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ARTICULO DE REVISION

Estrategias co-evolutivas de la interaccion

HICROBIOLOGIA
= ..., €ntreparasitoides y polidnavirus

RESUMEN El polidnavirus es material genético en simbiosis con
las avispas endoparasitoides del orden himendptera, particularmen-
te de las familias |cneumonidae (icnovirus) y Braconidae (bracovi-
rus). Los polidnavirus se encuentran en estado de pro-virus inte-
grados en el genoma cromosdémico de las avispas y de ahi se
escinden para posteriormente replicarse cuando la avispa esta en
desarrollo hacia el estado adulto. Durante la oviposicion, las parti-
culas virales, ya bien formadas, son depositadas junto con los hue-
vos de la avispa parasitoide dentro del insecto huésped de donde
nacen larvas que se desarrollan. La principal funcion de los polid-
navirus es suprimir el sistemainmune del insecto huésped, por con-
secuencia, las células de defensa (o hemocitos) no pueden encapsu-
lar los huevos o larvas del parasitoide. Las proteinas o ARN de los
polidnavirus se producen una vez que ocurre la parasitosis alteran-
do las propiedades de adhesion de los hemocitos y, por tanto, no
encapsulan al parasitoide; en algunas especies, los productos géni-
cos conducen al proceso de apoptosis de los hemocitos del insecto
huésped y, por tanto, su sistemainmune queda deprimido. Este ar-
ticulo revisa las principales caracteristicas de los polidnavirus ofre-
ciendo una perspectiva general de su funcién dentro del lepiddpte-
ro hospedador de la avispa parasitoide la cua contiene los
polidnavirus integrados en su genoma o en forma libre para regular
lafisiologia del insecto huésped una vez que es parasitado.

Palabras clave: Bracovirus, icnovirus, simbiosis, supresion inmu-
ne de hospederos, apoptosis en hemaocitos, expresion génica de vi-
rus, co-evolucion huésped-parasito.

INTRODUCCION

Las avispas, cuyo tamafio promedio es de 3 mm, parasi-
tan y se desarrollan dentro de otros insectos, a los cuales les
producen su muerte. Estas avispas son diferentes a otros ti-
pos de parasitos que debilitan a su hospedador o huésped
pero no lo matan. Debido a esta caracteristica, estas avispas
son consideradas como parasitoides.*° Las especies de para-
sitoides que pertenecen a las familias Braconidae e I cneu-
monidae, del orden himendptera, contienen polidnavirus
(PDV) que inoculan, en grandes cantidades, dentro de su in-
secto huésped en e momento de la oviposicion.

En 1965, George Salt, un entomdlogo de la Universi-
dad de Cambridge, observé que al larvar los huevos del pa-
rasitoide Nemeritis canescens de la familia Icneumonidae
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ABSTRACT. Polydnaviruses are genetic symbionts of wasp en-
doparasitoids belonging to the hymenopteran families Ichneu-
monidae (ichnoviruses) and Braconidae (bracoviruses). They exist
as proviruses integrated in the wasp’s chromosomal genome, which
then excise and undergo replication during the stage of adult devel-
opment of the wasp. During wasp oviposition into their caterpillar
host, the fully formed virus particles are injected along the parasi-
toid’'s eggs into the host hemocoel, where the eggs hatch and un-
dergo larval development. The primary function of the polydnavi-
rusisto trigger host immunosuppression so that host hemocytes are
prevented from encapsulating the parasitoid’s eggs and/or larvae.
Polydnavirus transcripts are expressed following parasitization and
ater host hemocyte adhesive properties that prevents encapsulation;
in some species, viral gene expression triggers host hemocyte apo-
ptosis, thereby rendering the host immunosuppressed. This review
summarizes the major features of polydnaviruses and provides a
global view of their functions in the lepidopteran hosts of the para-
sitoid wasps that carry them both as integrated viral sequences in
their genome and as free virus to function physiologically in host
regulation following parasitization of the host.

Key words: Bracovirus, ichnovirus, symbiont, host immunosup-
pression, hemocyte apoptosis, viral gene expression, host-parasite
co-evolution.

provocaba que éstos fueran encapsulados y eliminados por
las células de defensa de la oruga huésped, Ephestia kuh-
niella. Por el contrario, los huevos que no eran larvados
escapaban del ataque de defensa de la oruga.®® Posterior-
mente, se encontré que el material depositado sobre los
huevos consistia de particulas virales.6! Las investigacio-
nes siguientes tuvieron como objetivo determinar la fun-
cioén de genes virales, particularmente su efecto sobre €l
sistema inmune del insecto huésped.

La mayoria de las especies de parasitoides de otros in-
sectos, generalmente de moscas y palomillas, contienen
particulas virales. Las particulas virales del tipo PDV (tér-
mino derivado de virus con ADN polidisperso) son Unicas
entre los virus simbiontes’27%97-% debido a que su se-
cuencia de ADN esta integrada dentro del genoma del pa-
rasi toide_12,30-32,46,65,84,86—88

Existe una extensa variedad y nimero de especies de
parasitoides. Mas de 30,000 especies de parasitoides con-
tienen PDV vy, por lo general, parasitan lafase de larva del
insecto. Los parasitoides que contienen PDV no parasitan
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la fase de pupa del insecto.3? Existen parasitoides que ovi-
positan en la fase de huevo del insecto, como el caso de
las especies de la familia Trichogrammatidae, pero éstos
no contienen PDV. La excepcién son algunos parasitoides
con PDV de huevo-larva (por ejemplo Chelonus inanitus
de Spodoptera littoralis)1%! que ovipositan en la fase de
huevo del insecto huésped pero completan su desarrollo
en lafase de larva del mismo. La biologia de los PDV es
interesante desde el punto de vista evolutivo, debido a su
intima asociacién genética con las avispas que |os contie-
nen.12:22.29,4446,88.99 En este articulo de revision describire-
mos el papel que desempefian los PDV vy lainteraccion del
parasitoide con el insecto huésped, subrayando la funcién
delos PDV, como agentes inmunodepresores.

