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

1. Introduccién

Los baculovirus poseen un elevado potencial para el control selectivo de plagas
de insectos. Ya en 1981, Ignoffo desarrollé el primer formulado bicinsecticida que
utilizo un baculovirus como materia activa para la lucha contra Helicoverpa zea en
los Estados Unidos de América. Desde entonces se han comercializado distintos
productos que utilizan cepas determinadas de baculovirus efectivas en la lucha
contra algunas plagas tantc en los ecosistemas agricolas (Moscanpi, 1999) como
en los forestales (MarTIGNONI, 1984). Entre los de mas reciente aparicion destacan
Spod-X® (KoLoony-HRscH et al, 1993), especifico para Spodoptera exigua,
Spodopterin® que actia contra varias especies del género Spodoptera,
Carpovirusine® empleado contra Carpocapsa (Cydia) pornonella, y Gemstar®, con-
tra Helicoverpa zea (MoscarDpl, 1999). Aungue los cuatro s¢ estan utilizando con
exito en distintas zonas agricolas del mundo, hasta el momento sdélo es posible el
control de un limitado nimero de especies, todas pertenecientes al orden
Lepidoptera. Sin embargo, la gran diversidad existente entre los baculovirus, per-
mite predecir que los baculovirus puedan ser empleados contra un mayor nimero
de especies plaga. Los nucleopoliedrovirus (NPVs) y granulovirus (GVs) se han
aislado de mas de 500 especies de insectos, de los cuales, aproximadamente el
80% se han aislado de insectos lepidopteros. Pero también existen cepas aisladas
de otros ordenes de insectos, como dipteros, himendpteros, tisanuros, tricopteros,
y de otras clases de artropodos, como los crustaceos. Esto se conoce como diver-
sidad interespecifica, que se ha venido definiendo por el huésped de origen de un
baculovirus desde los comienzos de la baculovirologia, cuando se ignoraba la exis-
tencia de la infeccion cruzada que existe entre muchos miembros de esta familia
viral. Asi, el NPV de Aufographa californica (AcMNPYV), es capaz de iniciar infec-
ciones productivas en mas de 50 especies distintas de lepidépteros de la familia
Noctuidae, mientras el NPV de S. exigua (SeMNPV) sdlo es infeccioso para su
huésped homdloga. Entre los GVs conocidos, la infeccion cruzada es menos fre-
cuente que entre los NPVs, pero también se produce, como ocurre con el GV de
Xestia c-nigrum (XeniGV, GoTo et al,, 1992) o Agrotis segetum (AsGV; ZETHNER,
1980). En las dltimas décadas ha habido numerosas peticiones para basar la cla-
sificacion de los baculovirus en su genotipo en lugar de en su huésped de origen
(MiLLER ¥ DAwES, 1978; SMITH ¥ SUMMERS, 1979; FEDERICI Y HicE, 1997), siendo una
cuestién que todavia queda por resaolver.

Ademas de la diversidad interespecifica, entre los baculovirus también se da la
diversidad intraespecifica. Son numeresas las especies de las que, independiente-
mente del huésped de origen, se han aislado distintas cepas virales que se distin-
guen minimamente en su genotipo, pero que pueden poseer caracteristicas feno-
tipicas que difieren significativamente. La existencia de esta diversidad ha queda-
do patente con la caracterizacion de distintos aislados geograficos de un mismo
virus, y sobre todo con las distintas variantes genotipicas presentes dentro de un
mismo aislado. El conocimiento de la diversidad natural, inter e intraespecifica, pre-
sente entre los baculovirus contribuira a establecer una mejor clasificacién de esta
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familia de virus. Pero sobre todo va a ser de especial importancia para el disefio da
bioinsecticidas, cuyas materias aclivas deberan incluir las cepas con mejor poten-
cial para su aplicacién en un determinado ecosistema.

La caracterizacion genotipica de las distintas especies (Figura 1a) o de Ios dis-
tintos genotipos (Figura 1b y 1c¢) de un baculovirus se ha venido realizando tradi-
cionalmente mediante el analisis del ADN genémico viral con endonucleasas de
restriccion (REN). Con determinadas endonucleasas, los genotipos muestran uno
o varios fragmentos de ADN de tamanfo caracteristico, son los fragmentos marca-
dores. En poblaciones heterogéneas (Figura 1c, carril 1), los marcadores de cada
genotipo aparecen como fragmentos submalares, es decir, con menor intensidad
que los fragmentos comunes a todos los genotipos, reflejando la proporcion relati-
va gue cada uno de ellos representa en la poblacion donde se encuentran. En
cambio, cuando el genotipo esta puro, no se observan fragmentos submolares y
todos los fragmentos aparecen con igual intensidad (Figura 1c, carriles 2 y 3).

Las técnicas de purificacion en placa, desarrolladas durante los afos 70, per-
mitieron el clonaje de las variantes genotipicas presentes en los aislados silvestres.
Se basan en la infeccidn de un cultivo celular con diluciones apropiadas de virio-
nes brotados (BVs) tales que se asegura que la mayoria de las pocas células que
soh inicialmente infectadas, han recibido un solo BV y replican un Gnico genotipo.
La progenie viral producida en estas células se expandira a las células vecinas ini-
ciando nuevas infecciones y formando eventualmente una placa donde todos los
virus procederan del mismo genotipo inicial. La expansion de las nuevas genera-
ciones de BVs a células mas lejanas, donde se puede estar replicando un genoti-
po distinto, se evita cubriendo el cultivo celular con una capa de agar mezclada con
fodos los nufrientes necesarios para las células, en lugar de con un volumen flui-
do. Utilizando esta técnica, Lee y Miller (1978) purificaron, a partir de un aislado sil-
vestre de AcMNPV, cinco variantes genotipicas diferentes cuyos genomas presen-
taban cambios minimos con respecto al aislado de campo. Desde entonces se han
clonado los genotipos presentes en otros aislados virales utilizando el mismo méto-
do, como los MNPVs de AgMNPV (CroiziEr ¥ RIEEIRG, 1992), Choaristoneura fumi-
ferana (CIMNPV; AriF Y DoerrLER, 1984), Halicoverpa zea (HzSNPV; CORSARO Y
FRASER, 1987), Lymantria dispar (LAMNPV; Cusack v McCarTHy, 1989),
Spodoptera frugiperda (SIMNPV; KNeLL ¥ SumvERs, 1981), Spodoptera exempta
(SpexMNPV; Brown et al., 1985), Spodoptera littoralis (SIMNPV; CHERRY Y
SummeRs, 1985; Croizier ef al., 1986), Spodoptera litura (SpitMNPV; Maepa et af.,
1990), y Pannolis flammea (PIMNPV; WeiTzmAN et al., 1992).

