparacion de la distribucion dc los genes bro y las secuencias hr en el geno-
ma de distintos baculovirus. Las flechas indican la posicién y orientacion de les genes bro.

gue presentan un 82% de ID (Kuzio et al., 1999). La comparacidén de los miembros
de esta familia génica sugiere que han tenido lugar diversos procesos de duplica-
cién génica independientemente en los distintos baculovirus (Kuzio et al., 1999;
Gowmi ef al., 1989). Los genes bro de los baculovirus no son un caso aislado de
familia multigénica en virus. Recientemente, se ha descrito también la existencia
de genes multicopia en especies de ofras familias viricas como por ejemplo en
Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus (MSEPV) (Aronso et al., 1999).

3.2.5. Las regiones homdlogas (hrs, homologous regions)

Una caracteristica interesante de todos los baculovirus secuenciados hasta el
momento es la presencia de regiones homdlogas, Ars, situadas a lo largo de todo
el genoma (Figura 1). También se ha descrito la presencia de hrs en el genoma
de ofros baculovirus como por ejemplo Choristoneura fumiferana MNPV
(CIMNPY) (XiE et al., 1995) y Anticarsia gemmatalis MNPV (AgMNPV) (GARCIA-
MaRUNIAK et al., 1996). Las hrs estdn compuestas por secuencias repetidas que
incluyen tanta repeticiones directas como secuencias palindrémicas imperfectas.
El nimero de frs varia segun la especie y no en relacion al tamafio del genoma
(Tabla 1). La mayoria de las Ars se encuentran en regiones no codificantes del
genoma y su estructura presenta variaciones en las diversas aspecies. Ror ejem-
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plo, las Ars de AcMNPV, OpMNPY v LAMNPV contienen entre 1 y 10 repeticiones
directas de una secuencia que incluye un palindrome imperfecto de 30 pb
(CocHrRAN ¥ FauiknER, 1983; PearsoN v Rollirmann, 1995; AvRes ot al., 1994,
AHRENS et al., 1997; Kuzio et al., 1999). En cambio, las firs de XcGV contienen
entre 3 y 6 repeticiones imperfectas directas de unos 120 pb, incluyendo cada una
de ellas dos secuencias altamente conservadas de 10 pb que pueden encontrar-
se en la misma orientacién o en orientaciones opuestas (Figura 2) {(Havakawa et
al., 1999).

En AcMNPV, OpMNPV v SeMNPV, las hrs actlan como origenes de replica-
cion del ADN en estudios de replicacion transitoria (PEarson et al., 1992; Kool et
al., 1995; AHRENS ef al., 1995; BROER et al., 1998). En cambio, las hrs de LAMNPV
deben estar cerca de una secuencia rica en A+Ts para poder activar la replicacidn
(PEARSON ¥ RoHRMANN, 1995). Las hrs también actian como activadores de la
transcripcion de genes tempranos mediada por la ABN polimerasa Il. Esta activa-
cion depende de la presencia de la proteina IE-1, la cual se une a las firs (LEIsY
et al., 1995; RoDEMS Y FRIESEN, 1995; PEARSON Y ROHRMANN, 1997).

Una caracteristica interesante de las fs es que la posicion de algunas de ellas
parece estar conservada en relacidn a determinados genes de baculovirus. En
concreto, la A3 de AcMNPYVY se halla adyacente a la ORF83 y en BmNPYV,
OpMNPY y LAMNPYV también se encuentra una hr adyacente a |la correspondien-
te ORF homologa a Ac83 (AHRENS ef al, 1997; Gomi et al., 1999; Kuzic et al,,
1899). Parece probable pues, que las hrs estuviesen presentes en un baculovirus
ancestral. La comparacion de las hrs indica la existencia de mas similitud intraes-
pecifica que interespecifica, de manera que muy probablemente su amplificacion
ha estado altamente relacionada con la conservacion de su funcién. Por ejemplo,
las Ars de una determinada especie podrian eslar coevolucionando a traves de su
interaccion con alguna proteina virica que se une a ellas como por ejemplo el acti-
vador de la transcripcion IE-1. El mantenimiento de las hrs en genomas diversos
apoya la idea que realizan una funcién importante en el ciclo bicldgico de los
baculovirus.

