CAPITULO 19

Virus como agentes de control biologico
de poblaciones de mosquitos

Mariano N. Belaich
Juan D. Claus’

‘Laboratorio de Ingenieria Genética y Biologia Celular y
Molecular (LIGBCM), Area Virosis de Insectos (AVI),
Departamento Ciencia y Tecnologia, Universidad Nacional de
Quilmes y CONICET. Quilmes, Buenos Aires.

“Laboratorio de Virologia, Facultad de Bioquimica y Ciencias
Bioldgicas, Universidad Nacional del Litoral. Santa Fe, Santa
Fe.

mbelaich@unq.edu.ar
jclaus@fbcb.unl.edu.ar

Todos los organismos que habitan este pla-
neta poseen enemigos naturales que los parasitan, y
ocasionalmente, provocan su muerte. Entre ellos
encontramos a los virus, entidades curiosas disper-
sas por todo el globo y so6lo visibles utilizando los
instrumentos mas sofisticados, muchas veces peli-
grosas, pero en otras tantas, la base de soluciones
tecnoldgicas parala humanidad.

Los virus: ubicacién y rol en la biosfera

La evidencia acumulada en base a la cons-
titucién molecular de la materia viva sugiere fuerte-
mente que todos los seres vivos descienden de una
poblacién ancestral de células, las cuales surgieron
en los mares primigenios hace méas de 4.000 millo-
nes de afios una vez que se dio la interdependencia
entre los acidos nucleicos y las proteinas. Como hoy
sabemos, todos los organismos almacenan la infor-
macién en moléculas de DNA, la cual fluye transfor-
mandose en fenotipo (RNAy proteinas) atravesando
tres mecanismos centrales que definen a la vida: la
transcripcion, la traduccion y la replicacion. Utilizan-
do dichos procesos, las células transforman la ener-
giay también la acumulan, empleandola para soste-
nerse, dialogar con el entorno, y perpetuarse con
posibilidad de cambios generando asi su descenden-
cia.

Plantas, hongos, animales vertebrados e
invertebrados, algas, amebas o ciliados, todos los

seres vivos comparten un disefio basico: contener un
genoma que actia como sistema operativo, el cual
esta conformado por numerosos circuitos informa-
tivos con la potencialidad de expresar el conjunto de
funciones que construyen, mantienen y sostienen a
esa materiaviva. Pero también, los seres vivos tienen
como caracteristica comun su rol de ser hospedado-
res para un tipo particular de parasitos, los virus.
Estas entidades estan conformadas por el mismo
tipo de moléculas que construyen la vida, aunque la
naturaleza quimica de su genoma incluye al RNA
tanto simple como doble cadena. También, existen
virus con genomas de DNA simple cadena. Lo intere-
sante de estas moléculas es que si bien contienen
informacion almacenada, ésta por si sola no es sufi-
ciente para permitir a los virus sostenerse o perpe-
tuarse, y por ello, requieren apropiarse de activida-
des centrales expresadas en los organismos.

Estas razones hacen que los virus sean
considerados parasitos obligados de los seres vivos,
prevaleciendo en la naturaleza gracias a procesos
evolutivos donde los hospedadores presentan un rol
central (Moreira y Loépez-Garcia, 2009). Asi, la
virosfera coexiste con la biosfera, ya que encontra-
remos virus en todo lugar del planeta donde haya
vida. Junto a plasmidos y transposones, estas entida-
des también son reconocidas como miembros del
moviloma, espacio contenedor de todos los acidos
nucleicos con capacidad de transferencia horizontal
génica, los cuales posibilitan un didlogo molecular
entre los genomas de las distintas especies de orga-
nismos (Siefert, 2009). De hecho, muchos seres
vivos presentan relictos de virus en sus genomas
revelando eventos de integracion sucedidos hace
milenios producto de ciclos infectivos incompletos.
Estos elementos virales endogenos (EEV), que exis-
ten incluso en nuestra especie, fueron domesticados
funcionalmente en algunos organismos. Sobresalen
como ejemplos paradigmaticos el caso de polidna-
virus insertados en el genoma de algunas avispas,
los cuales son necesarios para la sobrevida y desa-
rrollo de los huevos cuando estos son depositados
dentro de las larvas de los insectos que parasitan, y
ciertos retrovirus que han sido importantes en la evo-
lucion de la placenta en los mamiferos (Roossinck,
2011).

El ciclo de infeccion

En la naturaleza, el ciclo de multiplicacion
viral podria reducirse a: una etapa que involucra el
reconocimiento especifico del hospedador; el poste-

rior ingreso del material genémico viral a la célula
susceptible; la transcripcion y traduccion de factores
virales; la replicacién del genoma viral; y finalmente
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el ensamblado y la salida de la célula. Estas etapas
presentan matices entre los distintos virus, y la con-
secuencia sobre la célula hospedadora puede ser
variada, incluyendo la posibilidad de su muerte. Lo
mismo vale para el organismo hospedador, que
puede sobrevivir a lainfeccion viral, o por el contrario,
terminar con suvida.

En forma basica, un ciclo de infeccion inclui-
riaentonces la suma de todos los procesos involucra-
dos para que una particula viral genere progenie
viable. Y como se menciono, para ello se requiere de
células. Dado que no puede haber virus en ausencia
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de sus hospedadores, estos también reciben el
nombre de reservorio natural, porque forman parte
obligada para su mantenimiento. Es oportuno desta-
car que muchos virus pueden circular por diferentes
especies de organismos evidenciando una mayor
promiscuidad y adaptabilidad de sus mecanismos, y
en consecuencia, su evolucion se ve condicionada
pory para diferentes materias vivas. Incluso, algunos
virus circulan por especies de hospedadores distan-
tes evolutivamente, tales como invertebrados vy
mamiferos.

Diversidad viral y clasificacion

Si suponemos que cada especie de organis-
mo posee al menos un tipo de virus que lo infecta, el
ndmero de variantes virales seria mayor que la
biodiversidad de seres vivos. Y si bien es aceptado
gue todos los virus que hoy circulan por el planeta no
tendrian un ancestro compartido, si es posible definir
linajes. Para tales tareas, y con el fin de establecer
orden dentro de la virosfera, el Instituto Internacional
de Taxonomia de Virus (ICTV por sus siglas en inglés)
se esfuerza en definir la especie, género y familia
viral a la que pertenece cada aislamiento, siempre a
propuesta de los investigadores que los descubreny
caracterizan, y en base a los criterios vigentes que se
proponen como puntos centrales para los agrupa-
mientos. Como grandes conjuntos, el ICTV divide a
estos patogenos en cuatro grandes fracciones de
acuerdo al tipo de hospedadores donde circulan:
virus de hongosy protistas (incluyendo nueve subgru-
pos); virus de plantas (con 20 subgrupos); virus de
bacterias y arqueas (conteniendo cuatro subgrupos);
y virus de animales vertebrados e invertebrados

(incluyendo 40 subgrupos). También, el ICTV clasifica
a los virus en Ordenes, Familias, Subfamilias, Géne-
ros y Especies, valiéndose para ello de los hospeda-
dores donde circulan, de sus caracteristicas morfolo-
gicas, del tipo de acido nucleico que actla como
genoma, de las secuencias particulares que alli se
encuentran, y del ciclo de infeccién en la naturaleza,
entre otros criterios.

Es claro también que los procesos de evolu-
cion de cada grupo filogenético son diferentes. Mien-
tras que los virus con genomas grandes de DNA
doble cadena presentan patrones de evolucion simi-
lares a los organismos (con fuerte influencia de las
mutaciones estructurales que incluyen deleciones,
inserciones, translocaciones o inversiones), en otras
entidades, como las poseedoras de genomas de
RNA, tienen alto impacto las mutaciones puntuales.
De cualquier modo, los virus suelen presentar tasas
de cambio mayores que la de los organismos donde
circulan, surgiendo nuevas variantes exitosas con
altafrecuencia.

Los virus como herramientas biotecnoldgicas: aplicaciones en el control de plagas

En general, los virus siempre han sido
asociados a enfermedades, tal vez por su clara natu-
raleza parasitaria. Sin embargo, el ser humano ha
podido encontrar en ellos una materia util para el
desarrollo de tecnologias. El sélo hecho de pensar
gue estas entidades afectan o incluso matan a sus
hospedadores, y que muchos de esos seres vivos
donde circulan son enemigos de nuestra especie,
transforma a los virus en interesantes principios
activos para la formulacion de biocidas. Por ejemplo,
existen numerosas bacterias que nos afectan cuan-
do colonizan nuestros cuerpos, y que son dificiles de
erradicar dada la alta tolerancia a los compuestos
quimicos utilizados como antibiéticos. Considerando
que existen descriptos numMerosos virus que parasi-
tan bacterias (conocidos con el nombre de fagos),
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muchos investigadores los han propuesto como
estrategias bactericidas. Lo mismo ocurre con las
plagas de invertebrados en nuestros cultivos. La bas-
gueda de virus especificos que ayuden a controlar las
poblaciones de esos organismos dafiinos para nues-
tra produccion de alimentos se ha transformado en
un camino transitado por numerosos cientificos. Asi
es como desde hace afos los baculovirus se
emplean como bioinsecticidas, principalmente para
el control de lepidépteros e himendpteros plaga
(Haaseetal., 2015).