La falta de lineas celulares capaces de soportar la replicacion de los GVs y de
muchos NPVs, potencié el desarrollo de las técnicas de clonaje in vivo. En 1985,
Crook et al. purificaron totalmente un genotipo y parcialmente un segundo de un
aislado de campo del GV de Carpocapsa pomoneila (CpGV) infectando larvas neo-
natas con dosis muy bajas de cuerpos de oclusién (OBs; occlusion bodies) con el
fin de obtener infecciones originarias de un Unico OB. Posteriormente, Smith y
Crook (1988) clonaron y construyeron el mapa de restriccion de ocho genotipos
distintos de un aislado silvestre del GV de Artogeia rapae (ArGV). Asi mismo,
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Figura 1. (a) Perfiles de restriccion con Bgill (carriles 1-3)y Pstl (carriles 5-7) del ADN gené-
mico de SIMNPV (carriles 1y 5), SeMNPV (carriles 2 y 6) y SIMNPYV (carriles 3 y 7). En el
carril cuatro se incluyen los marcadores de peso molecular en kb. (b) Perfiles de restriccion
con Byl de 4 aislades geograficos del SeMNPV recolectados en Estados Unidos (carril 1),
Tailandia (carril 2) Azuaga, Espafia (carril 3) y El Ejido, Espafia (carril 4). A la izquierda de la
fotografia se incluyen los marcadares de peso malecular. (¢) Perfiles de restriccién con Xkal
del aislado silvestre de SeMNPV de Almeria, Espaiia (Se-8P2, carril 1), y de dos de sus
variantes genolipicas purificadas mediante clonaje in vivo, SP2A (carril 2) y SP2B (carril 3).
La flecha sefala los fragmentos marcadores.

demostraron la posibilidad de aplicar la misma metodologia a los MNPVs. Para ello
infectaron larvas de primer estadio con dosis muy bajas de OBs, en torno a la dosis
que mata al 10% de las larvas tratadas (DL4g), de forma que solo o mayoritaria-
mente fuera uno el genoctipo responsable de la infeccién de todo el organismo.
Manipularon varios cientos de larvas neonatas y requiricron pases adicionales de
la progenie en larvas de estadios mds avanzados, para su posterior caracteriza-
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cion. Una modificacién de este método fue publicado por Mufioz et al. en 1998 (ver
Figura 5 del capitulo 14). Para el clonaje de las siete variantes de SeMNPV, utili-
zaron diluciones de la hemolinfa de larvas infectadas entre 48 y 72 horas antes. Es
esta hemoalinfa, donde se encuentran mayoritariamente BVs, la que se diluye apro-
piadamente para infectar per os un elevado nimero de larvas del cuarto estadio,
que pudieron ser analizadas individualmente. En definitiva, el clonaje de genotipas,
tanto mediante técnicas in vitro o in vivo, ha revelado la gran heterogeneidad geno-
tipica existente en los aislados silvestres de los baculovirus. Su significado bioldgi-
co, en cuanto a diferencias en |a infectividad o virulencia, es objeto de estudio en
la actualidad.

2. Diversidad genética

La plasticidad gendmica es caracteristica de todos los sistemas biclégicos,
siendo mas patente en el caso de los virus, que tienen periodos de generacion mas
cortos y una mayor progenie en cada ciclo de replicacion o pase. A pesar del grado
de fiahilidad inherente al proceso de replicacion de los genomas de ADN, se pro-
ducen continuamente variaciones en su secuencia de nucledtidos (mutaciones
puntuales). Ademas, debido a la recombinacién hay una determinada probabilidad
de variabilidad gendmica en cada ciclo de replicacion, manifestandose en ¢l ADN
viral como deleciones, reagrupaciones, inversiones, repeticiones y adquisicién de
ADN del huésped o de organismos gue se encuentren en él. La existencia de estas
alteraciones genomicas entre los baculovirus ha quedado demostrada por la pre-
sencia de las variantes genotipicas, detectadas por analisis REN en muchos aisla-
dos naturales de baculovirus.

Parece ser que existen algunas regiones genomicas mas susceptibles a la
variabilidad. La secuenciacion del genoma total del SNPV de Helicoverpa armige-
ra, que se ha conseguido mediante la técnica del shotgun a partir de un ADN molde
extraido de un genotipo clonado in vivo, ha revelado la existencia de alrededor de
100 puntos calientes de microheterogeneidad (J. VLak, comunicacion persanal).
Aunque se hubiera partido del ADN obtenido a partir de un genotipo purificado,
durante la replicacion del genoma viral se producen mutaciones en su secuencia,
obteniéndose siempre una progenie que no es genéticamente idéntica a su ADN
parental. Las regiones homologas (hrs) con una gran tendencia a sufrir reorgani-
zaciones, son un ejemplo de zonas donde se produce una alta frecuencia de muta-
ciones. Estan formadas por secuencias de ADN repetidas un cierto nimero de
veces, lo que podria facilitar la recombinacion interna, dando lugar a nuevos geno-
tipos con distinto nimero de repeticiones (MaJsma et al., 1993). Garcia-Maruniak et
al. (1996) fueron los primeros en observar variaciones en el ndmero de repeticio-
nes de una de las hrs del genoma de Anticarsia gemmatalis (AgMNPV), entre dos
genotipos pertenecientes a dos aislados de este virus. Asi mismo, los cuatro geno-
tipos purificados de una cepa espafiola del SeMNPV se distinguen en sl ndmero de
repeticiones que forman parte de la hr1 (Munoz et al., 1999). Las hrs juegan un
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importante papel en la regulacién de la transcripcion viral, y muy probablemente
también en la replicacion del ADN (ver Capitulo 5), y cualquier variacion en estas
regiones podria producir cambics importantes a nivel fenotipico. Por otra parte, en
el SNPV de Helicoverpa zea (HzSNPV) se ha detectado una region repetida con
tripletes ricos en Ay T (rich A and T, repeat region, RAT) dentro de la pauta de lec-
tura abierta (ORF, open reading frame) HOAR. Esta region podria constituir otra
zona caliente de variabilidad pues el analisis de cuatro aislados de Helicoverpa sp.
confirmé una alta incidencia de mutacion en esta region (LE et al., 1997).

