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Desarrollo de una plataforma biotecnológica sobre el baculovirus 

autóctono AgMNPV 

 

Resumen  

Los baculovirus son patógenos que infectan insectos de los órdenes Lepidoptera, Diptera e 

Hymenoptera en su estado larval. Se caracterizan por contener genomas grandes de cccdsDNA (80-

180 kpb), y por ser muy utilizados en el control biológico de plagas agrícolas. Por otro lado, el 

baculovirus AcMNPV ha sido modificado genéticamente para explotarlo en otras aplicaciones, tales 

como la producción de proteínas recombinantes y la vehiculización de genes terapéuticos en 

mamíferos, gracias a convertir su genoma en un vector de clonado molecular. En tanto, el virus 

sudamericano AgMNPV, que infecta a la plaga Anticarsia gemmatalis, sólo se lo emplea en 

formulaciones bioplaguicidas. En vistas de las diversas y exitosas aplicaciones biotecnológicas 

logradas sobre AcMNPV, en este trabajo se pretende evaluar si usos equivalentes podrían ser 

obtenidos mediante la intervención genómica de AgMNPV. En particular, se generará un replicón para 

Escherichia coli basado en el genoma de AgMNPV (bácmido), y a partir del mismo, se producirán 

viriones recombinantes como pruebas de concepto para tecnologías de biocontrol de plagas, para la 

expresión de proteínas recombinantes, y para la transferencia de genes terapéuticos en células de 

mamífero y otros animales no susceptibles. 
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Estado del arte  

Los baculovirus constituyen una familia de patógenos virales que infectan insectos de los órdenes 

Lepidoptera, Hymenoptera y Diptera. Junto a Asfaviridae, Herpesviridae, Iridoviridae, Polydnaviridae, Mimivirus, 

Phycodnaviridae, Nimaviridae, Adenoviridae y Poxviridae, la familia Baculoviridae formaría parte del grupo de 

los virus con grandes genomas de DNA doble cadena (dsDNA), los cuales podrían tener un origen ancestral 

común (Gao y Qui, 2007). Estas entidades poseen moléculas genómicas de dsDNA circular grandes contenidas en 

una vaina o cápside cilíndrica polar de naturaleza proteica y forma baciliforme, rodeada por una bicapa lipídica 

con presencia de proteínas transmembrana, y presentan dos fenotipos a lo largo de un ciclo de multiplicación: 

los viriones brotados o Budded Viruses -BV-; y los viriones derivados de los cuerpos de oclusión, u Occlusion 

Derived Viruses -ODV-, presentes dentro de los cuerpos de oclusión, u OB -Occlusion Body-. Las diferencias 

principales están centradas en la composición de la membrana y de las proteínas que allí se anclan, además de 

existir una matriz proteica sólo presente en el segundo (Braunagel et al, 2003; Wang et al, 2010; Wang et al, 2011; Hou et al, 

2013). La misma es conocida como poliedro o gránulo dependiendo del género, y otorga una gran estabilidad 

ambiental al virión. En cuanto a la función, los ODVs son especialistas (infectan por vía oral células del intestino 

medio de la larva), mientras que los BVs son generalistas (responsables de la infección sistémica dentro del 

insecto y en general en muchas especies, poliorganotrópicos). Actualmente se conoce la secuencia de más de 

250 genomas baculovirales (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), y se los clasifica en 4 géneros: Alphabaculovirus 
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(nucleopoliedrovirus –NPV- que infectan lepidópteros), Betabaculovirus (granulovirus –GV- que infectan 

lepidópteros), Gammabaculovirus (núcleopoliedrovirus –NPV- que infectan himenópteros), Deltabaculovirus 

(nucleopoliedrovirus –NPV- que infectan dípteros) (Herniou et al, 2004; Jhele et al, 2006; Herniou et al, 2007; Miele et al, 

2011; Harrison et al, 2018). Respecto de la carga génica poseen entre 100 y 200 genes codificantes de proteínas, 

sumando más de 800 al considerar a toda la Familia, existiendo un subconjunto de 38 conocidos como core 

genes o genes esenciales, los cuales están presentes en todas las especies (Miele et al, 2011; Garavaglia et al, 2012; 

Wenmann et al, 2018). 

Gracias al establecimiento de numerosas líneas celulares derivadas de insectos, es posible multiplicar 

y producir lotes de estos patógenos en cultivos in vitro (Mengual et al, 2010). Además, el genoma viral es infectivo 

per se y ha podido ser modificado en algunas especies para replicar como megaplásmido (bácmido) en 

Escherichia coli (Wang et al, 2003; Wu et al, 2003). Estas propiedades han facilitado los estudios básicos y aplicados. 