3.3. Orden de los genes de los baculovirus

La disponibilidad de la secuencia completa del genoma de diversos baculovi-
rus permite realizar comparaciones del orden relativo de los genes. Este tipo de
estudio se ha llevade a cabo entre los distintos NPVs secuenciados hasta el
momento e indica que el orden de los genes de la region central, considerando el
genoma de los baculovirus linear y con origen en el gen de la poliedrina, esta alta-
mente conservado (lJkeL et al., 1999). También se han podido distinguir distintos
grupos de genes que presentan el mismo orden en los cinco NPVs secuenciados.
La comparacion del orden de los genes entre distintos baculovirus indica que
estos genomas han sufrido inversiones, translocaciones, duplicaciones, insercio-
nes y deleciones a lo largo de la evolucién. En general, el orden de los genes esta
muy conservado en AcMNPV, BmNPY y OpMNPV pero bastante menos en
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LdMNPYV. En cambic, SeMNPV presenta una crganizacion gendémica mas particu-
lar y mas parecida a LAMNPV que a AcMNPV, EmNPV u OpMNPV (IJKEL ef al.,
1999). Esta observacidn estd en concordancia con los analisis filogenétices de
genes individuales tales como egt (Ac15) y lef-2 en los que SeMNPV s$e encuen-
tra mas proximo a LdAMNPV (CHen et al., 1997, 1999; HU et al., 1997). Asi pues, €l
orden de los genes puede utilizarse como un marcador filogenético para el estu-
dio de las relaciones ancestrales de los baculovirus.,

4. Evolucidn de los baculovirus
4.1. Adquisicion de nuevos genes

El andlisis del contenido gendmico de los baculovirus indica que estos poseen
secuencias homdlogas a genes que se encuentran en otros grupos de organismos
tales como eucariotas, procariotas y otras familias de virus, lo que sugiere la exis-
tencia de un flujo de genes entre especies filogenéticamente muy alejadas. Los
mecanismos y la frecuencia con que los baculovirus adguieren nuevos genes son
aspectos interesantes de su evolucidon, aungue se trata de procesos en general
poco conocidos. Entre los genes con un supuesto origen en el genoma del hugs-
ped se encuentra el gen egt {ecdisona UDP-glucosil transferasa) que pertenece a
la familia de las UDP-glucosil transferasas de la que se han descrito diverses
miembros en insecios (por ejemplo en Manduca sexta, THOMPSON et al., 1987).
Este gen se encuentra en un gran numero de baculavirus incluyendo representan-
tes de los dos subgrupos por o que se cree que el gen egt estaba presente en el
genoma del ancestro comin de los NPVs v los GVs (O'ReiLy, 1897). Otros ejem-
plos son el gen sod, superdxido dismutasa, y los genes igp. Un posible mecanismo
de adquisicion de nueves genes podria ser mediante la incorporacion de elemen-
tos transponibles procedentes del huésped (FRIESEN, 1993; JEHLE ef al., 1998).

Otros genes con un supuesto origen en otras familias de virus, levaduras o
bacterias se han adquirido mediante mecanismos desconocidos. Entre los genes
que probablemente proceden de otras familias viricas se encuentran el gen
estructural gpé4, relacionadc con una glicoproteina del virus Thogoto
(Orthomyxoviridae) (MoRsE et al., 1992), el gen gp37 (Ac64), homdlogo al gen
denominado spindlin de los entomopoxvirus (Poxviridae) (ViaLarp et al, 1990) y
un gen que codifica una ligasa en LAMNPV y XcGQV, que presenta similitudes con
un gen de los poxvirus (PEARsoN ¥ ROHRMANN, 1998; Havakawa ef al., 1999; Kuzio
et al., 1999). Por otro lado, en LAMNPV y XcGV se ha descrito la existencia de un
gen que codifica una helicasa que presenta similitudes con una helicasa mito-
condrial de levaduras llamada pif1 (Kuzio et al.. 1999; Havakawa et al., 1999).
También el gen vif-1 (very late factor-1) esta relacionado con una familia génica
de integrasas y resolvasas presente en levaduras y procariotas. Finalmente., otros
genes de baculovirus pueden tener su origen en procariotas como por ejemplo el
gen de la quitinasa, chiA, que presenta una elevada similitud con un gen de
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Serratia marcescens (AYRES et al., 1994; Hawtin et al., 1995). Se desconaoce
coémo les baculovirus adquirieron genes de bacterias, pero una posible fuente
podrian haber sido los simbiontes bacterianos intracelulares presentes en
muchas especies de insectos (WERReN, 1997). Por tanto, es probable que los
baculovirus hayan adqguirido genes de diversos organismos a lo largo de su his-
toria evolutiva.