2.1. Deleciones

Las deleciones gue ocurren en las poblaciones naturales de NPVs son, por lo
general, de fragmentos del genoma pequenos y determinados y no afectan a su
capacidad de replicacion. Por ejemplo, tres de las variantes genotipicas aisladas
de una cepa de ArGV tienen en comiin una delecién de 80 bp en la misma regién
gendmica (SMITH ¥ Cnook, 1988), y de forma similar ocurre con algunas de las
variantes genotipicas del MNPV de AgMNPV (CroizEr Yy RiBERO, 1992), de
AcMNPV (Lee v MILLER, 1978) o de SeMNPYV (Munoz et al., 1999). En el caso de la
variante genatipica US2D de la cepa del SeMNPV aislada en Florida, la delecion
genémica es algo mayor, de 2.5 kbp respecto a la variante tipo, pero la ausencia
de este fragmento no le impide la replicacion auténoma (Mufioz et al., 1998) por no
afectar a genes esenciales para la replicacion viral. Lo mismo ocurre con los geno-
tipos que carecen del egty que se encuentran en el aislado silvestre de California
del SeMNPYV (J. VLak, comunicacion personal).

Las deleciones también pueden afectar a regiones gendmicas mucho mayores.
En la progenie viral generada después de varios pases sucesivos in vitro del
AcMNPYV, se han identificado genotipos mutantes con deleciones de hasta el 50%
del contenido génica (CroiZIER ef al., 1985; Cusack Y McCarTHY, 19893; HELDENS &t
al., 1996; KooL ef al.,, 1991; KreLL, 1996; Lee ¥ KreLL, 1992 y 1994). Estos mutan-
tes se han denominado particulas defectivas interferentes (defective interfering par-
ticles, DIPs), y su replicacion es dependiente de la presencia de genotipos intactos
en la misma célula ya que las deleciones involucran genes esenciales para la repli-
cacion auténoma del virus. Al final del proceso de produccion, los DIPs, que se
replican mas rapidamente por tener un genoma mas pequeno, suelen ser mas
abundantes que los genotipas intactos y la progenie resulta ser una mezcla de virus
competentes y DIPs pardsitos con una actividad insecticida muy reducida (Kool et
al., 1991). Su generacién esta probablemente provacada por el propio ambiente,
en condiciones en las que la probabilidad de co-infecciaon de una célula por varios
virus es elevada (multiplicicad de infeccion, moi, alta) y donde los virus no tienen
necesidad de expresar todo su potencial génico, limitindose a mantener unica-
mente los elementos mas esenciales para su replicacion. Ademas de en AcCMNPY,
también se han descrito mutantes defectivos en SeMNPV, con la diferencia que
éstos se seleccionan despugs de un Unico pase in vitro (HELDENS &t al., 1998).

Recientemente se ha demostrade que también existen génotipos con grandes
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deleciones en algunas poblaciones naturales de baculovirus. En concreto, una
cepa silvestre del SeMNPV aislada en Florida posee dos genotipos defectivos con
deleciones del 14 y 21% del contenido génico respectivamente en relacién al geno-
tipo mas abundante (Mutoz et al., 1998). Come ocurre con los DIPs, estos mutan-
tes deletados deben ser complementados por genotipos intactos mientras se repli-
can, y actian como genotipos parasitos reduciendo la patagenicidad de las pobla-
ciones donde estan presentes. El mismo fendmeno se ha observado recientemen-
te en otro aislado geografico del SeMNPYV, en el que esta presente un mutante con
una delecion afectando al 32% del genoma viral (K. ZMMERMANN, comunicacion
personal). A diferencia de lo que ocurre con los DIPs, cuyo genoma va acortando-
se gradualmente conforme aumenta el ndimero de pases, los mutantes deletados
haturales tienen un genoma de tamafic estable y no parece que el nimero de
pases en larvas lo haga disminuir. La supervivencia de estos mutantes en las
poblaciones naturales podria explicarse por la existencia de cuerpos de oclusién
conteniendo multiples viriones, como ocurre can los NPVs. Los genctipos no via-
bles se pueden co-ocluir junio con los genotipos intactos gue les complementan y
mediante co-infeccidn y co-replicacion pueden propagarse y sobrevivir en condi-
ciones naturales (JeHLg, 1996). El significado ecolégico de las variantes parasitas
en las poblaciones naturales de los baculovirus no estéa claro todavia.

2.2. Transposiciones

Los transposones son elementos genéticos méviles que se encuentran presen-
tes en los genomas eucariotas, procariotas y virales. La gran homologia observa-
da entre algunos de los genes de los baculovirus (egt, sod) y los genomas de los
insectos sugiere que alguno de estos virus ha podido adquirir, durante su evolu-
cion, genes del huésped a través de mecanismos de transposicién (PoscE v
RoHrMANN, 1997).

Los primeros fendmenos de transposicion en los genomas de los baculovirus se
observaren al analizar la progenie viral obtenida de infeciones seriadas /n vitro.
Fraser ef al. (1985) encontraron mutantes de AcMNPY y GmMNPYV con inserciones
derivadas del genoma de las células huésped. Se localizaban en regiones particu-
lares del genoma viral y daban lugar a un fenotipo de pocos poliedros denominado
FF (few polyhedra phenotype; FP). Posteriormente se han identificado en AcMNPV
y SIMNPV genolipas mutantes con ctros elementos transponibles, siempre deriva-
dos del pase miuliple en cultivo celular (MILLER ¥ MILLER 1982; FRIESEN ¥ NISSEN,
1990), y que también ariginaban el fenotipo FP. Todos estos mutantes se caracte-
rizaban por una baja produccién de CBs por célula en relacion con la que se da en
los genotipos salvajes, una mejora en la propagacién en cultivo celular por el
aumento en la produccidén de BVs en detrimento de los viriones ocluidos (ODVs) y
una reducida infectividad en larvas, consecuencia de una oclusion deficiente. La
mayoria de estos transposones se encontraron insertados en una region concreta
del genoma de los baculovirus, afectando al gen viral tardio p25 (ORF AcB1), que
actua incrementando la sintesis y localizacidn nuclear de la poliedrina y parece
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tener un papel regulador en el cambio que se produce de BVs a ODVs. Este fené-
meno podria favorecer la replicacion de estos mutantes respecto al genotipo sil-
vestre en las condiciones de replicacidn en cultive celular, resultando en un aumen-
to de la produccion de BVs.