Así, se han concretado tecnologías relevantes, algunas ya como productos comerciales y otras en desarrollo, 

asociadas a la expresión de proteínas en contextos eucariotas (BEVs, por Baculovirus Expression Vectors) y a 

otras aplicaciones en mamíferos (tecnologías BacMam, por Baculoviruses applied on Mammals) (Rodríguez et al, 

2011; Hsin-Yu et al, 2012; Rajesh Kumar et al., 2013; Swift et al., 2013; Haase et al, 2015; Felberbaum, 2015). En particular, el virus 

AcMNPV (nucleopoliedrovirus de Autographa californica) es el baculovirus modelo, ampliamente explotado en la 

producción de proteínas recombinantes mediante, por ejemplo, el sistema Bac-to-Bac (Luckow et al, 1993; Ciccarone 

et al, 1997), que incluyen la producción de fármacos y vacunas (van Oers et al, 2015), y en diversas tecnologías 

BacMam por su gran capacidad de incorporar DNAs heterólogos, baja citotoxicidad e incapacidad de replicación 

en mamíferos (Airenne et al, 2013; Arghia et al, 2014; Makkonen et al, 2015, Mansouri y Berger, 2018). En tanto, baculovirus 

como AgMNPV (nucleopoliedrovirus de Anticarsia gemmatalis), CpGV (granulovirus de Cydia pomonella), y 

SfMNPV (nucleopoliedrovirus de Spodoptera frugiperda), entre otros, son especialmente empleados para el 

control biológico de plagas (Haase et al, 2015; Hatting et al, 2018). AgMNPV infecta larvas de Anticarsia gemmatalis, 

una plaga sudamericana de cultivos de soja que causa serios impactos económicos, por lo que ha sido 

exitosamente empleado para su control (Oliveira et al, 2006; Moscardi et al, 2011; Haase et al, 2015). De hecho, es 

considerada la especie baculoviral más extensivamente empleada como bioplaguicida. 

El sistema Bac-to-Bac (comercializado por Invitrogen) se basa en la generación de bácmidos 

recombinantes en E. coli, mediante la transposición sitio específica in vivo (dentro de la cepa DH10B) de una 

secuencia que se comporta como un transposón de DNA no autónomo, contenida en un vector plasmídico 

denominado Donor (pFastBac según su nombre comercial), hacia un vector baculoviral (bácmido: genoma de 

AcMNPV conteniendo en el locus poliedrina a un ORI mini-F, kanamicinaR, y un segmento que codifica para el 

péptido LacZ-que incluye el sitio de inserción para el transposón bacteriano Tn7 -mini-attTn7-), por la acción 

de una transposasa expresada a partir de un plásmido colaborador (pHelper). Los bácmidos recombinantes 

luego son recuperados de E. coli, y transfectados en células de insecto susceptibles, para así generar lotes 

virales de BVs destinados a cumplir las aplicaciones biotecnológicas de interés. 
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Hipótesis 

El genoma del baculovirus AgMNPV puede replicar y sostenerse en Escherichia coli si se le 

introducen secuencias de un replicón procariota, y puede soportar la introducción de nuevas 

secuencias convirtiéndose en un vector de clonado molecular. Además, dado que su genoma es 

infectivo per se, se podrán generar viriones recombinantes en células de insecto susceptibles, los 

cuales podrán asistir en aplicaciones de control biológico de plagas, en la expresión de proteínas 

(sistemas BEV), y en la vehiculización de genes terapéuticos en mamíferos (tecnologías BacMam). 

 

Objetivo general 

Desarrollo y evaluación de una nueva plataforma biotecnológica baculoviral que asista en la expresión de 

proteínas en contextos eucariotas, en la vehiculización de genes terapéuticos en animales, y en la formulación 

de biocontroladores de plagas agrícolas locales.   

 

Objetivos específicos 

 Modificar el genoma del baculovirus AgMNPV introduciéndole funciones de replicación y modificación 

en Escherichia coli (Bácmido-Ag). 

 Evaluar la generación de AgMNPV recombinantes derivados del Bácmido-Ag, útiles para la expresión 

de proteínas en entornos eucariotas. 

 Evaluar la generación de AgMNPV recombinantes derivados del Bácmido-Ag, útiles para generar 

bioplaguicidas. 

 Evaluar la generación de AgMNPV recombinantes derivados del Bácmido-Ag, útiles para transducir 

mamíferos y otros animales no susceptibles. 