De este modo, una de las aplicaciones cen-
trales de los virus es utilizarlos como principios acti-
vos de formulaciones en el control de plagas agrico-
las y urbanas. Pero esta aproximacion esta sujeta al
cumplimiento de una serie de condiciones y requisi-



tos, cuya satisfaccion esta dirigida a garantizar la

eficacia, la efectividad y la seguridad de su uso. Asi,

debemos destacar que:

een primer lugar, es condicién sine qua non que un
virus con potencial para ser utilizado como un agen-
te de control debe tener una elevada capacidad de
infeccion del insecto blanco;

ela infeccién debe desencadenar un proceso pato-
génico que conduzca al establecimiento de una
patologia letal, cuya consecuencia sea una rapida
reduccion de la poblacion del insecto blanco;

ealternativamente, un agente de menor virulencia,
pero capaz de persistir en el insecto y alterar su
fisiologia, puede resultar util si su introduccion
conduce a una reduccion sostenida de la pobla-cion
blanco, manteniéndola por debajo del umbral de
dafio econémico o sanitario;

«el agente viral debe poseer una elevada capacidad
de resistencia a la inactivacion por factores am-
bientales, inclusive persistiendo, sin menoscabo de
su potencial infectivo, durante periodos prolonga-
dos de tiempo;

en relacion a la seguridad de su aplicacién, el virus
debe tener un rango de hospedador limitado, pu-
diendo resultar necesario que esté limitado a una
Unica especie blanco;

.preferentemente, no debe estar emparentado filo-
genéticamente con otros virus capaces de infectary
replicarse en mamiferos;
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*su genoma debe caracterizarse por su estabilidad, y
ademas no debe integrarse al genoma del hospe-
dador, total o parcialmente, ni debe recombinarse
con los genomas de otros virus u otros organismos;
y por ultimo,

ese debe disponer de procesos de produccion
tecnoldgica y econdmicamente factibles que
permitan asegurar el abastecimiento del agente
viral a costos que resulten competitivos con otras
alternativas de control, y en la escala que resulte
necesaria.

Dificilmente un agente viral pueda cumplir
satisfactoriamente con todas estas condiciones,
pero aun asi existen antecedentes de utilizacion
exitosa de virus entomopatdgenos sobre plagas de
insectos lepidopteros en agricultura, como la aplica-
cién del nucleopoliedrovirus de Anticarsia gemmata-
lis (AgMNPV) para el control de la oruga de las legu-
minosas en cultivos de soja, del granulovirus de
Cydia pomonella (CpGV) para el control de carpocap-
sa en manzanos, y del nucleopoliedrovirus de Helico-
verpa armigera (HearNPV) para el control del gusano
de algodon, entre otros ejemplos (Haase et al., 2015;
Rohrmann, 2013).

Estos antecedentes muestran que estrate-
gias similares podrian utilizarse para atacar inverte-
brados que comparten nuestro habitat, y que a su
vez son vectores de enfermedades para el ser huma-
no, como los mosquitos.

El viroma asociado a mosquitos

Si bien no hay ain ejemplos concretos de
aplicacion de virus entomopatdgenos para el control
de mosquitos vectores de agentes infecciosos de
importancia sanitaria, los cuales hayan podido supe-
rar las instancias preliminares de evaluacion de
factibilidad técnica y/o econémica, existen descrip-
ciones de una variedad de virus que infectan y
replican en ellos, e incluso algunos reinen caracte-
risticas que los hacen potenciales candidatos para el
desarrollo de nuevas herramientas de control.

En vista de lo anterior, la caracterizacion de la
coleccion de especies virales que circulan en
mosquitos (viroma asociado) surge como un atrac-
tivo espacio de trabajo cientifico-tecnoldgico. Esto no
solo para identificar potenciales estrategias que
busquen afectar la salud de dichos organismos y asi
controlar su dimension poblacional, sino también
para caracterizar cuales virus que multiplican en
ellos también lo pueden hacer en vertebrados, sien-
do éstos los potencialmente peligrosos para el ser
humano. Tales entidades se denominan arbovirus,
derivado del inglés arthropod-borne-viruses,
constituyendo un gran grupo de patégenos que
incluyen al virus del dengue, al de la fiebre amarilla'y
a otros que provocan encefalitis en distintos mamife-

ros. Por tales razones es interesante descubrir y
describir virus que sean solo especificos de mosqui-
tos, carentes de la capacidad de circulacion en otros
organismos, para propender a su empleo como
bioinsecticidas (Bolling etal., 2015).

Bajo las consideraciones anteriores, en la
tabla 1 se describen algunos virus especificos de
mosquitos con potencial aplicacion para el control
biolégico, dado que no tendrian la capacidad de
replicar en organismos vertebrados. En general,
tales conclusiones derivan de evaluaciones experi-
mentales que consisten en la exposicion de células
de mamiferos y roedores de laboratorio con dichas
entidades, evaluando que no provoquen efectos cito-
paticos ni fisiologicos evidentes, y que el genoma
viral no incremente su nimero de copias. Por otro
lado y si bien no todos estos patdgenos provocan la
muerte del insecto infectado, o incluso muchas
veces ni siquiera producen signos de patologia, po-
drian de cualquier modo utilizarse para impedir que
se multipliquen los arbovirus peligrosos para el ser
humano, ya que se han observado efectos de incom-
patibilidad en la multiplicacion de parasitos pertene-
cientes a distintas especies en un mismo hospe-
dador.
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Tabla 1. Virus de mosquitos que no afectan a los mamiferos.

Familia (genoma) Mosquito hospedador Efecto en mosquitos

Flaviviridae Flavivirus CFAV (Cell fusion Aedes spp. Efectos citopaticos en cultivo | Cammisa -
(1 RNAsc +) agent virus) Culex spp. celular (formacion de sincicios)| Parks et al.
Aparentemente asintomaticos | (1992)
en mosquitos.
KRV Aedes Aparentemente asintomatico | Crabtree
(Kamiti River virus) | (Neomelaniconion) en mosquitos. et al. (2003)
macintoshi Huang
CxFV Culex spp. Aparentemente asintomatico | Hoshino et al.
(Culex flavivirus) en mosquitos. (2007)
Goenaga et al.
(2014)
Birnaviridae Entomobirna- | CYV Culex pipiens Efectos citopaticos en cultivo | Marklewitz
(2 RNAdc) virus (Culex Y virus) celular (aglutinacion y etal. (2012)
estiramiento).
Rhabdoviridae No asignado | CTRV Culex spp. Efectos citopaticos moderados| Kuwata
(1 RNAsc -) (Culex tritaeniorhyn- en cultivo celular. etal. (2011)
chus rhabdovirus)
Togaviridae Alphavirus EILV Culex spp. Efectos citopéticos en cultivo | Wang
(1 RNAsc +) (Eliat virus) celular (encogimiento, fusion o| et al. (2012)
citdlisis con desprendimiento
de la superficie).
Tymoviridae Maculavirus | CuTLV Culex spp. Efectos citopéticos en cultivo | Wang
(1 RNAsc +) (Culex Tymoviridae- celular (encogimiento, fusion o| et al. (2012)
like virus) citélisis con desprendimiento
de la superficie).
Reoviridae Dinoverna- APRV Aedes (Stegomyia) Sin efectos citopaticos Attoui
(9 RNAdCc) virus (Aedes pseudoscute | pseudoscutellaris aparentes. et al. (2005)
llaris reovirus) Theobald
FAKV Aparente rango de Efectos citopaticos en cultivo | Auguste
(Fako virus) hospedador amplio | celular (formacién de sincicios | et al. (2015)
en la naturaleza. y pérdida de adhesion a
Aedes (Stegomyia) sustrato).
albopictus
Cypovirus UsCPV Uranotaenia sapphiri-| Poco sintomatico en mosquitos.| Shapiro
(10 RNAdc) (Uranotaenia sapphi-| na (Osten Sacken) et al. (2005)
rina cypovirus) Culex quinquefasciatus
Aedes (Stegomyia)
aegypti
Aedes (Protomaclea-
ya) triseriatus (Say)
Anopheles (Nyssor-
hynchus) albimanus
Wiedemann
AeDNV Aedes spp. Generalmente letal en larvas | Carlson
(Aedes aegypti Culex spp. juveniles y virulento en adultos| et al. (2006)
densovirus) Culiseta spp. (dosis-dependiente).
Parvoviridae Brevidenso- | AalDNV Aedes spp. Generalmente letal en larvas | Pham
(1 DNAsc -/+) virus (Aedes albopictus juveniles y virulento en adultos| et al. (2013)
densovirus) (dosis-dependiente).
AgDNV Anopheles gambiae | Aparentemente asintomatico | Ren
(Anopheles gambiae | Giles en mosquitos. Replica prefe- | et al. (2014)

densovirus)

rentemente en adultos.