El escape de transposones del huésped a los baculovirus no sdlo se produce
en las condiciones de crecimiento artificial del cultivo in vitro, también se ha obser-
vado durante la infeccion de granulovirus en larvas. En sus experimentos, encami-
nados originalmente a la busqueda de recombinantes entre dos granulovirus de
Carpocapsa pomonelfa (CpGV) y Cryptophlebia leucotreta (CIGV), Jehle et al.
(1895) coinfectaron larvas de C. feucotreta per os con una mezcla de ambos virus.
Los genotipos originados en la progenie viral de estas infecciones mixtas se aisla-
ron mediante clonaje in vivo y se caracterizaron con endonucleasas de restriccion.
De los 194 genotipos clonados in vivo, se identificaron dos mutantes de CpGV con
sendas inserciones producidas ambas por un elemento transponible de tipo 1. En
un mutante, el transposon procedia del genoma de C. leucotreta y en otro del de
C. pomonelia, y en ambas ocasiones la transposicidn no tuvo efectos observables
a nivel morfolégico o bioldgico pues se habia producido en regiones no cedifican-
tes del genoma (JEHLE et al. 1995 y 1998). Sin embargo, estudios recientes de com-
peticion entre los virus silvestres y los que llevan estas transposiciones, indican que
los dliimos tienen alguna ventaja replicativa sobre los primeros (ARENDS Y JEHLE,
2000). Es posible que las inserciones por transposones del huésped ocurran con
frecuencia en diferentes lugares del genoma pero en ocasiones puede llegar a ser
muy dificil identificarlas por la ausencia de efectos fenotipicos tan claros como el
FP.

La transposicion puede conducir a la destruccion de algunos genes de baculo-
virus, pero s posible que también pueda constituir un mecanismo implicadoe en la
regulacion de la expresion viral de genes y en la transeripcion (BEAMES ¥ SUMMERS,
1890; FRIESEN v NissFN, 1990; ScHETTER et al., 1990; JEHLE et al., 1995).

Por ultimo. el alto grado de homologia entre ciertos genes de los baculovirus y
genes de bacterias parasitas de insectos, como ocurre con el chifA, sugiere la exis-
tencia de un flujo de genes entre ambos tipos de organismos (HawTin ef al., 1995).

2.3. Recombinacicon

La recombinacion puede que sea uno de los mecanismos mas importantes en
el fenémeno de la especiacion en los baculovirus. La presencia de distintos grupos
de genes en las diferentes especies de baculovirus, cuyos genomas representan
en conjunto un rico reservorio de genes, sugiere la recombinacion como el meca-
nismo que permite compartirlos. La alta frecuencia relativa de recombinantes que
se obtienen in vivo, calculada en 6.6% (MERRYWEATHER et al., 1994), y sobre todo
in vitro (GRoIZIER ¥ RiBEIRC, 1992), apoya esta idea.

Se han identificado virus recombinantes entre genotipos estrechamente relacio-
nados tanto en aislados de campo coma en la progenie de infecciones mixtas.
Croizier y Ribeiro (1992) clonaron 13 variantes genotipicas de un aislado silvestre
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del AgMNPV que difieren en algunos de los cinco marcadores moleculares que los
distinguen. La co-infeccién in vitro con distintos pares de los genotipos clonados
produjo progenies virales con abundancia de genotipos nuevos resultantes de la
recombinacion entre los dos parentales. En estas co-infecciones, la tasa de recom-
binantes aumentaba conforme se incrementaba la moi (nimero de viriones por
célula), es decir, el nimero de células co-infectadas. También se han obtenido
recombinantes in vivo. Las coinfecciones de larvas de Galleria meilonella median-
te inyeccion con viriones brotados de AcMNPV y el NPV de G. mellonella
(GmMNPY), que hoy se considera una variante genotipica de ACMNPV (BLiSSARD
et al., 1999), dan lugar a una progenie viral mezcla entre virus parentales y recom-
binantes (CRoIZIER et al., 1980).

Los fendmenos de recombinacién sen, con seguridad, mucho mas frecuentes
que lo que nos es posible detectar. Es muy probable que la seleccion natural y la
existencia de una inhibicion directa entre virus impida en muchas ocasiones la
expresion de virus recombinantes ya formados. Croizier et al. (1988) observaron
que la progenie viral de larvas de Rachiplousia ou infectadas con ACMNPVY y el
NPV de R. ou (RoNPV), ambos capaces de multiplicarse separadamente en larvas,
esta formada unicamente por AcMNPV. Para entender mejor este fendmeno
cotransfectaron las larvas con el ADN intacto de RoMNPY, que llamaron virus
receptor, y el ADN fragmentado de AcMNPYV, o virus donante. Bajo estas condicio-
nes, sélo la presencia de genomas parentales intactos o recombinantes permitia el
establecimiento de una infeccion y de hecho, en sus experiencias, la progenie viral
estuvo formada por un 100% de recombinantes. La eliminacion del virus receptor
pudo deberse a interferencias durante su multiplicacién, por parte de genes o pro-
ductos génicos del donante, antes de producirse la recombinacion. Es posible que
la insercion de genes del donante bien adaptado a R. ou confiera una ventaja
selectiva a los virus recombinantes.

Desde un punto de vista practico, la recombinacion entre los ADNs virales de
AcMNPVY y del nucleopoliedrovirus de Bombyx mori (BmNPV), en el locus de la
helicasa, es mas interesante, pues produce una progenie viral con un espectro de
huéspedes ampliado respecto a cada uno de los parentales tomados individual-
mente (CRoIZIFR ef al., 1994; KonDO Y MAEDA, 1991; MaeDa et al., 1993).

También se han detectado recombinantes originados en larvas infectadas per
0s simultineamente con cepas distintas del SeMNPV en proporcidn 1:1. Los
recomhinantes se cbservaron en 4 de las @ larvas co-infectadas junto con los
parentales v, en algunos casos, después de varios pases sucesivos en larvas, 10s
primeros reemplazaron a los segundos (Muloz el al, 1997). Probablemente,
durante el proceso de coinfeccion se originaron una gran variedad de virus recom-
binantes, pero la gran presién selectiva a la que estuvieron sometidos sdlo permi-
tio la supervivencia de aquellos con ventajas selectivas sobre el resto de genotipos
presentes en la poblacion constituyente de la progenie viral.