ASOCIACION DEL PARASITOIDE Y
EL POLIDNAVIRUS

Laasociacion del PDV con €l parasitoide seilustraen la
Figura 1 que muestra una larva del gusano del cuerno del
tabaco (Manduca sexta), un insecto huésped del parasitoi-
de Cotesia congregata (familia Braconidae). El proceso de
replicacion del PDV se lleva a cabo Unicamente en el ova-
rio delaavispa. En el momento en que el parasitoide emer-
ge del huésped como larva de tercer estadio (Fig. 2), ésta
contiene muchos viriones (nombre que recibe €l estado in-
feccioso del polidnavirus) en las células del cdliz del ova-
rio. El caliz eslaregién en forma de cuello entre el ovario
y €l conducto del ovario u oviducto (Fig. 3). Los nlcleos
de las células del céliz contienen los viriones en replica-
cién como se muestra en la Figura 4a. Los nucleos de las

Polidnavirus, veneno
y proteinas del ovario

Endoparasitoide

El polidnavirus infecta las células, protege
al parasitoide en desarrollo pero no
se replica
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Figura 1. Ciclo de vida del parasitoide.
El parasitoide deposita huevos, polidna-
virus, veneno, particulas virales y protei-
nas del aparato reproductor dentro del in-
secto huésped. De los huevos nacen
larvas que pasan por varios estadios y
emergen del insecto, tejiendo capullos
que culminan en avispas adultas, y el in-
secto huésped muere. Reproduccion de
Webb (1998) con permiso de la Editorial
Plenum, Nueva York (A Division of Ple-
num Publishing Corporation).%

|1mm

Figura 2. Larva de 2° y 3* estadio de Cotesia congregata obtenidas de
larvas maduras de Manduca sexta. La vesicula anal como globo esta en el
extremo caudal del parasitoide y se observa una segunda cuticula que en-
vuelve la vesicula anal. La cuticula de la exhubia se desprende durante la
emergencia. Fotografia: Frances Tan.

células del cdliz de C. congregata estan llenos de virio-
nes. La célula se rompey los viriones son liberados en €l
lumen (Fig. 4b). Como consecuencia, €l fluido del céliz se
Ilena de viriones. EI mecanismo de replicacion del virus
no se conoce bien, pero se requiere como molde, el cromo-
somade lacéluladel cédliz del parasitoide de donde se es-
cinde el genomadel PDV .36:46.64

Unavez que los viriones del PDV se han formado en
las células del caliz del ovario, éstos se depositan sobre
el corion o cubierta de los huevos del parasitoide. La
produccion de viriones es continua. Los huevos con vi-
riones se almacenan en el aparato reproductor de la avis-
pay salen junto con las proteinas del fluido del céliz en
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el momento de la ovoposicion. El fluido del caliz contie-
ne proteinas que son secreciones de las células epitelia-
les que revisten el ovario. Algunas de estas proteinas tie-
nen funcidn fisioldgica en el desarrollo del parasitoide.
Estas proteinas protegen a los huevos del ataque del sis-
tema inmune del insecto huésped y previenen la encap-
sulacién del parasitoide.53:93.%5

Figura 3. Aparato reproductor de Cotesia congregata. El par de ovarios
esta en la parte derecha y el caliz (sefialado con flecha) esta arriba del
oviducto comUn que conduce al ovipositor. La glandula de veneno en for-
ma de globo esta en la parte izquierda. Reproduccion de Beckage y cola-
boradores,? con permiso de Alan R. Liss. Fotografia: Frances Tan.

Co-evolucioén de parasitoides y polidnavirus 33

Rev Latinoam Microbiol 2006; 48 (1): 31-43

Las proteinas del fluido del cdliz protegen, a igua quelos
PDV, alos huevos del parasitoide. La funcién es suprimir la
respuesta inmune del insecto parasitado y prevenir la encap-
sulacién de los huevos por las células de defensa o hemoci-
t0s.5980 Después que los huevos son depositados dentro de
una larva huésped, se puede observar un gran nimero de vi-
riones del PDV invadiendo los tgjidos del huésped, incluyen-
do e cuerpo graso (Fig. 5)'° y penetrando en los hemocitos
que se encuentran en circulacion en la hemolinfa 507881

El PDV perdura en € insecto huésped con € parasitoide
durante la parasitosis.®”51-82 Durante la parasitosis, se mo-
dula la expresion de proteinas del insecto huésped®-% y se
promueve la expresion de proteinas codificadas por los ge-
nesdel PDV (Fig. 6). En varias especies de insectos parasita-
dos se producen proteinas, que estan codificadas en el ge-
noma del PDV en la fase inicial de la parasitosis. Estas
proteinas pueden ser detectadas en las células de defensa o
en la hemolinfa del insecto huésped.>! El parasitoide puede
depositar uno o varios huevos en el huésped, dependiendo
de si la especie es de habito solitario o gregario. El parasi-
toide C. congregata puede depositar, en una sola oviposi-
cion, entre 50 y 150 huevos en una sola larva del gusano
del cuerno del tabaco. Después de 14 6 15 dias, un nimero
€elevado de parasitoides emerge de la larva huésped. Poste-
riormente, las larvas del parasitoide forman capullos. Lare-
plicacién del PDV seiniciaen lafase de pupa, lafase previa
al desarrollo de la avispa adulta. La replicacion del virus
perdura en lafase adulta de la avispa.

