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DESCRIPCION
Titulo de la invencidn

Nuevos genotipos del nucleopoliedrovirus simple de Helicoverpa armigera (HearSNPV),

procedimiento para su produccién y usc como agente de control biolégico
Campo de la invencién

La invencion se adscribe al sector técnico de los plaguicidas bioldgicos de aplicacidn al
control de plagas de insectos. Concretamente, la invencion se refiere a dos nuevos
genotipos de un nucleopoliedrovirus que es capaz de infectar a larvas del lepidoptero
Helicoverpa armigera (Hibner, 1809), a composicionas gue comprendan uno o varios de los
nuevos genotipes, a un procedimiento para su produccion y su uso para el control de plagas

del mencionado insecto.
Antecedentes de la invencién

En Espafia ef cultive del tomate ocupa 59.300 hectareas, con una produccidn mayor de 4,3
millones de ioneladas al afio, es el cuarto pais productor de tomate, sélo por deiras de
Estados Unidos (California), China e ftalia
{http://mwww.magrama.gob. es/estadistica/pags/anuario/2011/AE_2011_13_06_27 O1.pdf). La
mayor parte del tomate se cultiva en Extremadura (73%), Andalucia (13%) vy valle del Ebro
(10%) (hitp/fwww.navarraagraria.com/n184/ariomati.pdf). En Portugal, el cultive de tomate
fambién ocupa un lugar importante, con 15.300 hectareas y una produccion de mas de 1,1
miliones de toneladas
(hitp://maww . ine. pliine _novidades/Estatisticas_Agricolas_2011/index.htmi#). Entre las plagas
que afectan al cultivo del tomate, la mas importante es el taladro del tomate, Helicoverpa
armigera (Lepidoptera: Noctuidae) (Torres-Vila et al., 2003). A escala mundial, pocas plagas
causan tantas pérdidas econdmicas como el noctiido H. armigera (Cunningham et al., 1899;
Reed y Pawar, 1982). &n Espafa H. armigera ha sido una de las plagas clave en cultivos
extensivos como el algodon y e maiz, pero desde hace algo mas de una década esta
cobrando igual grado de importancia en los invernaderos horticolas del Levanie espafiol,
desde donde se ha extendido al resto de las regiones espanolas y a Portugal (Torres-Vila et
al., 2003). Actualmente esta considerada como la especie fitdfaga mas problematica en gran
parte de los cultivos de tomate al aire libre de ia regidn mediterranea (Tores-Vila et al,,
2003). Las larvas pueden atacar al cultivo en cualquier estado fenoldgico, sin embargo, el
periodo preferido por las hembras para ovipositar es el de la floracion. Su preferencia por las
partes de la planta con alta concentracion en nitrégeno, como las estructuras reproductivas
(flor y fruto) v los puntos de crecimiento, hace que su accion infiuya de forma muy directa en
1
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la cosecha. Ademas, es una especie muy polifaga, y poses una gran movilidad, alta
fecundidad y multivoltismo, por lo que sus niveles de poblacién pueden variar rapidamente
en el espacio v en el tiempo. Los controles de calidad de las empresas conserveras de
tomate establecen el limite de dafios entre el 2 y el 5% de los tomates cosechados. Si hay
larvas presentes, esie limite se reduce al 0-2% (Torres-Vila et al., 2003). Estos reducidos
limites de calidad ponen de manifiesto la necesidad de un método de conirol eficaz contra ia

plaga H. armigera.

El control de H. armigera se realiza habitualmente mediante la aplicacién de insecticidas
guimicos (Torres-Vila et al., 2003). Sin embargo, el uso indiscriminado de ios insecticidas de
sintesis ha acarreado diversos problemas, como el incremento de los costes de produccion,
aparicion de resistencias a distintas materias activas, reduccidn de la fauna dtil, disminucidn
de la calidad por el incremento de los residuscs quimicos en frutos y derivados (Torres-Vila et
al., 2000). Estos hechos han favorecido la busqueda de ofros métodos de control, entre elios

virus y otros microorganismos entomopatdgenos (Moscardi, 1999).

La familia Baculoviridae (baculovirus) es la mas ampliamente esiudiada de todas las que
afectan a insectos por su utilidad para el hombre, ya que presentan caracteristicas muy
deseables como bicinseclicidas. elevada patogenicidad, compatibilidad con los enemigos
naturales de las plagas, alta especificidad (infectan especificamente a arirépodos) (Gréner,
1986}, persistencia duradera en lugares protegidos de la luz ultravicleta, elevada fransmisién
horizontal y, por lo tanto, capacidad para originar epizootias (Caballero et al., 1992;
Gelernter y Federici, 1986). Ademas se pueden formular de igual manera que ios
insecticidas quimicos de sintesis, son perfectamente compatibles con éstos vy pueden ser
aplicados con equipos convencionales (Cherry y Williams, 2001). Se han recogido aislados
de baculovirus en distintos lugares del mundo, los cuales han sido caracterizados a nivel
biclégico y bioguimico (Gelernter y Federici, 1986, Cabalierc et al., 1992; Hara et al., 1985).
Ademas, algunos de ellos se encuentran actualmenie registrados como inseclicidas en

varias partes del mundo y se utilizan en el control de plagas (Moscardi, 1899).

Antiguamente los bacuiovirus se clasificaban en base a ia morfologia de los cuerpos de
oclusion virales (OBs por sus siglas en inglés), comprendiendo dos géneros:
Nucleopolyhedrovirus, en los que los cuerpos de oclusién estan formados por poliedrina, con
forma de poliedro irregular, v Granulovirus (GV), en los que los cuerpos de oclusion estan
formados por granulina, con forma de granulo (Theilmann et al., 2005). Sin embargo, una
clasificacién mas actual, basada en la filogenia (homologia a nivel gendmico), divide la
familia Baculoviridae en cuatros géneros: Alphabaculovirus (los nucleopoliedrovirus [NPV]
especificos de lepidoptercs), Befabaculovirus (GV  especificos de lepiddpteros),
2



WO 2015/197900 PCT/ES2015/070490

Deltabaculovirus (NPV especificos de dipteros) v Gammabaculovirus (NPV especificos de

himendpteros) (Jehle et al., 20086).

Los baculovirus poseen un genoma circular de ADN de doble cadena envuelic por una
capsida de naturaleza proteica, formando la nucleocapsida, que a su vez gueda rodeada por
una envuelta trilaminar compuesta por una capa de proteinas entre dos capas de lipidos, la
cual es adquirida durante la replicacion del virus, constituyendo el virion (Cabaliero et al.,
2001). Dicha membrana lipoproteica puede ser adquirida de dos maneras diferentes,
constituyendo a su vez dos tipos de viriones. Si las nucleocapsidas permanecen en la
misma célula en la gue han sido formadas adguieren una membrana sintetizada de novo,
dando lugar a los viriones derivados de cuerpos de oclusion {occlusion derived virus, ODV)},
los cuales quedan después envueltos en una matriz formada por una unica proteina dando
lugar al cuerpo de oclusion (occlusion body, OB). Sin embargo, otras nucleocapsidas, una
vez han sido sintetizadas, se mueven y abandonan la célula huésped, adguiriendo la
membrana a parlir de la membrana del citoplasma de la célula huésped cuando la atraviesa
por puntos concretos donde se encuentra insertada una glicoproteina cedificada por el virus
(GP64 o proteina F, dependiendo del virus). A esitos viriones se les denomina viriones
brotados {budded virus, BY) v se encuentran libres en la cavidad hemocélica del huésped,
siendo los responsables de propagar la infeccion a las células de distintos tejidos. En esta
fase todos los baculovirus sintetizan grandes cantidades de poliedrina {en el caso de los
nucleopoliedrovirus, NFVs) o granulina {en el caso de los granulovirus, GVs), las cuales
cristalizan formando una matriz o cuerpo de oclusidn (OB) con forma de poliedro irregular
{poliedrina) o de granulo (granulina). Por esa razén, a los OB de poliedrina se les conoce
también como poliedros v a los de granulina se les conoce también como granulos. Al final
del proceso infeccioso, que se completa entre tres y seis dias, ia larva muere conteniendo
en su cavidad hemocélica grandes cantidades de cuerpos de oclusidn que son faciimente
observables al microscopio éptico. Como consecuencia del proceso infeccioso, el tegumento
de la larva se degrada liberando millones de cuerpos de oclusion qgue contaminan el follaje
de las plantas, los cuales constituyen el indculo que sirve para dar origen a un nuevo

proceso infeccioso en ofros huéspedes susceptibles (Cabaliero et al., 2001).

Por tanto, los baculovirus presentan dos tipos de virionas o particulas viricas infectivas que
son morfoldgicamente y funcionalmente diferentes. Los ODVs estan presentes en todos los
baculovirus conocidos, vy son ias particulas infecciosas responsables de la infeccidn primaria
en las células epiteliales del mesenterdn (tubo digestivo) v por tanto, responsables de la
transmisién horizontal del virus entre los individuos susceptibles. Los BVs por su parte
contienen siempre una sola nucleocapsida y son, en todos los casos, morfoldgicamente

iguales (Fig. 1A). Estos BVs son las particulas infecciosas responsables de diseminar la
3
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infeccién entre los érganos vy tejidos de la cavidad hemocélica del huésped que son
susceptibles, dando lugar a la infeccién secundaria, asi como en los cultives celulares in
vifro (Cabaliero et al.,, 2001). En ios cuerpos de oclusién de los NPVs quedan inciuidos
varios ODVs mientras que en el granulo o GVs sclamente uno. Morfoldgicamente, los ODVs
de los nucleopoliedrovirus pueden ser de dos tipos distintos: los denominados simples
{dando lugar a los nucleopliedrovirus de tipo simple o single nucleopolyhedrovirus, SNPV)
gue contienen una unica nucleccapsida por viridn, o de tipo multipie (nucleopoliedrovirus de
fipo muitiple o muitiple nucleopolyhedrovirus, MNPVY) que contienen de una hasta varias

nucleocapsidas por virién (Fig. 1B).

Los cuerpos de oclusion, ya sean poliedros o granulos, proporcionan proteccion a ios
viriones preservando la capacidad infecciosa de estos virus fuera del huésped, va que son
capaces de persistir en el medio durante largos periodos en lugares proiegidos de la luz
ultravicleta, son insolubles en agua, resistentes a la putrefaccidn y desintegracién por
agentes quimicos y también a tratamientos fisicos como la congelacion, la desecacion o
liofilizacién. En cambio, los cuerpos de oclusidn son solubles en soluciones alcalinas, como
las que se producen en el tubo digestivo de algunos insectos {(pH 2-11), lo que permiie la

liberacion de los ODVs para que comience la infeccidn (Caballero et al., 2001).

Los baculovirus se han aislado de mas de 500 especies de insectos, principalmente del
orden Lepidoptera, entre las que se encuentran muchas de las plagas agricolas mas
importantes. Ademas de una importante diversidad interespecifica, los baculovirus
presentan una gran diversidad intraespecifica, la cual se ha demostrade tanto en la
caracterizacidon de diferentes aislados geograficos del mismo virus como deniro de un
mismo aislado, va que los aislados silvestres comprenden frecueniemente distintas
variantes genotipicas. Para diferenciar y caracterizar tanto aislados como genotipos
presentes dentro de un mismo aislado se recuire habitualmente al anslisis dei ADN viral con
enzimas de restriccidn, ya que proporciona perfiles caracteristicos de cada aislado ©

genotipo (Erlandson et al., 2007, Figueiredo et al,, 1999; Harrison y Bonning, 1889).

Estas diferencias gendmicas entre los distintos aislados vy genotipos de un mismo virus
pueden dan lugar a diferencias significativas en sus caracteristicas inseclicidas, como la
patogenicidad, que se define como la cantidad de indculo necesario para matar a un
porcentaje de la poblacién, la virulencia, o velocidad con la que se mata al insecto, y la
productividad viral. Otras caracteristicas fenotipicas que se pueden ver afectadas son el
espectro de huésped, €l tamaiio de los cuerpos de oclusion y ia licuefaccidn de las iarvas
(Cory et al., 2005; Harrison et al,, 2012). Conocer la diversidad intrapoblacional de los

baculovirus tiene, por tanto, especial importancia a la hora de disefar biocinsecticidas, cuyas

4
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materias activas deberan incluir ias cepas o genctipos con mayor poiencial insecticida. Por
otro lado, se sabe que poblaciones locales de insectos son mas susceptibles a aislados
nativos del virus {(Barrera et al., 2011; Bemal ot al.,, 2013a), por o gue seria conveniente
seleccionar un aislado del virus con el mismo origen geografico que las poblaciones a las

gue se desea combatir.

De forma natural las larvas de H. armigera se ven infectadas por un nucleopoliedrovirus
conocideo de forma abreviada como HearSNPV  (Helicoverpa armigera single
nucleopolyhedrovirus, género Alphabaculovirus). Se trata de un nucleopoliedrovirus de tipo
simple (SNPV) que infecta también larvas de otros miembros de los géneros Helicoverpa
spp. y Heliothis spp., como por ejemplo larvas de Helicoverpa zea. Se han caracterizado
aislados de HearSNPV en diferentes regiones del mundo, como China o Kenia {Chen ef al,,
2001; Ogembo et al., 2005). También se han obtenido aislados de este virus en Espafa y
Portugal (Figueiredo et al., 1999, 2009}, donde provoca epizootias naturales en poblaciones
de H. armigera. Hasta la fecha se han caracterizado varios aislados de este virus siendo los

siguientes los mas estudiados:

- Dos genotipos puros procedentes de China, cuyos genomas han sido completamente
secuenciados, HearSNPV-G4 (Chen et al., 2001) y HearSNPV-C1 (Zhang et al., 2005), a los
que se hara referencia a lo largo de la presente memoria de forma abreviada como Hear(G4
y HearC1. Guo y colaboradores (2008) compararon la actividad biolégica de estos dos
genotipos. En términos de la relacion concentracion/dosis- mortalidad, HearC1 resulté 2,8
veces mas patogenico que Hear(G4 frente a larvas de tercer estadio de una poblacidon de H.
armigera procedente de China. Ademas, las larvas infectadas con HearC1 murieron 9 horas
antes que las infectadas con HearG4. El articulo de Zhang y colaboradores del ano 2005
compara los genomas de estos dos genotipos, observando una identidad en la secuencia de
nucledtidos del 98,1%. La comparacidn de estos dos genomas muestra cualro regiones
variables entre estos dos genotipos, las regiones homdlogas 1, 4 vy 5 (w1, hrid y hwb) vy ia
region bro-b. Las regiones homdlogas (hr) son zonas intergénicas que estan presentes en
muchos de los baculovirus, v se encueniran localizadas multiples veces a lo largo del
genoma. Se caracterizan por la presencia de multiples e imperfectas secuencias repetidas.
En ef genoma de HearSNPV aparecen cinco regiones homdlogas. En la figura 1 del articulo
de Chen y colaberadores {2000) aparecen los perfiles de restriccion con las endonucleasas
de restriccion BamHl, Bgil, EcoRl, Hindill, Kpnl, Psti, Sacl y Xhol (Fig. 2 de la presente
solicitud}. En la Tabla 1 de dicho articulc se muestran los tamanos estimados de los
fragmentos de resiriccidn generados por cada una de dichas endonucieasas de restriccién
{Tabla 1). Los genomas completos de HearG4 y de HearC1 estan accesibles en la base de

datos del GenBank con los numeros de acceso AF271059 y AF303045, respectivamente. El
5
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genotipo HearG4 se encuentra actualmente comercializado para el control de H. armigera

en cultivo de algoddn en China (Zhang, 1994).

Tabla 1. Tamahos estimades de los fragmentos de HearG4 obtenides por digestion con
BamHl, Bgll, EcoRl, Hindill, Kpni, Pstl, Sacl y Xhol y tamafio total estimado del genoma
(Chen et al., 2000).

Fragmentio BamHl Bghl EcoRl Hindlll Kpnt Psft Sacl  Xhol

A 37,3 245 141 222 555 380 650 365
B 31,8 1856 139 165 342 368 22,3 346
C 144 158 938 147 236 323 183 200
D 14,0 14,8 81 128 98 118 97 110
E 12,7 13,7 80 116 61 6,1 94 109
F 7.7 12,1 68 108 0989 234 44 70
G 3,9 1 64 10,2 0,6 4,4
H 3,3 59 60 10,1 3,5
l 1,8 49 60 7,3 2,2
N 1,8 43 58 8,5

K 1,3 34 586 3,2

L 286 47 2,7

M 25 458 1,5

N 4.5

O 4.4

P 4,3

Q 3,7

R 3,3

S 3,1

T 1,7

U 1,0

V 0.8

W 0,5

X 0,6

Y 0,6

Total 130,17 130,71 1301 130,1 130,71 130,1 130,71 1301

- Un aislado procedente de Kenia, HearSNPV-NNg1, al que se hara referencia en la

presente memoria como HearNNg1, cuyo genoma también se encuentra completamente

6
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secuenciado (Ogembo et al, 2009). HearNNg1 fue seleccionado por Ogembo vy
colaboradores (2007) como el aislado con las mejores caracteristicas para ser desarroliado
come bioinsecticida frente a larvas de H. armigera en Japdn. HearNNg1 resulié entre 32 v
82,6 veces mas patogénico que el resto de aislados estudiados, v 3115 veces mas
patogénico que el aislado chino Hear(G4, frente a larvas de tercer estadio. Ademas, el
aislado NNg1 matd a las larvas de tercer estadio de H. armigera entre 0,4 v 1,8 dias antas
gue ei resto de aislados, y 4,3 dias antes que el genoctipo HearG4. En la figura 1 de dicho
articulo se muestran los perfiles de restriccion con las endonucleasas Bgill vy Xbal de los
aislados caracterizados (Fig. 3 de la presenie solicitud). En la Tabla 2 del mismo articulo se
muestran los tamaiios estimados de los fragmentos de restriccién de los distintos aislados

digeridos con las endonucleasas Bgill, Xbal v Hindll (Tabla 2).

Tabla 2. Tamarfios estimados de los fragmentos de HearNNg1 (NNg1) vy otros aislados
procedentes de Sudafrica (NS2), Kenia (NMa1), Zimbabue (NZ3), Tailandia (NT1) y China
{G4) obtenidos por digestidbn con Bgfll, Xbal y Hindiil y tamafio total estimado de los
genomas (Cgembo et al., 2007).

Bgll Xbal
Fragmenio |NNg1 N82 NMal NZ3 NT1 G4 NNg1 NSz NMal NZ3  NT1 G4
A 237 255 255 237 237 255 (142 142 1142 142 142 142
B 18,7 187 187 187 187 187 (130 13,0 130 130 13,0 130
c 152 153 1523 153 153 1523 (1182 11@e 14192 119 124 119
D 150 150 150 150 183 150 (106 1086 106 108 119 108
E 133 133 133 133 124 133 {93 9.3 9,3 9,3 106 93
F 124 124 124 115 10,7 124 |91 9,1 7.2 9,1 9,3 9,1
G 107 10,7 10,7 107 94 89 7.2 7.2 6.2 7.2 9.1 7.2
H 9.4 6,9 8,9 6,9 88 58 6,2 8,2 8,1 6,2 8,2 6,2
I 43 43 43 4,3 68 50 6,1 6,1 59 6,1 59 59
J 33 3.3 3,3 3.3 43 43 5.9 598 57 5.8 57 58
K 27 28 28 3,2 33 33 57 57 55 57 55 57
L 25 1.3 1.3 25 27 26 5,5 55 54 5,5 40 5,5
M - - - 13 25 25 54 54 48 54 36 4,0
N 3.4 4.8 4.8 4,8 3.2 3.3
G 3.2 46 38 3.4 32 3,2
P 3.1 4,4 3,2 3.2 2,1 25
Q 1.9 3,6 1.6 1.6 16 2.1
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R 1,6 31 1,2 1,2 1,2 1,9
S 1.2 1,9 1.1 1,1 1.1 1.6
T 1.1 1,6 1.0 1,0 1,0 1,3
U 1,0 1,2 - - - 1.2
Y 1,1 - - - 1,1
W 1,0 - - - -
Total 128,3 131,3 129,3 129,8 132 130,6 {1374 1266 1221 126,2 1249 12686
Tabla 2 Continuacion
Fragmenio Hindil
INNg1 NS2 NMat NZ3 NT1 G4
A 226 226 226 226 2286 228
B 145 171 171 171 145 145
C 13 13,5 135 135 145 145
D 11 13 13 13 13 13
E 10,8 11 11 11 11 11
F 10,7 108 104 10,8 10,8 107
G 10,4 104 10 104 104 104
H 10 10 8,2 10 10 10
[ 7.7 82 75 75 75 75
J 7.5 75 4 33 87 87
K 6,7 33 33 26 4 33
L 3.3 28 3 18 28 286
M 2.6 15 28 1,5 1,5 1,5
N 1.5 1.5 - - -
O
P
Q
R
S
T
U
\
W
Total 1315 132,3 127,7 1252 132,2 1314
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Por otro lado, el articulc de Ogembo y colaboradores (2009) compara el genoma de
HearNNg1 con los genomas de los genotipos chinos HearC1 v HearG4, asi como con &l
genoma del nucleopoliedrovirus simple de Helicoverpa zea (HzSNPV). El genoctipo NNg1
muestra las mayores diferencias con los genomas de HearC1, HearG4 y HzSNPV en las
regiones homologas (hr) v en los genes bro, al igual gue ocurria en la comparacidn de ios
genomas de HearC1 y Hear(G4. El genoma completo de HearNNg1 esta accesible en la

base de datos del GenBank con el nimero de acceso AP010907.

- Un aislado procedente de Australia, HearSNPV-Aus, al que se hara referencia en la
presenie memoria de la forma abreviada HearAus, cuye genoma ha sido completlamente
secuenciado y esta disponible en la base de datos del GenBank con el numero de acceso
JN584482.

- Siete aislados procedentes de la Peninsula lbérica, cinco espafioles, HearSP1, HearSP2,
HearSP4, HearSP7 v HearSP8, y dos portugueses, HearPT1 y HearPT2 (Arrizubieta et al.,
2014, Figueiredo et al., 1899, 2008). Figueiredo y colaboradores (1989) seleccionaron el
aislado HearSP1 como el aislado con las mejores caracteristicas insecticidas, va que fue
dos veces mas patogénico que el aisiado HearSP2 frente a larvas de segundo estadio de
una poblacién de H. armigera procedente de Portugal. Posteriormente, en un nuevo estudio
realizado por Figueiredo y colaboradores (2009) se determiné que los aislados HearSP7,
HearPT1 v HearPT2 presentaban las caracteristicas mas favorables como bicinsecticidas,
perc en este trabajo no se incluyd el aislado HearSP1. En un estudio realizado
recientemente en nuestro laboratorio en el que se compararon todos estos aislados de la
Peninsula ibérica, se selecciond el aislado HearSP1 por sus mejores caracteristicas
insecticidas contra H. armigera, ya que aungue presenta la misma patogenicidad que el
resto de aislados estudiados, es el mas virulento y ademas se encuenira enire los mas
productivos en términos de la cantidad de cuerpos de oclusién producidos en cada insecto
infectado {Arrizubieta et al., 2014). En |z figura 1B del articuio de Figueiredo vy colaboradores
(2009) aparecen los perfiles de restriccidn con la endonucieasa Bgil de los aislados
espaioies HearSP1, HearSP2, HearSP3, HearSP4, HearSP7 v HearSP8, y de los aisiados
portugueses HearPT1 v HearFT2 (Fig. 4A de la presente solicitud). La figura 1 del articulo
de Arrizubieta y colaboradores (2014) muestra los perfiles de los aislados HearSP1,
HearSP2, HearSP4, HearSP7, HearSP8, HearPT1, HearPT2 y HearG4 con la endonucleasa
EcoRl (Fig. 4B de la presente solicitud), v en la Tabla 1 de dicho articulo se indican los

tamafos de los fragmentos de restriccidn (Tabla 3).
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Tabla 3. Tamafios estimados de los fragmenios de HearSP1, HearSP2, HearSP4, HearSF7,
HearSP8, HearPT1, HearPT2 y Hear(G4, v tamafic real de los fragmentos de HearG4
generados in silico (G4%) a partir de la secuencia (AF271059) obtenidos por digestion con

EcoRl v tamafio total estimado de los genomas (Arrizubieta et al., 2014).