236




Familia (genoma) Mosquito hospedador Efecto en mosquitos

Densovirus | CpDNV Culex pipiens Causa mortalidad en larvas de | Baquerizo-
(1 DNAsc -/+) (Culex pipiens diferentes estadios. Audiot
densovirus) et al. (2009)
Baculoviridae Deltabaculo- | CuniNPV Culex spp. Generalmente letal en larvas | Andreadis
(1 DNAdc) virus (nucleopoliedrovirus de diferentes estadios. et al. (2003)
de Culex nigripalpus)
Iridoviridae Chloriridovirus | 11V-3 Aedes spp. Afecta en el estadio larval con | Delhon
(1 DNAdc) (Invertebrate irides- | Psorophora enfermedad manifiesta y et al. (2006)
cent virus type 3) (Janthinosoma) ferox | mayor tasa de muerte en el
Culiseta annulata cuarto estadio.
(Schrank)
Culex (Neoculex)
territans Walker
Cplv Culex pipiens Afecta en el estadio larval. Muttis
(Culex pipiens iridis- Asociado con el nematode etal. (2012)
cent virus) Strelkovimermis spiculatus
(Poinar y Camino).

RNAsc (RNA simple cadena); RNAdc (RNA doble cadena); DNAsc (DNA simple cadena); DNAdc (DNA doble cadena). Se indica el nimero de segmentosy

lapolaridad parala traduccion con los signos +y -.

Cabe aclarar que muchos de los virus ante-
riores fueron caracterizados como parasitos cripticos
de lineas celulares derivadas de mosquitos, sugirien-

do que provinieron de los insectos utilizados para su
establecimiento. Sin embargo, algunos de ellos no
han sido detectados aun circulando en la naturaleza.

Virus con potencial para el control de mosquitos

Entre todos los virus descriptos de mosqui-
tos, los baculovirus y los brevidensovirus, princi-
palmente, y los iridovirus y los reovirus del género
Cypovirus, en menor medida, se encuentran entre los
gue tienen mayores aptitudes. A continuacion se revi-

saran las caracteristicas y propiedades de cada uno
de ellos, enfatizando el tratamiento de aquellas cues-
tiones que resultan relevantes para su eventual apli-
cacion en programas de control.

Baculovirus

Los baculovirus (familia Baculoviridae) po-
seen un conjunto de caracteristicas que los colocan
en una posicion potencialmente relevante para el
desarrollo de insecticidas, entre las que se deben
destacar su especificidad por hospedadores inverte-
brados, elevada letalidad, estabilidad y persistencia
ambiental. Ademas, su eficacia y seguridad han sido
ya reiteradamente demostradas en el control de pla-
gas de insectos lepiddpteros en explotaciones agrico-
las, horticolas y forestales como antes se menciono.
Estos virus contienen un genoma de DNA doble
cadena circular, cuyo tamafio varia entre 80 y 180
kpb, presente dentro de una nucleocapside de

simetria helicoidal (Rohrmann, 2013). Una de las
caracteristicas diferenciales es que durante su ciclo
de replicacién producen dos clases de viriones, con
nucleocapsides idénticas, pero que difieren en el
origen y la estructura de sus envolturas: por un lado
los viriones brotados (BVs por Budded Viruses), que
la adquieren al brotar en la membrana citoplasma-
tica; y por otro los viriones derivados de los cuerpos
de oclusion (ODVs por Occlusion Derived Viruses),
que la obtienen a partir de una membrana sintetiza-
dade novo en el nucleo de las células infectadas (Fig.
1).
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Figura 1. Representacion de los fenotipos asociados a los viriones de los baculovirus del género Deltabaculovirus. Los viriones brotados y ocluidos no

estanenescala.

Ademas de presentar diferencias estructu-
rales, los BVsylos ODVs cumplen distintas funciones.
Mientras que los primeros transmiten la infeccion de
célula a célula, los ODVs -viriones que son incluidos
en estructuras proteicas cristalinas que les confieren
resistencia a la inactivacion ambiental, denomina-
das cuerpos de oclusién (OBs por Occlusion Bodies)-
sonresponsables de latransmision viral entre hospe-
dadores en el ambiente. Actualmente, en la familia
Baculoviridae se distinguen cuatro géneros: Alpha-,
Beta-, Gamma- y Deltabaculovirus (Jehle et al.,
2006). En particular, los baculovirus que infectan
dipteros estan incluidos en el género Deltabacu-
lovirus, dentro del cual la taxonomia vigente reco-
noce como Unica especie al nucleopoliedrovirus de
Culex nigripalpus (Goenaga et al, 2014) (CuniNPV)
(ICTV, 2014). Sin embargo, se han descripto baculovi-
rus en otras especies de mosquitos, incluidas en los
géneros Aedes (Clark y Fukuda, 1971; Federici,
1980), Anopheles (Chapman, 1974), Psorophora
(Chapman, 1974), Uranotaenia (Shapiro et al., 2004)
y Wyeomyia (Hally Fish, 1974).

Por ser el mejor caracterizado hasta el pre-
sente, este apartado se enfocara en la revision de la
informacion existente sobre CuniNPV. Su genoma, ya
secuenciado, es de 108.252 pb y contiene 109
genes putativos (Afonso et al., 2001; Moser et al.,
2001). Esta incluido en una nucleocéapside de forma
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bacilar, envuelta de manera individual en un virién
cuyas dimensiones aproximadas son 200 nm de
longitud y 40 nm de diametro (Moser et al., 2001).
Los OBs, globularesy con un diametro aproximado de
400 nm, contienen en promedio 4 ODVs cada uno, y
carecen de la envoltura externa que poseen los OBs
de los baculovirus que infectan insectos lepidépteros
(Becnel y White, 2007). La homogeneidad de su
tamafio y forma contrastan con la heterogeneidad
descripta para los baculovirus aislados de Aedes
(Ochlerotatus) solicitans (Walker) (Federici, 1980) y
Ur. sapphirina (Shapiro etal., 2004).

El ciclo de infeccion en un mosquito suscep-
tible comienza cuando la larva ingiere los OBs que se
encuentran en suspension (Becnel y White, 2007).
Luego, en el ambiente alcalino de la luz del intestino
medio, se disuelven dando lugar ala liberacion de los
ODVs. Estos viriones atraviesan lamembrana peritro-
fica, se adsorben sobre las microvellosidades, y su
envoltura se fusiona con la membrana citoplasma-
tica permitiendo que las nucleocépsides ingresen al
citoplasma, para luego ser transportadas al nucleo
en un evento que ocurre 2 a 4 horas después de la
ingesta inicial. La expresion génica, regulada en
forma de cascada, conduce primero al ensamblaje
en el ndcleo de nucleocapsides que migran al cito-
plasma, para brotar luego como BVs, que son libera-
dos al espacio ectoperitréfico. Los BVs se adsorben



sobre las células del epitelio intestinal, en las que
penetran luego por endocitosis. De esta manera, son
responsables de propagar lainfeccion en el intestino,
afectando principalmente a las células del estémago
posterior y los ciegos gastricos. Es curioso que la
diseminacion viral quede restringida al ambito intes-
tinal y no alcance a otros tejidos, como si sucede con
los baculovirus que infectan lepidopteros. En la fase
final del ciclo, las nucleocépsides son retenidas en el
nucleo de las células infectadas donde adquieren
una envoltura sintetizada de novo y se ensamblan
como ODVs, los cuales posteriormente quedan inclui-
dos en la matriz proteica formando los OBs que se
acumulan en el nacleo a partir de las 14 horas desde
elinicio de lainfeccion. Luego de lamuerte de lalarva
infectada, los OBs son liberados al ambiente acuéti-
coy pueden ser ingeridos por nuevas larvas suscepti-
bles, propagando asi la infeccion.

Las larvas que son infectadas con CuniNPV
sufren alteraciones severas de su aspecto y compor-
tamiento, afectandose también su desarrollo (Moser
et al., 2001). A las 24 horas posteriores a la ingesta
de OBs, las larvas presentan un tamafio menor que
los controles no infectados, si bien continGian alimen-
tandose activamente hasta después de 48 horas. A
las 72 horas entran en letargo, quedan suspendidas
de la superficie del liquido, y finalmente mueren a los
3a4dias. Latransmision viral no depende sélo de la
susceptibilidad del insecto, sino que también es
fuertemente dependiente de las caracteristicas del
ambiente acuatico en el que entran en contacto la
larva y el virus, y es especialmente influida por la
composicién salina. Becnel et al. (2001) determina-
ron que la eficiencia de infeccién con CuniNPV de
larvas de Culex quinquefasciatus suspendidas en
agua deionizada fue de so6lo 0,2 %, pero se
incremento hasta 100 % cuando se adicion6 una sal
del cation magnesio (Mg Il), a una concentracion de
40 mM. El efecto del magnesio es inhibido por la
adicion de una sal de calcio (Ca), o de un quelante
como el &cido etilendiaminotetraacético (EDTA),
demostrando la especificidad de su intervencion
como cofactor. Los mismos autores demostraron que
las diferencias en la eficiencia de la infeccion en
distintos tipos de efluentes se asocian con larelacion
de concentraciones Mg (ll) / Ca (Il) (Becnel et al.,
2001). Similar requerimiento fue demostrado para la
infeccion con el baculovirus de Ur. sapphirina (Shapi-
roetal.,2004).