Figura 4A.

Figura 4B.

Figura 4A. Nlcleo de una célula del céliz del parasitoide, donde se produce el polidnavirus. La sintesis de la envoltura de las nucleocapsides se puede obser-
var en la periferia del estroma virogénico (asterisco); la nucleocéapside (que contiene el ADN viral) esta siendo recubierta en el nucleoplasma y termina en forma
de virion. Reproduccion de De Buron y Beckage,® Invertebr. Pathol., con permiso de Harcourt Brace. Fotografia: Isaure de Buron (College of Charleston, Char-

leston, SC).

Figura 4B. Viriones de polidnavirus en el lumen del céliz (parte superior) y superficie de un huevo de Cotesia congregata (Parte inferior). Cada virién con-
tiene de una a 15 nucleocapsides y presenta una cola. Reproduccion de De Buron y Beckage,® Invertebr. Pathol., con permiso de Harcourt Brace. Fotogra-

fia: Isaure de Buron (College of Charleston, Charleston, SC).
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Figura 5. Célula del cuerpo graso de una larva 1.5 horas post-parasitis-
mo que muestra nucleocapsides del polidnavirus enfrente de los poros nu-
cleares de las células blanco (escala de la barra = 250 NM). El cuadro en
la parte superior derecha muestra la cabeza de una nucleocapside (sefiala-
da con la flecha) enfrente de un poro nuclear (escala de la barra = 100
nm). En el cuadro principal, una nucleocapside vacia esta enfrente de un
poro nuclear (Enu) y es sefialada con una flecha. N, ndcleo; Nu, nucleo-
capside; Cy, citoplasma. Reproduccion de De Buron y Beckage'® con per-
miso de Academic Press, Inc.

Existen dos tipos de PDV que han evolucionado, en
forma paralela, con dos familias de parasitoides: el braco-
virus de la familia Braconidae y €l icnovirus de la familia
Icneumonidae.?”-%° Los PDV tipicos de la familia Icneu-
monidae son los del parasitoide de Hyposoter exigua® y
Campoletis sonorensis.30:46:88.89 E| fenotipo de cada tipo
de polidnavirus presenta cuatro diferencias principales: 1)
morfologia (la capside que contiene el ADN viral de los
bracovirus es cilindricay la de los icnovirus es fusiforme).
2) El nimero de capsides de los viriones (los bracovirus
presentan varias nucleocapsides por virién y los icnovirus
s6lo una capside por virién). 3) El sitio de replicacion (los
viriones de bracovirus se replican y se ensamblan en el ni-
cleoy los viriones de icnovirus en el citoplasma). 4) Las
propiedades de la cubierta del viridn (los bracovirus tienen
s6lo una cubierta y los icnovirus doble cubierta, Figura
7ab).

Laasociacion entre el PDV vy el parasitoide es evidente.
Se ha demostrado, mediante pruebas de hibridacion de
ADN, que el genomadel PDV estaintegrado en el genoma
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Figura 6. Transcriptoma del polidnavirus obtenido del cuerpo graso de
larvas parasitadas (lineas 2-24 horas post-parasitismo y con s6lo ADN del
polidnavirus [obtenido de 4 avispas] ) y el ARN del cuerpo graso de una
larva no parasitada. Observe que varios ARNSs (aproximadamente 6-8) del
polidnavirus son producidos en el cuerpo graso de la larva recién parasita-
da. Reproduccion de Le y colaboradores,> con permiso de Elsevier Scien-
ce Limited Ltd.

de la avispa.12:31:3246,72.84,88 Exjsten genes del PDV en los
cromosomas del parasitoide indicando que los PDV for-
man parte de su genoma. Algunos investigadores sefialan
que los PDV son simples organel os de los parasitoides.?

El genoma del PDV consiste de varios segmentos de
ADN circular de doble cadena (Fig. 8).2231.72 Cada seg-
mento estd en el genomadel PDV, por |o general, en forma
superhelicoidal. EI ADN esta encerrado en capsides multi-
proteicas rodeadas por una envoltura (bracovirus) o dos
envolturas (icnovirus) de lipidos. En los bracovirus, la en-
voltura de lipidos de la cdpside se adquiere en el estroma
virogénico que se forma en los nucleos de las células del
céliz.*688 pPor el contrario, otros virus presentan un geno-
ma no segmentado compuesto por una cadena simple de
ADN o ARN. El genomadel PDV contiene familias de ge-
nes. No se conoce cuanto ADN (o genes) del PDV esta con-
tenido en cada nucleocapside. Si cada nucleocépside con-
tiene todos los segmentos de ADN o sb6lo una porcion
especifica (programada o por azar) de cada segmento.

Debido a que el genoma del PDV esta integrado en el
genoma de la avispa, existe la hipotesis de que el PDV es
una estrategia de ésta, para la entrega de genes del parasi-
toide al insecto huésped. Una vez que €l parasitoide para-
sita a su huésped, los viriones infectan las células y se
transfieren los genes que codifican proteinas que se produ-
cen, en algunos casos de manera simultanea, en varios teji-
dos del insecto huésped.
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Figura 7 A'y B. Viriones del polidnavirus. A. icnovirus. B. bracovirus.
Los viriones de los icnovirus se asemejan a los viriones de ascovirus y
los viriones de bracovirus se asemejan a los viriones de nudivirus y bacu-
lovirus. Barras = 200 nm. Reproduccién de Federici y Bigot2® con permiso
de Elsevier Science Limited Ltd. Microfotografia: D.B. Stoltz.