Aislados HearSNPV
Fragmentc SP1 SP2 SP4 SP7 SP8 PT1 PT2 G4 G4

A 134 134 134 132 134 134 134 143 14,13
B 10,7 132 10,7 100 107 10,7 107 134 13,45
C 93 107 93 93 90 93 93 101 1015
D 92 93 92 90 82 9C 92 90 905
E 82 92 82 82 ¥5 82 82 66 664
F o717y 71 83 75 75 64 636
G 62 63 63 63 60 63 63 63 629
H 60 60 60 60 69 606 60 60 509
E 59 569 58 59 58 59 58 58 584
J 58 658 58 58 58 58 658 58 584
K 58 &7 58 58 57 58 658 57 567
L 57 53 57 57 48 53 57 48 475
M 53 498 48 48 46 49 53 486 458
N 48 486 46 486 44 48 49 44 442
O 46 44 44 44 44 44 46 44 440
P 44 44 44 44 33 44 44 41 414
Q 44 33 33 33 30 33 44 37 3868
R 33 30 30 30 28 30 33 34 336
S 30 28 28 28 17 28 30 30 30

T 28 17 17 17 10 47 28 28 283
U 1,7 10 10 10 10 10 17 17 174
V 10 10 10 10 08 10 10 15 148
X 10 08 08 08 - 68 10 10 100
Y 08 - - - - - 88 08 078
Z 805 - - - - - - - 0,48
a 04 - - - - - - - 0,45

10
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b 04 - - - - - - - 0,41
c 03 - - - - - - - 0,31
d 0,18 - - - - - - - 0,18
e 0,02 - - - - - - - 0,02
Total 132,4 129,8 1253 1242 1162 1251 131,0 1296 1314

La diferencia en el numero de fragmentos de los distintos genotipos con los del genctipo
HearG4 generados in siico se debe a que su genoma se encuenira completamente
secuenciado, por [0 que se detectan fragmentos de pequefio tamafic gue son imposibles de
detectar mediante el analisis de patrones de bandas va gue no son visibles en los perfiles
REN. En el caso de HearSP1, los fragmentos de pequefio tamano fueron detectados
mediante ampilificacion por PCR vy secuenciacidn del fragmento amplificado utilizando

primers disefados en los extremos de los fragmentos clonados (Arrizubieta et al., 2014).

Tras ia seleccion de ia materia activa adecuada, antes de comercializar un bicinsecticida es
necesario realizar ensayos de campo para comprobar su eficiencia en las condiciones en las
que se va a aplicar, ya que su efectividad en campo puede variar respecio a la obtenida en
condiciones coniroladas de laboratorio. Sin embargo, para llevar a cabo dichos ensayos y
poder tratar asi superficies extensas de cullive se necesitan conseguir grandes cantidades
de cuerpos de oclusion, siendo necesario desarroliar un sistema de produccion masiva del
virus. Actualmente, la metodologia empleada para la produccidn masiva de la mavoria de
los baculovirus es la produccidn in vivo en huéspedes permisivos (Kalia et al., 2001; Lasa et
al., 2007). Esta técnica consiste en alimentar larvas susceptibles con dieta artificial
contaminada superficiaimente con una suspension de cuerpos de oclusion. Algunos de los
aspectos esenciales de esta metodologia, como la dieta artificial de insectos o ios métodos
de cria masiva deben ser desarrollados especificamente para cada sistema huésped-
patégeno (Lasa et al, 2007). Por otro lado, en Estados Unidos se ha desarroliado un
sistema de produccion de HearSNPV que implica tanto la produccién in vive como in vifro
(Patente de EEUU n° US 7521219 B2). Esta técnica consiste en muitiplicar primero el virus
en larvas de H. armigera, y posteriormente realizar un numero limitado de pases seriados en

células para conseguir una gran cantidad de cuerpos de oclusion.

Como consecuencia de las cada vez mas frecuentes resistencias desarrolladas por ias
larvas de H. armigera a los insecticidas quimicos de siniesis, la cantidad aplicada necesaria
para gue este iipo de susiancias consiga el efecto deseado se estan viendo incrementada

progresivamente. En la Peninsula tbérica, debido a la gran superficie cullivada de tomate,

11
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enire otros, este hecho se estd convirtiendo en un problema cuyas consecuencias son

tremendamente negativas para agricultores, consumidores v el medio ambiente.

La contaminacion de los suelos, acuiferos y demas espacios naturales, el efecto sobre otros
organismos vivos, asi como el aumenio de los costes de produccion de los productos
agricolas y la disminucién de la calidad de los mismos suponen una seria amenaza para
varios sectores estratégicos en la Peninsula Ibérica. Debido a las resistencias desarrolladas
por las larvas de H. armigera a los inseclicidas guimicos de siniesis, seria interesante
disponer de una aliernativa con buena capacidad inseciicida y que ademas fuviera un
especiro de huéspedes muy reducido, para no perjudicar a los enemigos naturales ni otros
organismos beneficiosos, como por sjempic un agente de control bioldgico. Dentro de slios,
seria especiaimente deseable que fuera un método de control eficiente para la Peninsula
Ibérica, v que fuera lo suficientemente potentes para solventar las amenazas y problemas
gue presentan las plagas de H. armigera en la Peninsula Ibérica. Ademas de presentar una
elevada eficacia para las plagas de la Peninsula ibérica, seria interesante gue su método de
produccidn también lo fuera, para gue el coste de su produccidn vy la cantidad de insecticida

a aplicar no implicara elevaciones de costes que no o hicieran competitivo.
La invencion proporciona una solucion eficaz a ese problema.
Sumario de la invencidn

La presente invencion se basa en la oblencion de nuevos genoctipos del nucleopoliedrovirus
simple de Helicoverpa armigera, 10s cuales fueron aislados mediante purificacion in vitro.
Dos de estos genotipos se purificaron a partir del aislado HearSNPV-SP1 (HearSP1)
{Figueiredo et al., 1999), denominados HearSNPV-SP1A y HearSNPV-SP1B (o de forma
abreviada HearSP1A y HearSP1B), mientras que otros seis genotipos se aislaron a partir de
larvas muertas durante una epizootia producida en laboratorio en la segunda generacién de
una poblacion de H. armigera procedente de un cultivo de algoddn de Lebrija (Sevilla),
denominados HearSNPV-LB1, HearSNPV-LB2, HearSNPV-LB3, HearSNPV-LB4,
HearSNPV-LB5 y HearSNPV-LB6 (o de forma abreviada HearLB1, HearlLB2, HearlB3,
Hearl.B4, HearlLBS v HearlB8). Dichos genotipos son distintos de todos ios aislados vy

genotipos caracterizados hasta e momento.

Sorprendemente, los ensayos realizados con estos genotipos demuestran que dos de los
nuevos genotipos aisiados HearSNPV-SP1B (CNCM 1-4806) v HearSNPV-LBS (CNCM |-
4807), y en particular, la mezcla de los mismos HearSNFV-SP1B:LBS en proporcién 1:1, se
encuentran enire los nucleopoliedrovirus mas activos que han sido desarroliados como

bioinsecticidas hasta |a fecha.
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Este producto representa una tecnologia limpia v segura ya que no deja residuos ioxicos
sobre los suelos ni las cosechas y no es tdxico para &l hombre ni otros animales, incluidos

los enemigos naturales de las plagas, como los depredadores y parasitoides.

Ademas, estos nucleopoliedrovirus fienen la ventaja adicional de la facilidad y buen

rendimiento en su produccion.

Asi, en un primer aspecio, el objeto de la presente invencidn se refiere a un
nucleopoliedrovirus simple de H. armigera (HearSNPV) que perienece a un genotipo

seleccionado dei grupo de:

)] los genotipos de HearSNPV depositados en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM) con los numeros de depdsito CNCM 1-4806 (HearSNPV-
SP1B), CNCM 1-4807 (HearSNPV-LB6), o

) los genotipos cuyo genoma esta representado por SEQ 1D NO:13 (HearSNFV-
SP1B), o SEQ ID NO:14 (HearSNPV-LEB).

Dicho nucieopoliedrovirus puede estar en distintas formas, ya sea la de particuia virica o
viridn, o en forma de cuerpos de oclusidn, gue es la forma en la gue los nucleopoliedrovirus
se encuentran en la naturaleza, y por tanto la forma que ingieren las larvas. Un cuerpo de
oclusidn puede contener viriones de solo uno de los genoctipos HearSNPV-SP1B (CNCM I-
4808) o HearSNPV-LB8 (CNCM 1-4807), o viriones de mas de uno de dichos genotipos co-
ocluidos dentro del mismo cuerpo de oclusion. Los viriones pueden ser viriones derivados de
los cuerpos de oclusidon (ODV) (la forma de propagacion que gueda incluida en los cuerpos
de oclusitn y que se libera en el intestino de las larvas tras la disolucion de la poliedrina), o
viriones brotados (BY) (la forma mediante la cual se propaga ia infeccidn a los distintos

fejidos de un insecto infectado, v que puede encontrarse también en cultivos celulares).

También es un aspecto de la presante invencién un cuerpo de oclusidén gue contiens varios
viriones, en el que al menos uno de sllos pertenece a un genotipo del nucleopoliedrovirus
simple de H. armigera seleccionado del grupo de HearSNPV-ZP1B (CNCM [-4806) vy
HearSNPV-LB6 (CNCM 1-4807). El cuerpe de oclusion puede contener varios viriones de un
mismo genotipo ¢ bien viriones de genotipos diferentes co-ocluidos en el mismo cuerpo de
oclusidn. Cuando los viriones sean de un mismo genotipo, éste podra ser cualquiera de los
genotipos HearSNPV-3P1B ¢ HearSNPV-LB6. Mientras que cuando se trate de viriones co-
ocluidos, los genotipos co-ocluidos podran ser de cualquiera de HearSNPV-SP1B vy/o
HearSNPV-LBG, en distintas proporciones. Ademas, también pueden estar incluidos en la
mezcla viriones de otros genotipos del nucleopoliedrovirus simple de H. armigera o puede
ser que todos los viriones pertenezcan a alguno de los genotipos del grupo de HearSGNPV-
13
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SP1B y HearSNPV-LB6. En cualquiera de los casos los viriones contenidos en los cuerpos

de oclusidn seran viriones derivados de los cuerpos de oclusidn (ODVs).

Los genotipos HearSNPV-SP1B y HearSNPV-LBE pueden distinguirse por la secuencia
especifica gue presentan en ciertas zonas de sus genomas, de gran variabilidad, como son
las regiones del genoma conocidas como regiones homdlogas (hry 1 v & (hrt y hr8), tal como
se describe en [os ejemplos de la presente solicitud. Asi, son también posibles realizaciones
de este aspecto de la invencidn los cuerpos de oclusidn gue contienen al menos un viridn
(ODV) cuyo genoma comprende un fragmento de ADN cuya secuencia estd representada

por.

i) SEQ ID NO:5 o SEQ 1D NO:6 (las secuencias especificas de la region homdloga 1
{(hr1) amplificadas por PCR utilizando los cebadores F-hr1 y R-hr1 en gjemplos de
la presente solicitud, pertenecientes, respectivamente, a los genotipos HearSNPV-
SP1B (CNCM 1-4806) y HearSNPV-LB6 (CNCM 1-4807)).

iy SEQ ID NO:7 o SEQ 1D NO:8 (las secuencias especificas de la regién homdloga 5
(hr5) amplificadas por PCR utilizando los cebadores F-hr5 y R-hr5 en gjemplos de
la presente solicitud, pertenecientes, respectivamente, a los genotipos HearSNPV-
SP1B (CNCM 1-4806) y HearSNPV-LB6 (CNCM 1-4807)).

i) SEQ ID NO:8 o SEQ ID NO:10 (las secuencias completas de la region homdloga 1
(hr1), pertenecienies, respectivamente, a los genotipos HearSNPV-SP1B (CNCM |-
4806) v HearSNPV-LB6 (CNCM 1-4807)).

iv) SEQ 1D NO:11 o SEQ 1D NO:12 {las secuencias completas de la regidn homodloga 5
(hr5), pertenecientes, respectivamente, a los genotipos HearSNPV-SP1B (CNCM |-
4806) y HearSNPV-LB6 (CNCM 1-4807)).

Otro aspecto de la invencidén es una composicion que contiene nucleopoliedrovirus de al
menos uno de los genotipos HearSNPV-SP1B (CNCM 1-4806) v HearSNPV-LB6 (CNCM |-
4807}, o combinaciones de los mismos. Como en el caso anterior, los nucleopoliedrovirus
pueden estar en distintas formas, como la de viriones libres o, preferiblements, en forma de
cuerpos de oclusion, que pueden tener un numero variable de viriones co-ocluidos (viriones
que, como se comentd previamente, seran viriones derivados de los cuerpos de oclusion
(ODVs)). En este caso, los viriones contenidos en el cuerpo de oclusién pueden ser de un
solo genotipo ¢ de varios, siempre y cuando al menos uno de los genctipos sea HearSNPV-
SP1B (CNCM [-4806) o HearSNPV-LB6 (CNCM 1-4807). Por tanto, este aspecio de la
invencion se refiere a una composicidbn gque comprenda un nucleopoliedrovirus de la

invencion o un cuerpo de oclusion de la invencidn. En particular, son realizacionas posibles
14
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de la invencién las gue comprendan las mezcias de viriones de distintos genctipos con las
gue se realizaron los ensayos descritos mas adelante en los ejemplos de 1a presente
invencion, con preferencia por las compaosiciones gue comprendan una mezcla de viriones
de los genotipos HearSNPV-SP1B (CNCM 1-4806) y HearSNPV-LBE (CNCM 1-4807).

LLos distintos genotipos pueden estar en cualquier proporcion ralativa, preferiblemente en la
proporcion que mostrd los mejores resultados en ios ejemplos que se describen mas
adelante, es decir, aquella en la que los genotipos HearSNPV-SP1B (CNCM 1-4806) vy
HearSNPV-LBG (CNCM [-4807) estan en la proporcion HearSNPV-SP1B:HearSNPV-LB6
1:1.

Adicionalmente, las composiciones de la invencidn pueden comprender cualguier excipiente
o vehiculo apropiado en el sector agricola, con preferencia por aquelios que 1o hagan apto
para ser aplicado segun cualquiera de los métodos habituales en agricultura: pulverizacion,
va sea a nivel de suelo o aérea, aplicacién en suspensién o en forma de polve, o por
cualguier tipo de sistema de riego. La composicion podra estar en cualguier forma, como
puede ser en forma acuosa o en forma sdlida. La composicidn podra contener cualquier otro
componente, preferiblemente  aquellos de particular interés  agricola;, asi, los
nucleopoliedrovirus simples de H. armigera podran sstar mezclados, por ejemplo, con un
abonoe, un fertilizante o un plaguicida, ¢ mezclas de los mismos. Un caso concrelo puede ser
aquel en la que la composicion de la invencién comprende adicionalmente un insecticida
basado en la bacteria Bacilius thuringiensis seleccionado entre endosporas de dicha

bacteria, cristales de proteinas Cry o mezclas de los mismos.

Por otro lado, posibles realizaciones de dicha invencién son fambién las composiciones que
pueden comprender agentes potenciadores del efecto patogénico del nucleopoliedrovirus

sobre el lepiddptero.

Un aspecto adicional de la invencidén es el uso como inseclicida de al menos uno de los
nucleopoliedrovirus de la presente invencion, ¢ de una composicion gue contenga al menos
uno de ellos. El insecto que se desea conirolar es preferiblemenie H. armigera, en concreto
cuando se encuenira en forma de larva u oruga. Se prefiere que los nucleopoliedrovirus
estén en forma de cuerpos de oclusion, va que es la forma que comunmenie ingieren las
larvas. Se prefiere también que la composicidn contenga un mezcla de los genotipos
HearSNPV-SP1B (CNCM 1-4806) v HearSNPV-LB6 (CNCM 1-4807), preferiblemente las
mezclas en las que dichos genotipos estén en la proporcion HearSNPV-SP1B:HearSNPV-
LB6 1:1.
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Otro aspecto de la invencidn es un procedimiento para la produccion de cuerpos de oclusion

que comprende una etapa en la gue se alimentan larvas de H. armigera con una diela

artificial que contiene cuerpos de oclusion dei nucleopoliedrovirus de H. armigera con
viriones de uno cualquiera de los genotipes HearSNPV-SP1B (CNCM [-4808) o HearSNPV-
LB6 (CNCM 1-4807) o mezclas de los mismos.

s también un aspecic de la invencidn un meétodo para identificar la presencia en una

muestra de un genotipo del nucleopoliedrovirus simple de H. armigera seleccicnado entre
HearSNFPV-SP1B (CNCM 1-4806) v HearSNPV-LB6 (CNCM 1-4807) que comprende las

etapas de:

iy amplificar mediante PCR el ADN extraide de dicha muestra utilizando una pareja de

cebadores, que ampilifican en la regidn homdloga (hr, del ingiés homologous region) 1

0 5, que se selecciona entre las formadas por:

a.

b.

SEQ ID NO:1 (F-hr1) y SEQ ID NO:2 (R-hr1), ©

SEQ 1D NO:3 (F-hrd) y SEQ 1D NO:4 (R-hrb);

i)  analizar el fragmento ampilificado para determinar su tamario o su secuencia;

iy digerir el fragmento amplificado con la endonucleasa Ndel;

v} analizar los fragmentos generados tras la digestidn para determinar el numero de

fragmentos v el tamafio de cada uno de ellos;

v} concluir que esta presente uno de los genotipos HearSNPV-SP1B (CNCM 1-48086) o
HearSNPV-LB6 (CNCM 1-4807) si:

a.

el fragmento amplificado por la pareja de SEQ 1D NG:1 y SEQ ID NO:2 tiene:

un tamafio de 2.177 (HearSNPV-SP1B) & 2.117 (HearSNPV-LBE)

nucledstidos;

la digestion de dicho fragmenio con la endonucleasa Ndel genera 6
fragmentos de 857, 508, 381, 306, 78 y 47 nucledtidos (HearSNPV-8SP1B) & 5
fragmentos de 1.210, 475, 307, 78 y 47 nucledtidos (HearSNPV-LEG);

la secuencia representada por SEQ 1D NG5 (HearSNPV-SP1B) o SEQ ID
NO:8 (HearSNPV-LB6);

0, alternativamente,

b)

el fragmento ampiificado por la paregja de SEQ 1D NO:3 y SEQ ID NO:4 tiene:
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i un tamafic de 2326 (HearSNPV-SP1B) & 2.330 (HearSNPV-LBG)

nucledtidos;

ii. la digestion de dicho fragmento con la endonucleasa Ndel genera 4
fragmentos de 1.120, 917, 211 y 78 nucledtidos (HearSNPV-SP1B) 6 3
fragmentos de 1.120, 998 y 212 nucledtidos (HearSNPV-LB6);

iii. la secuencia representada por SEQ 1D NO:7 (HearSNPV-SP1B) o SEQ ID
NO:8 (HearSNPV-LBO).

La invencidon se explicara con mas detalle mediante las Figuras y Ejemplos gue aparecen a

continuacion.
Descripcidn de las figuras

Figura 1. (A) Fotos al microscopio de transmision y representacion esquematica de viriones
derivados de los cuerpos de oclusidon (ODVs) y de viriones brotados (BVs), v (B) de
nucleopoliedrovirus de tipo multiple (MNPV) con viriones con un numero variable de

nucleccapsidas, y de fipo simple (SNPV) con viriones con una unica nucleocapsida.

Figura 2. Perfiles de restriccidn del aislado HearSNPV-G4 obtenidos tras la digestidn del
ADN genomico con las endonucleasas BamHi, Bgltl, EcoRl, Hindlll, Kpnl, Psfl, Sacl y Xhol.
A la izquierda de la figura se muesira el marcador de pesc molecular Lambda (A) digerido

con BamHi-EcoRI-Hindlll, y sus tamafios se indican en kilobases (Chen et al., 2000).

Figura 3. Perfiles de restriccidn de distintos aislados de HearSNPV: NNg1 (procedente de
Kenia), NS2 (Sudafrica), NMa1l (Kenia), NZ3 (Zimbabwe) y NT1 (Tailandia) obtenidos tras la
digestién del ADN gendmico con las endonucleasas Bgil (A) v Xbal (B). A la izquierda de
las figuras se muestra el marcador de peso molecular Lambda (A) digerido con Hindlll (M) v

con EcoRI-Hindll (M), vy sus tamafios se indican en kilobases (Ogembo et al., 2007).

Figura 4. (A) Perfiles de restriccion de los aislados HearSP1, HearSP2Z, HearSP3, HearSP4,
HearSP5, HearSPS, HearSF7, HearSP8, HearPT1 v HearFPT2 fras la digestidn del ADN
gendmico con la endonucleasa Bglll; a la izquierda de la figura se muesira el marcador de
peso molecular Lambda (A) digerido con Hindlll, y sus tamados se indican en pares de
bases (Figueiredo et al., 2009). (B) Perfiles de restriccion de los aisiados HearSP1,
HearSF2, HearSP4, HearSF7, HearSP8, HearPT1, HearPTZ2 y HearG4 con la endonucleasa
EcoRl; a la izquierda de la figura se muestra el marcador de peso molecular HyperLadder |

{Bicline), y sus tamanios se indican en kilobases (Arrizubieta et al., 2014).
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Figura 8. Pairdn de bandas obtenido en gradiente continuc de sacarosa ftras la
centrifugacion de los ODVs obtenidos de (A) HearSNPV y (B) AcMNPV. Los asteriscos
blancos indican las bandas que representan los ODVs. Como se puede observar en el panel
A solo es visible una banda, por tanto ifodos los viriones presenian la misma morfologia,
conteniendo una unica nucleocapsida. Sin embargo, en el panel B se observan varias
bandas, cada una de ellas representa ODVs con un numerc determinado de
nucleccapsidas, dependiendo del numero de nucleccapsidas tendran mayor ¢ menor peso,

apareciendc a menor o mayor altura.

Figura 8. Representacion esquematica de una mezcla de cuerpos de oclusion de distintos
genotipos, donde cada cuerpo de oclusidn esta formado por ODVs de un mismo genotipo, y
de una mezcla de genotipos co-ocluidos en un mismo cuerpo de oclusidn, donde cada

cuerpo de oclusion esta formado por ODVs de distintos genotipos.

