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RESUMEN: EIl gusano de seda de la morera, Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae), es afectado por
numerosas enfermedades como la Grasserie, provocada por el virus de la poliedrosis nuclear (BmNPV). Su
manejo y control se dirigen principalmente a la prevencion y diagndstico temprano. El objetivo de este trabajo
estuvo encaminado al diagnostico del virus BmNPV asociado a los sintomas de Grasserie, observados en las
crias de gusano de seda en Cuba. Se desarrollaron los métodos de diagnostico molecular basados en la
hibridacion radiactiva y no radiactiva de acidos nucleicos, a partir de extracciones de poliedros de larvas del
tercer y cuarto instar. En ambos métodos de hibridacion se pudo detectar la presencia de BmNPV. En el caso
de la hibridacion radiactiva, se obtuvieron resultados positivos del 5,5% de las muestras analizadas del tercer
instar, lo que coincide con los resultados de la hibridacién no radiactiva. Sin embargo, en el cuarto instar se
detectd el 28,8% de muestras positivas por hibridacién radiactiva y 22,2% por la no radiactiva, del total de
muestras analizadas. Aunqgue la hibridacion radiactiva mostré mas sensibilidad, ambos métodos permitieron
confirmar que es posible detectar BmNPV a partir del tercer instar, lo cual permite establecer las medidas de
tratamiento preventivo y manejo de las crias para minimizar las pérdidas productivas.
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Detection of nuclear polyhedrosis virus (BmNPV) in silkworm (Bombyx mori L.) by nucleic acid
hybridization

ABSTRACT: The mulberry silkworm, Bombyx mori L. (Lepidoptera: Bombycidae) is affected by numerous
diseases like Grassery, caused by the nuclear polyhedrosis virus (BmNPV). The management and control of
these diseases mainly consist of prevention and early diagnosis. The objective of this work was aimed at the
diagnosis of the virus BmNPV associated with the symptoms of Grassery observed in the production areas of
the Mulberry silkworm in Cuba. Molecular diagnostic methods for BmNPV based on radioactive and non-
radioactive hybridization of nucleic acids (HNA), from larvae’s polyhedra extractions in the 3rd and 4th instars,
were developed. In both hybridization methods, BmNPV presence was detected. Positive results of 5.5% of
samples analyzed in the 3rd larval stage were obtained using radioactive hybridization, which agreed with non-
radioactive hybridization results. Nevertheless, in the 4th stage, 28.8% of positive samples were detected using
radioactive hybridization and 22.2% of total analyzed samples for non-radioactive hybridization. Although
radioactive hybridization showed higher sensibility, both methods allowed to confirm that it was possible to
detect BmNPV from the 3rd larval stage, which allows to establish the enhancement of preventive treatment
and management measures of mulberry litters with the objective of minimizing production loses.
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El gusano de seda de la morera, Bombyx mori L.
(Lepidoptera: Bombycidae), es afectado por un gran
numero de patégenos como son virus, bacterias, hon-
gos y microsporidios, agentes causales de la
Grasserie, Flacherie, Pebrina y Muscardina (1, 2, 3).
Estas enfermedades son bien conocidas en casi to-
das las areas del mundo donde practican la sericultura,
y provocan dafios considerables a las cosechas de
cocones del gusano de seda (4).

La Grasserie, provocada por un virus del género
baculovirus (virus de la poliedrosis nuclear de Bombyx
mori (BmNPV)), es una de las enfermedades virales de
mayor impacto mundial. Puede llegar a provocar entre
el 70-80% de las pérdidas en producciones (5), afecta a
todos los paises productores, principalmente los tropi-
cales, donde se puede manifestar todo el afio (6).