 

Materiales y Métodos 

Mantenimiento de células y virus 

Células UFL-Ag-286 (Sieburth et al, 1988 a y b) serán cultivadas en monocapas sobre soportes plásticos de 

diferente superficie, en estufa a 27°C (estufa MIR 5531, SANYO) y en medio GRACE´s (Invitrogen) 

suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) al 10% v/v y antibióticos y antimicóticos. La calidad de las 

líneas se certificará periódicamente mediante observaciones microscópicas y medidas de cinética de 

crecimiento. En tanto, lotes de virus AgMNPV (NC_008520.1), serán multiplicados mediante procedimientos 

estándar en monocapas de las mismas células, utilizándose para tal fin las multiplicidades de infección 

(mdi) que requieran los ensayos. Las estimaciones del título de BVs se realizarán mediante dilución 

terminal y plaqueo (O'Reilly, 1992). La calidad y estabilidad de los lotes virales se establecerán a través de 

las caracterizaciones que se realicen del genotipo y fenotipo de las progenies generadas, mediante 

ensayos de RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) genómicos, observaciones 

microscópicas, y ensayos de infección en cultivos in vitro. Cuando sea necesario, el genoma viral se 
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obtendrá mediante metodologías tradicionales que incluyen el tratamiento con Proteinasa K, la extracción 

con solventes orgánicos y la concentración mediante precipitación alcohólica (O'Reilly, 1992). Las líneas 

celulares de mamíferos también se mantendrán en monocapa, pero empleando medio DMEM o RPMI 

(Invitrogen), suplementado con SFB al 10% v/v e incubadas en estufa a 37°C con atmósfera húmeda y 

gaseada con CO2. 

Cepas bacterianas, plásmidos y otros ácidos nucleicos 

Para el trabajo con DNAs plasmídicos se utilizarán estrategias tradicionales (Green y Sambrook, 2012). Así, 

los plásmidos que se empleen serán aislados a partir de cultivos bacterianos (cepas de Escherichia coli 

DH5α, Top 10, DH10Bac; medio Luria Bertani suplementado con antibióticos) mediante 

minipreparaciones por lisis alcalina. En tanto, la generación del fragmento conteniendo el replicón 

procariota del bácmido de AcMNPV bMON14272 (Luckow et al, 1993) será llevado a cabo mediante PCR, 

utilizando primers diseñados ad hoc y DNA polimerasas termoestables en condiciones de reacción 

adecuadas. Por otro lado, las transformaciones bacterianas se realizarán mediante shock térmico o 

electroporación según se considere necesario, en lotes de cepas de E. coli preparados según 

procedimientos tradicionales (Green y Sambrook, 2012). Posteriormente, la selección de Unidades 

Formadoras de Colonias (UFC) se realizará en medio Luria-Bertani sólido (agar-agar 1,5% p/v) 

suplementado con los antibióticos correspondientes según el plásmido utilizado. Las estimaciones de 

concentración de ácidos nucleicos se llevarán a cabo mediante la detección de sus propiedades 

espectroscópicas (NanoDrop 1000, Thermo Fisher), y mediante real time PCR (qPCR) empleando 

química SyBrGreen y el equipo StepOne (Thermo Fisher). En tanto, las electroforesis de ácidos nucleicos 

se realizarán en geles de agarosa y en condiciones tradicionales de corrida y tinción (Green y Sambrook, 

2012) y, las imágenes se digitalizarán mediante el programa Kodak Digital Images (Kodak). 

Mantenimiento de Caenorhabditis elegans 

Se utilizarán nematodos de la cepa N2 (wild type) adquiridos del Caenorhabditis Genetics Center 

(Universidad de Minnesota, https://cgc.umn.edu/). Los nematodos serán cultivados en placas de Petri de 

15 mm de diámetro con medio NGM (Nematode Growth Medium; NaCl 0,3% p/v, Peptona 0,25% p/v, 

Colesterol 5 μg/mL, CaCl2 1 mmol/L, MgSO4 1 mmol/L, Agar 1,7% p/v en buffer fosfato de potasio 25 

mmol/L a pH 6,0) y un césped de E. coli cepa HB101. Los nematodos se mantendrán siempre bajo 

condiciones de oscuridad y temperatura constante de 20°C. Para obtener poblaciones sincronizadas en el 

estadio larval L1, se utilizará el método de cloro (Lewis y Fleming 1995). Posteriormente, los embriones se 

resuspenderán en 3,5 mL de buffer M9 (Na2HPO4 42 mM, KH2PO4 22 mM, NaCl 85,5 mM, MgSO4 1 mM), 

suplementado con Antibiótico-antimicótico 1X (Thermo Fisher Scientific) y 10 μg/mL de tobramicina 