Figura 7. (A) klectroforesis de los fragmentos de resitriccion obtenidos al tratar el ADN viral
del aislado HearSP1 y de los genoctipos HearSP1A y HearSP1B con las endonucleasas de
restriccion Bglll y EcoRli. (B) Electroforesis de los fragmentos de restriccidn obtenidos al
tratar el ADN viral de los aislados HearSP1, HearSP2, HearSP4, HearSP7, HearSP8,
HearPT1 vy HearPT2 y de los genotipos Hear(G4, HearSP1A, HearSP1B, Hearl.B1, Hearl.B2,
HearlLB3, HearlB4, HearlB5 y HearlLB6 con la endonucleasa de restriccidn EcoRi. (C)
Electroforesis de los fragmentos de restriccion obienidos al tratar el ADN viral de los
aislados HearSP1, HearSP2, Hear5P4, Hear8P7, HearSP8, HearPT1 v HearPT2 y de los
genotipos HearG4, HearSP1A, HearSP1B, HearllB1, HearlL.B2, Hearl.B3, HearlLlB4, Hearl.B5
vy Hearl B8 con ia endonucleasa de restriccion Bglill. A la izquierda de las figuras se muestra
el marcador de peso molecular 1 kb (NIPPON Genetics, Europe GmbH), y los tamafios de

sus fragmentos se indican en kilobases.

Figura 8. (A) Fragmentos obtenidos al amplificar mediante PCR las zonas de variabilidad de
fa regién homdioga hr1 (cebadores identificados por SEQ 1D NO:1 y SEQ ID NO:2) y hrb
(cebadores identificados por SEQ ID NO:3 y SEQ ID NO:4) de los genoctipos HearSP1B y
HearlLB6, del aislado HearSP1 vy del genctipo chino Hear(G4, siendo ¢ conirol negativo sin
ADN viral. A la izquierda de la figura se muestira el marcador de pesc molecular 1 kb
(NIPPON]), v los tamafios de sus fragmentos se indican en kilobases. (B) Fragmentos
obtenidos iras digerir con la endonucleasa Ndel los fragmentos obtenidos mediante PCR de
las zonas de variabilidad hr1 y hrb de los genctipos HearSP1B y HearlB6, del aislado
HearSP1 y del genotipo chino HearG4. A la izquierda de la figura se muestra el marcador de
peso molecular 100 pb (NIPPON Genetics, Europe GmbH), y los tamafios de sus

fragmentos se indican en pares de bases.
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Figura 9. (A) Alineamiento de las secuencias de nucledtidos de los fragmentos amplificados
mediante PCR de la regién homdloga 1 (hr1) correspondiente a los genotipos HearSP1B v
HearlLB6 y a los aislados Hear(G4, HearC1, HearNNg1 y HearAus. (B) Alineamiento de las
secuencias de nucledtidos de los fragmentos amplificados mediante PCR de la regidn
homodloga 5 (hr) correspondiente a los genotipos HearSP1B y HearlLB6 y a los aisiados
HearG4, HearC1, HearNNg1 y HearAus.

Figura 10. Produccion media de cuerpos de oclusién (x10’ cuerpos de oclusion/larva) en
larvas de segundo estadio de H. armigera tras ser infectadas con los genotipos individuales
HearSP1A vy HearSP1B y con el aislado HearSP1. Las barras verticales indican &l error
estandar. Las letras de significacion iguales que acompaiian a los valores indican que no

hay diferencias significativas entre los tratamientes (P>0,05).

Figura 11. Produccion media de cuerpos de oclusion (x10° cuerpos de oclusién/iarva) en
larvas de segundo estadio de H. armigera iras ser infectadas con los genotipos individuales
Hearl.B1, HearlLB2, HearlLB3, HearLB4, HearLB5 vy HearlLB8 v con el aislado HearSP1. Las
barras verticales indican el error estandar. Las lefras de significacion diferentes gue
acompanan a los valores indican que hay diferencias significativas entre los tratamientos
{P<0,05).

Figura 12. Produccion media de cuerpos de oclusién (x107 cuerpos de oclusién/larva) en
jarvas de segundo estadio de H. armigera tras ser infectadas con los genoctipos individuales
HearSF1A, HearSP1B, HearlB1, HearlB3 y HearlB6 y con las mezclas co-ocluidas
HearSP1ASP1B  (1:1), HearSP1A:SP1B  (1:2), HearlLB1:.LB3, HearlL.B3:LB8,
HearLB1:LB3:LBg, HearLBmix, HearSP1B:LB1 y HearSP1B:LB8. Las barras verticales
indican el error estandar. Las letras de significacion diferentes que acompanan a los valores

indican que hay diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05).

Figura 13. Porcentaje de mortalidad debido a la infeccion, de supervivencia (o alcanzaron el
estado de pupa) y de canibalismo en larvas de fercer, cuarto vy quinto estadio {Ls, Ly v Ls),
sanas e infectadas con la concentracion letal 20% (Clg) de la mezcla co-ocluida
HearSP1B:LB6 a diferentes densidades larvarias (1, 5, 10 y 20 larvas por caja). Las letras
de significacidn diferentes que acompafian a los valores indican gue hay diferencias

significativas entre los tratamientos (FP<0,05).

Figura 14. Porcentaje de mortalidad larvaria tras inocular larvas de H. armigera recién
mudadas al tercer, cuarto y quinto estadio (Ls, Ly v Ls) v un dia después de la muda (Ls+1,
L+ y Ls+1) con una concentracion letal 95% (Clgs), 90% (Clgs) 6 80% (Clgs) de la mezcla

co-ociuida HearSP18:LB8. Las barras verticales indican el error estandar. Las letras de
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significacidn diferentes que acompafian a los valores indican que hay diferencias

significativas entre los tratamientos (P<0,05).

Figura 15. (A) Produccién media de cuerpos de oclusién (x 10° cuerpos de oclusién/iarva)
en larvas de H. armigera recién mudadas al fercer, cuarto vy quinto estadio (Ls, Ly v Ls) y un
dia después de la muda a dichos estadios (Ls:+1, L+t v Ls+1) inocculadas con una
concentacion letal 95% (Clgs), 80% (Clg) 6 80% (Clgy) de la mezcla co-ocluida
HearSP1B:LBS. (B) Produccién media de cuerpos de oclusidn (x 10" cuerpos de
oclusion/100 larvas) en larvas de H. armigera recién mudadas a L,, Ly vy Ls v un dia después
de la muda a dichos estadios {La+1, Ly+1 v Le+1) incculadas con la Clgs, Clgy y Clgy de la
mezcla co-ociuida HearSP1B:LB6. Las barras verticales indican el error estandar. Las letras
de significacidn diferentes que acompafian a los valores indican gue hay diferencias

significativas entre los tratamientos (FP<0,05).

Figura 16. Produccién media de cuerpos de oclusion (x 10° cuerpos de oclusién/larva) en
larvas de quinte estadio (L;) de H. armigera inoculadas con la concentracion letal 95% (ClLgs)
de la mezcla co-ocluida HearSP1B:LB6 e incubadas a 23, 26 y 30°C. Las barras verticales
indican el error estandar. Las letras de significacién iguales que acompanan a los valores

indican gue no hay diferencias significativas entre los tratamientos (P>0,05).

Figura 17. Porcentaje de mortalidad obtenido en larvas de segundo estadio de H. armigera
recogidas en plantas de tomate tratadas en condiciones de laboratorio. Las larvas fueron
recogidas a los 1, 3 y 5 dias despues de la aplicacion de HearSNPV a tres concentraciones
(10°, 107 y 10°® cuerpos de oclusién/mi) de la mezcla co-ocluida HearSP1B:LBS, y criadas
individualmente en el laboratorio en vasos con dieta semisiniética hasta la muerie o

pupacién.

Figura 18. Porcentaje de frutos dafiados en cultivo de tomate en invernadero 10 dias
después de la aplicacidn de Turex, Spintor v HearSNPV. Las lefras de significacién
diferentes gque acompanan a los valores indican que hay diferencias significativas entre los

fratamientos (P<(3,05).

Figura 198. Porcentaje de mortalidad larvaria observada en cultivo de tomate en invernadero
10 dias después de la aplicacidén de Turex, Spintor y HearSNPV. Las letras de significacién
diferentes gque acompanan a los valores indican gue hay diferencias significativas entre los
tratamientos (P<0,05).

Figura 20. Porcentaje de actividad insecticida residual (Turex, Spintor y HearSNPV) en las

hojas de tomate en invernadero a o largo del tiempo, respecio a la cantidad de inseclicida
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presente en las hojas de iomate a una hora después de la aplicacidn de los tratamientos.

L.as barras veariicales indican el error estandar.

Figura 21. Cantidad de aclividad inseclicida residual por gramo de hoja de iomate en
invernadero 1, 72, 144 v 218 horas (0, 3, 6 v 9 dias) después de la aplicacién de los
tratamientos: A} Turex (mg), B) Spintor (ul) v C) HearSNPV {cuerpos de oclusion). Las

barras verticales indican el error estandar.

Figura 22. Porcentaje de frutos danados, ya sean cicatrizados ¢ frescos, en cultivo de
tomate al aire libre después de la aplicacidon de HearSP1B:LB8, HearSP1, Spintor, Turex y
Dursban durante (A) la primera, (B) segunda, (C) tercera, y (D) cuarta quincena. Las letras
de significacidn diferentes que aparecen en las columnas en cada grupo indican que hay

diferencias significativas dentro de cada grupo entre los distintos tratamientos (P<0,05).

Figura 23. Porcentaje de frutos dafiados cosechados, va sean rojos podridos, rojos
cicatrizados o verdes picados, en cultivo de tomate al aire libre, después de la aplicacién de
HearSP1B:LB8, HearSP1, Spintor, Turex y Dursban. Las lefras de significacidén diferentes
gue aparecen en las columnas en cada grupo indican que hay diferencias significativas

dentro de cada grupo entre los distintos tratamientos (P<0,05).

Figura 24. Toneladas de A) tomates verdes, tanto picados como sanos v B) tomates rojos
sanos, cicatrizados ¢ podridos por hectarea en cultivo al aire libre después de la aplicacion
de HearSP1B:LB6, HearSP1, Spintor, Turex y Dursban. Las lefras de significacion diferentes
que aparecen en las columnas en cada grupo indican que hay diferencias significativas

dentro de cada grupo entre los distintos tratamientos (P<0,05).

Figura 25. Porcentaje de actividad insecticida residual (HearSP1B:LB6, HearSP1, Spintor,
Turex v Durshan) presente en hojas de tomate en cultivo al aire libre a lo largo del tiempo,
respecto a la cantidad de insecticida presente en las hojas de tomaie a una hora después de

la aplicacion de los tratamientos. Las barras verticalas indican el error estandar.

Figura 26. Cantidad de actividad insecticida residual por gramo de hoja de tomate en cultivo
al aire libre 1, 72, 188 y 240 horas (0, 3, 7 y 10 dias) después de la aplicacion de los
tratamientos: A) HearSP1B:LB6 (cuerpos de oclusién), B) HearSP1 (cuerpos de oclusidn),
C) Spintor (uh), Dy Turex (mg) v E) Dursban (mg). Las barras verticales indican el error

estandar.

Descripcién detallada de la invencidn
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El objeto de la presenie invencién se refiere a la obiencidn de nuevos genolipos del
nucleopoliedrovirus simpie de Helficoverpa armigera (Fig. 5). Dichos genotipos se han

aislado de dos maneras diferentes:

iy a partir del aislado HearSNPV-5P1 (o, de forma mas abreviada HearSP1), mediante
un ensayo de placa con cullivo celular in vitro. Los genolipos presenies en dicho
aislado, diferentes de todos los aislados vy genotipos caracterizados hasta el
momento, se han denominado HearSNPV-SP1A y HearSNPV-SP1B (o, de forma
abreviada, HearSP1A y HearSP1B).

i) a partir de larvas muertas durante una epizootia en laboratorio en la segunda
generacidn de una poblacidn de H. armigera procedente de un cultivo de algoddn de
Lebrija (Sevilla). Los genolipos obtenidos de dichas larvas, distinfos de todos ios
aislados vy genotipos caracterizados hasta e momento, se han denominado
HearSNPV-LB1, HearSNPV-LRB2, HearSNPV-LB3, HearSNPV-LB4, HearSNPV-LB5
v HearSNPV-LB6 {0, de forma mas abreviada, HearlB1, HearlLB2, HearlLB3,
HearLB4, HearlLB5 y HearlLB6). Cada uno de estos genotipos procede de una larva
individual muerta por dicha epizootia. La ausencia de bandas submolares en los
perfiles de restriccidn, sugiere gque estos genolipos son genolipos puros ya gue
dichas bandas submolares se producen por la presencia de varios genotipos en
distintas proporciones. Sin embargo, con el fin de tener la certeza de su pureza, se
Hevé a cabo la clonacidn in vitro de los distintos aislados mediante ensayo de dilucién
limite (end point dilution, EPD). Dicha cdlonacidn v su posterior analisis mediante
enzimas de restriccion, confirmé la pureza de los mismos, demostrando que cada

una de las larvas habia muerto por la infeccion de un unico genotipo.

Por otro lado, los perfiles de restriccidn obtenidos tras la digestion del genoma de cada uno
de estos genotipos con distintas enzimas {endonucleasas) de restriccion confirmaron que se
frataban de genotipos diferentes (HearSP1A, HearSP1B, HearlB1, HearlB2, HearlB3,
HearlLB4, HearLB5 y HearlB6) (Fig. 7) v ademas eran diferentes a otros aislados y
genotipos caracterizados hasta el momento (Tabla 4), como los genotipos chinos HearC1 y
HearG4 (Fig. 2), el aislado procedente de Kenia HearNNg1 (Fig. 3) v los aislados de la
Peninsula lhérica HearSP1, HearSP2, HearSP4, HearSP7, HearSP8, HearPT1 v HearPT2

(Fig. 4).

De los distintos genotipos encontrados, se seleccionaron dos de ellos, denominados
HearSP1B y HearlLB8, que pueden distinguirse facilimente unos de otros y diferenciarse de
otros aislados v genolipos de HearSNPV por los perfiles obtenidos al tratar sus genomas

con enzimas de restriccion, como pueden ser EcoRl y Bgfil. En las figuras 2, 3, 4 se
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muestran los perfiles de restriccidn obtenidos para los aislados de HearSNPV caracterizados
previamente, mientras que en la figura 7 se muestran los perfiles de restriccidn de los
genolipos HearSP1A, HearSP1B, HearlB1, HearlB2, HearlB3, HearlB4, HearlBS vy
HearlLB8, asi como los correspondientes a los aislados espafioles HearSP1, HearSP2,
HearSP4, HearSP7 vy HearSP8, a los aislados poriugueses HearPT1 y HearPT2, v al
genctipo chinc HearG4. La diferenciacion se basa en la presencia de fragmentos
polim&ificos caracteristicos en los perfiles de restriccion de cada genoclipo o aisiado. Las
bandas submolares (bandas gue contienen una menor cantidad de moléculas que el resto
de las bandas del mismo perfil de DNA) indican la presencia de una mezcla de aislados
come se observa en el caso de HearSP1 en la Figura 7A. Otro ejemplo es el genotipo
HearSP1B que al ser digerido con la enzima Ndel muestra una banda de 8,73 kb que no se
observa en el perfil del aislado HearSP1 (Figura 8B). Ademas, el aislado HearSP1 muesira
varias bandas submolares en torno a 6,5-7 kb, que no se observan en el perfil del genctipo
puro HearSP1B (Figura 8B). Por ofro lado, en los perfiles obtenidos con la endonucleasa
Bgli, el aislado HearSP1 muestra una banda submolar de 18,8 kb que no se observa en el
perfil del genotipc HearSP1B. La presencia de dichas bandas submolares pone de
manifiesto que el aislado silvestre HearSP1 esta compuesto por una mezcla heterogénea de

genotipos.

Con el fin de diferenciar mas claramente los genotipes HearSP1B y HearlB8, y
diferenciarios también de otros aislados de HearSNPV cuyos genomas han sido
completamente secuenciados (HearG4, HearC1, HearNNg1 v HearAus), se muestran en la
Tabla 4 los valores numericos de los tamanos de ios fragmentos de restriccion generados

tras digerir dichos aislados y genotipos con la endonucleasa EcoRl.

Tabla 4: Tamanos (kb) estimados de los fragmentos de ADN generados iras la digestién del
ADN gendmico de distintos aislados y genotipos con la endonucieasa E£coRl y tamadfio total
estimado de los genomas. Los fragmentos de ADN se nombran alfabéticamente, siendo el

fragmento A el de mayor tamanfio.

Tamanio (kb)

Fragmenio HearSP1B HearlBE HearG4 HearC1 HearNNg1 HearAus

A 13,54 13,55 14,13 14,13 13,51 13,44
B 10,18 10,50 13,45 12,84 10,20 10,15
C 8,73 89,74 10,15 8,75 9,73 9,48
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9,20
8,21
6,52
6,30
6,15
5,98
5,83
5,84
5,69
525
4,73
4,57
4,42
4,40
3,34
3,00
2,83
1,74
1,01
0,97
0,78
0,47
0,45
0,42

0,41

9,38
8,26
6,45
6,29
5,98
5,83
5,85
5,84
5,68
525
4,73
4,57
4,42
4,40
3,32
3,00
2,83
1,01
0,88
0,78
0,48
0,45
0,42
0,41

0,31

9,05
6,64
6,36
6,29
5,99
5,84
5,84
567
475
4,58
4,42
4,40
4,14
3,68
3,36
3,00
2,83
1,74
1,48
1,00
0,78
0,48
0,45
0,41

0,31
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9,05
6,91
6,54
6,30
8,00
5,84
5,84
5,67
474
4,65
4,57
4,41
4,40
4,14
3,36
3,00
2,83
1,74
1,00
0,78
0,48
0,45
0,42
0,41

0,31
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9,06
8,23
6,68

6,28

5,84
570
4,83
4,75
4,57
4,41
4,40
3,68
3,35
3,00
1,74
1,00
0,80
0,48
0,45
0,41
0,30

0,18



WO 2015/197900 PCT/ES2015/070490

d 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,02
e 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02

f

Total 132,26 130,09 131,42 130,76 1324 131,01

Al realizar la comparacién de los datos reflejados en la Tabla 4, se observa que hay
diferencias en el numero vy tamafo de los fragmentos, lo que indica que los genotipos
HearSP1B y HearLB6 son diferentes de los ya conocidos vy, por tanto, nuevos. Por ejempilo,
el fragmenio EcoRI-B del genotipo Hearl.lB6 (10,50 kb) es mayor que el del genctipo
HearSP1B (10,18 kb). El fragmento EcoRi-F (6,45 kb) del genoctipo HearlB8 no se
encuentra en los perfiles de HearSP1B ni en los de los genctipos secuenciados. Sin
embargo, el fragmento EcoRi-U (1,74) del genotipo HearSP1B no aparece en el perfil del
genotipo HearlL.BS, pero si aparece en los genotipos secuenciados. Esto mismo puede

observarse en la figura 7.

Los genotipos HearSP1B y Hearl.B6 también se diferencian enire si y respecto a otros
aislados y genotipos de HearSNPV descritos en la literatura, por las secuencias de
nucledtidos especificas que cada uno presenta en regiones concretas del genoma. Puede
utilizarse, por ejemplo, la regién del genoma conocida como regién homdloga 1 (hr1),
tomando como referencia ia secuencia correspondiente de los genomas de dos aislados de
China, HearG4 (Chen et al., 2001; con el numero de acceso en GenBank AF271059) v
HearC1 (Zhang et al., 2005, GenBank AF303045), de un aislado de Kenia, HearNNg1
{Ogembo et al,, 2007; GenBank AP010807) vy de un aislade de Australia, HearAus {GenBank
JN584482). También puede recurrirse a la regién en la que se encuentra la hrd {(region

homologa 5).

Asi, una diferenciacion rapida y precisa de cada uno de esios dos genolipos pusde
obtenerse empleando la técnica de la amplificacion por PCR y posterior digestidon con la
endonucleasa de restriccion Ndel de los fragmentos amplificados utilizando cebadores

especificos que amplifican, por gjemplo, en una de las siguientes regiones alternativas:

i} La regidbn homdloga 1, hrl. En esta regidn del genoma de HearSNFPV, se ha
comprobado gue fos cebadores aspecificos F-hr (5~
CGAAATCGACAACACCATGCA-3) v R-hr1 (B-ACTTTTGTACGCCAGAGACGA-3)
amplifican un fragmento de 2.177 y 2.117 nuclediidos para los genotipos HearSP1B v
Hearl.B8, respectivaments. La digestién de esios fragmentos ampiificados con la
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endonucleasa de restriccion Ndel produce perfiles Unicos para cada genotipo: siendo
para HearSP1B de seis fragmentos de 857, 508, 381, 308, 78 y 47 nucledtidos o de
cinco fragmentos de 1.210, 475, 307, 78 y 47 nucledtidos en el caso de Hearl.B6. A
sy vez estos perfiles son diferentes de los obtenidos para los genotipos secuenciados
(Tabia 6, Fig. 8B). Concretamenie y a modo de ejemplo, en la Figura 8B se aprecia
como las banda de 508 y 381 nucledtidos no coinciden con ninguna ofra banda del
gel, al estar las bandas del aislado HearSP1 levemente por encima, indicando un

tamafio superior a los de HearSP1B.

iy En la regién homodloga 5, hr5. En esta regién del genoma de HearSNPV, se ha
comprobado que los cebadores especificos F-hr5 (5°-CTAGCCGGTCCGTTTCTGTT-
3} y R-hr5 (5-GCCCCACCCAAAACATAACG-3) amplifican un fragmento de 2.326 y
2.330 nucledtides para los genotipos HearSP1B y HearlLB6, respectivamente. En
este caso, la digestidn de estos fragmentos amplificados con la endonucieasa de
restriccion Ndel también produce perfiles unicos para cada genotipo: siendo de cinco
fragmentos de 1.120, 917, 211 v 78 nucledtidos para HearSP1B & de tres fragmentos
de 1.120, 998 y 212 nucledtidos para HearLB6. A su vez estos perfiles son diferentes

de los obtenidos para los genoctipos secuenciados (Tabla 6, Fig. 8B).

La figura 8, en su panel A, muestra la fotografia obtenida tras someter a electroforesis los
fragmentos amplificados por PCR utilizando los cebadores especificos para las regiones hri
y hr5. En el panel B se muestra la fotografia tras someter a electroforesis los fragmentos
obtenidos fras digerir con la endonucleasa Ndel los fragmentos amplificados por PCR para
fa hr1 y la hrb, del punto anterior. En dicha fotografia puede apreciarse gue los fragmentos
obtenidos para cada genotipo son diferentes y distinguibles unos de otros. También puede
apreciarse que los fragmentos obtenidos para cada genotipo son diferentes vy distinguibles
unos de otros. Por ejemplo, en el caso de la hrl, el fragmento de 1.210 bp es caracteristico
del genotipo HearLB8, mientras que el genotipo HearSP1B presenta un fragmento
caracteristico de 857 bp. En el casc de la hrd, el genotipo HearSP1B presenta un fragmento

de 917 bp, mientras que el genoctipo HearlLBS presenta uno de 998 bp.

De esta forma, con una unica reaccion de PCR seguido de una digestibn con la
endonucleasa Ndel pueden diferenciarse los distintos genotipos entre si y con respecto a
cualquier otro genotipo del virus descrifo en la literatura (véase la Tabla 6 mas adelante, en

el Ejemplo 2).

En el caso de aislados naturales o de mezclas arlificiales que puedan contener mezclas de
genotipes, la proporcidn de los dos genotipes HearSP1B vy HearLB6 en la mezcla puede

determinarse mediante una PCR cuantitativa, utilizando cebadores especificos para cada
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uno de los genotipos, como se menciona posteriormente en la seccidon de materiales y

métodos de ejemplos.