En 2011 se iniciaron en Cuba las producciones
masivas de este insecto y se obtuvieron los primeros
niveles de produccién. Sin embargo, a partir del 5to
instar del ciclo de vida del insecto, comenzaron a apare-
cer sintomatologias que sugirieron la presencia de
enfermedades. Los resultados de patogenicidad,
microscopia electrénica y deteccién molecular reali-
zados por Martinez et al. (7), confirmaron la presencia
en las crias del virus de la poliedrosis nuclear (BmNPV),
como agente patdgeno causante de los sintomas ob-
servados.

Los trabajos de identificacién y caracterizacion de
este virus realizados en Cuba, permitieron obtener
herramientas para el diagndstico molecular de estos
patégenos mediante la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR). Sin embargo, nuevos métodos se
desarrollan en la actualidad a fin de contar con medios
mas simples y a la vez con alta sensibilidad y
confiabilidad.

Los ensayos de hibridacion de acidos nucleicos
constituyen una herramienta muy util en el diagnosti-
co e identificacién de los virus de la poliedrosis nuclear
(NPV). En los ultimos afos, varios autores informaron
el empleo de diferentes variantes de hibridacién para la
identificacion y cuantificacion de NPV de varias espe-
cies (1, 8, 9).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar los mé-
todos de hibridacion molecular, con relevado radiactivo
y no radiactivo, para la deteccién del virus de la
poliedrosis nuclear de B. mori en el tercer y cuarto
instar del ciclo de vida en condiciones de produccion.

En ambos métodos de hibridacion se aplicé el mis-
mo procedimiento variando el marcaje de la sonda. Se
empled, como sonda, el fragmento del gen de la
poliedrina de baculovirus obtenido por PCR con
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cebadores polheforward:
5'"CGTGTACGACAACAAGTACS3’ y polhereverse:
5’ AAAGTGAGTTTTTGGTTTTTGCC3" descritos por
Szewczyk et al. (10).

El fragmento fue purificado con el sistema de puri-
ficacion Wizard SV Gel and PCR Clean-up System
(Promega), segun el protocolo descrito (https://
www.promega.com). Para la hibridacion radiactiva se
marcaron 25ng de ADN con o*2P-(dATP) segun el proto-
colo descrito en el juego de reactivos Megaprime
(Amersham). La sonda no radioactiva se marc6 me-
diante el juego de reactivos «DIG DNA Labeling kit»
(Roche), siguiendo el procedimiento indicado en el ins-
tructivo de uso adjunto al juego de reactivos.

Para la extraccion de cuerpos de poliedros se to-
maron 36 larvas del 3°"y 4® instar de diferentes camas
y seleccionadas al azar, se conformaron dos grupos
de 18 larvas. Se maceraron en tampén de
homogenizacion (1% acido ascarbico, 2% SDS,
0.01MTris pH 7.8 y 0.001M EDTA) y se filtraron a tra-
vés de tres capas de gasa estéril. El homogeneizado
se centrifugd a 10000 rpm, por 12 min en centrifuga
Sigma y se resuspendié el precipitado en tampén TE
(50 mM tris: 10 mM EDTA) pH 7,8. Esta suspension
se transfirié a tubos limpios y se centrifugd a 12 000
rpm por 12 minutos a 4°C; se elimind el sobrenadante
y el precipitado se resuspendio en tampon TE 1X.

Los grupos de poliedros de cada edad fueron des-
naturalizados antes de aplicarlos alas dos membra-
nas, a partir de la centrifugacion de un 1ml de suspen-
sion de poliedros a 12000 rpm por 10 min, el precipita-
do se homogeniz6 en 200ul de solucion Na,CO,
(0,02mM; pH 11). La mezcla se incub6 durante 20 mi-
nutos a 25°C, con agitacion ligera en el equipo Thermo-
Shaker (Fisher). A cada tubo se afiadieron 30 ul de
solucion de acetato de sodio (0, 16 M; pH 5) y se
incubaron 10 minutos a 94°C. Se aplicaron 20 ul de
cada muestra en ambas membranas de nylon
(Hynbond N*, Amersham). Se utiliz6 una muestra con
BmNPV como control positivo y un control de sonda.