Existen virus de parasitoides, ademas de los PDV, los
parecidos a los baculovirus, los no baculovirus de tipo fi-
lamentoso y los poxvirus. Se requiere investigar si el ge-
noma de algun virus en particular (excluyendo los polid-
navirus) esta contenido en el genoma del parasitoide. La
replicacion de los PDV se lleva a cabo en las células del
caliz del ovario, mientras que otros virus se replican en €l
veneno o células de la glandula del veneno. Es probable
gue en diferentes momentos evol utivos se haya originado
la asociacion entre el parasitoide y un tipo particular de
virus. El sitio de replicacion subcelular de los PDV (es de-
cir, en el nacleo [bracovirus] o en el citoplasma [icnovi-
rus]) indica una co-evolucion particular.

Esta asociacién pudo haberse dado cuando |os parasi-
toides “cosecharon” o aprovecharon los PDV para modu-
lar lafisiologia de su huésped. El PDV funciona como su-
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Figura 8. Genoma del polidnavirus de Cotesia congregata. EI ADN viral
(0.5 ug), obtenido de ovarios de C. congregata sin digerir con enzimas y
purificado por filtracién, fue separado en un gel por electroforesis de cam-
po invertido. Se pueden observar 18 diferentes segmentos en el genoma.
Reproduccion de Drezen y colaboradores?? con permiso de Elsevier Scien-
ce Limited Ltd.

presor del sistemainmune del huésped, un proceso que se-
ria equivalente al establecido por los virus que producen
el SIDA.222% En presencia de PDV, los hemocitos del in-
secto huésped son incapaces de envolver alos huevos del
parasitoide. Seria interesante conocer el genoma de los
PDV y del genoma nuclear de los parasitoides,*:97-% para
entender esta asociacion y, en particular, determinar cuales
secuencias del PDV estan integradas en el genoma nuclear
del parasitoide.

Las particulas proteicas que se encontraron en la avis-
pa Venturia (= Nemeritis) canescens, fueron las primeras
en reportarse en los parasitoides.f! Estas proteinas estan
codificadas en el genoma de la avispay funcionan como
virus infectando el corién del huevo del parasitoide du-
rante su paso del ovario al oviducto, produciendo una
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Figura 9. Insectos de la misma edad, uno no esté parasitado (el cual ha
formado un capullo) y a los otros dos se les inocul6 el polidnavirus. Los
dos insectos a los que se les inoculd el polidnavirus murieron en fase de
pre-pupa dias después de que la fotografia fue tomada. Reproduccion de
Beckage y colaboradores® con permiso de Wiley-Liss, Inc.
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“méscara de antigeno” (se imita a una proteina de la
membrana basal del insecto huésped) por 1o que el huevo
no puede ser reconocido por el sistema de defensa del in-
secto huésped.?’

EL GENOMA DEL POLIDNAVIRUS, SUSGENESY
PRODUCTOS GENICOS

Las investigaciones en desarrollo tienen como objetivo
determinar la secuencia de nucleétidos del genoma de los
dos tipos de PDV de los parasitoides. Los genes de los
PDV se clasifican, de acuerdo a su patron de expresion, en
tres clases (clase I: los que s6lo se expresan en €l parasitoi-
de; 11: sdlo se expresan en €l insecto parasitado; I11: se ex-
presan en los dos tipos de insecto).*® Los genes de la clase
Il del icneuménido Campoletis sonorensis pueden esta-
blecerse en familias de genes: cys-motif, de genes rep, de
genes innexin (vinnexin) y de genes ankyrin (vankyrin).6
La secuenciacion del genoma de los icnovirus Campoletis
sonorensis, C. chlorideae, asi como de los bracovirus

Tabla 1. Productos génicos del polidnavirus cuya funcion permite que el parasitoide sobreviva en el insecto huésped.

Producto génico del PDV y
especie de parasitoide

Efecto sobre su insecto hospedador o huésped

Proteina homoéloga Crv1 de
Cotesia congregata

Proteina rica en cisteina de

La proteina CrV1 regula la funcion de los hemocitos durante la parasitosis®

Los plasmatocitos pierden capacidad para extender filopodos. Esta proteina induce muerte celular 6

Microplitis demolitor

Proteina VHv 1.1 de
Campoletis sonorensis

Proteina CrV1 de Cotesia
rubecula

ARN de 2.0 kpb de
Cotesia kariyai

Proteinas Hd Gorf f6 y
Hd Gorf P30 de Hyposoter
didmator

Proteinas TrlV1, TrivV2y
TrlV4 de Tranosema rostrale

Proteina BV1 de Toxoneuron
nigriceps

Proteina Civ12g2, Civ2gl,
CiV16.8g1 de Chelonus inanitus

apoptosis de granulocitos®#:#3

Esta glicoproteina es endocitada por los hemocitos. La proteina inhibe la respuesta de encapsulamiento®™

Se produce ARN 4-8 horas después de la parasitosis. La proteina altera el citoesqueleto de actina del hemocito®

Esta “proteina de inmunoevasion” se produce en los hemocitos cuando el sistema inmune se encuentra deprimido
entre las dos y 10 horas después de la parasitosis®%

Estas proteinas inhiben la respuesta de encapsulamiento3

Estas proteinas inducen muerte celular o apoptosis de las células del lepidéptero mantenidas in vitro*

Esta proteina tiene como presunta funcién, suprimir la respuesta inmune del insecto huésped. Se le ha localizado
en las glandulas pro-toracicas, indicando que también puede modular el sistema endocrino y de desarrollo*