Por otro lado la secuenciacidn de dichos fragmentos generados por PCR también permitiria
comprobar la identidad de los distintos genotipos en la mezcla. Asi, ias secuencias
representadas por SEQ 1D NO:5 y SEQ 1D NO:8 corresponden a las secuencias de los
fragmentos ampilificados utilizando los cebadores F-hr1 vy R-hr1 que amplifican en la hr1 de
los genotipos HearSP1B y Hearl.B6, respeclivamente, mientras que las SEQ ID NO:7 y SEQ
ID NO:& se corresponden con las secuencias de los fragmentos amplificados para la hr5,

para los mismos genotipos.

Tal como se comenta mas adelante, se ha obtenido la secuencia del genoma completo de
cada uno de esos dos genotipos HearSP1B y HearlLBG, secuencias que se muestran,
respectivamente, como SEQ 1D NO:13 y SEQ D NO:14 y gue pueden utilizarse para
diferenciar unos genotipos de otros. En concreto, por su variabilidad, se muestran de forma
individualizada las secuencias completas de las zonas de variabilidad correspondienies a la
regibn homdloga 1 (hrt) (SEQ 1D NO9 y SEQ ID NO:10, correspondientes,
respectivamenie, a los genotipos HearSP1B vy HearlLB6) vy a la region homdloga 5 (hr5)
(SEQ ID NGt y SEQ 1D NO:12, correspondientes, respectivamente, a los genotipos
HearSP1B y HearlB8). Tanto en el caso de ia region homdloga 1 (hr1) como ia 5 (hr§)
dichas secuencias se indican en el sentido en el que aparecen en la secuencia del genoma
completo. Al ser zonas intergénicas, localizadas entre dos pautas de lectura abiertas, no hay
una direccién codificante como ocurre en las pautas de lectura. Estas Gltimas pueden
franscribirse en sentido (secuencia codificante) o antisentido {secuencia complementaria a a

secuencia codificante).

En la presente invencidn, se han obtenido las secuencias compietas del genoma de cada
uno de estos dos genctipos HearSP1B (SEQ ID NO:13) v HearLB8 (SEQ ID NO:14), rasgo
caracteristico y definitorio de cada uno de ellos. Por elio, dichos genotipos quedan descritos
en la presente solicitud de tal manera que un experio puede reproducir la invencién.
Ademas, las secuencias completas de cada uno de los genomas se complementan con los
datos gue se aporian en la presente soliciiud de que el nucleopoliedrovirus de Helicoverpa
armigera es un nucleopoliedrovirus de tipo simple (SNFV), es decir, cada particula virica
completa o viridn contiene una Unica nucleocapsida, y por lo tanto, una Gnica copia del
genoma del nucleopcliedrovirus. También se aportan datos adicionales para identificar cada
uno de los genctipos segun el perfii obtenido fras digerir su genoma con distintas
endonucleasas de restriccion, asi como por el tamafo v la secuencia de los fragmentos

obtenidos al ampilificar por PCR las zonas de variabilidad de las regiones homdlogas 1y 5
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(hr1 y hr5), utilizando los cebadores de SEQ 1D NO:1y SEQ ID NOG:2 0 SEQ ID NO:3 y SEQ
ID NO:4, respectivamente, como por el pairdn de bandas obtenidos fras digerir estos
fragmentos de PCR con ia enzima Ndel. En los Ejemplos también se muestran datos sobre
la actividad insecticida de cada genotipo v de mezcias de cuerpos de oclusién gue contienen
viriones co-ocluidos de distintos genotipos denfro de un mismo cuerpo de oclusion, asi como
ja forma de obtener las distintas mezcias. Las diferencias en la patogenicidad, virulencia y
productividad resultan ser significativas entre genotipos, y entre las mezclas de los
genotipos de la invencidn, siendo la mezcla de los dos genoctipos HearSP1B y Hearl.B6, en
proporcién 1.1, mas patogénica que el resto de genoctipos v mezclas e igual de virulenta que

los genotipos mas rapidos.

El gran numero de combinaciones de genotipos posibles v las diferencias entre las mismas
en cuanto a su poiencia relativa, hace que en ningun caso se hubiera podido predecir a
priori que la combinacion de la presente invencidn pudiera dar mejores resultados gue el

resto.

De todas las mezclas de genotipos construidas, la mezcla HearSP1B:LB6 en proporcion 1:1
fue la que presentd los efectos con aclividad sinérgica més deseables desde el punto de
vista bioinsecticida. Sin embargo, esta actividad sinérgica no se observa en oiras muchas
mezclas de genotipos (en la que simplemente puede darse un efecto aditivo o incluso
antagonista) y no hay forma de predecir en qué mezclas se va a producir dicha actividad. Es
un resultado que no es cbvio o predecible, mas aun teniendo presente que los genotipos
provienen de distintas zonas geograficas (Badajoz v Lebrija) v que ambos genotipos
{HearSP1B y HearlLB8) nc habian sido obtenidos puros, hasta la fecha, a partir de mezclas

silvesires complejas como ios aislados de campo.

Ademas, se aporian daios sobre el depésilo de los dos genotipos segun e Tratado de
Budapest, posibilitando la referencia a dichos genotipos por su numero de depésite: CNCM
[-4806 (HearSP1B) y CNCM 1-4807 (HearLB6).

Respecto a las posibles aplicacionas de los nucleopoliedrovirus de la presente invencidn, se
ha comprobado que cada uno de ios nuevos genotipos HearSP1B y HearlB6 posee una
actividad insecticida especifica frente a las larvas de H. armigera, que pueden considerarse
todas ellas comparables a las de los insecticidas quimicos, como Dursban y Spintor, 0 a las
de tipo biolégico basados en Bacillus thuringiensis, como Turex, comunmente utilizados
frente a H. armigera. Pero se ha encontrado ademas que la mezcla de los dos genotipos
HearSFP1B:LB8 en una proporcidn concreta {1:1), como cuerpos de oclusion que incluyen
ODVs gue han quedado co-ocluidos de forma que un mismo cuerpo de oclusibn puede

contener distintos genotipos del HearSNPV, posee una actividad insecticida mejor que la de
28



WO 2015/197900 PCT/ES2015/070490

cada uno de los genolipos individuales o que cualguiera de los aislados silvesires de
HearSNPV actualmente conocidos, puesto que presenta mayor patogenicidad que el resto
de genoctipos v mezclas, v el mismo tiempo medio de mortalidad (TMM) gque los genotipos
mas rapidos. Esto supone una ventaja significativa, puesto que los mayores inconvenientes
a la hora de desarrollar los baculovirus como materia activa de bioinsecticidas son su
patogenicidad y su velocidad de accidn. Por ofro lado, este virus se puedse producir en poco
tiempo va que inoculando 100 larvas recién mudadas al quinto estadio (Ls) e incubandolas
con dieta a 30°C, se consiguen del orden de 5 x 10" cuerpos de oclusion en un periodo de

fiempo de unos 5 0 6 dias.

Ademas los ensayos en planta de tomate, {anio en laboratorio como en invernadero ¢ al aire
libre, han puesto de manifiesto que concentraciones del orden de 10" cuerpos de
oclusién/hectarea del nucleopoliedrovirus de [a presente invencién son capaces de conirolar
de forma efectiva las plagas producidas por las larvas de esta oruga, con la misma eficiencia
que los inseclicidas que se utilizan habitualmente para combatir esta plaga en cullivo de
tomate (Spintor, a base de dos toxinas spinosinas (spinosad); Turex, a base de Bacillus
thuringiensis var. Aizawai; y Dursban, a base del inseciicida quimico clorpirifos). Dichas
aplicaciones consiguen una reduccién significativa del numero de frutos dafados
cosechados, fanto verdes como maduros, respecto al fratamiento control, v no presentan

diferencias con el resto de insecticidas cominmente usados.

El hecho de que el espectrc de huéspedes de los baculovirus esté restringido a
invertebrados, vy la gran especificidad de HearSNPV en particular {(que parece afectar sélo a
larvas de unas pocas especies de polillas del género Helicoverpa, todas ellas muy
relacionadas filogenéticamenie) hace que el producto represente una tecnologia limpia vy
segura, ya gue no deja residuos toxicos sobre los suelos ni las cosechas y no es 10xico para
el hombre ni otros animales, incluidos los enemigos naturales como parasitoides ©

depredadores.

Sorprendemente, los resultados presentados en la presente solicitud de patente demuestran
que la mezcla co-ocluida de estos dos genotipos clonados (HearSP1B y Hearl.B8) en una
proporcion 1:1 se encuentra entre 1os nucleopoliedrovirus mas activos de entre los gue han

sido desarroliados como bicinsecticidas hasta la fecha.

Al fratarse de aislados de HearNPV nativos de la Peninsula lbérica, HearSP1B y HearlLB6
estan mejor adaptados a las condiciones medicambientaies reinantes en el sur de turopa
gue los aislados procedentes de otros origenes geograficos. Este hecho es especialmente
significativo teniendo en cuenta el efecto negativo que ejerce la radiacion UV sobre los

deptsiios de una aplicacién del bicinsecticida, gue reguiere gue los NPV se mantengan
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activos hasta el momento de la ingestidn por parte de H. armigera donde pueden ejercer su
efecto insecticida. Ademas, se ha observado gque existe cierta predisposicidn a que los
aislados naturaies de una determinada zona geografica sean mas patogénicos y virulentos

para las larvas propias de la misma zona.

Una veniaja adicional de estos nucleopoliedrovirus es que se pueden producir masivamente.
Sus cuerpos de oclusion, en los cuales radica la actividad insecticida, pueden producirse de
forma masiva in vivo inoculando larvas de H. armigera con cuerpos de oclusidn previamente
obtenidos tras la infeccidon oral de larvas con las mezclas 1:1 de ios cuerpos de oclusion
puros HearSP1B y Hearl.B6. Los cuerpos de oclusion pueden contener viriones de uno
cualquiera de los genotipos HearSP1B o HearlB6, si se quieren obtener cuerpos de
oclusién con viriones de un Unico genotipo, o mezclas de los mismos, si se quieren obtener
viriones de distintos genotipos co-ocluidos denfro de un mismo cuerpo de oclusion. Ei
procedimiento concreto utilizado para la produccidn de los nuevos cuerpos de oclusion
puede ser cuaiquiera de Ios conocidos por ios expertos en la materia ¢ e mismo que se ha
utilizado en los Ejemplos de la presente solicitud descritos mas adelante. En dichos
Ejemplos se describe también un ejemplo de la composicidon de la dieta artificial, la cual es
compatible con el procedimiento de produccidn de cuerpos de oclusion de la presente
invencion. Asi, el procedimiento de produccion de cuerpos de oclusion puede comprender

las etapas de:

i} alimentar larvas de quinio estadio de H. armigera con una dieta artificial que
comprende cuerpos de oclusion del nucieopociiedrovirus de H. armigera que
contienen viriones de uno cualquiera de los genotipos HearSP1B (CNCM 1-4808) v
Hearl.B8 (CNCM i-4807) o mezclas de los mismos;

i)  mantener las larvas individualizadas a 30°C hasta que se produce su muerte;

i) purificar los cuerpos de oclusion generados en las larvas triturando los cadaveres de
las larvas en agua, filtrando la suspension resultante, precipitando ios cuerpos de

oclusidn, lavando el precipitado y volviendo a precipitarios;
iv) resuspender el precipitado final en agua a pH neutro;

v} opcionalments, almacenar la suspension obtenida en una de las siguientes

condiciones:
aj a temperatura ambiente
) en refrigeracion
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c) liofilizar la suspensidn y conservarla a temperatura ambiente.

Tal como se uliliza en la presente sdlicitud, se entiende por condiciones de refrigeracion
aquellas en las que el producio se mantiene entre 0°C y 8°C, y condiciones de congelacion
corresponderian al mantenimiento por debajo de 0°C. Para los efectos de la presente
invencidn, se prefiere que las condiciones de refrigeracion se mantengan entre 0°C y 6°C y

ias de congelacidn entre -20°C y -80°C.

También puede ilevarse a cabo la produccién de dichos cuerpos de oclusion alimentando las
larvas de quinto estadic con una solucion acuosa, gue contiene sacarosa al 10% junto con la
mezcla co-ocluida seleccionada a una concentracion letal al 85% (Clg:). Este método fue
descrito por Hughes v Wood en 1986, v consiste en administrar en forma de golas una
suspension gue contiene suspendidos los cuerpos de oclusion a la concentracidn deseada,
asi como un colorante gue indica si las larvas han ingerido la gota, como es &l colorante
alimenticio de color azul Fluorella blue (Hilton-Davis, Cincinnati, Ohio). Este método es
menoes engorroso que el anterior, va que en &l de la dieta artificial hay que impregnar bien la
dieta con la suspensién viral, y lleva mas tiempo la preparacién de los faquitos de dieta

impregnados de virus.

La dieta artificial mediante la cual las larvas son alimentadas o infectadas se administra en
forma sdlida, mediante pastilas gque adicionalmente a los cuerpos de ociusidn del
nucleopoliedrovirus de Helicoverpa armigera (cuando el objetivo sea la infeccidn de dichas
larvas) contienen 7,2% germen de irigo, 2,5% proteina de soja, 1,4% levadura de cerveza,
1,8% agar, 2,9% azucar, 1% sales mixtas, 0,1% colesterol, 0,4% &cido ascorbico, 0,2%
acido sdrbico, 0,02% estreptomicina, 0,04% clortetraciclina hidroclorido, 0,1% nipagina,
0,1% nipasol, 0,2% acido benzoico, 0,1% clorure de colinag, 0,01% vitaminas, 15% agar y
80% agua destilada. Las larvas pueden ser infectadas administrandose los cuerpos de
oclusidn tanto en una suspension acuosa en forma de gotas o como dieta ariificial en forma
sdlida. Normaimente se prepara un volumen de varios litros de dieta, mezclando los
ingredientes mencionados anteriormente, que posteriormente se autoclava para esterilizar y
permitir que el agar se disuelva, v antes de que se enfrie totalmente (a una temperatura de
50°C) se incluyen los antibibticos, y tras mezclarios bien se hacen alicuotas de la misma en
placas Fetri cuadradas de 120x120 mm. Posteriormentse, la dista de las placas Petri se corla

en cubos da 5x5 mm.

En el Ejemplio 4 de ia presenie solicitud se muesira el método de produccién masiva puesto
a punto para el sistema huésped-patdgeno descrito en esta solicitud, H. armigera-
HearSNPV. Hay muchos factores que pueden influenciar la produccion final de cuerpos de

oclusion, como puede ser el estadio larvario, la concentracién del indculo inicial, o incluso la
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temperatura. Dichos parametros pueden modificarse de forma que se obtienen distintas
producciones finales. En los ensayos realizados en nuestro laboratorio se ha comprobado
que se tiene preferencia por unas condiciones determinadas puesto gue son con las gue se
ohtienen mejores resultados v por tanto mayor produccion final de cuerpos de oclusion. A
continuacién se muesiran los distintos parametros que se pueden modificar indicando ia

preferencia de ios mismos:

i} larvas de H. armigera de los estadios tercero (Ls), cuarto (L) v quinto (L), aungue se

tiene preferencia por las larvas del quinto estadio;

i} distintas concentraciones de cuerpos de oclusidn suministrados en la dieta artificial,
como demuestran los ensayos con distintas concentraciones del rango de 5,5 x 10° a
1,5 x 10° cuerpos de oclusién/mi, aunque se tiene preferencia para las larvas L la

concentracién de 1,5 x 10° cuerpos de oclusior/mi;
i) larvas individualizadas en placas de 12 pocilios, para evitar el canibalismo,
iv} larvas incubadas a 30°C hasta el momento de su muerts.

El estudio de distintas edades larvarias y distintas dosis virales demosird que ia produccién
optima de cuerpos de oclusion se obtiene cuando se tratan larvas recién mudadas al quinto
estadio, inoculando las larvas con una concentracioén cercana a la concentracion que da
lugar a la muerte del 95% de las larvas de dicho estadio {Cles), gue en esie caso es una
concentracién de 1,5 x 10° cuerpos de oclusion/ml, y manteniéndolas de manera
individualizada, debido al alto grado de canibalismo que presentan ias larvas de esia
especie, con dieta a 30°C hasta su muerte. Estas condiciones permiten obtener
aproximadamente 5 x 10° cuerpos de oclusidénflarva en un pericdo de 5 a 6 dias. Asi,

infectando 100 larvas se obtendrian del orden de 5 x 10" cuerpos de oclusion.

Los cuerpos de oclusion producidos en larvas de H. armigera pueden ser purificados,
formulados de forma sdlida o liguida vy pulverizados como suspensiones acuoesas, las cuales
protegen de forma muy efectiva a los cultivos de tomaite, tanto en invernadero como al aire

libre, de las plagas ocasionadas por larvas de H. armigera.

El nucleopoliedrovirus también podra ser aplicado mediante ofros métodos, como
pulverizacidn a nivel de fierra o aérea, ¢ aplicacidn en suspensidn, en forma de poivo, ©
riego. Ademas, como se ha expuesto anteriormente, los cuerpos de oclusidn pueden estar
mezclados con excipientes, y usados con vehicuios apropiados en e sector agricola,
especialmente aquelios gue faciliten la preparacidn en la forma adecuada para el método de

aplicacion gue se desee. En la misma composicién también puede haber, por gjempio, un
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abono, un fertilizante o un plaguicida. Ademas, también puede coniener un agenie

potenciador del efecto paidgens del nucleopoliedrovirus sobre H. armigera.

Es conveniente incluir mojantes agricolas a los productos que incluyen estos cuerpos de
oclusibn, como es el caso del producto comercial Agral® (Syngenta), que se utiliza en
Ejemplos de la presente solicitud. Ei compuesto mojante presenie en el producio es ej
alcohol isofridecilico etoxilado, gue aumenta la accidn bioldgica de los insecticidas,
herbicidas, fungicidas y pesticidas en general, ya gue se consigue una mejor cobertura y
penefracion del producio en el cultivo a tratar. En ia pagina web en la gue se describen sus
caracteristicas

(hitp://mww. syngenta.com/country/es/sp/productos/proteccion_cultivos/mojantes/Paginas/agr
al.aspx) se indica que se firata de un mojante vy dispersante tensoactivo no idnico,
especialmenie indicado para mezclar con foda clase de insecticidas, fungicidas vy

agroguimicos.

También es otro caso de especial inferés agquel en el gue la composicién contiene otro
plaguicida, de forma que se aumenta el espectro de accién a ofras posibles plagas que
afecten a los mismos cultivos, sin restringirio Unicamente a H. armigera. El plaguicida puede
ser, por gjamplo, otro insecticida bioldgico, como los basados en Bacilius thuringiensis (BY
previamente mencionados el caso del producto Turex® utilizado posteriormente en &l
Ejemplo 6 de lg presente sclicitud, gue se ullliza para cultivos atacados por H. armigera. La
mezcla con insecticidas basados en Bt es interesante, va que se han descrito casos de
interacciones sinérgicas de la actividad insecticida entre dichos productos y los baculovirus

frente a noctuidos (Granados et al., 2001).

En los ensayos descritos en los Ejemplos de la presente solicitud gue se describen mas
adelanie se muesira que cada uno de estos dos genotipos posee una actividad insecticida
caracteristica frente a las larvas de H. armigera, determinada por la patogenicidad, el tiempo
medio de mortalidad (TMM) v por la capacidad de producir cuerpos de oclusidn en las larvas

de H. armigera.

En trabajos realizados previamente en el grupo de investigacion de los presentes inventores
se ha observado que las mezclas de cuerpos de oclusion o mezclas de viriones co-ocluidos
en un mismo cuerpo de oclusion en ocasiones presentan mejores cualidades insecticidas
gue los genotipos individuales (Bernal et al., 2013b; Lépez-Ferber et al., 2003; Simén et al,,
2005} ¢ incluso que ¢l aislado silvestre (Mufioz et al., 1298). Por ofro lado, las mezclas de
viriones de distintos genotipos co-ocluidos en el mismo cuerpo de oclusidn pueden tener una
actividad diferente a la mezclas de cuerpos de oclusidn donde los viriones de cada cuerpo

de oclusién pertenecen a un unico genotipo (Lopez-Ferber et al., 2003), dado que puede
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haber sinergismo ¢ antagonismo entre algunos genotipos. Por ello, en la presente invencidn
se ha realizado el estudic de la actividad insecticida de distinias mezclas de viriones co-
ocluidos en un misSmo cuerpo de ociusion, para comprobar si dichas mezclas presentaban
caracteristicas insecticidas diferentes a los cuerpos de oclusion de un dnico genotipo, si los
genotipos presentaban actividad antagdnica o sinérgica, y determinar las variaciones que

pudieran darse entre distinias combinaciones y distinios tipos de mezclas.

La mezcla de los dos genotipos HearSP1B:LB6, co-ocluidos en el mismo cuerpo de oclusién
en la proporcidn 1:1 {es decir cada uno de esos cuerpos de oclusién contiene los dos
genctipos en esa proporcidn), en contra de lo esperado se vio gque tiens una actividad
insecticida en términos de patogenicidad, mayor que la de los genotipos individuales. Pero,
por otra parte, su virulencia (TMM) es similar a la de los genotipos mas rapidos matando a
las larvas. Por esta razon, se seleccionaron para su aplicacion estos genotipos, en su forma
co-ocluida en un mismo cuerpo de oclusidn, frente a los restantes genctipos individuales
aislados de HearSNPV.

En el Ejemplo 3 de la presente invencidn se describen los ensayos de la actividad
insecticida de los diferenies genotipos v mezclas, que sorprendentemente demuestran que
los nuevos nucleopoliedrovirus aislados, y en especial su combinacion, se encuentran entre
los insecticidas bioldgicos con mayor actividad contra plagas de insectos. Por elio, se
propone su uso como insecticida, particularmente para el confrol de insecios de los géneros
sobre los que se conoce que actua, Helicoverpa ¢ Heliothis, con especial preferencia por &

uso para el control de H. armigera.

De entre las combinaciones elegidas, no existe ningun fipo de experiencia y/o prediccidn
anticipada gque sugiera que la combinacién de ambos genotipos vaya a mostrar unos
resultados en cuanto a la potencia relativa notablemente superiores al resto de aislados. La
actividad sinérgica que ocurre en el caso de HearSP1B:LB6 no se cbserva en muchas otras
mezclas de genotipos, dandose incluso casos en los que se produce un efecto claramente
antag6nico. Dicha aclividad es sorprendente al no ser esperable la actividad sinérgica de

dos genotipos distintos que de modo natural se encuentran en zonas geograficas alejadas.