En general, los NPVs con espectros de huéspedes solapados, estan mas estré-
chamente relacionados y es mas probhable que entre ellos ocurra un intercambio
geneético. Podria ser el caso de los virus infectivos para especies del género
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Spodeptera, que comparten una gran homologia genémica (KisLey, 1985) y tienen
espectros de huéspedes solapados (MaeDA et al., 1990). De hechg, se han cbteni-
do virus recombinantes de las cotransfeccianes en larvas con [os genomas del
MNPV de Spodoptera littoralis (SpliMNPY) y del MNPV de Spodoptera litura
(SpltNPV; G. Croizier, comunicacién personal).

3. Diversidad fenotipica

Algunos cambios genoémicos gque se producen en el ADN viral son silenciosos y
no les confieren ninguna ventaja ni desventaja selectiva (AnDRews et al,, 1980),
mientras otros conllevan cambios en su fenotipo. Sin embargo, las consecuencias
en la actividad biolégica derivadas de |a heterogeneidad genstica no han recibido
mucha atencidn y excepto genes como los que codifican la EGT, asociada a la velo-
cidad de accion (O RelLLY ¥ MILLER, 1891), la helicasa (CroizIER ef al., 1994) o el
HRF-1 (THIEMM et al., 1996), asociados al espéctro de huéspedes, v la catepsina y
la quitinasa (HawTin et al., 1995), esenciales para la destruccion del tegumento de
las larvas, todavia son pocos los casos en los que se ha establecido una relacion
directa gen-actividad bioclogica.

Los factores que influyen mas profundamente en la interaccién virus-huésped
en campo san la patogenicidad, que expresa la cantidad de inéculo viral letal para
el insecto, la velocidad de accidn, el espectro de huéspedes y la produccion de OBs
por larva. Tedos ellos pueden determinarse mediante bioensayos para evaluar la
actividad biolégica de los baculovirus, aungue también se ha prestado atencion a
la capacidad de liberar los OBs del interior de las larvas muertas, al peso que
alcanzan éstas cuando estan infectadas (Muroz et al., 2000), o a la fecundidad y
fertilidad de individuos que han estado en contacto con el virus pero han sobrevivi-
do a la infeccidn (PeReLLE ¥ HARPER, 1986). La mayoria de los estudios de activi-
dad bioldgica sc¢ han llevado a cabo con aislados de campo, formados por mezclas
de genotipos distintas, pero en los (ltimos afios se esta tendiendo a evaluar la acti-
vidad biologica de genotipos purificados con el fin de seleccionar aquellos con
mejor potencial bioinsecticida. Sin embargo, el que los genatipos minoritarios no
sean eliminados parece indicar que la heterogeneidad es importante para la super-
vivencia del virus y sugiere que los aisladas de campo, de poblacién heterogénea,
son también modelos muy validos para estudiar la actividad biologica.

3.1. Patogenicidad

La adquisicion de una dosis efectiva es un factor critico para el éxito de cual-
quier insecticida. En los insecticidas quimicos que actian por contacto, por gjem-
plo, ésta se consigue cuando el insecto se mueve por la superficie vegetal tratada.
En cambio, la dosis efectiva de un baculovirus sdlo se consigue cuando el insecto
ingiere una cantidad de virus suficiente para iniciar una infeccidn sistémica (BLACK
et al., 1997). Este es un proceso complejo que esta afectado por factores externos
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(entre ellos la climatologia o |a radiacion ultravioleta) que afectan a la estabilidad
del virus, a su distribucion espacial, etc., pero sobre todo por factores intrinsecos
al sistena virus-insecto. El estado de desarrollo del insecto, por ejemplo, influye de
manera determinante, y por regla general, conforme avanza el desarrollo larvario,
se incrementa mucho la dosis efectiva (BRIESE, 1986, ALy Y Young, 1991;
EscriBano et al., 1999). En cuanto al virus, para el desarrollo de un bioinsecticida
es muy importante no solo seleccionar el virus mas adecuado para cada plaga
(Tabla 1), sino la variante genotipica que mejores resultados produce.

AcMNPV fue el primer baculovirus del que se aislaron variantes genotipicas
puras que posteriormente pudieron compararse en términos de DLs, (ANDREWS et
al., 1980). El clonaje no disminuyd ni aumentd la patogenicidad de las variantes ya
que los valores de la DLgy de la cepa silvestre y de sus 5 genotipos, oscilantes
entre 10 y 21 OBs por larva neonata, no fueron significativamente distintos entre
las 6 mueslras. Resultados similares se obtuvieron al comparar la DLgq de la cepa
silvestre AcCMNPV-13 con tres variantes obtenidas por purificacion en placa, aun-
que en este caso el genotipo AcMNPV-S1 resultd ser significativamente menos
patogenico que la cepa silvestre (VaiL ef al., 1982). Sin embargo, existen poblacio-
nes de baculovirus donde si se ha demostrado la existencia de genotipos con dife-
rente grado de patogenicidad. La severa reduccion en eficacia de los aislados vira-
les de AgMNPYV utilizados para el control de A. gematalis en distintas zonas de
Brasil, hace sospechar de la presencia de genomas con baja infectividad en los ais-
lados naturales del AQMNPV. Ribeiro et al. (1997) analizaron la composicién geno-
tipica de la cepa AgMNPV-Ds, utilizada en los tratamientos. Se trataba de un ais-

Tabla 1. Patogenicidad expresada en valores de DLy, de los genotipos Se-SP2A de
SeMNPV, 51-M2 de SIMNPY y Sf-2 de SIMNPV para larvas en estadio L, de S. exigua, S.
littoralis y S. frugiperda. Se indican los limites de confianza al 95% y la potencia respecto a
la DLy de SI-M2 en S. frugiperda y de SI-2 para S. lfiftoralis, y sus respectivos limites de con-
fianza al 95%.

Virus Huésped DLsq Potencia Lim. Confianza 95%

OB/L, Inf. Sup.