Estas proteinas previenen el encapsulamiento del parasitoide. Tienen presunta funcién en la regulacién del desarrollo
(detienen el desarrollo) y en mantener la cuticula suave, para que el parasitoide pueda emerger y alimentarse
de su huésped**
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Glyptapanteles indiensis, Toxoneuron (Cardiochiles) ni-
griceps, Microplitis demolitor y de C. congregata ha sido
finalizada.?%?® Se han encontrado diferencias en la estruc-
tura del genoma de losicnovirusy del genoma de los bra-
covirus indicando que ambos se originaron en distintos
momentos evol utivos.®®

Las investigaciones en curso, asi mismo, estudian el
mecanismo de expresion génica del PDV y como se produ-
ce la disfuncion de los hemocitos del insecto huésped. La
Tabla 1 muestra un resumen de los productos génicos del
PDV cuya funcién permite que el parasitoide sobreviva
con éxito. Strand’® mostr6 que el PDV de M. demolitor
(PDVMd) produce un ARNm de 1.6 kpb, el cual fue iden-
tificado por hibridacion in situ en los hemocitos de insec-
tos parasitados. EIl ARNm se produce a las dos horas des-
pués de la parasitosis y perdura hasta seis dias. Strand®?
sugirié que e PDVMd modulalafisiologia de los hemoci-
tos. Estos investigadores habian identificado dos clases de
ARNmM del PDVMd en los hemacitos de larvas recién para-
sitadas de Pseudoplusia includens.®® Las dos clases de
ARNmM presentaron un dominio que codifican para protei-
nas ricas en cisteina. Los investigadores construyeron bi-
bliotecas de ADN complementario a partir del ARNm de
los plasmatocitos y granulocitos (los dos tipos de hemoci-
tos con funcion de defensa) infectados con €l PDVMd.

Otros investigadores también han identificado produc-
tos génicos (ARN o proteinas) codificados en el genoma
del PDV. Hayakaya y colaboradores* reportaron que al
inocular el PDV de Cotesia kariyai en larvas del gusano
soldado se detecta ADN viral, 48 horas después de la para-
sitosis, en hemocitos, cuerpo graso y cordon nervioso. La
mayor cantidad de ADN y ARN viral se encuentra en los
hemocitos. El PDV detiene el desarrollo de la larva hués-
ped modulando €l nivel de expresion de un péptido espe-
cifico (GBP por sus siglas en inglés).*! La modulacion de
la expresion de GBP produce un incremento en el nivel de
dopamina que induce un descenso temporal en el nivel de
hormona juvenil que circula en la hemolinfa. De esta ma-
nera, se modula el sistema neuroendocrino de metamorfo-
sisy, por lo tanto, se suprime el desarrollo de lalarva ha-
cia su siguiente estado de pupa® El PDV detiene €l
desarrollo en varias especies de orugas,” incluyendo a M.
sexta?® y alteran el sistemainmune del insecto huésped.

Las especies del género Chelonus, parasitoides de la
fase de huevo-larva del insecto huésped, contienen PDV
cuyos genes se traducen en fase tardia (dias después de la
parasitosis). Las proteinas de estos bracovirus no alteran el
sistema inmune del insecto huésped, pero si interrumpen
su desarroll0.1%1%1 Por |o tanto, el PDV de los parasitoides
Chelonus sdlo modulan el sistema endocrino.

En larvas de Heliothis virescens infectadas con el PDV
de Campoletis sonorensis se expresa el gen VHv1.1 que
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codifica una glicoproteinarica en cisteina, la cua se pega,
in vitro ein vivo, alos hemocitos.13:16.21.33:46.87 Egtg glico-
proteina, de 34kDa, es ingerida por los hemocitos median-
te endocitosis® y, es responsable de suprimir la respuesta
inmune del insecto huésped. La glicoproteina se produce
in vitro mediante la construccion de un baculovirus re-
combinante de poli-histidina que infecta larvas de H. vire-
scens.17'69'70

En larvas parasitadas de M. sexta por C. congregata, €l
PDV induce la muerte celular o apoptosis de los hemoci-
tos. Los signos patol 6gicos en los hemaocitos se observan
en su morfologia y tendencia a agregarse en la hemolinfa.
Dos horas después de la parasitosis, son evidentes |os agre-
gados de hemacitosy, entre las 24 y 48 horas, existen mul-
tiples agregados de hemocitos muertos o moribundos y sus
membranas celulares apenas se aprecian.”® Con el uso de
anticuerpos monoclonales!® se podria identificar los plas-
matocitos y granulocitos que estan dentro de los agrega-
dos celulares.

L os hemocitos de larvas recién parasitadas de M. sexta
son incapaces de envolver particulas abiéticas como los mi-
crocristales tipo Sefadex, la melanizacion y porcentaje de
encapsulacién por |os hemocitos es més bajo en larvas para-
sitadas en comparacion con lo que ocurre en larvas no para-
sitadas.*® Esto indica que el PDV modula los dos mecanis-
mos de respuesta inmune celular. El PDV modula la
encapsulacion de huevos del parasitoide Hyposoter fugiti-
vus y de microcristales en larvas de Malacosoma disstria.”
Las larvas parasitadas por un parasitoide con PDV e inocu-
ladas con células de levadura (Saccharomyces cerevisiae)
mueren antes de la emergencia del parasitoide. Asi mismo,
las larvas de M. sexta parasitadas mueren si se les inoculan
bacterias. Sin embargo, esto no ocurre si lalarva no esta pa
rasitada.®® La infeccién con el baculovirus de Autographa
californica (AcVPN, virus de lapoliedrosis nuclear) se dise-
mina rapidamente en los tejidos de las larvas si ademés se
les inocula el PDV. En la naturaleza, Heliothis zea es un
huésped refractario a baculovirus AcVPN. Sin embargo, si
éste es parasitado por C. sonorensis, €l insecto se vuelve
susceptible al baculovirus.?° EI PDV de C. congregata in-
vade los tejidos de larvas de M. sexta y, éstas no resisten la
infeccion con e baculovirus AcVPN.®! El PDV de Hyposo-
ter exigua inmunodeprime a Trichoplusia ni y se vuelve
sensible a otros tipos de virus.”