Las plantas en las que se aplique este formulado pueden ser cualquiera que dane esta
especie de lepidéptero y donde se quieran controlar los dafos producidos por este insecto,
tanto si crecen ¢ se cultivan en invemnadero como al aire libre, destacando los cultivos de
tomate, especiaimente en la Peninsula ibérica, donde se ha comprobado su efectividad,

tanto en cultive de tomate en invernadero como al aire libre.
Teniendo en cuenta todos estos datos, puede decirse que:

34



WO 2015/197900 PCT/ES2015/070490

i) cada uno de los nuevos genotipos aislados, HearSP1B y HearLB8 es nuevo,
pues cada uno de ellos es distinto de los oiros genoctipos vy diferente de los
nucleopoliedrovirus de H. armigera hasta ahora conocidos, de los cuales puede
distinguirse tanio por las diferencias en la secuencias de sus genomas
(particularmente, en las zonas de las regiones homdlogas 1 v 5, hrl y hr5) asi
como por las diferencias en los perfiles generados por la digestidén con enzimas

de restriccién de dichos genomas, en particular EcoR| y/o Bgill.

i} los dos nuevos genotipos aislados comparten, entre otras, las caracteristicas

técnicas de;

a) su actividad insecticida vy su productividad, de forma individual, es superior o

igual a la de cuslquiera de los aislados naturales previamente conocidos;

b) sus mezclas, en particular la mezcla co-ocluida de los dos, HearSP1B:LBG, en
proporcion 1:1, presenta una patogenicidad y virulencia frente a la larvas de H.
armigera mejor ¢ igual que la de los aislados silvestres de esie virus vy
comparable a la de los insecticidas (aungue sin los inconvenientes) que se usan
habitualmente conira esta plaga, como los insecticidas comercializados bajo &l

nombre Dursban®, Spintor® o el insecticida bicldgico basado en B, Turex®;

¢) dado que los dos genciipos han sido aislados en zonas geograficas
relativamente préximas, es de esperar gue sean espeacialimente activos frente a
las posibies variantes de H. armigera de dicha zona geografica, e sur de la

Peninsula Ibérica o Andalucia y Extremadura concretamente.
Ejemplos

Para llevar a cabo los ensayos que se describen en la presente solicitud se utilizaron los

siguientes materiales y métodos:
- Insectos

No hay cepas o estirpes de H. armigera reconocidas oficialmente. Las larvas de H. armigera
utilizadas para la amplificacion de los diferentes virus, para la realizacién de los bioensayos
en laboratorio v para Ios ensayos en invernadero, se obtuvieron de un cultivo de laboratorio
de la Universidad Publica de Navarra (UPNA) establecido a partir de pupas recibidas del
Centre for Ecology and Hydrology (NERC-CEH) de Oxford (Reino Unide). La poblacion se
mantiene en el insectario de la UPNA a 2521°C, con una humedad relativa del 70£5% y un

foloperiodo de 16:8 (luz: oscuridad). Las larvas se alimentan con una dieta artificial descrita
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anteriormente por Greene et al. (1976) v los adultos ad /libitum con miel diluida al 30%

{peso/volumen).

Las larvas de H. armigera utilizadas para la realizacién de los ensayos de campo al aire libre

procedian de una infestacion natural del cultivo de tomate en Guadajira (Badajoz).

- Aislamiento v amplificacion de los cuerpos de oclusidn

Los cuerpos de oclusion (occlusion bodies, OBs) o cuerpos de oclusidn se exirajeron de
larvas muertas triturando los cadaveres en agua bidestilada estéril con dodecil sulfate sddico
(SDS) al 0,1% {peso/volumen) y filtrando la suspension resuitante a través de muselina. Los
cuerpos de oclusion se sedimentan por centrifugacién a 6.000 x g durante 10 minuios.
Posteriormente se realizaron 2 lavados con agua y se sedimentaron ios cuerpos de oclusién
en las mismas condiciones. Finalmente, los cuerpos de oclusidn purificados se
resuspendieron en agua bidestilada estéril y se determiné su concentracidn mediante un
recuento de muestras por triplicado utilizando un hemociiémetro mejorado de Neubauer

(Hawksley, Laucing, Reino Unido) bajo microscopia de contraste de fases a 400x.

Los cuerpos de oclusion de los diferentes aislados se multiplicaron mediante un Unico pase
en larvas de cuarto estadio de H. armigera. Grupos de 24 larvas procedentes de la colonia
de laboratorio se individualizaron vy mantuvieron sin alimento durante aproximadamente 12
horas. Pasado ese tiempo fueron infectadas per os mediante el método de la gota (Hughes y
Wood, 1981) con una concentracién de 10° cuerpos de oclusion/ml, sacarosa al 10%
(peso/volumen) v 0.001% (peso/volumen) del colorante alimenticio Fluorella Blue (Hilton-
Davis, Cincinnati, Ohio). El colorante alimenticio permite diferenciar las larvas que han
ingerido la suspension de cuerpos de oclusion de las que no lo han hecho. Las larvas con
intestinos azules, vy por tanto ias gue bebieron la suspensién, se criaron de forma individual
con dieta ariificial hasta su muerte. La ventaja de este método de la gota es que la dosis o
concentracion viral se ingiere en un corto periodo de fiempo, lo cual es de especial
importancia a la hora de calcular algunos parametros como el tiempo medio de mortalidad
(TMM).

Los cuerpes de oclusion purificados se almacenaron a -20°C hasta su caracterizacidn

molecular y bioldgica.

- Purificacion de genotipos mediante ensayo de placa

Para realizar la purificacidn de los distintos genotipos presentes en el aislado HearSP1 se
procedid a un ensayc de placa (Mufioz et al., 2001). Para ello, se infectaron oralmente 25

larvas de cuarto estadic de H. armigera con la concentracidon que producia el 90% de
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mortalidad (Cleo) de 10° cuerpos de oclusion/ml. A las 48 horas después de la infeccién se
reaglizé una pegquefna incisidn en el ultimo par de pseuddpodos de las larvas con &l fin de
extraer la hemolinfa. En este momenio la hemolinfa esta llena de BVs (viriones brotados)
gue contienen una unica nucleocapsida y por tanto un Gnico genotipo. La hemolinfa se filird
a través de un filtro de 0,45 um para eliminar posibles contaminanies como las bacterias, y
se diluyé posteriormente de forma seriada con un factor de dilucion 5 con medio EX-CELL
420 (Sigma). Posteriormente se incubaron 2 x 10° células HzAM1 en placas de seis pocillos
(35 mm de diametro} a 27°C durante fres horas para permitir la deposicion de las células.
Pasado este tiempo se sustituyd e medio por 100 ul de las diluciones de hemolinfa. Al cabo
de una hora se sustituyd el indculo viral contenido en las diluciones de hemolinfa por medio
EX-CELL 420 nuevo con antibidticos al 1% {penicilina-estreptomicina) (Lonza) y agarosa al
2% para evitar una excesiva propagacion de la infeccidn. Al cabo de 5 dias se tifieron las
células con rojo neutro con el fin de diferenciar las células sanas de las infectadas, va que
las células sanas se tifen de una coloracidn rojiza, mientras que las infeciadas dan lugar a
una zona no coloreada denominada placa ¢ calva, que se corresponde con un conjunto de
células muerias debido a la infeccion por un Unico BV, v por fanio, por un unico genotipo.
Estas zonas de infeccidn unica (placas) se extraieron con una pipeta Pasteur estéril y se
diluyeron individualmente en 50 il de medio EX-CELL 420. Cada suspension se inyectd
posteriormente en larvas de cuario esiadio de H. armigera para su multiplicacion in vivo y
asi obtener grandes cantidades de cuerpos de oclusidn, los cuales se analizaron a nivel de

ADN molecular con el fin de determinar el nimero de genotipos diferentes.

- Purificacion de genotipos mediante dilucion de punto limite

Para realizar la purificacion de ios genotipos obtenidos a pariir de larvas muertas durante
una epizootia en laboratorio en 1a segunda generacidén de una poblacién de H. armigera
procedente de un cullivo de algoddn de Lebrija, se infectaron oralmente 25 larvas de cuarto
estadio de H. armigera con 10° cuerpos de oclusién/mi. A las 48 horas después de la
infeccion se exirajo la hemolinfa, se filtrd a través de un filtro de 0,45 um, v se diluyé
posteriormente de forma seriada con un factor de dilucidén 5 con medio EX-CELL 420
{Sigma) con antibidticos al 1% (penicilina-estreptomicina) (Lonza). A un volumen de 100
de cada dilucidn se mezclaron 900 wi de una suspension de células HzAM1 a una
concentracién de 2 x 10° células/ml. Se afiadieron 100 ul de la suspension virus-células a los
10 primeros pocilios de una fila de una placa de 986, dejando los dos ultimos con una
suspensidn gue contenia sélo células (sin virus) como control negativo. Se realizaron un
total de cuatro repeticiones. Estas placas se incubaron a 28°C durante 7 dias. Pasado ese
tiempo, se observaron todos los pocillos al microscopic para determinar la presencia de

células infectadas. Los nucieos de las células infectadas se encueniran llenas de cuerpos de
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oclusién. En las diluciones en la gue se encontré menos de un 10% de los pocillos
infectados, indicativo de que la infeccion del pocillo se ha realizado por Unico virién brotado
{y por tanto un solo genotipo), se exirajo el sobrenadante de dichos pocillos con una pipsta
Pasteur estéril. Este sobrenadante contiene viriones brotados (BYs) que se inyectaron en
larvas de cuarto esiadio de H. armigera para su multiplicacion, de forma que se obtuvieron
cuarpos de oclusidn suficientes para poder realizar su caracterizacion molecular, v poder

determinar la pureza de cada genclipo ¢ el ndmero de genotipos diferentes.

- Determinacion del numero de nucleocapsidas por viridn

Para determinar si los viriones derivados de los cuerpos de oclusion (ODVs) de los aislados
espafioles del nucleopoliedrovirus de H. armigera eran de tipo simple o multiple, se liberaron
los ODVs que se encontraban dentro de los cuerpos de oclusion al incubar una suspension
de 10° cuerpos de oclusion con una solucién alcalina (1 volumen de Na,CO; 0,1 M) durante
30 minutos a 28°C. La poliedrina y otros restos se sedimentaron mediante centrifugacion a
baja velocidad {2.500 x g) durante 5 minutes. Fara separar las dislintas bandas (si son
muitiples) o la uUnica banda (tipo simple) el sobrenadante que contenia los viriones se
centrifugd en equilibrio de densidad {80.000 x g) durante 1 hora en un gradiente continuo de
sacarosa al 30-60% (pesc/volumen). Tras ello, se realizd una inspeccidn visual y se

fotografid, de forma que se pudo determinar la naturaleza de los mismos.

- BExtraccion de ADN v andlisis con endonucieasas de resiriccién

Para exiraer el ADN, 100 ul de una suspensién de cuerpos de oclusidn a la conceniracion
de 10° cuerpos de oclusién/mi se incubarcn con 100 w! de carbonato de sodio (Na,CQO3) 0,5
M, 50 uyl de SDS al 10% (peso/volumen) y 250 ul de H,O a 80°C durante 10 minutos, para
disolver la poliedrina vy liberar los viriones. Los cuerpos de oclusidon no disueifos y ofros
restos se retiraron mediante centrifugacion a baja velocidad (3.800 x g) durante 5 minutos.
El sobrenadante que contenia los viriones se incubd con 500 ug de proteinasa K a 50°C
duranie 1 hora. El ADN viral se exirajo dos veces con un volumen de fenol saturado,
seguido de uno con cloroformo, y se precipito con 1/10 volumen de acetato de sodic 3 M (pH
52) y 2,5 volumenes de sefanol absoluto frio & 12.000 x g durante 10 minutos.
Posteriormente, se lavde con etanol frio al 70% vy se cenirifugd durante 5 minutos.
Finalmente, el ADN se resuspendid en 100 pil de tampédn TE 0,1x (Tris-EDTA, pH 8) a 60°C
durante 10 minutos. La concentracidon se estimd leyendo la absorcidn éptica a2 260 nm en un

especircfotdmetro (Biophotometer Plus, Eppendorf, Freiberg, Alemania).

Para el analisis medianie endonucleasas de restriccidn, 2 ug del ADN viral, ¢ de los

fragmentos amplificados por PCR, se incubaron con 10 U de una de las siguientes enzimas:
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EcoRl y Bgii (Takara Bio Inc., Japdn) durante 4 a 12 horas a 37°C. En el caso de los
fragmentos de PCR, se utilizé la enzima Ndel, del mismo proveedor. Las reacciones se
pararon por la adicidn de 4 ui de tampdn de carga {azui de bromofenol ai 0,25%
{peso/volumen), sacarosa al 40% (pesofvolumen)). Las slectroforesis se llevaron a cabo
utilizando geles horizontales de agarosa al 1% (pesofvoiumen) en tampdn TAE (Tris-acetato
0,04 M, EDTA 0,001 M, pH 8,0) a 20 V durante 12 a 16 horas. Los fragmentos de ADN se
tiieron con bromuro de etidio v se visualizaron sobre un transiluminador de uliravicieta
(Chemi-Doc, BioRad, California, EE.UU.).

- Secyenciacion completa de los genomas

Para la secuenciacidn completa de los dos genotipos HearSP1B y HearlB6, se llevd a cabo
la purificacion de ADN en cloruro de cesio (CICs) (King vy Possee, 1997). Inicialmente, se
realizé la liberacion y purificacion de ODVs como se indica en el apartado de determinacion
del numero de nucleocapsidas por virién., Para ello, se mezclaron 500 ul de cuerpos de
oclusion (10° cuerpos de oclusion/mi) con 500 ul de carbonato de sodic (Na,CO3) 0,1 M, v
fras centrifugar en un gradiente continuo de sacarosa se obtuvo la Unica banda para cada
uno de los ires genctipos. Con una aguja vy jeringuilla de 1 ml se pinchd en el tubo de
centrifugacion donde se encontraba la banda y se aspird, de forma que se recogid la
totalidad de la banda, es decir, los ODVs de tipo simple. Estos viriones se diluyeron 1.3 en
bufer TE (Tris-EDTA, pH 8), v para concenirarlos se sedimentaron a 24.000 rpm durante 1
hora, y se resuspendieron en 400 ul de TE. Para la extraccidon del ADN, estos 400 ul de
viriones purificados se mezclaron con 106 uyl de una suspension que contiens 20%
(pesofvolumen) de sarcosii (Sodio Lauroil Sarcosina & N-Laurylsarcosine sodium salt,
Sigma) y se incubaron a 60°C durante 30 minutos. Esto permitid la lisis de los viriones y
ruptura de las nucleocdpsidas liberando el ADN al medioc. Inmediataments, se transfirid este
lisado sobre 5 mi de una suspension de cloruro de cesio (50% en Tk (peso/peso)) que
contenia a su vez 12,5 ul de bromuro de etidio (10 mg/mi), 1o qgue permitid ia tincidn del ADN
y por tanto su visualizacion, y posteriormente se centrifugd a 35.000 rpm durante al menos
18 h a 20°C. Tras la centrifugacion, el ADN era visible como dos bandas naranjas (debido al
bromuro de etidio). Las dos bandas se correspondian con el ADN super-enrollado (Ia banda
de abajo) v ADN abierto circular (ia banda de arriba). Mediante el uso de una aguja y
jeringuilla de 1 mi se pinchod sobre el fubo y se exirajeron ambas bandas. Una vez exliraidas,
se retird el bromuro de efidio con varios pases de butanol. Para ello, se afadid el mismo
volumen de butanol, s& mezcld vy se centrifugd, v se elimind la fase de arriba que contenia el
butanol y el bromuro de etidio. Este paso se repitid varias veces hasta que la solucidn se vio
clara. Finalmente, se dializd la muestra en un vaso de precipitados gue contenia 500 mi de

bufer TE en agitacion a 4°C, realizando enire 2-3 cambios de TE cada 8 h. Tras ia dialisis,
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se transfirié el ADN a un tubo, se cuantificd en un especirofotdmetro y se guardd a 4°C
hasta su uso. También se realizé un analisis de restriccion con las endonucleasas EcoRl y

Bgill para confirmar la identidad vy calidad del ADN.

La secuenciacidén del ADN de los dos genoctipos la lievd a cabo la empresa Lifesequencing
S.L. (Paterna, Valencia), mediante la tecnologia PacBio. Se utilizaron entre 5 y 10 pg del
ADN purificado por CiCs. Basicamente, se reaiizé una libreria gendmica en un vecior de
secuenciacion con el ADN de cada uno de los genotipos, con insertos de 10kb. Se llevaron a
cabo 24.627 y 3.731 lecturas para los genomas de HearSP1B vy HearlLB6, respectivamente.
Finalmente, se realizéd el ensamblaje de toda la informacidn, siendo necesario &l uso del
programa HGAP v2.0.2. Las secuencias completas obtenidas para cada uno de los
genotipos se compararon con las ya existentes de otros aislados de HearSNPV (HearSNPV-
G4, HearSNPV-C1, HearSNPV-NNg1 y HearSNPV-Aus) v entre si, usando el programa
informatico Clone Manager (Scientific & Educational Software, 1994-2007).

- Construccion de ias mezclas de genotipes

Con el fin de encontrar la mezcla de genotipos que tuviera las mejores propiedades
insecticidas para €| conirol de H. armigera, se realizaron mezclas con distinios genotipos.
Para ello se seleccionaron cinco genctipos en base a sus caracteristicas insecticidas con &
fin de poder oplimizar la actividad biologica v oblensr asi una mezcla con mayor
patogenicidad, virulencia y/o productividad viral. Por un lado, se seleccionaron los dos
unicos genotipos obtenidos a partir del aislado HearSP1, HearSP1A y HearSP1B, va que
HearSP1 es el aislado con las mejores caracteristicas inseclicidas contra larvas de H.
armigera en Espana {Arrizubieta et al., 2014). Por olro lado, se seleccionaron 1os siguientes
tres genotipos procedentes de larvas infectadas colectadas en Lebrija: HearlB1, porgue es
uno de los mas virulentos v uno de los mas productivos en términos de la cantidad de
cuarpos de oclusion producidos en insectos infectados: HearlLB3 porgue es uno de los mas
rapidos; y HearLB6 por ser el mas virulento. En total se hicieron ocho mezclas de genotipos.
Enfre las que inciuyen Unicamente los genotipos de HearSP1 encontramos
HearSP1A:HearSP1B en proporcidn 1:1, a la que se hara referencia a lo large de la
presente memoria como HearSP1A:SP1B (1:1) y HearSP1A:HearSP1B en proporcion 1.2, a
la que se hara referencia como HearSP1ASP1B (1:2). Por ofro lado, también se
construyeron cualro mezclas gue contenian unicamente los genctipos de Lebrija como son
Hearl.B1:HearLB3 en proporcidon 1:1, a ia que se hara referencia como HearlLB1:LB3,
HearLB3:HearlLB6 en proporcidn 1:1 también y a la que se hard referencia como

HearlLB2:LB8, HearlBi:HearlLB3:HearLB8 en proporcion 1:1:1 y a la que se referird
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HearlLB1:LB3:LB6 y finalmente también se hizo una mezcla con los seis genotipos de Lebrija
en las proporciones encontradas en la poblacion, a la que se le llamd HearlBmix.
Finalmente, se construyeron dos mezclas que incluian un genotipo del aislado HearSP1 y
otro de Lebrija, asi la mezcla HearSP1B:HearlB1 contenia e genoctipo HearSP1B vy
Hearl.LB1 en proporcién 1:1, a la que se hara referencia como HearSP1B:LB1, v la mezcla
HearSP1B:Hearl.B8 que contiene el genctipo HearSP1B y HaerlLB6 también en proporcién

1.1, y la que se hara referencia como HearSP1B.LE6.

Por ofro lado, es sabido que las mezclas co-ocluidas, al estar los genotipos en una
proporcion dentro del mismo cuerpo de oclusidn, la proporcidn se mantiene a la hora de
entrar en el huésped (Bernal et al., 2013b; Clavijo et al., 2010). Pero cuando se mezclan
simplemente cuerpos de oclusién con un mismo genotipo, la proporcién no tiende a
manienerse a la hora de entrar a las células epiteliales del mesenterdn. Ademas en un
trabajo realizado recieniemente en nuestro iaboratorio se ha podido comprobar gue ias
mezclas co-ocluidas son mas rapidas en matar al huésped gue las mezclas de cuerpos de
oclusidn (Bermal et al, 2013b). Asi, para la construccidn de las mezclas co-ocluidas
inicialmente se homogenizaron las conceniraciones de los distintos genotipos, diluyéndolos
a una misma concentracién de 10° cuerpos de oclusion/ml y mezclando posteriormente el
mismo volumen de cada uno de ellos, por lo que las proporciones fueron en todos los casos
1.1, excepto en el caso de la mezcla HearSP1A:SP1B (1.2), en la que se mezcld el doble de
volumen de HearSP1B que de HearSP1A. En estas mezclas los cuerpos de oclusidn
contienen viriones del mismo genctipo. Posteriormente para co-ociuir ios distintos genotipos
dentro de un mismo cuerpo de oclusidn (mezclas co-ocluidas), se infectaron oralmente
larvas de H. armigera del cuarto estadio con las diferenies mezclas de cuerpos de oclusidn a
una concentracién de 10° cuerpos de oclusidn/mi (las mezclas de cuerpos de oclusién
producidas antes se diluyeron por un factor de mil (10°) antes de infectar las larvas). De esta
forma, la mezcla de cuerpos de oclusion con viriones (ODVs) del mismo genoctipo entra en &l
tubo digestivo, y tras la liberacion de los viriones, se produce una mezcia de viriones de
distintos genctipos (provenientes de distintos cuerpos de oclusion). Al entrar y replicarse en
la misma célula se co-ocluyen en el mismo cuerpo de oclusidn, formandose las mezclas co-
ocluidas donde los viriones de distintos genotipos quedan co-ociuidos en un mismo cuerpo
de oclusién y es mas en la misma proporcion en la que han sido inoculados (Bernal et al,,
2013b; Lépez-Ferber et al., 2003) (Fig. 6).

Resumiendo, en total se construyeron ocho mezclas co-ocluidas: HearSP1ASP1B (1:1),
HearSP1AISP1B (1:2), HearlB1:LB3 (1:1), HearLB3:LB6 (1.1), HearLB1:LB3:LB6 (1:1:1),
HearlLBmix (seis genolipos en su proporcién natural, HearlLB1-8), HearSP1B:LB1 (1.1} vy

HearSP1B:LB6 (1:1).
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- ldentificacion de genotipos en las mezclas mediante PCR v analisis de restriccion del
oroducto de PCR

Con el fin de determinar la naturaleza de los distintos genotipos purcs, aparte del analisis de
restriccion del genoma compiete, el ADN viral obtenido de los mismos se sometié a una
amplificacion por PCR usando las parejas de cebadores F-hr1/R-hr1 y F-hr5-/R-hr5. Para la
PCR se mezclaron 20,5 pl HO, 2,5 yl de tampédn polimerasa (10x), 0,75 yl de cloruro de
magnesio (50 mM MgCl), 0,25 uyl de dNTPs (nucledtidos fosfatados), 0,25 pi de los
respectivos cebadores (R-hri/F-hr1 o F-hr&/R-hr5), 0,25 ul de Taq polimerasa y 0,25 ul de
ADN extraido. Las condiciones de las reacciones fueron de un periodo de desnaturalizaciéon
a 94°C durante 2 minutos, seguido de 35 cicios que incluyen la desnaturalizacion a 94°C
durante 1 minuto, el alineamiento que se produce a 60°C durante 1 minuto y la elongacion a
72°C durante 3 minutos, seguido finalmente de 10 minutos a 72°C para terminar la

elongacion.

Posteriormente, los fragmentos amplificados por PCR para la hir1 y la hr se digirieron con la

endonucleasa Ndel de la mansra descrita anteriormente.