Se-SP2A S. exigua 38 = - -
SI-M2 5. exigua 21.8 11567 6384 20830
S. littoralis 56.2 4486 2447 7769

S. frugiperda 2.5 % 109 1 -

Sf-2 S. exigua 157 30676 13683 73000

S. littoralis 2.9x 108 1 - -
S. frugiperda 1554 1927 891 4259
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lado heterogéneo formado por 10 variantes genotipicas con diferente capacidad
para replicarse y matar a su huésped de origen, A. gemmatalis, y a su huésped
alternativo, Diatrea saccharalis. En base a los valores de las DLz, se pudieron dis-
tinguir tres grupos de variantes con distintos grados de patogenicidad en A. gem-
matalis, y el mismo patron de variacién se observé en D. saccharalis, aunque en
este huésped la infectividad ebservada fue en general mucho menor (Riseiro et al.,
1997). En otro estudio mas reciente se compararon los valores de la DLz, de los
genotipos del aislado silvestre obtenide en 1979 de AgMNPV (AgMNPV-'79), que
resultd ser una mezcla de seis variantes genotipicas distintas, y de la preparacion
comercial 1985 (AgMNPV-'85), formada por once genotipos (MARUNIAK et al., 19399).
Los genotipos de AQMNPV-"85 mostraron mayor heterogeneidad y nueves marca-
dores en comparacion con el AQMNPV-"79 y presentaron diferencias significativas
en cuanto a su patogenicidad para las lineas celulares de S. frugiperda y A. gem-
matalis.

La heterogeneidad genotipica y sus consecuencias en la actividad biolégica han
sido ampliamente estudiadas en SeMNPV. Caballero et al. (1992) compararon la
patogeniciad de cuatro aislados silvestres procedentes de Tailandia, California
(USA), Almeria y Badajoz (ambos espanoles). Los valores de sus respectivas DLsq
no difirieron mucho entre si a excepcion del de la cepa de Badajoz, que fue signi-
ficativamente mayor (casi cuatro veces) que el de la cepa con menor DLsg,. En un
estudio similar entre cuatro cepas japonesas silvestres, una cepa tailandesa tam-
bién silvestre y una variante genotipica purificada en placa y procedente de uno de
los aislados de campo de Japon, ésta Ultima no dio un valor significativamente dis-
tinto del de la cepa silvestre de procedencia, pero si se encontraron diferencias sig-
nificativas entre algunos de los aislados de campo, que en un caso llegaron a ser
de hasta siete veces (HARA et al., 1995). También se observaron diferencias signi-
ficativas en la patagenicidad de cuatro variantes genotipicas presentes en el aisla-
do de campo SeMNPV-SP2 y purificadas in vivo (Muroz et al., 1999). En otra cepa
de este mismo virus aislada en Florida (SeMNPV-US2), y que constituye la mate-
ria activa del insecticida comercial Spod-X, se detectd la presencia de siete varian-
tes genctipicas distintas (MuRoz et al. 1998). Dos de ellas, que no han podido ser
purificadas in vivo, contenian grandes deleciones que les impiden la multiplicacion
autonoma y que les convierten en variantes pardsitas de la poblacién viral ya que
hacen disminuir su patogenicidad global. De las variantes restantes, dos mostraron
una insercion y una delecién respectivamente en su genoma respecto a la varian-
te tipo, y no dieron resultados significativamente distintos en cuanta a patogenici-
dad, pero si diferian en otros pardmetros de actividad bioldgica (Munoz et al.,
2000).

Las mayores variaciones de patogenicidad entre aislados geogréficos se han
detectado en el NPV de Lymanitria dispar (LAVMINPV) (MAGNOLER, 1970; SHaPIro et
al., 1984). Pero aunque las diferencias de actividad biolégica entre aislados han
estado bien documentadas, hasta 1991 no habia datos de la variabilidad intrinse-
ca de un aislado determinado. Fueron Shapiro y Robertson (1991) quienes com-
pararon la actividad bioldgica de varias muestras obtenidas de tres aislados distin-

106



Diversidad natural de los baculovirus

tos de LAMNPYV observando variaciones en actividad biolégica del orden de 15, 20
y 17.5 veces entre sus muestras. De los tres aislados, el Abington, con los valores
mas bajos de DLg, fue 102 veces mas patogénico que el de mayor DLg,, revelan-
do un buen potencial para su uso en programas de lucha contra plagas. La purifi-
cacion in vitro de 17 genotipos de la cepa Abington de LAMNPV y su posterior
caracterizacion en términos de DLgy mostré a su vez grandes diferencias entre las
variantes genotipicas.

Del NPV de Helicoverpa armigera (HaMNPV) se han aislado cepas silvestres en
diferentes regiones geograficas. Algunos de estos aislados han mostrado diferen-
cias significativas en cuanto a patogenicidad. Por gjemplo, el estudio mas recients,
donde se comparan las DLy, de dos aislados espafioles y un aislado ruso, revela
que el valor de la DLgg de uno de los aislados espafioles es seis veces menor que
el de la cepa rusa (FIGUEIREDO ef al., 1999).

Sobre PIMNPV también se han publicado estudios similares. Se compararon los
valores de las DLz de dos variantes genctipicas aisladas de una cepa silvestre del
PIMNPV en el huésped heterdlogo Mamestra brassicae (WETzmMaN et al.,, 1992).
Aungue las diferencias no eran tan grandes como se esperaba, la variante
PIMNPV-A mostrd valores mas bajos de DLgg que la variante PIMNPV-B. Esto
puede explicar la mayor abundancia de la primera respecto a la segunda en la pro-
genie viral que se obtiene al multiplicar el aislado silvestre en este huésped, cuan-
do ocurre lo contrario en su huésped homoélogo. En un estudio més reciente se han
comparado cuatro de los 24 genotipos que componen un aislado silvestre de
PIMNPV, observandose diferencias significativas entre ellos (Hobason et al., 2000).

Recientemente se ha publicado un estudio encaminado a seleccionar un
nucleopoliedrovirus para el control de Spodoptera frugiperda en México y
Honduras (EscriBano et al., 1999). En el mismo se compararon cuatro cepas de
NPV, aisladas de larvas de Spodoptera frugiperda infectadas, procedentes de
Estados Unidos, Nicaragua y Argentina. Los resultados de los bioensayos mos-
traron que el aislado de Nicaragua y el de Estados Unidos tenian los mejores
valores de patogenicidad sobre larvas de segundo estadio de Spodoptera frugi-
perda procedentes de una colania hondurefa.