Unavez que las larvas de M. sexta son parasitadas, se
producen altos niveles de proteinas denominadas “prima-
rias’ (el porcentaje de expresion de las proteinas primarias
con respecto a la produccion total de proteinas en la hemo-
linfa puede alcanzar el 15%).51° EI PDV de C. sonorensis,
parasitoide de H. virescens, induce, de manera especifica,
una glicoproteina (proteina primaria).'® Lo mismo ocurre
con el PDV de C. congregata, parasitoide de M. sexta, es
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decir, induce la produccion de proteinas “primarias’.*° Una
de estas proteinas esta glicosilada, pesa 190 KDay presenta
sub-unidades en €l rango de los 33-35 KDa. La sintesis del
ARNmM, que codifica esta proteina, se inicia en los primeros
30 minutos después de |la parasitosis y contindia durante va-
rios dias. El cuerpo graso y los hemocitos contienen €l
ARNmM de |la proteina. La proteina puede ser detectada en la
hemolinfa hasta seis dias después de |a parasitosis.3®* Asi
mismo, se producen otras dos proteinas que estan en el ran-
go delos 30 y 40 KDa,* y otros polipéptidos de peso mole-
cular menor alos 20 KDa, |os cuales se detectan en lahemo-
linfade larvas recién parasitadas. No se conoce s alguna de
estas proteinas tiene efecto determinante sobre la respuesta
inmune del insecto huésped.

El fendmeno que se observa en larvas de H. virescens
parasitadas por C. sonorensis podria indicar la funcién de
las proteinas “primarias’. Los huevos larvados y sin €l
PDV son encapsulados, inmediatamente, por los hemaoci-
t0s.25 Las proteinas del ovario del parasitoide son produci-
das por las células epiteliales que revisten €l aparato repro-
ductor.539495 Estas proteinas “primarias’ protegen al
huevo en las primeras horas después de la oviposicién.
Cuatro horas después, 1os genes del PDV empiezan atradu-
cirse en proteinas que protegen a parasitoide. Sin embar-
go, los signos patol égicos de los hemocitos se observan en
los primeros 90 minutos, antes de que se inicie la traduc-
cion de genesdel PDV.

Por el contrario, el PDV inhibe la traduccién del gen
que modula la produccién de arilforin (una proteina de al-
macenaje) en la hemolinfa. Asi mismo, el PDV inhibe la
sintesis de otras proteinas propias del huésped, como la
hormona juvenil en larvas de H. virescens parasitadas por
C. sonorensis.%6-68 E| PDV literalmente se apropia de la
magquinaria traductora de la célula huésped y, por tanto,
produce proteinas del PDV. El PDV “desvia’ los recursos
que tiene la larva huésped hacia el endo-parasitoide, ase-
gurando su sobrevivencia. La sintesis de proteinas —por
ejemplo, las proteinas que se unen a hierro (latransferrina
y ferritina) y ala hormona juvenil— contintia a niveles nor-
males, es decir, sin ninguna disminucion.®” No se conoce
con exactitud el mecanismo de inhibiciéon especifico de la
traduccion de genes en ciertas proteinas.

En larvas de Pieris rapae parasitadas por Cotesia rube-
cula, el PDV regula, de manera temporal, lafuncién de los
hemaocitos. Los hemocitos pierden capacidad (no existe
polimerizacion del citoesqueleto de actina) para extender
filopodos y, por lo tanto, son incapaces de adherirse a un
sustrato y/o expandirse para envolver objetos extrafios, in-
cluyendo los huevos del parasitoide. Varias horas des-
pués, el comportamiento de los hemocitos recupera su
condicion natural indicando un efecto transitorio. El efec-
to se induce, posiblemente, por un solo gen del PDV que
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se traduce en los hemocitos entre |as cuatro y ocho horas
después de la parasitosis.®56°

Las larvas parasitadas de Drosophila melanogaster con
Leptopilina boulardi presentan bajo nivel de lamelocitos
(principal clase de hemocitos involucrado en el proceso
de encapsulacion en Drosophila).®? Se presume que la la-
melolisina, producto del fluido de la glandula accesoria
de la avispa hembra, produce la muerte de los hemoci-
t0s.56 Asi mismo, en esta especie se encontraron virus, 10s
cuales pueden causar inmunodepresion del insecto hués-
ped.5” A bajo nivel de lamelocitos, el proceso de encapsu-
lacion se alteray, por tanto, el parasitoide evita ser des-
truido.