- Bioensavyos sobre insectos

La actividad insecticida de los genotipos de HearSNPV purificados a partir del aislado
HearSP1 (HearSP1A y HearSP1B) v los procedentes de Lebrija (Sevilla) (HearlLB1,
HearlLB2, HearlLB3, HearlB4, HearlB5 y HearlLB8), asi como de las mezclas co-ocluidas
HearSP1A:SP1B (11}, HearSP1A:SP1B  (1.2), HearlLB1:LB3, Hearl.B3:LB6,
HearlLB1.LB3:LBG, HearLBmix, HearSP1B:LB1 y HearSP1B:LB6, se compard con la del
aisiado silvesire HearSP1, seleccionado anteriormente como el aisiado de ia Peninsula
Ibérica con las mejores caracteristicas insecticidas (Arrizubieta et al., 2014). Las curvas de
concentracion—mortalidad {(concentracién letal 50, Cl.y), el tiempo medio de mortalidad
(TMM) vy la productividad viral (numero de cuerpos de ociusion producidos por una sola
larva, cuerpos de oclusion/larva) se determinaron mediante ensayos per os (por via oral),

llevados a cabo utilizando el método de la alimeniacion de la gota, descrito anteriorments.

Para determinar la Cls, de los distintos genotipos, de las mezclas de estos y del aislado
HearSP1 se utilizaron cinco concentraciones virales: 5,7 x 10°, 1,9 x 10°, 8,3 x 104, 2,1 x 10*
y 7,0 x 10° cuerpos de oclusion/mi para larvas de segundo estadio, que previamente se
habia determinade que matan enire el 95% v el 5% de los insectos experimentales,
aproximadamente. Las larvas gue ingirieron la suspension en los 10 minutos siguientes se
fransfirieron a pocillos individuales de una placa de cultivo de 24 pocillos que contenian la

dieta artificial en forma de cubo como se ha descrito anteriormente. Los bicensayos con 24
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larvas por concentracion viral y 24 larvas como controles negativos se llevaron a cabo en
tres ocasiones. Las larvas se criaron a 25°C vy se tomaron datos de la mortalidad cada 24
horas hasta gue los insectos murieron ¢ se fransformaron en pupas. Los resultados de
mortalidad inducida por virus se sometieron a analisis logit utilizandoe el programa POLO-PC
(Le Ora Software, 1987).

El tiempo medic de mortalidad (TMM) de los genolipos individuales, de las diferentes
mezclas de genotipos y del aislado HearSP1 se determind mediante bioensayc sobre larvas
de H. armigera de segundo estadio. Las larvas se inocularon por ingestion con la Clgg
(concentracidén que mata aproximadamente al 90% de las larvas inoculadas) de cada virus
calculada en los ensayos de patogenicidad descritos anteriormente (2,0 x 10°, 1.8 x 10°, 9,9
x10% 1,5 x 10°, 1,5 x 10°, 2.5 x 10%, 3,5 x 10°, 1,5 x 10°, 9,8 x 10* 1,0 x 10°, 1,5 x 10°, 1,2 x
10°, 1,8 x 10° 9,3 x 10%, 1,2 x 10°, 5,8 x 10* v 5,1 x 10* cuerpos de oclusién/m! para el
aislado silvesire HearSP1 y los genotipos puros HearSP1A, HearSP1B, HearlLB1, HearlB2,
HearlB3, HearlB4, HearlB5, HearlB6, v para las mezclas co-ocluidas HearSP1ASPIR
(1:1), HearSP1A:SP1B (1:2), HearLB1.LB3, HearLB3:LB6, HearLB1:LB3:LB6, HearLBmix,
HearSP1B:LB1 y HearSP1B:LB6, respectivamente). Como testigo se incluyé un grupo de
larvas tratadas con la misma solucién sin cuerpos de oclusién. Las larvas se mantuvieron
individualmente con dieta a 25°C y se registrd la mortalidad cada 8 horas hasta que todas
las larvas murieron o puparon. Se infectaron 24 larvas por tratamienio vy se realizaron tres
repeticiones independientes. Los datos de mortalidad segun e tiempo se sometieron a un
analisis de supervivencia de Weibull utilizando el programa de Modelado interactivo Lineal
Generalizado (GLIM)} (Crawley, 1993). La distribucion de la mortalidad segun el tiempo de
los diferentes aislados se analizd graficamente. Mediante observacién microscopica de las
larvas muertas se pudieron identificar agueilas que habian muerto por enfermedad causada

por nucleopcliedrovirus, y fueron las que se incluyeron en el analisis.

La produccidn de cuerpos de oclusion de los genctipos puros, de las mezclas de genotipos y
del aislado HearSP1 se defermind en larvas de segundo estadio de H. armigera infectadas
medianie el método de la gota v con las concentraciones de cuerpos de oclusidn que
producen e 20% de mortalidad (las mismas concentraciones usadas en el estudio del
tliempo medio de mortalidad). Todas las larvas que murieron de enfermedad causada por
nucleopoliedrovirus se recogieron y se almacenaron a -20°C hasta ser utilizadas para el
recuento de cuerpos de oclusion. Para ello, cada iarva se homogeneizé en 100 pl de agua
destilada y el rendimiento total de cusrpos de oclusion por larva se estimé mediante un
recuenic de muestras por triplicade utilizando un hemocitdmetro mejorade de Neubauer. Los
datos se normalizaron mediante una fransformacién log v se analizaron mediante un analisis

de varianza (ANOVA) utilizando el programa SPSS 15.0.
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Ejemplo 1: Aislamiento de nuevos genotipos del nucleopoliedrovirus de H. armigera
1.1. A partir del aislado HearSNPV-SP1

El aislado HearSNPV-5P1, o de forma mas abreviada HearSP1, ha sido seleccionado en
estudios anteriores como el aislado de ia Peninsula tbérica con las mejores caracteristicas
insecticidas contra H. armigera (Figueiredo et al., 1999; Arrizubieta et al.,, 2014). Ademas,
los perfiles de restriccion realizados con diferentes endonucleasas en dichos estudios
mostraron bandas submolares, lo que indica la presencia de diferentes variantes genctipicas

dentro del aislado silvestre (Fig. 4, 7, 8).

Para aislar los posibles genotipos dentro del aislado HearSP1 se realizé un ensayo de placa
in vitro como se describe en la seccién de material y métodos. De esta forma se obtuvieron
145 clones, constituidos cada uno de elios por un unico genotipe. Mediante el emplec de
técnicas moleculares basadas en el uso de endonucieasas de restriccion se identificaron
dos genotipos diferentes enire los distintos clones aislados, a los gque se denomind
HearSNPV-SP1A vy HearSNPV-SP1B, o de forma abreviada, HearSP1A y HearSP1B (Fig.
7A). El genotipo HearSP1A se enconird en el 698% de los clones, mientras que el genotipo
HearSP1B se encontré en el 31% (Fig. 7A).

1.2. A partir de cadaveres de insectos muertos durante una epizootia en laboratorio

Durante una epizootia ocurrida en la segunda generacion de una poblacién de H. armigera
establecida en laboratoric a partir de larvas recogidas en cultivo de algodén en Lebrija
(Sevilla) en agosto de 2009, se recogieron individualmente 17 cadaveres con tipicos signos
de muerte por enfermedad causada por nucleopoliedrovirus. Los cuerpos de oclusidn de
cada cadaver individual se purificaron como se menciona en la seccion de materiales y
métodos descrita anteriormente. A veces la cantidad de cuerpos de oclusién que se obtiene
de una sola larva no es suficiente para realizar una caracterizacion y es necesario amplificar
estos aislados inoculando a larvas sanas de una colonia de laboratorio mediante el método
de la gota. Por ello, se realizd la ampilificacion de las muestras en larvas en condiciones de
laboratorio, como se menciona anteriormente en el apartado de aislamiento vy amplificacidn
de los cuerpos de oclusion. Entre los 17 aislados multiplicados sdlo se pudieron identificar 6
perfiles diferentes, a los que se denomind HearSNFV-LB1, HearSNPV-LB2, HearSNPV-LB3,
HearSNPV-LB4, HearSNPV-LB5 y HearSNPV-LB8 o, de forma abreviada, HearlB1,
HearLB2, HearLB3, HearlLB4, HearlB5 y HearlB6 (Fig. 7B y 7C). Los & genotipos se
encontraron en diferentes proporciones, siendo el genctipo HearlLB3 el mas abundante, va

que se aisld en 8 larvas diferentes (lo que representa el 35,3% del fotal de genctipos),
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sequido por HearLB1 y HearLB2, los cuales se aislaron en 4 larvas (23,5%), y por ultimo los

genotipos Hearl.B4, Hearl.B5 y HearlLB6, que se aislaron en una sola larva cada uno (5,9%).

Posteriormenie con el fin de determinar la pureza de los seis aislados identificados se lievo a
cabo un ensayo de dilucidn limite (EPD, end point dilution) como se describe en la seccidn
de material y métodos. Tras 1a infeccidn oral de larvas de H. armigera con los distintos
aislados se extrajo ia hemolinfa, la cual se diluyd de forma seriada vy se utilizd para ia
infeccion de células. Posteriormente, se seleccionaron 20 pocillos con presencia de cuerpos
de oclusion en la dilucidn gue produjo menos de 10% de infeccidn viral (alrededor de 1/500
para todos los aislados). Los BVs obienidos se multiplicaron en larva mediante inyeccién
intrahemdcelica y se analizdé e ADN viral de los cuerpos de oclusidn obtenidos con ias
endonucleasas Byl y EcoR!l como se menciona en la seccidn de material y métodos. Todos
los clones/pocillos obtenidos a partir de un solo aislado presentaron el mismo perfil de
restriccion que el del aislado original, a partir del cual se obtuvieron los clones, por lo que se

deduce que cada uno de los 6 aislados esta compuesto por un solo genotipo.

Ejemplo 2: Caracterizacion molecular de los nuevos genotipos de HearSNPV
2.1. Determinacion del namero de nucleocéapsidas por virién

Para determinar si los diferentes genotipos eran de tipo simple o mulliple se realizd una
liberacion de los ODVs y una centrifugacion de los mismos en gradiente continuo de
sacarosa. Todos los genotipos presentaron una unica banda, lo que indica gue todos los
viriones contienen una unica nucleccapsida (Fig. 5A). Si se tratara de aislados de tipo
muitiple se observarian varias bandas, y cada una de sllas contendria ODVs con diferente
numero de nucleocapsidas, ya que el peso de los viriones varia en funcién del nimero de
nucleocapsidas que contienen (Fig. 5B). De esta observacién se concluyé que fodos los

aislados de HearNPV eran de lipo simple con una sola nucleccépsida por viridon (CDV).
2.2. Perfiles de restriccidn

La digestion del ADN viral de los distintos genotipos con la endonucieasa de restriccion
EcoRl produce un perfil caracteristico y Unico para cada uno de ellos (Fig. 7A, 7B y 7C;
Tabla &), pudiendo utilizarse algunos de los fragmentos de restriccion generados por esta
enzima como marcadores para diferenciarios. Por sjemplo, el fragmenic EcoRI-B del
genotipo HearlLB4 (11,0 kb) es mayor que en los genotipos HearlLB2, HearlLB3 y HearlLB6
(10,5 kb}, los genotipos HearSP1A y HearSP1B (10,18 kb) y el genotipo HearlLB1 (10,15 kb),

mientras que no se encuenira en el genotipo Hearl.B5. Los genotipos HearlLB1 (EcoRI-Dj),
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HearSP1A (EcoRI-D) y HearSP1B (EcoRI-E) presentan un fragmento unico comun a los tres
genotipos (8,20 kb), mieniras gue en los genotipos Hearl.BZ {EcoRI-D), HearlLB3 (EcoRI-D),
HearlLB4 (£coRIi-D), HearlB5 (EcoRi-C) y HearLB8 (EcoRI-Dj dicho fragmento es de 9,38
kb. El fragmento EcoRI-E (8,01 kb) del genotipe HearlLB1 sdio estd presenie en este
genotipo, al igual que el fragmento EcoRI-E (8,70 kb) del genctipo HearlLB4 que sélo se
encuenira en el genotipo Hearl.B5 {(£coRi-D). Por otro iado, el fragmenio EcoRIi-F (7,16 kb)
del genotipo HearSP1A solo se localiza en el perfil del genotipe Hearl B2 (£coRIi-F), aungue
su tamaio es menor (7,10 kb), mientras que el fragmento EcoRi-M del genotipo HearSP1A
(5,26 kb) no esta presente en los genotipos HearLB2 ni HearlLB3. El genctipo HearlLB5
presenta un fragmento Unico de 3,10 kb (EcoRI-S), mientras que no presenta un fragmento
de 2,83 kb, presente en el resto de genotipos. No se observaron bandas submolares en ios
perfiles de restriccidn de estos genotipos fras un pase en larva vy los perfiles se mantuvieron

a lo largo de los pases, lo que indica la estabilidad y pureza de los genotipos.

Los perfiles de restriccion de estos genctipos también se diferencian mediante &l uso de

otras endonucleasas de restriccion, como Bgill (Fig. 7A y 7C).

En los perfiles obienidos con ambas enzimas se observa claramenie la presencia de bandas
submolares en el aislado silvesire HearSP1, poniendo de manifiesto que el aislado silvestre
esta compuesto por una mezcla heterogénea de genotipos. Asi, en &l perfil generado con la
enzima EcoRl el aislado HearSP1 muestra varias bandas submolares en forno a 6,5-7 kb,
gue no se observan en el perfil del genotipe purc HearSP1B. lgualmente, en el perfil
obtenido con la endonucleasa Bgill el aislado HearSP1 muestra una banda submolar de
18,8 kb, que no aparece en el perfil del genotipo HearSP1B. Por e contrario, ia ausencia de
dichas bandas en los genotipos puros demuestra la pureza de los mismos, asi €l genotipo
HearSP1B muesira una banda de 9,73 kb que no se observa en el perfil del aislado
HearSP1.

En la Tabla 5 se muesiran los tamanos estimados de los fragmenios de restriccidon
generados tras la digestion del ADN viral de los distintos genotipos con la enzima EcoRI. La
diferencia en el numero de fragmentos de los genctipos HearSP1A, HearSP1B, HearlB1,
HearlB3, HearlB6, Hear(4, HearC1, HearNNg1 y HearAus con los genoctipos HearlB2,
HearlB4 v HearlB5 se debe 3 gque sus genomas se encuenitran complelamente
secuenciados, por [0 que se defectan fragmentos de pequefic tamafo que no se pueden
detectar mediante el analisis de patrones de bandas ya que no son visiblas en los perfiles de

restriccion (sefialado con un asterisco [*] en la Tabla §).

Tabla 5. Tamanos estimados de los fragmentos de los genotipos HearSP1A, HearSP1B,

HearlLB1, HearlB2, HearlB3, HearlLB4, HearlB5 vy HearlB6, y de los aislados Hear(54,
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HearC1, HearNNg1 y HearAus obtenidos por digestidon con EcoRl, y tamaio total estimado

de los genomas.

Tamanio (kb)
Fragmento HearSP1A HearSP1B HearlB1 HearlLB2 HearlLB3 HearlLB4 HearlB5

A 13,55 13,54 13,85 13,55 13,58 13,58 13,65
B 10,18 10,18 10,15 10,50 10,5 11,00 9,74
C 8,73 9,73 9,80 9,74 9,74 9,74 9,38
D 9,20 9,20 9,20 9,38 9,38 9,38 8,70
E 8,23 8,21 8,26 8,26 8,26 8,70 8,26
F 7,18 6,52 6,49 7,10 6,39 8,26 6,45
G 6,30 6,30 8,29 6,45 6,30 6,45 6,28
H 5,98 6,15 5,99 6,29 6,23 5,88 5,08
i 5,93 5,98 5,96 5,98 5,98 5,83 5,83
d 5,85 5,83 5,86 5,83 5,93 5,85 5,85
K 5,85 5,84 5,84 5,85 5,84 5,84 5,84
L 5,68 5,69 5,68 5,84 5,68 5,68 5,68
M 5,26 525 5,26 5,68 473 5,25 5,25
N 4,73 4,73 4,74 4,73 4,57 473 4,73
O 4,57 4,57 4,57 4,57 4,42 4,57 4,57
P 4,42 4,42 4,42 4,42 4,40 4,42 4,42
Q 4,40 4,40 4,40 4,40 3,32 4,40 4,40
R 3,34 3,34 3,24 3,32 3,00 3,32 3,32
S 3,00 3,00 3,00 3,00 2,82 3,00 3,10
T 2,83 2,83 2,83 2,83 1,01 2,83 3,00
U 1,74 1,74 1,74 1,70 0,78 1,70 1,70
\ 1,01 1,01 1,01 1,01 0,48 1,01 1,01
X 0,99 0,97 0,98 0,98 0,45* 0,98 0,98
Y 0,97 0,78 0,78 0,78 0,42¢ 0,78 0,78
Z 0,78 0,47 0,48 0,48 0,41 0,48 0,48
a 0,48 0,45* 0,45* 031"
b 0,42* 0,42% 0,417 0,18*
c 0,41 0.41* 0,31* 0,02¢
d 0,31 0,18* 0,18*
e 0,18* 0,02* 0,02*

0,02*
Total 132,48 132,26 131,97 132,77 130,86 133,83 129,39
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* Fragmentos de pequefio famafo detectados por secuenciacién gue no son visibles en los

perfiles de restriccion.

Continuacion Tabla 5:

Tamano (kb)
Fragmento HearlL.B6 HearG4 HearC1 HearNNg1 HearAus

A 13,55 1413 14,13 13,51 13,44
B 10,50 13,45 1284 10,20 10,15
Cc 9,74 10,15 975 9,73 9,48
D 8,38 9,056 8,05 9,20 9,06
E 8,26 6,64 6,91 8,23 8,23
F 6,45 6,36 6,54 6,60 6,68
G 6,29 8,29 6,30 8,30 6,28
H 5,08 5,99 6,00 6,23 6,00
E 5,93 5,84 584 6,00 5,94
J 5,85 5,84 5,84 6,00 5,84
K 5,84 567 5,67 5,80 5,84
L 5,68 4,75 474 5,80 570
M 5,25 4,58 4,65 570 4,83
N 473 4,42 4,57 4,75 4,75
G 4,57 4,40 4,41 4,57 4,57
P 4,42 4,14 4,40 4,41 4,41
Q 4,40 3,68 4,14 4,40 4,40
R 3,32 3,36 3,36 3,34 3,68
S 3,00 3,00 3,00 3,00 3,35
T 2,83 2,83 2,83 2,83 3,00
U 1,01 1,74 1,74 1,74 1,74
V 0,98 1,48 1,00 1,00 1,00
X 0,78 1,00 0,78 0,80 0,80
Y 0,48 0,78 0,48 0,48 0,48
Z 0,45* 0,48 0,45* 0,45 0,45*
a 0,42* 0,45 042 0417 0,41*
b 041" 0,41 041 0417 0,30*
c 0,31* 0,31 0317 031" 0,18*
d 0,18* 018 018 018" 0,02*
< 002" 0,02 0027 Q02

Total 130,09 131,42 130,76 132,40 131,01
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* Fragmentos de pequefio famafo detectados por secuenciacién gue no son visibles en los

perfiles de restriccion.
2.2. Diferenciacién por amplificacion por PCR y digestién del fragmento amplificado

Una diferenciacién mas precisa de cada genctipo se obtiene mediante la amplificacion de
regiones del genoma caracteristicas para cada uno de los genotipos mediante ia {écnica de
la PCR (reaccidon en cadena de la polimerasa), utilizando cebadores especificos disefiados
en las zonas de variabilidad, sequido de una digestién de los fragmentos amplificados por

PCR con endonucieasas de restriccion.

Las comparaciones de los genomas completos secuenciados hasta el momento de
HearSNPV han mostrado que las zonas de variabilidad se corresponden principalmente con
las regiones homdlogas (hr1, hr2, hr3, hrd v hrb) vy con los genes bro (Zhang et al., 2005;
Ogembeo et al., 2009). En este caso se diseharon cebadores especificos para ampilificar las

regiones homdiogas hrt y hrb.
Asi, se disefaron los siguientes cebadores:
- Paralahrt:
- directo F-hr1: 5- CGAAATCGACAACACCATGCA-3 (SEQ ID NO: 1y,
- inverso R-hr1: 5 ACTTTTGTACGCCAGAGACGA-3 (SEQ 1D NO:2).
-Y para la hrd:
- directo: F-hr&: 5- CTAGCCGGTCCGTTTCTGTT-3 (SEQ 1D NO:3),

- inverso: R-hrb: - GCCCCACCCAAAACATAACG-Z (SEQ ID NO:4).

Se comprobd su utilidad para la amplificacion de las regiones homdlogas 1y 5 (hrt y hr5},
respectivamente, mediante PCR como se indica en el apartado sobre las técnicas utilizadas.
El resultado obtenido tras someiler a electroforesis los fragmentos amplificados se muestra
en la figura 8A. Para la hr1 se obtuvieron fragmentos ampilificados de 2.177 v 2.117
nucledtidos para HearSP1B y HearlLB6, respectivamente, vy para la hrd se obtuvieron
fragmentos de 2.326 y 2.330 nucledtidos para HearSP1B y HearLB6.

Para poder diferenciar los genotipos de forma clara, los fragmentos amplificados por PCR
para ia hr1 y hrb se digirieron con la endonucieasa Ndel. Dichos fragmentos, una vez
digeridos, fueron sometidos a electroforesis, come se describe anteriormente. El resultado
obtenido tras someter a electroforesis los fragmentos digeridos se muestra en la figura 8B y

Tabla 8. En el caso de la hr1, la digestion con Ndel generd 6 fragmentos de 857, 508, 381,
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308, 78 y 47 nucledtidos para HearSP1B, v 5 fragmentos de 1.210, 475, 307, 78 y 47
nucledtidos para HearLB8. En &l caso de la hr5, la digestidn con Ndel generd custro
fragmentos de 1.120, 917, 211 y 78 nucledtidos para HearSP1B, y 3 fragmentos de 1.120,
998 v 212 nucledtidos para HearlLB6.

Las secuencias completas de la regidn homdloga 1 (hr1) correspondientes a cada uno de
los dos genotipos HearSP1B y HearlB6 estan representadas por SEQ ID NO:8 y SEQ D
NO:10, respectivamente. Por ofro lado, las secuencias completas de las regidn homdloga 5
(hr5) correspondientes a cada uno de los dos genotipos HearSP1B y HearlLB6 estan
representadas por SEQ ID NO:11 vy SEQ ID NO:12, respectivamente. Los alineamientos de
dichas secuencias con las de las zonas analogas de los genomas de Hear(G4, HearCH,

HearNNg1 v HearAus se muestran en la figura 9.

Tabla 6: Cebadores aspecificos disefados en la hr1 y hrb, secuencia de nucledtidos,
tamafico de los fragmentos amplificados para cada genotipo, numerc de fragmentos
obtenidos tras digerir el fragmento amplificado por PCR con la endonucleasa Ndel, tamafio
de dichos fragmentos y numero de referencia de la secuencia del fragmento amplificado por
PCR.