4.2. Andlisis filogenético de los baculovirus

Tradicionalmente, la clasificacion de los baculovirus se ha realizado en funcién
de su morfologia y su nomenclatura se ha basado en el primer huésped del que
fueron aislados. Gracias a la creciente disponibilidad de informacién molecular,
recientemente se estan realizando mas esfuerzos para entender las relaciones filo-
genéticas y evolucion de los baculovirus. Esta informacidn podria utilizarse en el
futuro para revisar la taxonomia de este grupo. El estudio de las relaciones filoge-
neticas de los baculovirus y sus huéspedes puede contribuir al mejor entendimien-
to de las adaptacicnes bioldgicas tales como la especificidad de huésped, informa-
cién necesaria para el uso de los baculovirus como biopesticidas. Los baculovirus
s¢ encuentran en varios érdenes de insectos, especialmente lepidépteros, y tam-
bién en otros grupos de arlrépodos, como los crustaceos marinos (CoucH, 1974).
Este hecho hace suponer gue la asociacién entre los baculovirus y las invertebra-
dos es antigua, pasiblemente anterior a la colonizacion del medio terrestre por los
artropodos.

La mayoria de los analisis filogenéticos actuales incluyen principalmente bacu-
lovirus de lepiddpteros y utilizan genes individuales tales como la poliedrina/granu-
lina y la dnapol (RoHRMANN ef al., 1981; ZanoTTo et al., 1993; BuLacH et al.,, 1999).
Estos estudios corroboran la division de los baculovirus de lepiddpteros en NPVs y
GVs. Los NPVs a su vez se dividen en dos grandes grupos. El grupo | incluye entre
otros a AcMNPV, BmNPV, BmSNPYV, OpMNPV y Anticarsia gemmatalis MNPV y el
grupe Il a OpSNPV, SeMNPV, Helicoverpa zea SNPV, Mamestra brassicae MNPV,
Spodoptera frugiperda MNPV y probablemente LAMNPV (ZanoTTo ef al., 1993;
Cowan et al., 1994; BuLacH et al., 1999; Liu v Maruniak, 1999). Cabe destacar que
los tipos morfolégicos SNPV (nucleopoliedrovirus simple) y MNPV (nucleopoliedro-
virus multiple) no constituyen grupos moncfiléticos o clades (grupo que incluye
todos los descendientes de un ancestro comun). Les estudios filogenéticos indican
que el clade que comprende los GVs divergié antes de que los NPVs de lepiddp-
teros se separasen en los grupos | v Il (ZanoTTo et al., 1993). Los granulovirus, al
igual que los NPVs de lepidopteros, constituyen un grupe de virus genéticamente
muy diverso.

La comparacion de las filogenias de baculovirus con las de lepiddpteros indica
gue la historia evolutiva de los baculovirus no esta en concordancia con la organi-
zacion taxanomica del arden Lepidoptera, por lo que se ha sugerido gue algunos
linajes de virus cambiaron de grupo de lepiddpteros huéspedes posteriormente a la
diversificacion de los insectos (ZanoTTo et al,, 1993). La disponibilidad dke secuen-
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cias para un numero mas elevado de especies y el uso de més de un gen permiti-
ra realizar analisis filogenéticas mas robustos sobre la evolucion de los baculovi-
rus.
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