EFECTO DEL POLIDNAVIRUS SOBRE
FENOLOXIDASAS

El grado de melanizacion en la hemolinfa es modulado
por el PDV. La ruta de melanizacién incluye conversion
de tirosina a dopaminay, subsecuentemente, de dopamina
adopacrom y a melanina. El proceso de melanizacién en
la hemolinfa de larvas de M. sexta parasitadas por C. con-
gregata disminuye, de forma significativa, durante la pa-
rasitosis. También, se observd disminucion de la tasa de
melanizacién en insectos no parasitados a los que se les
inocul6 PDV de C. congregata.® La melanizacién es uno
de los principales procesos de respuesta inmune humoral.
En ausencia de melanizacién, los radicales toxicos y com-
puestos intermediarios que reaccionan con oxigeno no se
forman y, por lo tanto, se protege al parasitoide. Asi mis-
mo, los PDV de parasitoides modulan el nivel de fenoloxi-
dasas en su huésped.®® Stoltz y Cook” reportaron inhibi-
cion de la actividad de fenoloxidasas (responsable del
oscurecimiento enzimatico) en hemolinfa de la oruga
Hyposoter fugitivus parasitada por una especie del género
Hyposoter y en larvas H. virescens parasitadas por C. so-
norensis.” Este fendmeno parece ser comdn entre los in-
sectos parasitados y se le atribuye a la presencia del PDV.
En la hemolinfa de la larva Lacanobia oleracea parasitada
por Eulophus pennicornis se encontré una reduccién de la
actividad de fenoloxidasas. El veneno inoculado por el
ectoparasitoide en el huésped no tiene efecto sobre €l ni-
vel de fenoloxidasas. Existen otros factores, aln no identi-
ficados, responsables de la reduccion de la actividad de fe-
noloxidasas en la hemolinfa del insecto huésped.>®

FUNCION DEL VENENO DEL PARASITOIDE

El veneno de los parasitoides de la familia Braconidae
hace sinergia con el PDV permitiendo que éste funcione a
una dosis més baja de lo normal. Stoltz y colaboradores’”
sugirieron que el veneno de Cotesia melanoscela fomenta
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la entrada y facilita la expresion de genes del PDV que
modulan los hemaocitos del insecto huésped. Guzo y Stol-
tz%8 encontraron que el PDV y veneno de C. melanoscela
producen picnosis nuclear en 1os hemocitos, reducen su
numero y suprimen su funcidn de encapsulamiento de hue-
vos. Segln Strand y Pech®, el PDV es capaz de modular,
por si solo, la funcion de los hemocitos si se inocula a una
dosis Optima. No obstante, si seinoculavenenoy PDV, in-
cluso a una dosis més baja de lo normal, se reduce alin més
el nimero de hemoacitos, permitiendo la sobrevivencia del
parasitoide. En este contexto, Wago y Tanaka® reportaron
sinergiaentre el PDV y el veneno de Apanteles kariyai, 10s
cuales modulan la funcién de los granulocitos de la larva
P. separata. Sin embargo, no se aprecia efecto fisiol6gico
del veneno sobre la larva M. sexta parasitada por C. con-
gregata.

Webb y Summers® y Summersy Dib-Hagjj® propusieron
una explicacion de esta sinergia al mostrar que existe simi-
litud en secuencias de nucledtidos del PDV y del veneno de
C. sonorensis. Anticuerpos monoclonales dirigidos hacia la
glandula del veneno reconocen epitopes conservados de va-
rias proteinas del PDV. El veneno y PDV comparten funcio-
nes asegurando que €l parasitoide sobreviva en su huésped.
Posiblemente el PDV ha “copiado” genes del veneno o €
veneno “imita’ genes del PDV ya que ambos se producen
en tejido epitelial. Webb y Summers® sugirieron un proce-
so evolutivo en el cual 1os genes del veneno se incorpora-
ron al genomadel PDV produciendo genes homélogos. Este
fendmeno indica que el parasitoide evolucion6d empaque-
tando parte de su genoma en forma de PDV. Por tanto, el
PDV seria una “secrecion gendmica’ u organelo de la avis-
pa,222° que después de la parasitosis invade répidamente
los tejidos del insecto huésped.

El veneno de las avispas ectoparasitas podria deteriorar
el sistema endocrino y funcionar de manera semejante ala
accion del polidnavirus en las avispas endoparasitas. En
estos casos, la paralizacion del desarrollo del huésped es
provocado por los componentes del veneno y no por los
genes del polidnavirus. Las proteinas codificadas por los
genes de las células del ovario de la avispa podrian tener
también una funcion de regulacion fisiolégica en el hués-
ped.®2

ESTRATEGIASPASIVASDE INMUNOEVASION

Poco se conoce acerca de los mecanismos de evasion
inmune pasiva. No obstante, existen algunos ejemplos de
este proceso. Como ya se menciond, la avispa Venturia
(= Nemeritis) canescens contiene particulas proteicas
gue protegen, de manera pasiva, al parasitoide durante
la respuesta inmune generada por su larva huésped Ephes-
tia kuehniella.*® Por otro lado, el insecto huésped (Helio-
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this virescens) no encapsula los huevos de Toxoneuron
(= Cardiochiles) nigriceps ya que los huevos contienen
una capa fibrosa que previene la activacion de la res-
puesta inmune.'® Una proteina del fluido del céliz de C.
rubecula, similar en su estructura a una proteina viral, se
encuentra sobre los huevos del parasitoide. Esta proteina
protege, de manera pasivay temporal, al huevo hasta que
el PDV suprime el sistemainmune del huésped.? Las lar-
vas del estadio primero-tardio de C. congregata que son
trasplantadas en M. sexta completan su desarrollo normal
en su huésped.>*° El PDV no es necesario durante la fase
final de la parasitosis ya que €l parasitoide evade, de ma-
nera pasiva, la respuesta inmune del insecto huésped.

EFECTOSDEL POLIDNAVIRUS SOBRE LA
FISIOLOGIA DEL INSECTO HUESPED

El PDV puede inducir un retraso en el desarrollo, pro-
vocar la pérdida de apetito, el cese de la actividad alimen-
ticia, inactividad general y/o detener el crecimiento del
insecto huésped (Fig. 9).