. N° fragmentos  Tamafio fragmenios
Cebadores . Tamanfo SEQ
. Genotipo . generados tras  generados tras
(secuencia) amplicén . . ) . iD NG
digestion Ndel  digestion Ndel

857, 508, 481, 306,

HearSP1B 2177 ] 5
78,47
F-hr1 (SEQ ID NO:1) Hearl B& 2417 5 1.210, 475,307, 78, 47 &
1.251, 425, 383, 189,
HearG4 2.358 &
77,33
1.145, 425, 197, 189,
R-hr1 (SEQ ID NG:2) HearC1 2.252 ¢]
77,33
HearNNg1 2.260 5 863, 505, 385, 380, 47
1.237, 425, 383, 189,
HearAus 2.345 4] -
77,34
HearSP1B 2.326 4 1.120, 817, 211, 78 7
F-hrb (SEQ ID NO:3) Hearl B& 2.330 3 1.120, 888, 212 &
1.120, 778, 211, 210,
HearG4 2475 8
78,78
R-hr5 (SEQ ID NO:4) HearC1 1.872 4 1.119, 4864, 211, 78
HearNNg1 2.330 4 1.119, 820, 213, 78
1.120, 778, 211, 210,
HearAus 2475 8
78,78
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Ejemplo 3: Actividad insecticida de ios genotipos individuales y de las mezcias de

genotipos co-ocluidos

Para ia construccidn de las mezclas se emplearon distinias combinaciones de genotipos en
varias proporciones como se describe en el apartado anterior de técnicas referido a
"Construccion de mezclas de genotipos”. Brevemente, para obtener las mezclas co-ocluidas
se inocularon cralmente (per os) larvas L, de H. armigera con las mezclas de cuerpos de
oclusidon, que se obtuvieron mediante la preparacidon de mezclas de cuerpos de oclusion de
distintos genotipos en las proporciones deseadas, y tras el proceso de infeccién se
obtuvieron cuerpos de oclusion con viriones de los distintos genctipos co-ocluidos en el

mismo cuerpo de oclusion en las proporcionas deseadas.

3.1. Actividad insecticida del aisiado silvestre HearSP1 y de los genotipos puros
HearSP1A y HearSP1B

Con ¢l fin de determinar la actividad biolégica de los genotipes individuales purificados a
partir del aislado HearSP1 se determind la actividad bioldgica de los dos genotipos
individualmente y del aislado silvestre HearSP1 (Figueiredo et al., 1999; Arrizubieta et al.,
2014). La Tabla 7 muestra ios valores de la Clsy v la potencia relativa de los genotipos
individuales HearSP1A y HearSP1B en comparacion con la del aisiado silvestre HearSP1.
Las potencias relativas se refieren al ratio enire la ClLsy de los distintos genotipos respecio al

aisiado silvestre Hear3SP1.

Los bicensayos de patogenicidad mostraron que la pategenicidad del genctipo HearSP1B es
2,8 veces superior a la del aislado silvestre HearSP1. Sin embargo, el genotipo HearSP1A
presenta una patogenicidad intermedia, siendo similar tanto a la del aislado silvesire

HearSP1 como a la del genotipo HearSP1B (Tabla 7).

Tabla 7. Aclividad insecticida relativa de cuerpos de oclusién del aislado silvestre HearSP1y

de los genotipos individuales HearSP1A vy HearSP1B.

Chlsg Potencia Lirnites Limites

] o o o .
Tratamiento (cuerpos  de fiduciales 85% TMM (h) fiduciales 95%

oclusién/mi) relativa Inferior Superior Inferior Superior
Aislado HearSP1 3,6 x 10" 1 - . 102,8a* 1000 1057
silvestre
Genotipos HearSP1A 24x10° 1,5 08 2,7 996 a 98,5 102.,8
individuales HearSP1B 1,3 x 10" 2.8 1,6 4.9 883 a 853 101.4

*Las letras iguales que acompafian a los valores indican que no hay diferencias

significativas entre los tratamientos {(Hest, P>0,05).
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No se observan diferencias significativas en los tiempos medios de mortalidad (TMM) entre
los genotipos puros y el aislado silvestre, siendo HearSP1A y HearSP1B estadisticamente
igual de rapidos matando las larvas de segundo estadio de H. Armigera que aislado silvestre
(Tabla 7).

Ademas, los genotipos HearSP1A (5,2 x 10’ cuerpos de oclusién/larva) y HearSP1B (5,3 x
10" cuerpos de oclusion/larva) son igual de productivos que el aislado HearSP1 (7,3 x 107
cuerpos de oclusion/larva), en larvas inoculadas en el segundoe estadio de H. armigera (Fig.
10).

Por tanto podemos concluir que el genoctipo purc HearSP1B presenta mejores cualidades
insecticidas va gue su palogenicidad es mavor que la del aislado silvestre ¢ el genctipo puro
HearSP1A, mientras que su virulencia (TMM) y produccién de cuerpos de oclusion no son

inferiores a las de los otros aisiados/genotipos.

3.2. Actividad insecticida de ios genotipos individuales de Lebrija {Hearl.B)

Con el fin de realizar la caracterizacion bioldgica de los genctipos individuales procedentes
de Lebrija se determindé la actividad bioldgica de los distintos genotipos individuaimente y se
comparé con el aislado HearSP1 (Figueiredo et al, 1999, Arrizubieta et al, 2014} en
términos de patogenicidad, virulencia y productividad como se ha descritc en el apartado
3.1

L.a Tabla 8 muestra los valores de la Cls, v la potencia relativa del aislado HearSP1 y de los
genotipos individuales HearlB1, Hearl B2, Hearl.B3, Hearl B4, HearlB5 v Hearl.B6. Lsios
valores permiten observar como los limites fiduciales al 95% de las potencias relativas
calculadas para la Cls, s€ solapan ampliamenie en todos los tratamientos, lo que indica que

la patogenicidad es similar para los genctipos puros y el aislado HearSP1.

Tabla 8. Actividad insecticida relativa de cuerpos de oclusion del aislado silvestre HearSP1y
de los genotipos individuales HearlLB1, HearlLB2, HearlL B3, HearlB4, HearlLB5 y HearlLB6.

Clsg Limites Limites
(cuerpos de Potencia fiduciales 95% VM () fiduciales 95%
Tratamiento oclusion/mi) relativa Inferior Superior Inferior Superior
Hearl.B1 1,2 x 10° 1 - - 109,8&* 108,17 1115
Senotipos  HearlLB2 1,6 x 10* 0,8 0,4 1,4 108,0a 1064 1097
ndividuales HearlLB3 1,5 x 10* 0,8 0,4 1,5 118,3bc 1145 1182
Hearl.B4 1,6 x 10* 0,7 0,5 1.4 1184c¢ 116,89 1199
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Hearl.B5 1,4 x 10 0,8 0,5 1.5 108,1a 1073 1108
HearlLB6 1,3 x 10 0,9 0,5 1,6 1082a 1074 1108
Aislado HearSP1 1,6 x 10* 0,8 0.4 1,4 1145b 1126 1164

*Las lefras diferentes que acompanan a los valores indican gue hay diferencias significativas

entre los fratamientos ({-test, P<0,05).

Por otro lado, los genotipos HearlB1, HearlB2, HearlB5 y HearlB8 fueron
significativamente mas rapidos para matar a las larvas de segundo estadio de H. armigera

gue el resto de genotipos vy el aislado HearSP1 (Tabla 8).

Los datos de produccidn de cuerpos de oclusidn fueron analizados mediante andlisis
ANOVA vy Test de Tukey con el programa estadistico SPSS 15.0 (Fig. 11). El genotipo
HearlLB1 es el mas productive (5,3 x 10° cuerpos de oclusidon/larva), aungue no presenta
diferencias significativas con el genotipo HearLB4 (4,2 x 10° cuerpos de oclusién/larva).
Ademas, los genotipos HearlL.B1, HearlLB4 v HearlL.B5 son mas productivos gue el aislado

HearSP1 en larvas de segundo estadio de H. armigera.

3.3. Actividad insecticida de las mezclas co-ocluidas obtenidas con los cinco
genotipos seleccionados an los apartados anteriores {punto 3.2 v 3.3}, y de la mezcla

Hearl Bmix

En base a las minimas diferencias de aclividad insecticida observada entre los distintos
genotipos se seleccionaron cinco de ellos en los apartados anteriores (punto 3.2y 3.3) v s
realizaron varias mezclas con el fin de optimizar la actividad biocidgica y obtener asi una
mezcla con mejores cualidades insecticidas. Para ello, se hicieron ocho mezclas co-ocluidas

que incluian:

- HearSP1A:SP1B en una proporcion 1:1. El objetivo de esta mezcla es aumentar la
patogenicidad ya que el genotipo HearSP1B es mas patogénico que HearSP1, v en esta
mezcla se encuentra en mayor proporcién que en el aislado silvestre HearSP1 (proporcion

natural 2:1).

- HearSP1A:SP1B en una proporcién 1:2. El objetivo de esta mezcia es también aumentar la
patogenicidad ya que el genctipo HearSP1B es mas patogénico que HearSP1, v en esia

mezcla se encuentra incluso en mayor proporcién gue en la mezcla anterior.

- HearLB1:LB3 en una proporcidn 1:1. El genctipo HearlLB1 es uno de los mas rapidos vy
ademas esta entre los mas productivos. Por otro lado, el genotipo HearlLB3 esta entre los
mas productivos, debido a que es el mas lento. &l objetivo de esta mezcla es mantener la

virulencia del genotipe HearLB1 v la productividad de ambos.
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- HearLB3:LB6 en una proporcién 1:1. El genotipo HearLB8 es uno de los genotipos mas
rapidos y de los menos productivos, mientras que HearLB3 estd entre los mas productivos.
En este caso, se pretende mantener la virulencia de HearlLB6 v la productividad de
HearlLB3.

- HearLB1:LB3:LBS en una proporcién 1.1:1. Esta mezcla podria mantener la virulencia de
los genotipos HearlL.B1 v HearlLB8, vy la productividad de Hearl.B1 y HearlLB6.

- HearLBmix (HearLB1-8) en proporcion 4:4:8:1:1:1. Esta mezcla incluye los seis genotipos
de Lebrija en la proporcion en la que se aislaron. El hecho de que cada uno de los genotipos
se haya aislado en un proporcion fras una epizootia puede tener algun significado a nivel
biolbgico.

- HearSP1B:LB1 en una proporcidon 1:1. Esta mezcla podria mantener la patogenicidad del
genotipo HearSP1B y la virulencia de HearlB1, v aumentar la productividad, ya que

HearlLB1 es uno de los genotipos mas productivos.

- HearSP1B:.LB6 en una proporcion 1:1. En este caso se pretende mantener la
patogenicidad de HearSP1B vy ia virulencia de HearlLB6.

La actividad insecticida de las diferentes mezclas co-ociuidas se compard en términos de
patogenicidad, virulencia y productividad como se ha descrito en el apartado 3.1. Los
genotipos individuales HearSP1A, HearSP18, HearlB1, HearlB3 y HearlLB6 se inciuyeron

como referencia.

Tabla 9. Actividad inseclicida relativa de las mezclas de cuerpos de oclusion
HearSP1ASPIB  (1:1), HearSP1ASP1B  (1.2), HearlB1:0LB3, HearlL.B3:LB8,
HearlLB1.LB3:LB6, HearLBmix, HearSP1B:LB1 y HearSP1B:LB6, y de los genctipos
individuales HearSP1A, HearSP1B, HearlLB1, HearlLB3 y HearLB6.

Clsp Potenci Limites TMM Limites
otencia sq,ni ; R :
Tratamiento (cuerpos de _ fiduciales 95% fiduciales 85%
o relativa . . {h . ,
oclusién/mi) Inferior Superior Inferior Superior
HearSP1A 16 x10° 1 - - 108,1 a* 105,7 1104
HearSP1B 11x10° 14 09 21 ;;2’4 1099 1149
senotipos 4 - ,
o Hearl B 1,6 X 10 1,0 07 1,5 112,3b 110,8 1138
ndividuales 4
HearlLB3 1,5 X 10 1,1 .8 1,8 113,5b 112,060 1150
HearlB6 13X10° 12 09 19 ;g% 1078 1113
dAezclas HearSP1ASP1B ‘ )
1,7 x 107 [SRY] 086 1,4 108,2a 1080 1105

so-ocluidas (1:1)
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HearSP1ASP1B i 110.9
(12 1.2x10 1.3 0,8 2,0 ab ' 1088 1132
)

HearlLB1:.LB3 16 X 10* 1,0 0,7 1.5 1158b 1143 1173
HearLB3:LBG 21 X 10 0,8 0,5 1,2 1141b 112,8 1155
HearLB1:LB3:LB6 1,1 X 10* 1.5 0,9 2,3 ;SS’? 107,3 1101
Hearl.Bmix 1.4 x10° 1,1 0,7 1.8 1153b 11386 1171
HearSP1B:LB1 9,8 x 10° 1,6 1,1 2.4 112,8b 1106 1153
HearSP1B:.LB8 57 x10° 28 1.8 4,3 ;gg,g 106,5 1111

*Las letras diferentes que acompanan a los valores indican gue hay diferencias significativas

entre los tratamientos (-test, P<0,08).

La Tabla 9 muestra los valores de la ClLsg, la potencia relativa de las mezclas co-ocluidas y
de los genotipos individuales (con referencia a la de HearSP1A), asi como el tiempo medio
de mortalidad. Sorprendentemente, la mezcla de genotipos HearSP1B:Hearl.B6 (5,7 x 10°
cuerpos de oclusién /mi) resulta ser la mas patogénica, entre 1,7 v 3,7 veces mas
patogénica que ios genctipos individuales vy el resto de mezclas. Ademas, esta mezcla, con
un TMM de 108,8 horas, es igual de virulenta que los genotipos mas rapidos matando a las
larvas, como puede ser HearSP1A, HearSP1B y HearLB8. Analizando los datos aportados
en la Tabla 9 se concluyve gue no es esperable que una u ofra mezcla resulie mas o menos
patogénica, al no haber un patrén o norma que prediga a priori cual de todas las mezclas es

la mas potenie.

Los bicensayos de productividad mostraron que los genotipos HearlB1 v HearlB3 vy las
mezclas co-ocluidas HearLB1:LB3 y HearLB1:LB3:LB6 eran las mas productivas (4,9 x 10°,
57 x 10° 5,7 x 10° y 4,0 x 10° cuerpos de oclusién/larva, respectivamente) (Tukey, P<0,05),
seguidos por el genotipo HearlBEG y las mezclas co-ocluidas HearSP1ASP1B (1:2),
HearLB3:LB8, HearlLBmix, HearSP1B:LB1 v HearSP1B:LB6 (3,4 x 10%, 2,5 x 10°, 3,7 x 10°,
2.2 x 10° 2,5 x 10° y 1,6 x 10° cuerpos de oclusién/larva, respectivamente). Por Gltimo, los
genotipos HearSP1A y HearSP1B vy la mezcla HearSP1A:SP1B (1:1) fueron los menocs
productivos, con una productividad viral de 6,3 x 107, 1,4 x 10% y 9,3 x 107 cuerpos de

oclusidn/larva, respectivamente (Tukey, P<0,05) (Fig. 12).

L.a mezcla de genotipos co-ocluidos HearSP1B:LB6 es mas patogénica que el resto de
genolipos purcos y mezclas y, ademas, es igual de virulenta que los genotipos mas rapidos.
Se preveé que estas caracteristicas permitirian la rapida supresion de las poblaciones de la
plaga en campo empleando la minima cantidad de producto, abaratando los costes de
produccion de los cultivos. Por estas razones, seleccionamos la mezcla HearSP1B:LB6

como materia activa de un nuevo bicinseticida para el control de H. armigera. Por ello, los
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ensayos de produccidn masiva y eficacia que se describen a continuacién se han llevado a

cabo con dicha mezcla.
Ejemplo 4. Produccidén masiva de HearSNPV
4.1. Estudio del canibalismo de 4. armigera

Para determinar las condiciones oplimas para la preduccion masiva de HearSNFPV se utilizd
como criteric el numero de cuerpos de oclusidn que producen las larvas letalmente
infectadas. La produccion masiva de la mezcla co-ocluida HearSP1B:LB6 en larvas de H.
armigera puede hacerse con larvas individualizadas en placas de 12 pocillos o en
recipientes de mayor volumen con un mayor numero de larvas. Sin embargo, este dltimo
método puede tener problemas dependiendo del grado de canibalismo que presente la
especie. El canibalismo depende normalmente entre oiras cosas de la densidad larvaria,
aun cuando no hay limitacidn de la comida (Polis, 1981). Normalmente, el canibalismo

también aumenta con la edad larvaria (Chapman et al., 1989).

En este caso se estudié &l canibalismo de tres estadios larvarios de H. armigera, Ls, Lay Ls,
tanto en larvas sanas como infectadas con la Cly,, la cual fue de 8,1 x 10°, 2,4 x 10° y 25X
107 cuerpos de oclusidbn/mi para los estadios L;, L, v Ls, respectivamente. Esias
concentracionas fueron estimadas en bicensayos preliminares, a tres densidades diferentes:
5, 10 y 20 larvas por caja de plastico de capacidad 0,5 litros. Como control se incluyeron
cinco larvas individualizadas de cada estadio, tanto sanas como infectadas. El ensayo se

repitié tres veces.

Los porceniajes de canibalismo, de mortalidad por nucleopoliedrovirus vy de larvas que
alcanzaron el estado de pupa fueron analizados mediante analisis ANOVA y Test de Tukey
con el programa estadistico SPSS 15.0. El canibalismo observado en H. armigera fue similar
enire los estadios L; v Ly, v enire larvas sanas e infectadas (observandose alrededor de un
30% de canibalismo) (Tukey, P=0,05). Sin embargo, en el estadio L; se observé un
significativamente mayor porcentaje de canibalismo en las larvas infeciadas {(entre el 77 vy
87%) que en las sanas (20-55%) (Tukey, P<0,05) (Fig. 12). Por otro lado, el canibalismo
aumenté  significativamente con la  densidad larvaria (Tukey, P<0,05), siendo
aproximadamente del 40% en la densidad de 5 larvas por caja, aumentando hasta el 50-
60% en ia densidad de 10 larvas por caja y alcanzando finalmente un 80% en las cajas con
20 larvas. No obstante, en las larvas Ls infectadas el porcentaje de canibalismo fue similar

para lodas las densidades, siendo entre ! 77 v el 87% (Tukey, P>0,05) (Fig. 13).

El porcentaje de morialidad por nucleopoliedrovirus obtenido en las larvas individualizadas
fue superior al 90%, sin embargo en recipientes de mayores densidades no se alcanzd el
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50% de mortalidad, debido a que las larvas enfermas fueron canibalizadas antes de su

muerte (Fig. 13).

Debido al alte porcentaje de canibalismo observado en las larvas de H. armigera, que da
lugar a una reduccidn de la mortalidad y por lo tanto de la produccion de cuerpos de
oclusion, la produccion masiva de HearSNPV es mucho mas eficiente si se hace con larvas

individualizadas.

4.2. Efecto del estadio larvario, momento de inoculacién y concentracidn viral en la

produccién de HearSNPV

Para conseguir una mayor produccion de cuerpos de oclusion por larva es necesario
seleccionar la edad larvaria, el momenio de inocculacidn y la concentracion viral que permitan
un mayor crecimiento de la larva, vy por lo tanto una mayor produccidn viral (Shieh, 19889;
Gupta et al., 2007).

Para seleccionar el esiadio y el momento de inocculacion se realizd el estudio con los tres
ultimos estadios larvarios, L, Ly v Ls, infectados en dos momentos diferentes; tras la muda
{recién mudadas) y un dia después de haber mudado (1 dia tras la muda). Por oiro lado, se
sabe gue cuando se aplican concentraciones gue producen elevados porcentajes de
morialidad la larva se desarrolia mas lenfamente por l0 que llega a producir menos cuerpos
de oclusion. Por lo tanto, conviene optimizar la concentracidn viral que produzca un alio
porcentaje de mortalidad vy con la mayor produccion de cuerpos de oclusion/larva posible.
Para ello, cada estadic se infectd con fres concenfraciones diferentes del virus,
correspondientes a las Clag (1,5 x 10°, 4,8 x 10° y 5,5 x 10° cuerpos de oclusion/ml, para los
estadios Ls, L, v Ls, respectivamente), Clg, (8,1 x 10°, 2,4 x 10° v 2,5 x 107 cuerpos de
oclusidn/mi, para los estadios L, Ly v Ls, respectivamente) y Cles (1,9 x 10°, 9,1 x 10° v 1,5x
10® cuerpos de oclusidon/mi, para los estadios L., Ly v Ls, respectivamentie), dichas
concentraciones fueron determinados previamenie en biocensayos preliminares. Las larvas
se inocularon de forma individual segun el método de la gota descrito por Hughes y Wood
{(1981) v se depositaron en vasitos individuales para evitar el canibalismo con dieta artificial
hasta su muerte por virus ¢ alcanzar el estado de pupa. Los cuerpos de oclusidn producidos
por cada larva muerta se extrajeron, se purificaron v se titularon segun se ha indicado
anteriormente. Se inocularon 24 larvas por tratamiento y se realizaron fres repeticiones. Los
datos obtenidos se analizaron mediante analisis ANOVA vy Test de Tukey con el programa
estadistico SP3S 15.0.

Los porcentajes de mortalidad obtenidos en las larvas infectadas tras la muda fueron los

esperados (entre el 80 y el 100%), sin embargo las larvas inoculadas un dia después de la
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muda presentaron un porcentaje de mortalidad significativamente menor (Fy725=16,30,
P<(,05), alcanzando entre el 31 v el 47% de mortalidad en el caso de las larvas de cuarto y
quinto estadio {Fig. 14). Esto puede ser debido a que estas larvas son mas resistentes a la
infeccion ya gue su tamano es mayor un dia después de haber mudado v las caracteristicas
del intestino medio cambian de acuerdo al estado de desarrollo infraestadial (Washburn et
al., 1988). Dentro de cada edad larvaria, las tres dosis ulilizadas produjeron
estadisticamente similares porcentajes de mortalidad, aungue se observa un ligero aumento

de la mortalidad conforme se aumenta la dosis viral (Tukey, P>0,05) (Fig. 14).

Las larvas produjeron significativamente mayores cantidades de cuerpos de oclusién
conforme aumento la edad de éstas al ser inoculadas (Fy735=14,25; P<0,05) (Fig. 15A). Asi,
las larvas inoculadas un dia después de mudar a L, v a Ls v las Ls recién mudadas
produjereon significativamente mas cantidad de cuerpos de oclusidn que el resto de las larvas
{entre 56 y 9,1 x 10° cuerpos de oclusion/larva) (Tukey, P<0,05). Sin embargo, como se ha
mencionado anteriormente, las larvas inoculadas al dia siguiente de mudar a Ly v a Ls
presentaron un porcentaje de mortalidad mucho menor que las inoculadas recién mudadas a
Ls, por lo que la produccidn final de cuerpos de oclusidn fue menor (Fig. 15B). Las larvas Ls
inoculadas recién mudadas con la Clgs produjeron 6,9 x 10" cuerpos de oclusién/100 larvas
inoculadas, frente a 1,6 x 10" - 4.2 x 10" cuerpos de oclusién/100 larvas inoculadas un dia

después de mudar a Ls.

Por tanto, el estadio éptimo para la produccién de la mezcla de genotipos HearSP1B.LB6 en
larvas de H. armigera es Ls inoculandolas recién mudadas conla Cles (1,5 x 10° cuerpos de
oclusién/mi). Este tratamiento produce una mortalidad cercana al 100% vy es el tratamiento
que alcanza una productividad (8,9 x 10" cuerpos de oclusion/100 larvas inoculadas)

mayor.
4.3. Efecto de la temperatura de incubacidn en la produccion de HearSNPV

La femperatura de incubacidon puede influir en el desarrollo larvaric v por tanto, en la
productividad viral (Subramanian et al., 2008). Por ello, se realizé un estudio para determinar

la temperatura optima para ia produccion de HearSNPV.