Las soluciones de prehibridacion e hibridacion se
prepararon con la siguiente mezcla: 5X de Denhardt
(Sigma Chemical Co.), 5X SSC (150 mM NaCl, 15 mM
citrato de sodio, pH 7.0), 50% formamida, 250ug/ml de
ADN de esperma de salmén, 50 mM de pirofosfato de
sodio pH 6.5,y 0.1% SDS.

Las membranas se prehibridaron durante 2 horas a
42°C. Luego se afadieron las sondas marcadas y se
dejaron toda la noche hibridando a 42°C. Tras la hibri-
dacion se realizaron tres lavados de 15 minutos, con
una solucion 1X SSC y 0.1% SDS, dos veces a tem-
peratura de 55°C y una vez a 65°C.
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Las membranas se expusieron durante 16 horas
en el casete de exposicion (Kodak) a temperatura
ambiente. Los revelados se realizaron en cuarto oscu-
ro con soluciones reveladoras y fijadoras, segun
Sambrook et al. (11).

Mediante ambos métodos de hibridacién, se pudo
detectar la presencia del BmNPV a partir de las dos
etapas analizadas (Figura). En el 4® instar se detecto
por hibridacién radiactiva un ligero aumento en el nu-
mero de larvas infectadas. Este resultado coincide con
otros autores que plantean menor sensibilidad en la
deteccién de patégenos virales con el uso de la detec-
cioén no radiactiva, lo que pudiera estar determinado
por el tipo de marcaje (12). Sin embargo, en nuestro
caso, aunque hubo deteccion del virus desde el 3
instar, no se mostraron diferencias por ambos méto-
dos de deteccién en cuanto al numero de larvas infec-
tadas. La deteccion de BmNPV desde edades tem-
pranas de las crianzas es de gran importancia, ya que
en estas etapas tempranas del ciclo de vida es im-
prescindible realizar un diagndstico con el fin de apli-
car los tratamientos de manejo para la prevencién y
dispersion de las enfermedades.
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FIGURA. Resultados de la hibridacion de &cidos nucleicos
a partir de suspensiones de poliedros desnaturalizados.
Deteccion del BmNPV en larvas asintomaticas del 3¢y 4%
instar./ Results of nucleic acid hybridization using
polyhedra extractions. BmNPV detection in asymptomatic
larvae of the 3™ and 4™ instar.

Con ambos métodos se observé un mayor avance
de la enfermedad en las larvas a partir del cuarto ins-
tar, demostrado por un mayor porcentaje de deteccion
de larvas infectadas, lo que pudiera estar asociado a
una produccién creciente y exponencial de poliedros
en esta etapa que desencadena en la expresion de los
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sintomas en el quinto instar, tal como ha sido descrito
por Cifuentes (6).

Por otra parte, los resultados sugieren que la hi-
bridacion de poliedros desnaturalizados puede ser
utilizada como método de deteccion de BmNPV en
condiciones de produccion, tal como ha ocurrido en la
deteccion de otros virus de lepidopteros (1, 8, 9). Este
método permitira el andlisis de gran cantidad de mues-
tras en condiciones extensivas de produccion y facili-
tara el trabajo, pues brinda la posibilidad de una detec-
cion a partir de material semipurificado, en este caso
poliedros, ya que en la PCR los contaminantes pue-
den inhibir la accién de la enzima Taq polimerasa, lo
que exige necesariamente un ADN purificado.

Los resultados permitieron tomar medidas de tra-
tamiento preventivo y manejo de las crias desde el ter-
cerinstar, afin de minimizar las pérdidas productivas
por laincidencia de la enfermedad.

Aunque la hibridacion no radiactiva mostré un me-
nor porcentaje de deteccion, se sugiere la optimizacion
de esta variante de hibridacion, con el fin de minimizar
los riesgos que conlleva el uso de la radioactividad,
tanto para el personal que labora con ella, como para
el medio ambiente.
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