La amplitud del rango de hospedadores de
CuniNPV fue estudiado por Andreadis et al. (2003),
guienes determinaron que la susceptibilidad esta
restringida a especies de mosquitos clasificados
dentro del género Culex, subgénero Culex. Utilizando
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Cx. quinquefasciatus como especie patron, se deter-
mind que la tasa de infeccién de larvas de tres a
cuatro dias con OBs purificados es dependiente de la
dosis, alcanzdndose un porcentaje de infeccion
superior al 80 % a una concentracion viral de 1,6 x
10’ OBs/mL, a los dos dias post-infeccion. Todas las
larvas infectadas murieron a los cuatro dias post-
infeccién. La susceptibilidad de las larvas de Cx.
pipiens y Cx. pipiens f. molestus Forskal resulto
similar, pero la progresion del proceso resulté mas
lenta, alcanzandose porcentajes similares recién a
los cuatro dias. Las larvas de Culex restuans Theo-
bald y Culex salinarius Coquillett resultaron menos
susceptibles, obteniéndose tasas maximas de
infeccion apenas superiores al 20 % para la primera
especie, y de 48 % para la segunda. Por otro lado, los
ejemplares de Cx. territans no resultaron suscepti-
bles a CuniNPV. Tampoco se advirtieron signos de
infeccion cuando los bioensayos se practicaron
sobre larvas de Aedes (Aedimorphus) vexans (Mei-
gen), Aedes (Ochlerotatus) canadensis (Theobald),
Aedes (Ochlerotatus) cantator (Coquillett), Aedes
(Ochlerotatus) communis (de Geer), Aedes (Ochlero-
tatus) excrucians (Walker), Aedes (Hulecoeteomyia)
japonicus (Theobald), Aedes (Ochlerotatus) stimu-
lans (Walker)y Ae. triseriatus.

El potencial de CuniNPV para ser utilizado
como un agente insecticida ha sido revisado por
Becnel (2006). Entre las propiedades favorables se
debe mencionar que este virus ha demostrado
poseer una elevada virulencia para la mayoria de las
especies de Culex spp., incluso para aquellas que
acttian como vectores de virus de importancia sani-
taria, como Saint Louis encephalitis virus (SLEV) y
West Nile virus (WNV). CuniNPV es efectivo en am-
bientes acuaticos eutrofizados, donde ademas es
capaz de persistir y reciclarse. El rango de tempera-
turas tolerado es amplio: los OBs son resistentes
hasta 50 °C, y efectivos a temperaturas tan bajas
como 17 °C. Desde el punto de vista de su produc-
cion, se han establecido procedimientos para su
amplificacion in vivo en larvas de mosquitos, donde
se alcanzan elevados rendimientos especificos y
altas productividades. Por otro lado, el producto viral
preparado a partir del macerado de larvas infec-
tadas, puede ser conservado a4 °C en forma de sus-
pension, o alternativamente como polvo secado al
aire. Como contrapartida, una de las limitaciones
mas severas es el requerimiento absoluto de la
presencia de sales de magnesio (Il) en los ambientes
acuaticos en los que se debe aplicar el virus.
Ademas, hasta el presente no se ha descripto el
desarrollo de procedimientos que permitan multipli-
car CuniNPV in vitro utilizando cultivos celulares.
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Brevidensovirus

proteina de capside

Figura 2. Representacion del fenotipo asociado a los viriones de brevidensovirus (adaptado de viralzone.expasy.org).

Los brevidensovirus, como todos los miem-
bros de la familia Parvoviridae, carecen de envoltura,
son de simetria icosaédrica y tienen un diametro de
21 a 22 nm (Berns y Parrish, 2007). La capside esta
compuesta por 60 subunidades de la proteina deno-
minada VP (por Viral Protein) (Fig. 2). El genoma de
DNA de simple cadena tiene un tamafio de 4,1 kb,
presentando en los extremos dos grandes secuen-
cias con repeticiones invertidas en forma de horquilla
(Afanasievetal., 1991). En el interior de lamayoria de
las capsides se incluyen genomas de polaridad nega-
tiva, aunque algunas particulas contienen moléculas
de polaridad positiva. El genoma posee tres marcos
de lectura abiertos, correspondientes a dos protei-
nas no estructurales denominadas NS1 y NS2 (por
sus abreviaturas del inglés Non-Structural), y a la
proteina de la capside VP (Pham et al., 2013). En
AaeDNV se localizaria otro promotor sobre la cadena
complementaria, cuyo producto de expresion no ha
sido identificado (Afanasiev etal., 1991).

Los brevidensovirus infectan especificamen-
te células de mosquitos, en las cuales se replican de
manera autbnoma, sin requerir de la coinfeccion con
virus auxiliadores como sucede con otros parvovirus.
Los viriones penetran en las células susceptibles por
un mecanismo de endocitosis mediada por recepto-
res, dependiente de clatrina (Vendeville et al., 2009).
Una vez internalizados en los endosomas, atravie-
san su membrana permeabilizada y son liberados al
citoplasma, para ser luego transportados al nucleo,
donde desnudan su genoma para replicarlo. Para
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ello, es necesario que la célula se encuentre en
multiplicacién, ya que la replicacion viral sélo se
activa en la fase S del ciclo celular (Berns y Parrish,
2007). Este proceso comienza con la sintesis de la
cadena de DNA de secuencia complementaria al
genoma parental, con la participacién de enzimas
celulares (DNA polimerasay DNA helicasa). Luego, se
inicia la expresion de los genes virales, primero los
correspondientes a las proteinas no estructurales y
luego al polipéptido VP. Posteriormente, se producen
copias del genoma por un mecanismo de horquilla
rodante, con NS1 unida al extremo 5~ de la molécula
de DNA. Esta proteina es una endonucleasa, que
ademas tiene funcion de helicasa. En tanto NS2, el
otro polipéptido no estructural, no parece ser esen-
cial para lareplicacion viral. Las moléculas de DNAsc
sintetizadas pueden ser encapsidadas para formar
nuevos viriones, o bien transformarse en DNAdc para
la amplificacion ulterior de los procesos de replica-
cion y transcripcion. Finalmente, el ensamblado se
produce en el nucleo celular, el cual se hipertrofia (la
caracteristica distintiva de las infecciones por estos
virus) y puede aparecer rebosante de cuerpos de
inclusion debido a la acumulacion de particulas vira-
les, como sucede en la replicacion de AalDNV. En
cambio, durante la multiplicacion de AaeDNV los
viriones de la progenie se acumulan en el citoplasma.
La liberacion posterior ocurre a consecuencia de la
lisis celular.

La patogénesis en mosquitos ha sido estu-
diada mediante una serie de elegantes experimentos



empleando virus que expresan genes indicadores
(Guetal.,2010; Ward et al., 2001). Cuando larvas de
primer estadio de Ae. aegypti se infectaron con
AalDNV, al cual son susceptibles, los primeros signos
de expresién del genomaviral recombinante se advir-
tieron sobre la papila anal, por lo cual se considera
probable que ese sea el sitio por el cual el virus
ingresa al insecto (Ward et al., 2001). También se ha
demostrado actividad temprana de replicaciénen las
células de las cerdas, que podrian constituir una via
alternativa de ingreso. Resultados similares se obtu-
vieron en larvas de Ae. albopictus (Gu et al., 2010).
En cambio las células del intestino medio, puerta
principal para la invasion por parte de numerosos
virus entomopatdgenos, parecen ser refractarias ala
infeccién, o al menos poco susceptibles. Dentro de
los dos dias posteriores el virus se disemina a las
células del cuerpo graso, y posteriormente también a
células de otros tejidos, como fibras musculares,
neuronas, hipodermis, hemocitos, células traquea-
les y discos imaginales. A medida que progresa la
infeccion, las larvas se muestran letargicas, con
abdomen anormalmente curvo, y a menudo se las
encuentra colgando de la superficie del liquido. La
muerte suele ocurrir entre los 7 y 10 dias post-
infeccion, antes de lo cual los insectos pierden su
pigmentaciony aparecen de color blanquecino.

Los brevidensovirus considerados no repli-
canen animales vertebrados ni son capaces de infec-
tar insectos lepidopteros u otros dipteros diferentes a
mosquitos, pero el rango de hospedadores es varia-
ble, de acuerdo a la cepa viral que se considere. Por
ejemplo, AaIDNV no solo infecta larvas de Ae. albopic-
tus, ya que puede transmitirse a larvas de Ae. aegyp-
ti, y también, mediante inoculacion, a mosquitos
adultos de la misma especie. Por otro lado, AaeDNV
se transmite horizontalmente a larvas de Ae. aegypti
y de Ae. albopictus, como asi también a larvas de
varias especies dentro de los géneros Culex y Aedes
(Ochlerotatus). Por el contrario, la especificidad de
AgDNV parece ser mayor, ya que soélo infecta y se
replica eficientemente en ejemplares de An. gam-
biae y en cultivos de células derivados de esta espe-
cie o de otras relacionadas, alcanzandose niveles
mucho més bajos de infeccion y replicacion en
mosquitos pertenecientes a otros géneros (Ren et al.,
2008).