Todas estas diferencias que se producen en la patogenicidad entre distintos
genotipos de un mismo virus sefalan la importancia de realizar un andlisis previo
de las distintas cepas de un determinado baculovirus antes de disefar un bigin-
secticida. Sin embargo, también es impertante anotar que distintas poblaciones del
huésped, recolectadas en distintas regiones, difieren con frecuencia en su suscep-
tibilidad al virus (Briese Y MENDE, 1981; Fuxa, 1987), lo que hace necesaria la expe-
rimentacion en campo bajo las condiciones donde se quicre aplicar una determi-
nada materia activa.

3.2. Velocidad de accion

Una de las mayores desventajas de los baculovirus es el tiempo que tardan en
matar a sus huespedes. Aungue existen baculovirus cuyos valores de tigmpo letal
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medio (TLgp) estan entornc a los 3-4 dias, como es el caso del SeMNPV
(CaBaLLERO et al., 1992), en otros, entre los que se encuentran algunos aislados de
LdMNPYV, éstos alcanzan las 3 semanas, lo que los hace inviables como biocinsec-
ticidas. Sin duda, la velocidad de accién es la propiedad de los baculovirus que ha
recibido mayor atencion por parte de la comunidad cientifica, que mediante la inge-
nieria genética intenta construir baculovirus recombinantes mas rapidos desde
finales de la década de los 80, bien mediante la delecion de genes como el egt
(O'ReLLy ¥ MiLLer, 1991), por la insercion de genes que regulan aspectos clave de
la fisiologia (MaEepa, 1989) o el desarrollo (Hamvock et al., 1990) de los insectos, o
bien insertando genes gue codifican foxinas especificas de insectos (CARBONELL &f
al., 1988; STEWART ef af., 1991; Harrison ¥ Bonning, 2000, entre otros, ver capitu-
lo 8). Sin embargo, datos recientes revelan la existencia de variantes con diferen-
te velocidad de accion dentro de los aislados silvestres de los baculovirus. Entre
ellos se cuentan los genotipos purificados de la cepa Abington del LAMNPYV, que
muestran una variacion de sus valores de TLgy de entre 9.8 y 18.7 dias para larvas
de L. dispar de segundo estadio (Tabla 2) (Lynn ef al., 1993). En SeMNPV se han
purificado genotipos de distintos aislados con diferentes valores de velocidad de
accion. Los que estan presentes en la cepa de Flarida del SeMNPV muestran valo-
res de Tlg, oscilantes entre 94 y 116 horas para larvas de S. exigua de segundo
estadio (Mufoz ef al., 2000). Entre ellos, el genotipo denominado US2D no séla fue
el mas lento, sino que parecia desaparecer a lo largo de sucesivos pases en lar-
vas infectadas inicialmente con una mezcla en proporciones iguales de tres geno-
tipos, a pesar de producir la mayor cantidad de progenie viral. Probablemente, los

Tabla 2. Velocidad de accion expresada cn valores de tiempo medio para morir (MTD) de
los genotipos Se-SP2A de SeMNPY, SI-M2 de SIMNPV y Sf-2 de STMNPV para larvas en
estadio L, de S. exigua, S. littoraiis y S. frugiperda. Se indican las dosis de OBs/larva sumi-
nistradas y el porcentaje de mortalidad obtenido para esas dosis.

Virus Huésped Dosis OBs/larva % Mort. MTD (h) = EE (LC 95%)
Se-SP2A S.exigua 27 67.0 81.5£2 .21
Sl-M2 S. exigua 234 67.1 169.0+3.8
S. tittoralis 148 69.9 175.7+3.2
S. frugiperda 8.6x108 67.1 112.2+7.0
5f-2 S. exigua 990 61.3 200.3+7.5
5. littoralis 6.6x10° 57.4 348.318.6
S. frugiperda 3511 54.7 89.6+3.4
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genotipos mas répidos pueden complstar antes su ciclo de infeccion, generan par-
ticulas virales que inician infecciones nuevas en otros tejidos y desplazan al geno-
tipo mas lento, que no representa mas del 3% de la poblacién viral en el aislado sil-
vestre del que se purificé (Muroz et al., 1998). En el aislado de California se han
detectado genotipos naturales sin egt que probablemente tengan incrementada su
velocidad de accidn respecto al resto de los genoctipos presentas en el mismo ais-
lado (J. VLAK, comunicacion personal), tal y come ocurre con los recombinantes de
AcMNPV sin egt generados mediante ingenieria genética. Estos recombinantes no
solo han demostrado ser hasta un 30% mas rapidos que los genotipos silvestres
de los que proceden (O’ReiLLy ¥ MiLLer. 1991), sino que ademas se ha observado
que el dano producido por larvas infectadas con estos virus puede reducirse hasta
en un 60% en algunos casos (TREACY ef al., 1997).

3.3. Espectro de huéspedes

Un factor importante a tener en cuenta ¢n los baculovirus es conocer como se
acopla el espectro de huéspedes de un virus al complejo de plagas existente en un
cultivo determinado (Tabla 3). En algunos virus, como LdMNPV o SeMNPV, el
espectro de huéspedes esta confinado a una sola especie o a un reducido grupo
de especies estrechamente relacionadas entre si. El caso opuesto lo prolagonizan
AcMNPYV vy sus variantes genolipicas (AnfaNPV, GmNPV, RoMNPY, HeviMNPV y
TnMNPV) con espectros de huéspedes relativamente amplios. Estos virus tienen
rangos de huéspedes similares entre si pero exhiben diferentes valores de DLgg
para cada huésped. De ahi que se pueda establecer una distincién entre el espec-
tro de huéspedes bioldgica, que comprenderia a todas las especies que pueden

Tabla 3. Espectro de huéspedes quc cxhiben algunos baculovirus para varias especies de
lepiddpteros plaga.

S. S. S. : H. H. 36
eridania exigua frugiperda virescens  zea ni
A. Californica MNPV ++ +++ ++ ++++ + +4+
H. virescens MNPV + ot ++ ++++ ++ Jede b
7. ni MNPV - +++ - ++ = EET TN
8. exigua MNPV - +4++ & = 5 .
H. zea MNPV - - - e S &
H. armigera MNPV - et - - ot T+

- ho permisivo a la infeccion
-++++ muy permisivo a la infeccion
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Tabla 4. Valores de productividad (por 107 OBs/larva) de 10 genotipos de AgMNPV purifi-
cados en placa en larvas de Anticarsia gemmatalis y Diatrea saccharalis.