(Tobrabiotic, Denver Farma) y se dejarán en agitación durante 24 horas a 50 rpm en un agitador tipo 

vaivén (Serie 2014, Decalab). Al día siguiente las larvas L1 se transferirán a nuevas placas de NGM 

sembradas con E. coli HB101 y se dejarán crecer hasta el estadio L4. Las larvas L4 serán utilizadas para 

el experimento de tranducción con viriones recombinantes de baculovirus. En el caso que sea necesario, 

se utilizará 5-fluorodeoxyuridina (FUDR) 40 µM (Sigma) para inhibir la autoreproducción. 
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Generación de bácmido-Ag 

DNA aislado de BVs de AgMNPV se cotransformará por electroporación junto al casete de DNA 

conteniendo el replicón de bMON14272 en bacterias DH10B suplementadas con el plásmido pKD46-

RecA (Nature Technology), que aportará el fenotipo recombinogénico Lambda-Red (Ellis et al, 2001). Luego 

de incubar a 37°C sin presiones de selección, se sembrarán placas de LB sólido suplementadas con 

kanamicina, IPTG y X-gal. El bácmido de AgMNPV se verificará mediante su aislamiento y posterior 

caracterización por RFLP y/o ensayos de PCR con primers específicos diseñados ad hoc. 

Generación de bácmidos-Ag recombinantes 

Lotes de bacterias DH10B serán cotransformadas con el bácmido de AgMNPV (Bácmido-Ag) y el 

plásmido pHelper del sistema Bac to Bac (Invitrogen). De alguna de las colonias resultantes (resistentes a 

kanamicina y tetraciclina) se generarán lotes de bacterias competentes para shock térmico (Green y 

Sambrook, 2012), que luego serán transformadas con alguna de las construcciones donoras (pFastBac) a 

ser ensayadas (pFastBac-Prompolh/gfp/SV40pA; pFastBac-Prompolh/polh/SV40pA-Promp10/gfp/HSVtkpA; 

pFastBac-PromHSP70/gfp/SV40pA, pFastBac-PromCMV/gfp/SV40pA)1 previamente realizadas en el LIGBCM 

(Laboratorio de Ingeniería Genética y Biología Celular y Molecular de la UNQ). Los bácmidos 

recombinantes serán seleccionados por el fenotipo que producen en bacterias (colonias resistentes a 

kanamicina, gentamicina y sin capacidad de metabolizar el X-gal en presencia de IPTG). Luego de su 

aislamiento mediante miniprep por lisis alcalina, serán transfectados en células UFL-Ag-286 utilizando 

sistemas comerciales de transfección (Cellfectin, Genjuice) según las recomendaciones de los fabricantes 

y las optimizaciones que se hayan practicado. Los medios condicionados serán recuperados, y se 

realizarán multiplicaciones de BVs en nuevos cultivos celulares por ensayos de infección controlados. Los 

lotes virales serán almacenados a 4°C y protegidos de la luz. 

Ensayos de expresión proteica 

Lotes de BVs que porten de genoma al Bácmido-Ag-Prompolh/gfp/SV40pA (BV-GFP) se usarán para 

infectar células UFL-Ag-286 creciendo en monocapa. A las 72 hs se harán observaciones al microscopio 

de fluorescencia (Cytation 3, BioTek Instruments), y se cosecharán las células para evaluar su proteoma 

total mediante ensayos de SDS-PAGE con el sistema tris-glicina, y posteriores tinciones con Coomassie 

Brilliant Blue (Green y Sambrook, 2012). Las imágenes se digitalizarán mediante el programa Kodak Digital 

Images (Kodak). 