La letalidad de la infeccion de larvas de
mosquitos con brevidensovirus es dependiente de la
dosis, y ademas resulta afectada por la influencia de
diversos factores (Barreau et al., 1996). La edad de
los ejemplares es uno de ellos: mientras que casi el
100 % de las larvas de Ae. aegypti de un dia mueren
cuando son infectadas con un in6culo de AalDNV
preparado a partir de cultivos de células de mosqui-
tos infectadas, la tasa de mortalidad se reduce, y una
proporcién de los ejemplares infectados alcanza la
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adultez, si la inoculacion se realiza sobre larvas de 3
a 4 dias. La temperatura de incubaciéon también
afecta la tasa de mortalidad, que resulta méaxima a
27 °Cy declina a temperaturas inferiores o superio-
res. Otro factor que influye es la forma en que se
suministra el inéculo viral: las larvas infectadas fina-
mente trituradas son mas efectivas, como fuente de
infeccion, que las larvas infectadas sin triturar o que
el agua en la cual se han criado, indicando que el
virus ingresa al hospedador con mayor facilidad
cuando es administrado en un soporte biol6gico de
tamano suficientemente pequefio. Las tasas de
letalidad también son afectadas de manera direc-
tamente proporcional por la densidad de las larvas
en el medio acuatico de cria y por el tiempo de
contacto con el inéculo. Por otro lado, se ha descripto
que distintas cepas de brevidensovirus presentan
diferencias en su capacidad patogénica para una
misma especie de mosquitos, como asi también que
poblaciones de mosquitos de la misma especie, pero
de diferente origen, presentan distintos niveles de
susceptibilidad y mortalidad (Hirunkanokpun et al.,
2008). Inclusive, la infeccion con AgDNV no produce
ningun efecto patogénico en larvas de An. gambiae,
aungue este virus es patégeno en adultos de la mis-
ma especie (Ren et al., 2008). Esta capacidad ha
sido demostrada también para otras cepas, pero de
manera menos virulenta (Barreau etal., 1996).
Luego de ingresado el virus en la larva, la
muerte del insecto ocurrira en dicha etapa, o bien
cuando los individuos afectados hayan alcanzado los
estados de pupa o adulto. De hecho, los picos de
mortalidad se concentran en el momento en que se
produce la metamorfosis de larva a pupa, principal-
mente, pero también durante el desarrollo a adulto y
en el momento de la oviposicién en las hembras,
probablemente por tratarse de instancias en las
cuales los requerimientos energéticos se incremen-
tan (Becnel y White, 2007). Ademas de la letalidad,
estas infecciones se pueden manifestar de manera
menos dramatica pero afectando negativamente la
longevidad, la fertilidad y la fecundidad de los insec-
tos que permanecen persistentemente infectados
(Suchmanetal., 2006). Estos mosquitos que sobrevi-
ven mantienen la circulacion viral en la poblaciényy, si
son hembras, constituyen ademas la fuente para la
transmision vertical del virus a su progenie, y para la
transmision horizontal por via venérea durante la
copulacion. De esta manera, la persistencia de la
infeccion en individuos adultos contribuye a sostener
la circulacion en el tiempo, ademas de favorecer su
dispersion en el espacio. Este proceso ha sido rela-
cionado con la generacion de genomas defectivos,
cuya emergencia contribuiria a modular la virulencia
de la infeccion. Roekring et al. (2006) sometieron a
generaciones sucesivas de una poblacion de Ae.
aegypti ainfecciones seriadas con un lote de AalDNV,
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y determinaron un incremento progresivo de la tasa
de supervivencia en cada nueva generacion. En
estos desafios sucesivos se demostro la persistencia
de la infeccion en una proporcion de las hembras
sobrevivientes, que de esta manera estarian en
condiciones de transmitir el virus verticalmente a la
progenie. El analisis de los genomas virales aislados
de cada generacién mostré un paulatino enriqueci-
miento en moléculas defectivas, las cuales podrian
interferir con la replicacion del genoma completo.
Esto podria explicar la reduccion en la tasa de morta-
lidad en las poblaciones de larvas persistentemente
infectadas. La generacion de estas particulas defec-
tivas interferentes (DIPs) ha sido también demostra-
da en cultivos de células de mosquitos infectados
persistentemente con brevidensovirus, caracteriza-
dos por unareduccién del efecto citopatico asociado,
en comparacion con los cultivos expuestos a pobla-
ciones virales libres de genomas defectivos (Roe-
kring et al., 2006). Precisamente estos cultivos, que
no muestran evidencias de actividad citolitica, han
sido una de las fuentes para el aislamiento de algu-
nas de las cepas actualmente conocidas de brevi-
densovirus.

Esta capacidad de establecer infecciones
persistentes podria afectar la competencia del
mosquito hospedador para replicar otros virus. En tal
sentido, Wei et al. (2006) informaron que la persis-
tencia de una cepa de AalDNV en ejemplares adultos
de Ae. albopictus interfiri6 con la replicacion de virus
dengue de tipo 2, que se replic6 de manera menos
eficiente en relaciéon a un grupo control que no
estaba infectado con el brevidensovirus. Estos resul-
tados concuerdan con los obtenidos en experimen-
tos realizados in vitro, en cultivos de células de
mosquitos infectados persistentemente con brevi-
densovirus, que ante la sobreinfeccion con virus
dengue 2 (Burivong et al., 2004) o dengue 3 (Mosi-
mann et al., 2011), exhibieron evidencias de limita-
cion en lareplicacion del virus sobreinfectante. Por el
contrario Kanthong et al. (2008), en experimentos de
coinfeccion de cultivos celulares con AalDNV y den-
gue 2, no pudieron demostrar la existencia de interfe-
rencias reciprocas significativas en la infeccion y la
replicacion de ambos virus. Por lo tanto, sera necesa-
rio establecer con precision las condiciones que
podrian conducir al establecimiento de una efectiva
interferencia de la infeccién con brevidensovirus

CONTROLDEPOBLACIONESDEMOSQUITOS

sobre la sobreinfeccién con flavivirus que se transmi-
ten a seres humanos, fenémeno que podria utilizarse
con el propésito de limitar la competencia vectorial
en mosquitos de importancia sanitaria.

Una de las limitaciones mas importantes
para la aplicacion de brevidensovirus en el control de
mosquitos es que su actividad es dependiente de la
dosis aplicada, y que se requieren dosis relativamen-
te elevadas para alcanzar un efecto insecticida rele-
vante (Ledermannetal., 2004). Barreau et al. (1996)
determinaron que era necesario el producto viral
obtenido de 50 larvas muertas para alcanzar una
tasa de letalidad cercana al 90 % cuando 250 larvas
de Ae. aegypti de primer estadio fueron infectadas
con AalDNV. Por otro lado, Gu et al. (2010) determi-
naron que el valor de la DL, de AeDNV en larvas de
primer estadio de Ae. albopictus es de 109,37 copias
de DNA viral por mL. La necesidad de aplicar altas
dosis de estos virus para alcanzar niveles signifi-
cativos de control obliga a desarrollar sistemas de
amplificacion viral muy eficientes. En tal sentido, la
produccion de brevidensovirus se puede llevar a
cabo en larvas de mosquitos o en cultivos de lineas
celulares de mosquitos persistentemente infectados
(Barreau et al., 1994). En relacion a la produccion in
vitro, se ha descripto la multiplicacion de breviden-
sovirus en cultivos en suspensiéon de células de
mosquitos en medios libres de suero fetal, una tecno-
logia que haria asequible el objetivo de producir
estos patoégenos a gran escala (Suchman y Carlson,
2004).

Hasta el presente existe un Ginico anteceden-
te acerca del desarrollo de un producto de naturaleza
viral para el control de mosquitos. Viroden fue una
formulacién basada en el brevidensovirus 1 AaeDNV,
desarrollada en la Union Soviética para el control de
Ae. aegypti, gue mostro una efectividad de 77 % en la
reduccion del namero de larvas en ensayos de
campo (Buchatsky et al., 1987). La formulacion paso
favorablemente los diferentes controles de toxicidad
e inocuidad para otras especies, pero nunca se llega-
ron a realizar las pruebas de campo a mayor escala
que hubieran permitido completar el desarrollo del
producto y su consecuente aplicacion (Becnel y
White, 2007). La linea de desarrollo de este producto
fue discontinuada luego de la desaparicion de la
U.R.S.S.

[ridovirus

Los iridovirus (Familia Iridoviridae) constitu-
yen un amplio y diverso conjunto de virus, cuyo nom-
bre se debe a la iridiscencia tipica que caracteriza a
los invertebrados infectados (Williams, 1996). Los
viriones, que contienen un genoma de DNA doble
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cadena lineal de entre 180 y 305 kb, son de forma
poliédrica con un diametro que oscila entre 120 y
350 nm. La capside esta recubierta por dentro por
una membrana lipidica. En tanto, los viriones pueden
poseer una envoltura externa, o carecer de la misma,



dependiendo de la forma en que abandonan la célula
en que fueron ensamblados: la poseen si el egreso se
produce por brotacion en la membrana plasmatica;
pero se encuentran desnudos cuando se acumulan
en el citoplasmay son liberados luego de la lisis celu-
lar (Fig. 3). El ciclo de replicacion sucede en el nacleo
celular, pero el ensamblaje de la progenie ocurre en
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el citoplasma, donde se acumulan los viriones. Las
caracteristicas descriptas permiten incluir a los
miembros de esta familia dentro del grupo de los
grandes virus con genoma de DNA, de replicacion
nucleocitoplasmatica, paralos cuales se ha propues-
to el establecimiento del nuevo orden Megavirales
(Colsonetal.,2013).

proteinas de superficie

membrana
externa

virion envuelto

Figura 3. Representacion de los fenotipos asociados a los viriones de iridovirus (adaptado de viralzone.expasy.org).