El PDV produce, ademas, una pigmentacion anormal
del huésped. No se observan todos los efectos en las es-
pecies parasitadas. Sin embargo, la manifestacion puede
ocurrir a diferentes tiempos después de la parasitosis o
inoculacion con el PDV. Por gjemplo, si se inocula PDV
en larvas de M. sexta se inhibe su desarrollo pero esto se
manifiesta varios dias después de la inoculacion, el desa-
rrollo se detiene en fase de larva-pre-pupa y, eventual-
mente ésta muere.>?3 La inoculacion del PDV inhibe, de
manera temporal, la ingestién de alimento del insecto
provocandole una pérdida significativa de peso si se
compara con el peso de una larva no parasitada. El peso
de lalarva puede ser de hasta 17 g antes de pasar al esta-
do de pupa. La larva no parasitada alcanza la fase de
pupa después de obtener un peso promedio de entre nue-
vey 10 g. Asi mismo, el PDV altera la pigmentacion de
lalarva huésped. Lalarva con el PDV se torna de color
rosado, mientras que las larvas no parasitadas son de co-
lor azul-verdoso. No se conoce cudl es la funcién de es-
tos cambios fisiol 6gicos inducidos por el PDV. Por otro
lado, la encapsulacién de Cotesia flavipes por un hués-
ped no comun, M. sexta, produce un retraso del desarro-
[lo y disfuncion metamdrfica del huésped pero ninguno
logra sobrevivir. El PDV de C. flavipes parece no tener
efecto sobre el sistemaimmune del insecto huésped como
sucederia si C. congregata parasitara a M. sexta. No se
conoce si los receptores del PDV estan ausentes en hués-
pedes resistentes o refractarios. Sin embargo, C. flavipes
se desarrolla normalmente en varias especies de lafamilia
Pyralidae. Por tanto, la asociacion entre C. flavipesy M.
sexta parece ser un buen modelo para estudiar el fenéme-
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no de encapsulacion que resulta en la muerte del insecto
huésped y del parasitoide.?*%85° Es importante entender
lafuncién de los PDV dentro de la comunidad ecol égica
del parasitoide. Entender como éstos interactian con sus
respectivos huéspedes y cual mecanismo define el rango
de hospederos del parasitoide.®

POLIDNAVIRUSY PROGRAMAS DE CONTROL
BIOLOGICO DE INSECTOSPLAGA

En el futuro, los PDV tendran utilidad en programas de
manejo integrado de insectos plaga. Es posible construir,
con tecnologia de ADN recombinante, virus, bacterias u
hongos con genes del PDV para producir agentes mas viru-
lentos como bioinsecticidas. Los insectos parasitados (que
contienen el PDV) son susceptibles a la infeccion con es-
tos microorganismos. Un bioinsecticida con genes del
PDV podriareducir la contaminacion ambiental que se ge-
nera por €l uso de pesticidas quimicos. En algin momento
se esparciran, en los campos agricolas, parasitoi des modifi-
cados mediante ingenieria genética. Estos parasitoides
tendran un rango amplio de hospederos y seran mas efec-
tivos en controlar insectos plaga. Una limitante de los pro-
gramas de control biol6gico con parasitoides es que éstos
son muy especificos en su ataque, es decir, presentan un
rango estrecho de hospederos. Se requiere caracterizar los
factores que determinan el rango de hospederos para la
mayoria de las especies de parasitoides. El estudio del ge-
noma del PDV puede permitir la manipulacion genética
del parasitoide y desarrollar un parasitoide que sea efecti-
VO contra varios insectos.

Existen proyectos de secuenciacion de genomas de PDV.
Por gjemplo, ya se tiene la secuencia completa del genoma
del PDV de C. congregata®® y nuestras investigaciones en
EE.UU. y México tienen como objetivo conocer el genoma
del PDV de C. flavipes. El estudio del genoma permite co-
nocer su organizacion y estructura, establecer la relacion
evolutiva entre genomas de bracovirus y de icnovirus,* e
identificar nuevos genes que pueden ser de utilidad en la
construccion de bioinsecticidas. Una vez que los genes del
PDV estén caracterizados se requerira de un sistema de libe-
racion, anivel de campo, que permita el control efectivo y
eficaz de insectos plaga. Por gjemplo, se pueden usar bacu-
lovirus o plantas con genes del PDV o formulados de protei-
nas del PDV que puedan ser rociados, colocados en trampas
o combinados con atrayentes de insectos plaga.

Una limitante en el uso de bioinsecticidas de tipo vira
(i.e. baculovirus) es su bgja capacidad para eliminar, en
tiempo, al insecto plaga. Es decir, antes de que éste ocasio-
ne un dafio econémico. Uno de nuestros objetivos es cons-
truir un baculovirus (AcVPN) con genes (CrV1) del PDV de
C. congregata para obtener un baculovirus mas virulento
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como bioinsecticida.®* Aunque, se ha reportado que un hi-
brido de este tipo (genes del PDV de Toxoneuron nigriceps
en AcVPN) produce efectos citotoxicos en células de insec-
tos usadas para la produccion del baculovirus,*” se deberia
de identificar y caracterizar otras proteinas del parasitoide,
incluyendo las del veneno, que crean sinergia con las pro-
teinas del PDV y determinar las condiciones necesarias que
permitan la produccion a gran escala. Estas moléculas serén
de utilidad en el disefio de bioinsecticidas efectivos, basa-
dosen PDV.” A lafecha, no se haevaluado, anivel de labo-
ratorio o de campo, un organismo modificado con genes del
PDV como bioinsecticida. Esta es una linea de investiga-
cién que deseamos explorar en los proximos afios. Un orga-
nismo virulento con genes del PDV como bioinsecticida
debe ser aprobado para el control de insectos plaga bajo di-
ferentes ambientes sin que éste produzca efectos adversos.
Por tanto, sera necesario evaluar €l riesgo ambiental de cada
bioinsecticida basado en PDV.
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