Transducción de células y C. elegans 

Lotes de BVs que porten de genoma al Bácmido-Ag-PromCMV/gfp/SV40pA (BV-CMV/GFP) se usarán para 

realizar ensayos de transducción sobre células humanas HEK-293 (ATCC® CRL-1573™) a diferentes 

mdi. Los resultados se analizarán en el microscopio de fluorescencia (Cytation 3, BioTek Instruments) a 

las 24 y 48 hs. En tanto, larvas L4 de C. elegans serán incubadas en buffer M9 [conteniendo lotes de BVs 

que portan de genoma al Bácmido-Ag-PromHSP70/gfp/SV40pA (BV-Rec-Hsp/GFP) -o controles- + FUDR 

                                                           
1 Prom: promotor; polh: poliedrina; gfp: green fluorescence protein; pA: señal de polyA; SV40: simian vacuolating virus 40; HSVTk: timidina quinasa de 
herpes virus; CMV: citomegalovirus. 
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40 µM] durante 24 horas a 50 rpm en un agitador tipo vaivén (Serie 2014, Decalab). Al día siguiente los 

nematodos se transferirán a nuevas placas de NGM sembradas con E. coli HB101, por un lado, y a 

placas de NGM sembradas con E. coli HB101 suplementadas con FUDR 40 µM, por otro, que se 

incubarán a 20°C. Al cabo de diferentes tiempos (por ejemplo, 24 y 48 hs) se evaluarán en lupa de 

epifluorescencia (Nikon). 

Bioensayos sobre larvas susceptibles 

Lotes de BVs que porten de genoma al Bácmido-Ag-Prompolh/polh/SV40pA-Promp10/gfp/HSVtkpA se 

usarán para generar lotes de OBs en células UFL-Ag-286. A los 5 dpi, se cosecharán las células para a 

partir de ellas obtener suspensiones de OBs según procedimientos tradicionales (Mengual et al, 2010), los 

cuales serán cuantificados mediante recuento directo utilizando microscopio óptico (Nikon) y cámara de 

Neubauer. Larvas de tercer estadio de Anticarsia gemmatalis serán tratadas con estos lotes de virus 

empleando el procedimiento de la gota (Hughes et al, 1986). Se registrarán los decesos, que se certificarán 

por observación en lupa de epifluorescencia (Nikon). 

 

 

Cronograma 

 

 

Actividades 

Cuatrimestre 

Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 Día 6 Día 7 

Aislamiento de DNA viral y plasmídico X       

Cuantificación de DNA viral por espectrofotometría, 
PCR end point y qPCR. Generación del casete de 
recombinación. 

 X      

Generación del bácmido en Escherichia coli   X     

Generación de bácmidos recombinantes.    X    

Aislamiento de bácmidos recombinantes y 
transfección en células de insectos. 

    X   

Generación de lotes virales recombinantes por 
infección. 

     X  

Evaluaciones funcionales de baculovirus 
recombinantes (SDS-PAGE/Transducción de células 
humanas/Transducción de C. elegans/Bioensayos). 

      X 

 

 

Factibilidad 

Todo el equipamiento necesario para realizar este trabajo se encuentra disponible en las instalaciones 

de la UNQ. No se requieren autorizaciones especiales, ya que no se trabajará con organismos silvestres, 

animales vertebrados de laboratorio ni seres humanos. Los invertebrados serán obtenidos de laboratorios de 

cría de la UNQ, y los cultivos celulares serán manipulados en cabinas de flujo laminar. Ninguna de las cepas 

bacterianas, células eucariotas y virus a ser utilizados confieren un riesgo para el ambiente o para los seres 
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humanos. La línea celular UFL-Ag-286 y el baculovirus AgMNPV han sido gentilmente suministrados por el Dr. 

Bergmann Morais-Riveiro, de la Universidad de Brasilia. Las células HEK-293 han sido adquiridas en ATCC. Los 

residuos derivados de este trabajo serán dispensados según las normas vigentes en la UNQ. 

 

Resultados esperados 

Mediante la ejecución de este trabajo se espera lograr un nuevo sistema baculoviral, similar al de 

AcMNPV, pero en este caso basado en AgMNPV, para que actúe como plataforma para brindar diferentes 

servicios biotecnológicos. En particular, se demostrará con la proteína verde fluorescente (GFP) expresada bajo 

diferentes promotores la capacidad del baculovirus AgMNPV para expresar proteínas recombinantes en sus 

propias células y en otras, que incluyen a los mamíferos. Si los resultados fueran exitosos, se podrá sustituir 

GFP por el ORF de la proteína de interés, y aplicar el sistema como BEV, BacMam, o para la generación de 

mejores bioplaguicidas. A futuro, se espera poder compararlo con la plataforma basada en AcMNPV para 

determinar sus performances diferenciales. Se identifica como potencial obstáculo de este trabajo la 

disponibilidad de larvas de Anticarsia gemmatalis para realizar los bioensayos, dado que la plaga puede no 

estar presente en campo para establecer un pie de cría.  

Este plan será uno de los trabajos prácticos de Ingeniería Genética II de la Licenciatura en 

Biotecnología de UNQ.   
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