Los iridovirus pueden infectar tanto animales
vertebrados poiquilotermos como invertebrados.
Aguellos que infectan invertebrados se clasifican en
los géneros Iridovirus y Chloriridovirus, dos de los
cinco reconocidos dentro de la familia (ICTV, 2014).
En el primero de ellos, la clasificacion vigente recono-
ce la existencia de dos especies (Invertebrate iridis-
cent virus 1 e Invertebrate iridiscent virus 6), mien-
tras que en el segundo se clasifica solo a Invertebrate
iridiscent virus 3, también conocido como virus iridis-
cente de mosquitos (MIV). Las infecciones por MIV
han sido descriptas en ejemplares de los géneros
Aedes, Culex, Culiseta, Aedes (Ochlerotatus) y Psoro-
phora (revisados por Williams, 2008), y mas recien-
temente también en Anopheles (Huang etal., 2015).

En general las infecciones producidas por las
especies del género Iridovirus, que pueden afectar a
artrépodos de diferentes drdenes incluyendo dipte-
ros, tienden a ser encubiertas (Williams, 1996;
2008). Sin embargo, pueden influir sobre la longevi-
dad y la tasa de reproduccion de los especimenes
infectados. Por el contrario MIV exhibe un marcado
tropismo por mosquitos, en los cuales tiende a produ-

cir infecciones con manifestaciones tipicas (irides-
cencia verde-amarillenta, naranja o turquesa, locali-
zada por debajo de la epidermis) y elevada letalidad
(Williams, 2008), si bien se han descripto también
infecciones con bajo porcentaje de letalidad (Marina
et al.,, 1999; Muttis et al., 2013). La transmision
horizontal en mosquitos se produciria a través de
cortes o discontinuidades en la cuticula o en la mem-
brana peritréfica de las larvas (Williams, 1996); la
coinfeccion con nematodes podria también facilitar
el ingreso viral (Mullens et al., 1999; Muttis et al.,
2013). En tanto, el canibalismo en condiciones de
alta densidad larvaria, también ha sido propuesto
como una via alternativa de transmision horizontal
(Marina et al., 2005), al igual que la via transovarica
que haria posible la transmisién vertical. Las larvas
recién eclosionadas son mas susceptibles, pero la
mortalidad se incrementa cuando las mismas alcan-
zan el cuarto estadio de desarrollo. El 6rgano mas
afectado, y el primero en ser alcanzado es el cuerpo
graso, para posteriormente llegar también a la epi-
dermis, donde se hacen claramente visibles las
manifestaciones de lainfeccion.
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A pesar de la comprobada patogenicidad de
los iridovirus, se considera que su potencial como
agentes de control biolégico de mosquitos de impor-
tancia sanitaria es escaso (Williams, 2008). Esta
consideracion esta basada, principalmente, en las
dificultades para establecer infecciones, en el eleva-
do porcentaje de infecciones encubiertas, y en el

amplio espectro de hospedadores que revelan los
ensayos en laboratorio. Tampoco se han desarrolla-
do procesos de produccion viral, ni se han estable-
cido minimamente las condiciones de formulaciény
aplicacion del virus para su utilizacion en acciones
de control de plagas de mosquitos.

Cypovirus

La familia Reoviridae incluye varias especies
de virus que infectan y producen patologias en insec-
tos, en particular entre aquellos clasificados en los
géneros Dinovernavirus (Auguste etal., 2015) y Cypo-
virus (Becnel y White, 2007), incluidos en la sub-
familia Spinareovirinae, y en el género Seadorna-
virus (Lv et al., 2012), de la sub-familia Sedoreoviri-
nae. Entre estos solo los cypovirus, llamados asi por
producir cuerpos de inclusién intracitoplasmaticos
caracteristicos, han recibido atencion por su poten-
cial utilizacién como agentes insecticidas aplicables
al control de mosquitos. Actualmente, ICTV reconoce
16 especies dentro del género Cypovirus (Cypovirus 1
a 16), 15 de los cuales infectan insectos lepiddp-
teros, y el restante himendpteros. Para los cypovirus
que infectan mosquitos se ha propuesto el reconoci-
miento de una nueva especie (Cypovirus 17) (Green
et al., 2006), aun no reconocida formalmente en la
ltima taxonomia viral difundida por ICTV (2014),
denominado UsCPV o cypovirus de Ur. sapphirina. Se
han descripto también evidencias de infeccion por
cypovirus en otras especies de mosquitos de los gé-
neros Aedes, Anopheles, Culex, Culiseta, Orthopodo-
myia, Psorophora y Uranotaenia (Clements, 2012;
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Federici, 1980).

Los viriones de cypovirus, que carecen de
envoltura, tienen un didmetro de alrededor de 65 nm.
La cépside, adiferencia de la de otros miembros de la
misma familia Reoviridae, est4d formada por una
Unica capa de la proteina viral VP1, y se caracteriza,
ademas, por exhibir 12 protrusiones en cada uno de
los vértices de los ejes de simetria quintuple de la
nucleocapside (Fig. 4). El genoma es de RNA doble
cadena, y consiste en diez fragmentos cuyos tama-
flos varian entre 1 y 4,2 kpb, codificando para la
sintesis de 10 a 12 proteinas. Entre ellas se encuen-
tra la poliedrina, cuya cristalizacion conduce a la
formacidn de los cuerpos de oclusidn. Estos, que se
acumulan en el citoplasma de las células donde se
replican, pueden ser de dos tipos diferentes: peque-
flos (0,1 um) y regulares, de forma cuboide, conte-
niendo uno o unos pocos viriones; o grandes (hasta 3
um) y de forma irregular, conteniendo muchos virio-
nes (Zhang et al., 1999). Los cuerpos de oclusion le
otorgan resistencia frente a la accion de los distintos
factores del medio y favorecen su persistencia am-
biental.

proteica

viriones ocuidos

Figura 4. Representacion del fenotipo asociado a los viriones de cypovirus (adaptado de viralzone.expasy.org).
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Los cypovirus se replican en el citoplasma de
las células que infectan. Luego de la adsorcion y la
internalizacién por endocitosis, la particula es par-
cialmente desnudada en el interior del endosoma, y
posteriormente liberada al citoplasma, de tal manera
que las moléculas genémicas nunca quedan total-
mente desnudas. Esto limita la activacion de los
mecanismos de respuesta celular intrinsecos esti-
mulados por la exposicion a RNA doble cadena, que
podrian resultar en una inhibicion de la replicacion
viral. La transcripcién temprana del genoma por la
RNA polimerasa viral se lleva a cabo en el interior de
las particulas subvirales, dando origen a una molécu-
la de RNA de polaridad positiva por cada fragmento
gendmico. Los transcriptos son luego traducidos,
dando origen a los polipéptidos virales, funcionales y
estructurales. Posteriormente, el ensamblaje de los
polipéptidos estructurales y las moléculas de RNAsc
de polaridad positiva, que se lleva a cabo en factorias
virales citoplasmaticas (estroma virogénico), condu-
ce a la formacion de particulas subvirales en cuyo
interior la RNA polimerasa viral cataliza la sintesis de
la cadena complementaria, dando origen a los frag-
mentos gendmicos de la progenie. Las particulas
virales, mientras alin se encuentran en el interior del
estroma virogénico, quedan incluidas en los cuerpos
de oclusion que se forman por la deposicién, alrede-
dor de ellas, de una matriz cristalina formada por la
proteina poliedrina (Andreadis, 1986). Asi, los cuer-
pos de oclusion conteniendo a los viriones quedan
retenidos en el citoplasma hasta la muerte y poste-

CAPITULO 19

rior lisis de la célulainfectada.

El rango de hospedadores susceptibles de
los cypovirus que infectan mosquitos es relativa-
mente amplio. Por ejemplo, se ha demostrado que
UsCPV es capaz de infectar larvas de mosquitos de
otras especies dentro del mismo género, y también
de otros géneros (Shapiro et al., 2005). La trans-
misién horizontal, que se produce naturalmente via
per os, para ser eficiente requiere de la presencia de
sales de magnesio (ll), y es inhibida por la presencia
de Ca (ll) (Shapiro et al., 2005). La infeccion en las
larvas, que alcanza solo a las células localizadas en
los ciegos gastricos y en la parte posterior del
estomago, en la mayoria de los casos no resulta letal.
Los sintomas incluyen la reduccion de la ingesta, la
disminucion del crecimiento y el retardo en el desa-
rrollo. Los insectos que sobreviveny alcanzan el esta-
do adulto, en ocasiones deformesy con reduccién de
la fecundidad y la expectativa de vida, pueden que-
dar persistentemente infectados y constituir la fuen-
te para la transmision vertical de estos patégenos
(BecnelyWhite, 2007).