Genotipo 0. saccharalis A. gemmatalis

2A 1265 121
33B 1072 128

7A 1334 131

9A 1229 99

2B 1096 a1

1B 690 63
158 851 125
18A 497 124
10B 538 64

15A 84 6

ser infectadas en el laboratorio, y el especiro de huéspedes econdmico, que esta
restringido a aquellas.especies que pueden ser controladas de forma efectiva
mediante la aplicacién de cantidades de virus econémicamente aceptables (BLack
et al., 1997). Lo ideal para el control biolégico es encontrar un baculovirus natural
cuyo espectra de huespedes econdmico incluya las plagas que necesiten tratarse,
lo que puede ser posible gracias a la extraordinaria diversidad que se da entre los
baculovirus.

La investigacién del espectro de huéspedes de los baculovirus ha sido tradicio-
nalmente tediosa, sobre todo por la dificultad en determinar cuando se produce una
verdadera infeccidn cruzada. Pero gracias a la aparicion de técnicas de analisis
molecular, como la digestidn de ADN con endonucleasas de restriccion, se han
conseguido confirmar las identidades del indculo y de la progenie virales, lo que
gsta prestando una gran ayuda a este tipo de estudios. Por ejemplo, se ha demos-
trado que tires cepas de MNPV aisladas de tres especies distintas de
Charistoneura: C. fumiferana, C. occidentalisy C. retinjana, y con perfiles REN casi
idénticos, comparten un espectro de huéspedes contra C. fumiferana (ARIF et al.,
19886). Otro estudio similar llevado a cabo con GVs es el de Goto et al. (1992),
donde se presentan los perfiles de restriccion de varios GVs aislados de 5 espe-
cies distintas de noctuidos y comprueban que todos son variantes genotipicas del
mismo virus a pesar de haber sido aislados de cinco huéspedes diferentes, como
Xestia, Autographa, Celaena, Pseudaletia, Aletia e Hydraecia. Por ahora existen
pocos mas datos detallados sobre el espectro de huéspedes de los baculovirus, la
mayaria provenientes de l0s que afectan a lepiddpteros, por lo que lo Unico que se
puede concluir €s que parece que existe una tendencia entre los baculovirus de los
limantrides, a tener un espectro de huéspedes restringido a una sola especie. Entre
los baculovirus de noctiidos no existe una tendencia generalizada en la amplitud
del espectro de huéspedes, y mientras los baculovirus de las distintas especies de
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Spodoptara presentan también espectros muy estrechos, los del grupo de A. cali-
fornica san, como ya se ha mencionado anteriormente, muy amplios.

Hasta |la fecha no existen datos sobre el espectro de huéspedes de las distintas
variantes genotipicas que componen un aislado natural, pero es muy probable que
existan diferencias a este nivel. La presencia de un genotipo defectivo de CIMNPV
(CTDEFNPYV) en la poblacién silvestre asi lo sugiere. Este genotipo, del que ya se
conoce la secuencia gendmica completa (Lauzon ef al,, 2000), es incapaz de infec-
tar larvas per os por si solo por no poder atravesar el mesenterén, pero si es capaz
de pasar esta barrera con la ayuda de un genotipo no defectivo (LI et al,, 2000).
Ademas, diversos trabajos sobre los mecanismos moleculares que gobieman el
espectro de huéspedes han demostrado que la adicion o cambios en un unico gen
pueden alterar algunas de las propiedades del espectro de huéspedes de un bacu-
lovirus. Quizas, el caso mas significative sea el de AcMNPV y BmNPV, con un
grado de homolegia en su secuencia de mas del 90% (Gow et al., 1999), pero con
un espectro de huéspedes no completamente solapado. Cambios minimos en la
secuencia de nucledtidos del gen de la helicasa de BmNPV amplian el espectro de
huespedes de AcCMNPV a la linea celular Bm4 de B. mori (CRoIZIER et al., 1994;
Maeba et af., 1993). El gen Arf-1 de LAMNPV es otro ejemplo de como puede incre-
mentarse el espectro de huéspedes de ACMNPYV a una linea celular derivada de L.
dispar mediante la incorporacion de este gen al genoma de AcMNPV (THIEMM &t al.,
1996) y estudios muy recientes indican que el aumento del nivel de expresion de
otro gen, €l je 1, posibilita la expansién del espectro de huéspedes de AcMNPV a
S. littoralis (Lu et al., 2000).

3.4. Otras caracieristicas

Ctro rasgo a tener en cuenta en la seleccion de un baculovirus para su aplica-
cion como bivinsecticida es la cantidad de OBs que es capaz de generar en cada
individuo infectado. Desde las primeras cbservaciones de la existencia de genoti-
pos generados in vitro que producen el fenotipe FP, la productividad es una carac-
teristica a la que se esta dando cada vez mas importancia por la influencia que
tiene, por ejemplo, en el establecimiento de una epizootia en campo, o en el coste
que supane su produccién a gran escala. Los genotipos con baja productividad no
sélo se generan in vitro, sino que tamhbién se ha observado que pueden coexistir
junto a otros genotipos en las poblaciones silvestres de AgMNPVY (RiBEIRO et al.,
1997, ver Tabla 4), LAMNPV (Lynn et al, 1993; SHaPIRO et al., 1984), PIMNPYV
(PauL, 1997), SeMNPV (Hara et al., 1995; Munoz et al,, 2000) y SIMNPY (HavM Y
STYER, 1985) ¥ que pueden obtenerse por recombinacion in vivo entre AcCMNPV y
RoMNPY, como el AR-66 (VAL et al., 1982).

La productividad de un genotipo parece que estd en estrecha relacion con su
velocidad de accion. El genotipo US2D del SeMNPV que, como ya se vio, es mas
lento que otros genotipos del mismo aislado, genera una cantidad de progenie viral
significativamente mayor que los genotipos mas rapidos (Munoz et al., 2000).
Resultados similares se obtienen de los recombinantes de ACMNPY qug se estan
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construyendo con valores reducidos de Tlgy (Kunimi ef al, 1996), o entre las
variantes genotipicas purificadas de PIMNPV (HoGDson et al., 2000).

También se han registrado diferencias en el grado de melanizacion y de lisis.
Existen genotipos purificados de HzSNPV (Corsaro v Fraser, 1987), SIMNPV
(Havm v STvER, 1985) y SeMNPV (Munoz ef al., 2000) que no son capaces de licuar
las larvas al final del proceso infeccioso, lo que supone una menor capacidad para
iniciar una nueva ronda de infeccion y, por lo tanto, en una reducida transmision
horizontal.
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