Los cypovirus que infectan mosquitos, en
condiciones adecuadas, son altamente infecciosos,
y ademas tienen una elevada capacidad para persis-
tir en el ambiente. A pesar de estas propiedades que
favorecen su potencial utilizacion como insecticidas,
se ha prestado escasa atencion a esta posibilidad. La
principal razén es que una alta proporcion de los
insectos infectados no manifiesta una patologia agu-
da, sino mas bien crénica (Clementsetal., 2012).

Antecedentes sobre virus patogenos especificos de mosquitos
en Argentinay en América Latina

Entre los virus que son capaces de infectar
mosquitos, sélo aquellos que son transmitidos a
seres humanos u otros mamiferos (arbovirus) han
sido objeto de considerable atencion en la Republica
Argentina. En cambio, no hay casi antecedentes acer-
ca de investigaciones efectuadas sobre virus patége-
nos exclusivos de mosquitos. Recién en el afio 2012
se identifico y caracteriz6 un iridovirus que infecta
mosquitos del género Culex, el primer registro de un
virus iridiscente que infecta naturalmente larvas de
Cx. pipiens (Muttis et al., 2012). La infeccion fue
detectada por la tipica apariencia iridiscente de una
muestra de larvas que fueron colectadas en una
zanjade los suburbios de la ciudad de La Plata. EI 16
% de los 151 ejemplares analizados mostré signos
tipicos de infeccién, y la observacion por microscopia
electrénica de cortes del cuerpo graso de los mosqui-
tos infectados revel6 la presencia de particulas con
un diametro promedio de 158 nm, de forma hexago-

nal, con un ndcleo central denso rodeado de una
zona mas clara. El andlisis de la secuencia de un
fragmento de aproximadamente 300 pb del gen que
codifica para la proteina principal de la capside
(MCP), obtenido a partir de DNA viral extraido de las
larvas infectadas, como asi también de la secuencia
aminoacidica deducida, permitié agruparlo con los
miembros del género Chloriridovirus, dentro del cual
se clasifican la mayoria de los iridovirus que produ-
cen infecciones sintomaticas en mosquitos. Poste-
riormente, se determin6é que mas del 80 % de las
larvas de Cx. pipiens colectadas a campo e infecta-
das con este iridovirus, estaban simultaneamente
infectadas con el nematodo Strelkovimermis spicula-
tus Poinar y Camino (Muttis et al., 2013). En experi-
mentos realizados en laboratorio se determind,
ademas, que la infeccion con el nematodo es un
requisito para que las larvas resulten infectadas por
el virus, postulandose que el parasito podria desem-
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pefiar un rol relevante en la invasion viral. En estos
estudios, la mortalidad no super6 el 10 % a las 72
horas; pero posterirmente, el 82,5 % de los indivi-
duos infectados murieron, mostrando la potencial
utilidad de este virus.

Por otro lado, recientemente se han realizado
ensayos dirigidos a evaluar el potencial de un flavivi-
rus especifico de mosquitos, el virus Nuhmirim
(NHUV) (Pauvolid-Correa et al., 2015), para interferir
con la replicacion de un arbovirus, WNV, en cultivos
celulares, como asi también sobre su replicacion en
mosquitos y su transmisibilidad (Goenaga et al.,
2015). Los resultados obtenidos demuestran que
NHUV efectivamente interfiere con la replicaciéon de
WNV en cultivos de dos lineas celulares diferentes,
reduciendo significativamente los rendimientos del
virus patégeno para humanos. En relacion a la repli-
cacion en mosquitos, la coinfeccién con NHUV no
redujo significativamente los rendimientos de WNV,
tanto en Cx. pipiens como en Cx. quinquefasciatus.
Sinembargo, en esta Ultima especie se pudo verificar
gue la coinfeccién con NHUV reduce la concentracion
de WNV en saliva, y por lo tanto su potencial de trans-
misién por esavia.

En el resto de los paises de América Latina la
situacion es muy similar a la registrada en la Republi-
ca Argentina, con escasos registros de virus patdge-
nos especificos de mosquitos. Araujo Coutinho et al.
(2012) describieron la infeccion con un baculovirus,
estrechamente relacionado con CuniNPV, en larvas
de Cx. quinquefasciatus colectadas en la ciudad de
Caraguatuba, en el Estado de San Pablo, Brasil. La
prevalencia de las infecciones naturales con este
baculovirus fue inferior a 0,01 %. Por otro lado, tam-
bién en Brasil, se describio el aislamiento de un brevi-
densovirus a partir de un cultivo de la linea celular
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C6/36 (Mosimann et al., 2011). El analisis de la
secuencia del genoma viral revel6 una estrecha rela-
cién con AaeDNV. Unade las caracteristicas de mayor
interés descriptas para este aislamiento es su capa-
cidad para interferir con la replicacion del virus
dengue.

Resulta obvio decir que la exigua informacion
existente sobre virus patdgenos especificos de mos-
quitos en América Latina no responde a su escasez,
sino a la falta de estudios emprendidos para poner
en evidencia su presencia, riqgueza y abundancia. Si
se considera que el subcontinente alberga algunas
de las regiones de mayor biodiversidad del planeta,
que incluye una amplisima diversidad de culicidos,
resulta razonable suponer que es igualmente rico el
espectro de virus que los utilizan como hospedado-
res para su replicacion, entre los cuales seguramen-
te se encontrardn nuevas entidades con propiedades
aptas para ser utilizadas como agentes de control de
mosquitos. Por otro lado, ni la Argentina ni el resto de
América Latina han resultado escenarios para el em-
prendimiento de experiencias destinadas a desarro-
llar o implementar programas de control de mosqui-
tos basados en el uso de virus patégenos especifi-
cos. Si bien esta carencia esta relacionada con la
ausencia de unatradicion cientifico-tecnolégicaen la
materia, resulta paraddjico que este sea también el
continente en el cual se han desarrollado algunas de
las experiencias mas exitosas de utilizacién de virus
entomopatdgenos para el control de plagas de insec-
tos lepiddpteros en la agricultura, experiencia cuya
transferencia podria contribuir a abreviar el desarro-
llo de procesos de produccion de virus patégenos
especificos de mosquitos de importancia sanitaria,
como asi también su aplicacion en programas de
control.

Perspectivas

El uso clasico de virus como agentes de con-
trol de poblaciones de mosquitos esta restringido por
una serie de limitaciones bioldgicas, tecnolégicas y
econdmicas, que se discutieron previamente. Como
consecuencia de ellas, todavia no han surgido formu-
laciones exitosas aplicadas en campo, aunque exis-
teninvestigaciones dirigidas a mejorar algunos de los
aspectos mencionados anteriormente como obstéa-

culos. La factibilidad de modificar esta situacion
podra depender, por un lado, del mejoramiento de los
productos virales y las tecnologias insecticidas ya
conocidas, pero ademas, y principalmente, de la
generacion de nuevos conceptos, nuevos productosy
nuevas tecnologias.

A continuacion se revisaran algunas de las
lineas de investigaciony desarrollo méas promisorias.

Exploracion del viroma especifico de mosquitos

Como se ha descripto, el viroma especifico
de mosquitos es una fuente de potenciales principios
activos para la produccion de bioinsecticidas que
colaboren en el control de estos organismos. Una
exploracién mas profunda y extensa de ese viroma
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con el objeto de identificar y aislar patdgenos virales
desconocidos hasta el momento, o de cepas mas
virulentas de especies ya conocidas, podria resultar
en una fuente de nuevos agentes Utiles para el con-
trol de mosquitos de importancia sanitaria (Bolling et



al., 2015b). A este respecto, no puede dejar de men-
cionarse que la gran mayoria de los virus patégenos
de mosquitos que han sido descriptos hasta el pre-
sente corresponden a aislamientos efectuados en
USAy Europa (Federici, 1980; Williams, 2008), y que
recién en los Ultimos afos se han empezado a descri-
bir nuevos aislamientos procedentes de Asia, Améri-
ca Latina y Africa, en algunos casos de virus que
presentan caracteristicas novedosas, no descriptas
previamente (Schuster et al., 2014), por lo cual el
repertorio de patégenos virales de mosquitos no
parece estar agotado, ni mucho menos. En particu-
lar, para algunos mosquitos cuyas poblaciones tien-
den a expandirse a escala global, como Ae. aegyptiy
Ae. albopictus, la exploracién de sus respectivos am-
bientes de origen podria dar por resultado el hallazgo
de patdgenos virales especificos, no identificados
hasta el presente, que podrian jugar roles relevantes
en la regulacion natural de las poblaciones de los
culicidos ancestrales en dichos ambientes. Como es
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bien sabido, cuando un organismo se expande desde
su lugar original y se transforma en invasivo, una de
las razones de su éxito radica en que los ambientes
invadidos carecen de los enemigos naturales y pato-
genos que contribuyen al control de su poblacion en
el ambito de origen. Si bien es cierto que los virus, por
su condicion de parasitos obligados, pueden acom-
pafiar las migraciones de sus hospedadores y coevo-
lucionar con ellos, es posible también que los am-
bientes de donde éstos provienen originalmente
puedan resultar aun reservorios de virus patégenos
potencialmente Utiles como agentes de control de los
hospedadores en expansion. La blusqueda de estos
patégenos virales ancestrales podria llevarse a cabo
mediante metodologias clasicas, pero sin duda su
identificacion se acelerard mediante la aplicacion de
técnicas de secuenciacion de alto rendimiento que
ya han demostrado su eficacia para contribuir a pon-
er en evidencia la existencia de nuevos virus especifi-
cos de mosquitos (Bolling etal., 2015a).

Procesos de produccion viral y formulacion

El desarrollo y la optimizacion de nuevas
tecnologias para la produccion de virus, y la posterior
formulacion de insecticidas de base viral, pueden
también contribuir a tornar factible su utilizacion en
el control de poblaciones de mosquitos. En relacion a
la produccion viral, mientras que la amplificacion en
larvas, por las dificultades para su estandarizacion,
no parece ser una opcion factible, existe mucho
terreno para trabajar en la optimizacion de procesos
de amplificacién de virus in vitro utilizando cultivos
de células de mosquitos. Para esto sera necesario
establecer, en primer término y para cada uno de los
virus cuya produccion resulte de interés, si las lineas
celulares de mosquitos disponibles son suficiente-
mente productivas y poseen cualidades tecnol6gicas
(capacidad de ser cultivadas en suspensién, adapta-
cién a medios de cultivo libres de suero, entre otras)
gue las hagan aptas para sostener procesos de pro-
duccion a gran escala, o de lo contrario si sera nece-
sario establecer nuevas lineas. Las disponibles
actualmente son escasas, en comparacion con la
extensa variedad de lineas celulares establecidas a
partir de lepidopteros, y ademas muy pocas de ellas
estan disponibles en bancos de células reconocidos
(Walker et al., 2014). Entre las lineas existentes, s6lo
C6/36 de Ae. albopictus, ha sido extensamente
utilizaday ha demostrado poseer propiedades tecno-
I6gicas aptas para el desarrollo de procesos de pro-
duccion viral (Suchmann y Carlson, 2004). Sin em-
bargo, la elevada frecuencia de presentacion de
infecciones virales persistentes e inaparentes de
estalinea celular obliga a evaluar cuidadosamente el

origen y la condicion de los cultivos antes de aplicar-
los al desarrollo de procesos de produccion viral.
Ademas, sera necesario desarrollar nuevos medios
de cultivo de bajo costo, como asi también optimizar
las condiciones de infeccion y establecer procesos
de produccion a gran escala robustos y confiables.
Teniendo en cuenta la experiencia acumulada en el
desarrollo de procesos para la producciéon a gran
escala de otros virus de insectos, como los baculo-
virus especificos de lepidépteros, como asi también
de virus de mamiferos, estos desarrollos podran
transferirse rapidamente en el momento que estén
disponibles virus que exhiban propiedades suficien-
temente atractivas por su potencial insecticida o de
control.

Los deltabaculovirus se encuentran entre los
virus patdégenos de mosquitos que retnen condicio-
nes mas favorables para ser utilizados como agentes
de control, pero su uso, al igual que la de otros virus
de mosquitos que también forman cuerpos de oclu-
sién, como los cypovirus, ha sido limitada porque la
infeccion larvaria requiere una concentracion salina
especifica, una condicidn dificil de satisfacer cuando
estos insecticidas virales se deben aplicar a campo.
Para salvar esta limitacion se ha propuesto el desa-
rrollo de formulaciones que microencapsulan a los
cuerpos de oclusién virales con una sal de magnesio
(1), cuya funcion es suministrar in situ la concentra-
cién de este ion necesario para permitir que se
produzca la interaccion entre los viriones ocluidos y
las células susceptibles del intestino medio de la
larva (Becnel, 2006). Sin embargo, no se produjeron
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avances ulteriores en este aspecto, los que parecen
estar supeditados a la disponibilidad de virus con
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mejores propiedades insecticidas o capacidad de
control que los disponibles actualmente.

Mejoramiento de las propiedades insecticidas de los virus mediante manipulacion génica

Los virus pueden ser modificados genética-
mente utilizando herramientas tradicionales de inge-
nieria genética (Suzuki et al., 2014). Por ejemplo, el
genoma de los brevidensovirus fue manipulado con
el objeto de utilizarlos como vectores para la transfe-
rencia de genes heter6logos en larvas de mosquitos
(Afanasiev et al., 1994), o como vectores de expre-
sién en cultivos de células de mosquitos (Afanasiev
et al., 1997). Estas tecnologias pueden aplicarse al
objetivo de incrementar la virulencia, con un impacto
insecticida directo. Gu et al. (2010) construyeron
brevidensovirus recombinantes que expresan el gen
de la toxina excitatoria especifica de insectos BmK
IT1, demostrando que el agente recombinante posee
una virulencia superior al virus silvestre, y que esta
estrategia podria resultar en una alternativa tecnol6-
gicamente factible para aumentar la eficacia de los
brevidensovirus como agentes de control de mosqui-

tos. Sin embargo todavia no se han realizado, niaina
nivel de laboratorio, los ensayos que permitan garan-
tizar que el transgen no fluird hacia otros organis-
mos, 0 que la toxina no afectara a hospedadores no
deseados.

Por otro lado, si bien la factibilidad de imple-
mentar esta estrategia ha sido también demostrada
repetidamente para los baculovirus que infectan
insectos lepiddpteros (Lacey et al., 2015), todavia no
ha sido implementada como una via para mejorar la
capacidad insecticida de CuniNPV, o de algun otro
baculovirus especifico de mosquitos. En cualquier
caso, la obtencion de cepas virales mas virulentas
mediante modificacion génica no representa hoy un
problema técnico, y las limitaciones radican mas
bien en aspectos regulatorios, de seguridad y de
aceptacion publica ligados a la liberacién al ambien-
te de organismos modificados genéticamente.

Virus especificos de mosquitos como antagonistas de arbovirus

Es posible que el futuro de la aplicacion de
virus al control de poblaciones de mosquitos no pase
s6lo por su uso como insecticidas clasicos, sino por la
capacidad para antagonizar el rol de estos insectos
como vectores de patégenos de importancia sanita-
ria. En los ultimos afios se han obtenido evidencias
acerca de la capacidad de algunos virus especificos
de mosquitos, como Culex flavivirus o algunos brevi-
densovirus, para modificar la susceptibilidad a la
infeccion del insecto, y/o su permisividad a la replica-
cién de arbovirus patdgenos (Kent et al., 2010; Mosi-
mann et al., 2011). En este sentido, se ha propuesto
que, dado que muchos de los virus que infectan espe-

cificamente mosquitos se transmiten por via vertical,
seria posible establecer una poblacién de mosquitos
persistentemente infectada que resulte resistente a
la sobreinfeccion con arbovirus patdgenos, reducien-
do asi su competencia vectorial (Bolling et al., 2015
b). Sinembargo, para que esta propuesta pueda tras-
ladarse a la practica deberan llevarse a cabo investi-
gaciones exhaustivas, principalmente in vivo, sobre
las condiciones bajo las cuales el fenébmeno de inter-
ferencia se manifiesta, ya que en algunos modelos
no se ha podido verificar su existencia (Kanthong et
al.,2008).

Virus especificos de mosquitos como vectores de paratransgenesis

La paratransgénesis es una estrategia de
control que, a través de la manipulacion génica de
microorganismos simbiontes o parasitos de un insec-
to que actlia como vector de un patégeno, reduce su
competencia vectorial. Entre las condiciones que un
microorganismo debe cumplir para ser usado con
este propdsito, ademas de su capacidad simbi6tica o
parasitaria, se deben mencionar la facilidad para su
multiplicacion, la capacidad para introducirse en la
poblacion de hospedadores, y la factibilidad de modi-
ficar establemente su genoma para expresar el gen
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de interés sin detrimento de su capacidad simbidtica
0 parasitaria. Ademas, deberia poder transferirse
entre sucesivas generaciones del hospedador, e
idealmente no deberia afectar a otros organismos
diferentes al hospedador blanco (Kean et al., 2015;
Ren et al., 2008). Los brevidensovirus, por la simpli-
cidad de los procedimientos requeridos para la modi-
ficacion de sus genomas (Suzuki et al., 2014), unida
a su capacidad para establecer infecciones persis-
tentes en mosquitos, relativa avirulencia (Ren y Ras-
gon, 2014) y habilidad para dispersarse en el am-



biente (Wise de Valdez et al., 2010), son candidatos
para ser utilizados como herramientas paratransgé-
nicas en mosquitos involucrados en la transmision
vectorial de patdégenos de gran relevancia sanitaria.
Especificamente, AQDNV ha sido propuesto para ser
utilizado como agente para reducir la competencia
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vectorial de An. gambiae para la transmision de
malaria mediante una estrategia de paratransgéne-
sisviral (Renetal., 2008). Es posible que en el futuro
proéximo, otros virus especificos de mosquitos per-
tenecientes a otras familias, puedan ser también
utilizados con el mismo proposito.
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