Se inoccularon larvas L recién mudadas con la Clgs (condiciones seleccionadas en el
apartado 4.2.) y se incubaron a 23, 26 y 30°C. Cada 8 horas se regisiré la mortalidad para
determinar el tiempo de mortalidad de las larvas en funcién de la temperatura y se
recogieron los cadaveres individualmente para determinar la produccidn de cuerpos de

oclusidn. Se infectaron 24 larvas por tratamiento y se realizaron cinco repeticiones.
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La produccion de cuerpos de oclusidn/larva v ef TMM se calcularon como se ha descrito
anteriormente. No hubo diferencias significativas de productividad entre las larvas incubadas
a las diferentes temperaturas (F,.,=0,30; P>0,05) (Fig. 16). Sin embargo, a 30°C las larvas
mueren enfre 13 y 34 horas mas rapido que a 26°C y 23°C, respectivamente (Tabla 10). Por
tanto, la temperatura 6ptima para la produccidn de HearSNPV es 30°C, ya que permite
obtener la misma cantidad de cuerpos de oclusidn de forma mas rapida que las ofras

temperaturas de incubacién.

Tabla 10: Tiempo medio de mortalidad (TMM), expresado en horas despues de la infeccion,

de larvas Ls de H. armigera infectadas con la Clgs e incubadas a 23, 26 y 30°C.

Limites fiduciales 95%
Temperatura TMM (h)

Inferior  Superior

23°C 163,4c* 1670 1569,8
26°C 142,2b 14572 138,3
30°C 1206a 1324 126,1

*Las lefras diferentes que acompanan a los valores indican gue hay diferencias significativas

entre los fratamientos ({-test, P<0,05).

Ejemplo 5: Ensayos de ia efectividad de HearSNPV para el control de H. armigera en

plantas de tomatle
8.1. Ensayos en cultivo de tomate en condiciones de laboratorio

Inicialmente, para determinar la efectividad de ia mezcla co-ocluida HearSP1B.LEB8 para €l
control de H. armigera se realizd un ensayo en plantas de tomate fratadas y mantenidas en
condiciones de laboratorio. Las planias de iomate se trataron mediante puiverizacion con
una suspensidn acuosa que contenia la mezcla co-ocluida HearSP1B:LBS a distintas
concentraciones (10°, 10"° v 10" cuerpos de oclusion/litro) juntc con un mojante agricola
{Agral®, Syngenta) al 0,2% (vol./vol). Como control se utilizaron plantas tratadas con una
solucion que contenia agua y Agral® (0,2%) pero sin cuerpos de oclusion. Una vez iratadas,
las plantas se dejaron secar y se colocaron en vasitos de 50 mi con solucién nufritiva
Hoagland dentro de recipientes de cristal de 10 litros de volumen y se infestaron con 150
larvas de H. armigera de segundo estadio (L,). Las plantas se mantuvieron a 25x1°C,

70+5% humedad relativa y fotoperiodo de 16:8 horas luz:oscuridad.

La evaluacidn de la efeclividad del tratamiento se determind mediante la cuantificacion del

porcentaje de mortalidad. Para ello se recogieron 15 larvas de cada uno de los tratamientos
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alos dias 1, 3 y 5 después del tratamiento. Estas larvas se depositaron individualmente en
vasitos con dieta artificial v se anotd la mortalidad a los 7 dias después de haber sido

recogida de las planias.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 16. No se observd mortalidad en las
larvas recogidas en el fratamiento control, lo que indica la ausencia de contaminacion viral
en las plantas utilizadas. En las plantas tratadas con 10° cuerpos de oclusion/litro se obtuvo
un porcentaje de mortalidad de 88,9, 96,7 y 88% en larvas recogidas a los dias 1, 3 v 5,
respectivamente. Sin embargo, en las plantas tratadas con 10" vy 10" cuerpos de
oclusion/litro se obtuvo una mortalidad del 100% de todas las larvas de todos los dias de

recogida (Fig. 17).

La concentracion de 1x10' cuerpos de oclusionflitro es la concentracidn minima que
produce mortalidades dal 100% todos los dias de recogida. Por tanto, se selecciona dicha
concentracion como la éptima para el control de larvas de H. armigera en cullivos de tomate

en condiciones de [aboratorio.
5.2. Ensayos en cultivo de tomate en invernadero en Lisboa {Portugal)

Para determinar la efectividad de HearSP1B:LB68 para proteger el cultivo de tomate en
condiciones de invernadero frente a H. armigera se realizaron ensayos en un invernadero
experimental del Instituto Superior de Agronomia (Universidade Tecnica de Lisboa). En base
a los resultados obtenidos en ios ensayos de laboratorio, 1a efectividad de la mezcia co-
ocluida HearSP1B:LBS fue evaluada a la concentracion de 1x10" cuerpos de oclusion/Ha
(equivalente a 10'° cuerpos de oclusion/litro, al usarse unos 1.000 litros/Ha). En el presente

estudio, la eficacia de HearSP1B:LBG se compard con la de:

- un insecticida bioldgico a base de la bacteria entomopatdgena Bacillus thuringiensis
aizawai (Turex®, de Certis, Elche, Espana, que contiene B. fthuringiensis al 50% en forma de
polvo mojable). Este bicinsecticida se utiliza habitualmente a una conceniracién de 1-2

kg/Ha, habiéndose utilizado en este caso 1,5 kg/Ha (usando 1.000 litrog/Ha).

- un insecticida bioldgico a base de spinosad, un producto de dos toxinas spinosinas, que se
obtienen de forma natural por fermentacion de la bacteria Saccharopolyspora spinosa
(Spintor 4805C®, Dow AgroSciences, Madrid, Espafna, que contiene Spinosad al 48%
peso/volumen). Dicho insecticida se usa habitualmente a una concentracién de 250 mi/Ha
{utilizande 1.000 litros/Ha).

Como control se hizo un fratamiento con agua. El método de aplicacion fue mediante

pulverizacidén con una suspensidn acuocsa que contenia los distintos tratamientos.
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El disefio experimental consistid en dos bloques con cuatro parcelas experimentales cada
uno, o que hizo un total de 8§ repeticiones. En cada tratamiento se incluyeron un total de 28
plantas de tomate, de las cuales las 6 plantas centrales fueron observadas para determinar
el porcentaje de mortalidad larvaria, el porcentaje de frutos danados vy la persistencia de los

distintos fratamientos.

Para levar a cabo los ensayos se realizd una suelta artificial de insectos, colocando 4 larvas
de H. armigera en estadic L, en los frutos (seleccionados al azar) de cada una de las plantas

de tomate. Al dia siguiente se aplicaron los distintos fratamientos.

En primer iugar, se deferminé el porcentaje de frutos dafiados a los 10 dias después de la
aplicacién del tratamiento. También se determind el porcentaje de supervivencia larvaria
debido al fratamiento. Para ello se contaron el niumero de larvas que guedaban vivas en
cada planta 10 dias después de la aplicacidn del tratamiento. Los datos obtenidos fueron
analizados mediante analisis ANOVA y Test de Tukey con el programa estadistico SPSS
15.0.

Los tres insecticidas redujeron significativamente el porcentaje de frutos danados respecto &l
control (F30=9,79; P<0,05). Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre los
distintos insecticidas {Tukey, P>0,05) (Fig. 18). Los tratamientos con HearSP1B:LB6, Turex
v Spintor aumentaron significativamente la mortalidad larvaria respecto al tratamiento conirol
(Fs20=37,70; P<0,05). Ademas, HearSP1B:LBS y Spintor produjeron significativamente

mayores mortalidades larvarias que Turex (Tukey, P<0,05) (Fig. 19).

Por dltimo, se determind la persistencia de los distintos tratamientos en las hojas de fomate.
Para elio, se recogieron 15 hojas individualmente por tratamiento y repeticidn de la parte
media-alta de las plantas 1 hora después del tratamiento v a los 3, 6 y 9 dias, vy se
congelaron inmediatamente. Estas hojas se trituraron de forma individual y se mezclaren
con dieta artificial (en proporciéon 1:4 peso:peso). La mezcla se repartid en ¢inco vasitos de
plastico, colocando una larva L, en cada uno de los cinco vasitos para evitar el canibalismo.
A los 7 dias se determiné el porcentaje de mortalidad. La relacién entre la mortalidad v la
cantidad de insecticida viable se obtuvo por calibracidn del bicensayo. Las curvas de
calibracidn de los tres insecticidas se obtuvieron mezclando hojas recogidas antes del
fratamiento y por fanio no infecladas con dieta artificial, v con cinco concentraciones
conccidas y diferentes de los insecticidas. Se utilizaron 50 larvas por concentracion. La
cantidad de insecticida persistenie en las hojas se estimd comparande ¢ porcentale de
mortalidad oblenide en ios distintos ratamientos con ias cwvas de calibracion. Los datos de
cantidad de insecticida obtenidos fueron analizados mediante ANOVA y Test de Tukey con

el programa estadistico SPSS 15.0. Para poder comparar la persistencia de los distintos
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fratamientos en las hojas de tomate en invernadero se calculd el porcentaje de actividad
insecticida residual de cada uno de ios tratamientos respecio al obtenido & una hora
despuds de la aplicacién, momento en el gue se considerd gue se encuentra en la planta el

100% de la actividad insecticida aplicada.

Al comparar la actividad inseclicida residual de los distintos tratamientos en los distintos
tiempos de recogida de las hojas, se encontrd diferencias significativas entre la persistencia
de HearSNPV y Turex a los 6 y 9 dias tras la aplicacion, siendo menor la persistencia de
Turex {Tukey, P<0,05) (Fig. 20). El resto de los dias se observd un grado similar de actividad

insecticida residual en todos los tratamientos.

La actividad insecticida residual disminuyd significativamente con el paso del tiempo
(F1545=88,25, P<0,05) en todos los casos (Fig. 20 y 21). La persistencia de HearSNPV y
Spintor se mantuvo hasta 6 dias después de la aplicacion de los tratamientos, disminuyendo
significativamente el dia 9 (Tukey, P<0,05), aunque todavia persistia o 58% vy 49% de
actividad insecticida, respectivamente (Fig. 21B y 21C). En el caso de Turex, la actividad
insecticida residual tras los 8 dias de la aplicacidn de los tratamientos fue significativamente
menor que la actividad insecticida que habia en las hojas una hora después del tratamiento
(Tukey, P<0,058), vy a los © dias solo se mantuvo el 32% de insacticida (Tukey, P<0,05) (Fig.
21A).

8.3. Ensayos en cultivo de tomate al aire libre en Badajoz {Espania)

Para determinar la efectividad de la mezcla co-ocluida HearSP1B:LB6 en cultivo de tomate
al aire libre, se realizaron ensayos en una parcela de la finca experimental La Orden
(Guadajira, Badajoz). En estos ensayos se utilizd la misma dosis de HearSP1B.LES que en
los ensayos realizados en invernadero, 10" cuerpos de oclusidén/Ha (habiéndose utilizado

un volumen de aplicacion de 1.000 litros/Ha) v su eficacia se compard con la de:

- el aislado silvestre HearSP1 procedente de Badajoz (Figueiredo et al., 1999), lugar donde
se realizaron los ensayos, utilizando la misma dosis que para HearSP1B:LB8, 10'° cuerpos
de oclusion/litro (equivalente a 10" cuerpos de oclusién/Ha, al aplicar un tratamiento en un

volumen de 1.000 litros/Ha).

- un insecticida bioldgico a base de la bacteria entomopatdgena Bacillus thuringiensis
aizawai (Turex®, de Certis, Eiche, Espafa, que contiene B. thuringiensis al 50% en forma de
polvo mojable). Se utiliza habitualmente a una concentracidon de 1-2 kg/Ha, habiéndose

utilizado en este caso 1,5 kg/Ha (aplicado en un volumen de 1000 litros/ha).
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- un insecticida bioldgico a base de dos toxinas spinosinas, que se oblienen de forma natural
por fermentacidon de un organismo de suelo, la bacteria Saccharopolyspora spinosa (Spintor
4805C®, Dow AgroSciences, Madrid, Espafa, que contiene 3pinosad al 48%
peso/velumen). Se uliliza habitualmente a una concentracién de 250 mi/Ha (diluyendo 250

mi en 1.000 litros, al usarse 1.000 litros/Ha).

- un insecticida quimico a base de clorpirifos (Dursban 75WG®, Dow AgroSciences, Madrid,
Espafia, que contiene clorpirifos al 75% peso/peso). Se utiliza habitualmente a una
concentracion de 1-1,25 kg/Ha, habiéndose utilizado en este caso 1,25 kg/Ha (el cudl se

diluyd de nuevo en 1.000 litros para usarse el mismo volumen en una Ha).

Como control se hizo un tratamiento con agua y agral al 0,2%. £l método de aplicacidn fue

mediante pulverizacion con una suspensién acuosa que contenia los distintos tratamientos.

El ensayd constd de 48 parcelas (1,5 m x 4 m), cada una de las cuales estuvo compuesta
por aproximadamente 30 plantas. El disefic fue de blogques al azar. Cada uno de los blogues
constaba de dos filas con © parcelas elementales v a la mitad de las parcelas de cada
blogue se aplicaron los distintos tratamientos res veces mieniras que a la otra mitad cinco
veces, realizando un total de 4 repeticiones para 3 y 5 aplicaciones. Todas las aplicaciones
se realizaron con 15 dias de diferencia. Las plantas centrales fueron observadas para
determinar el porcentaje de frutos dafados, la persistencia de los distintos fratamientos, y el

rendimiento de cada parcela.

En primer lugar, se determiné el porcentaje de frutos dafados, tanio con dafio fresco como
cicairizado, cada 3 o 4 dias, durante todo el periodo del ensayo. Los datos obtenidos se
agruparon por medias quincenales y fueron analizados mediante andlisis ANOVA y Test de

Tukey con el programa estadistico SYSTAT (1990).

No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de frutos daflados entre las
parcelas tratadas 3 y 5 veces para los distintos traiamientos (Fy475= 0,22, P>0,05), por lo
que se agruparon los datos de todas las parcelas fratadas con cada insecticida teniendo un

total de 8 repeticiones.

En la figura 22 se muesira el porceniaje de frutos dafados frescos y cicatrizados en cada
una de las quincenas para cada fratamiento. En la primera guincena no hubo diferencias en
el porcentaje de frutos dafados obtenidos en las parcelas tratadas con los diferentes
insecticidas, siendo similar al obtenido con el tratamiento control (F5,5=0,55; P=0,05) (Fig.
22A). Sin embargo, en la segunda y fercera quincena en las parcelas control hubo un
porcentaje de frutos danados tanto frescos como cicatrizados mayor que en las parcelas
fratadas con los distintos insecticidas (Tukey, P<0,05) (Fig. 22B y 22C). En la cuarta
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quincena, periodo del cultivo que no sueie ser muy atacado por las larvas de H. armigera, el
porcentaje de frutos dafiados cicatrizados también fue mayor en las parcelas control (Tukey,
F<0,05) pero no hubo diferencias en el porcentaje de frulos con dafo fresco (P>0,05) (Fig.
220).

Estos resultados demuestran que HearSNPV reduce de forma significativa el numero de
frutos dafiados, tantc con dafo fresco como cicatrizado, respecto al tratamiento conirol vy,
ademas, lo hace de manera igual de efectiva que el resto de insecticidas gue se uiilizan

habitualmente para controlar las plagas ocasionadas por H. armigera.

Posteriormente, se determiné el rendimiento de cada parcela. Para ello se cosecharon los
frutos del metro central de cada parcela y se separaron en verdes y rojos. Los frulos verdes
S& separaron en sanos y picados, y 105 rojos en sanos, picados cicatrizados y picados
podridos. Posteriormente se llevé a cabo &l pesado de cada uno de los grupos. Los datos
obtenidos fueron analizados mediante ANOVA y Test de Tukey con el programa estadistico
SYSTAT. Los controles de calidad de las empresas conserveras rechazan partidas de
tomates en las que menos del 80% de los frutos estan maduros, y en las que mas del 5% de
los tomates maduros estan danados. Los frutos verdes se desechan antes de llegar a la

conservers.

En este caso tampoco hubo diferencias entre las parcelas tratadas 2 0 5 veces, es decir, en
el nimero de aplicaciones, por lo que se agruparon los datos de todas las parcelas tratadas
con cada insecticida. £ porcentaje de frutos dafiados cosechados en cada uno de los
tratamientos se muestra en la figura 23. El porcentaje de frutos dafados, ya sean verdes
picados, rojos cicairizados © rojos podridos, fue mayor en las parcelas control que en las
fratadas con los distintos insecticidas (Tukey, P<0,05). Ademas, en las parcelas tratadas con
Dursban y Spintor se obtuvo un porcentaje significativamente menor de frutos rojos
cicatrizados que en las tratadas con Turex y HearSP1B:LB6 (Tukey, P<0,05), en las
parcelas tratadas con HearSP1 y Turex se cosecharon un porcentaje mayor de frutos

podridos que en las tratadas con Dursban (Tukey, F<0,05) (Fig. 23).

Las toneladas de frutos verdes sanos por hectarea (T/Ha) fue similar en todos los
tratamientos (Fs.9=0,68;, P>0,05) (Fig. 24A). Sin embargo, las toneladas de frutos verdes
picados por hectarea fue significativamente mavor en las parcelas control que en las
tratadas con los distintos insecticidas (F;:=4,95; P<0,05) (Fig. 24A). Las toneladas de frutos
rojos sanos por hectareafue significativamente inferior en las parcelas control que en ias
parcelas tratadas con los inseclicidas, excepto con Turex {(F53=2,78; P<0,05), aungue no
mostrd diferencias significativas con el resto de insecticidas {(Tukey, P>0,05) (Fig. 24B). En

cuanto a los frutos rojos dafados, tanto cicatrizados como podridos, se obtuvieron mayor
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numero de toneladas por hectarea en las parcelas control que en las tratadas con los
insecticidas (Tukey, P<0,05). Ademas, no hubo diferencias significativas entre las fonsladas
de frutos rojos cicalrizados obtenidos en las parcelas tratadas con HearSP1B:.LB6 y
HearSP1 respecto de las parcelas fratadas con el resto de insecticidas (Tukey, P>0,05),
aunque en las parcelas tratadas con Dursban y Spintor se obtuvieron menos toneladas de
frutos rojos cicatrizados que an las tratadas con Turex (Tukey, P<0,05) (Fig. 24B). Ademas,
en las parcelas tratadas con Dursban se obluvieron menos ioneladas por hectarea de frutos
rojos pedridos que en las tratadas con HearSP1 y Turex (Tukey, P<0,05) (Fig. 24B), pero no
presentd diferencias significativas con HearSP1B:LB6 (Tukey, P>0,05).

En las parcelas tratadas con HearSP18:LB6 o Hear3P1 se consigue una cosecha similar a
la de las parcelas tratadas con otros insecticidas, ya gue las toneladas de frutos rojos sanos,
es decir, los comercializables, es similar en todos los tratamientos, excepto en el tratamiento
control. Ademas, el porcentaje de frutos dafados es muy bajo, al igual que en &l resto de
parcelas tratadas con inseclicidas. Este dato es muy importante a la hora de comercializar
los tomates, va que las empresas conserveras espanolas no aceptan lotes con mas del 5%

de los frutos danados.

Por ultimo, se determind la persistencia de los distintos tratamiantos en las hojas de tomate.
Para ello, se recogieron hojas préoximas al fruto a una hora después del primer tratamiento v
a los 3, 7 y 10 dias. Se recogieron 25 hojas de cada parcela y se congelaron
inmediatamente. Estas hojas se friluraron en grupos de cinco, se mezclaron con dieta
artificial {en proporcion 1.4, pesopeso) vy se repartieron en 10 vasitos individuales con una
larva L, en cada uno para evitar el canibalismo. A los 7 dias se determiné el porcentaje de
mortalidad. La relacidén enire la mortalidad vy la cantidad de insecfticida viable se obtuvo por
calibracion del bioensayo. Las curvas de calibracidn de los cinco insecticidas se obtuvieron
mezclando hojas recogidas antes del tratamiento con dieta artificial y con cinco
concentraciones conocidas y diferentes de los insecticidas. Se ufilizaron 50
larvas/concentracién. La cantidad de insecticida persisienie en las hofas se astimé
comparando ef porcentsie de mortalidad oblenido en los distindos iratamienios con las
curvas de calibracién., Los datos de cantidad de insecticida obtenidos fueron analizados
mediante ANOVA y Test de Tukey con el programa estadistico SPSS 15.0Para poder
comparar la persistencia de los distintos tratamientos en las hojas de tomate al aire libre se
calculé el porcentaje de actividad insecticida residual de cada uno de los tratamientos

respecto a una hora después de la aplicacion.

Si comparamos el porcentaje de aclividad insecticida residual de los distintos tratamientos

en los distintos tiempos de recogida de las hojas, s6lo encontramos diferencias significativas
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enire la cantidad de HearSP1 y Spintor a los 7 dias de la aplicacidon, siendo menor la
persistencia de HearSP1 (Tukey, P<0,05) (Fig. 25), v a los 10 dias entre caniidad de
HearSP1B:LB8 v HearSP1 con Spintor v Dursban, siendo menor g persistencia de los
haculovirus (Tukey, P<(,05) (Fig. 25).

La actividad insecticida residual en las plantas de tomate al aire libre disminuve
significativamente con el paso del tiempo (Fi9,140=34,24; P<0,05} en todos los casoes (Fig. 25
y 26). La cantidad de HearSNPV (tanto HearSP1B:LB6 como HearSP1) se mantiene igual
desde el primer dia hasta 3 dias después de la aplicacién del tratamiento, y a partir de este
momento disminuye significativamente (Tukey, P<0,05). A los 7 dias después de la
aplicacion todavia persiste en ia planta el 66% y el 52% de la actividad insecticida de ios
cuerpes de oclusion de HearSP1B.LBS y HearSP1 respectivamente, mientras que a los 10
dias solo persisten el 9 y el 2% de la aclividad de los cuerpos de oclusion, aungue no se
observan diferencias significativas entre ambos parece que pueda persistir mas la mezcla
seleccionada (Fig. 26A y 26B). La actividad de Dursban y Spintor se mantiene en la planta
hasta 3 dias después de la aplicacion (Tukey, P>0,05), disminuyendo significativamente a
los 7 dias (Tukey, P<0,05), presentando la misma actividad insecticida que a los 10 dias
{Tukey, P>0,05), momenio en el que todavia persiste en la planta el 59% de Spintor v el
45% de la actividad de Dursban (Fig. 26C y 28E). En el caso de Turex, la actlividad
insecticida desciende significativamente a los 3 dias (Tukey, P<0,05) pero se mantiene
hasia los 7 dias (Tukey, P>0,05), volviendo a disminuir significativamente a los 10 dias
(Tukey, P<0,05) persistiendo el 27% (Fig. 26D).

En el caso de los aislados de HearSNPV, inocuos para el ser humano y ofros vertebrados, el
hecho de que 7 dias después de la aplicacidn del tratamiento persista mas del 50% de la
actividad insecticida es positivo, va que las larvas que ingieran las hojas contaminadas
podran adquirir la enfermedad. En e caso de Dursban, toxico para humanos, es un punio
negativo el hecho de que a los 10 dias persisia lodavia aproximadamente of 50%, va que
aumenta el plazo de seguridad para poder cosechar los frutos del tomate, ademas de la

contaminacion medicambiental que conlleva.

A la vista de estos resultados, se concluye que ia aplicacion de tratamientos con HearSNPV
a la dosis de 10" cuerpos de oclusién/Ha permite proteger los cultivos de tomate, tanto en
invernadero como al aire libre, de forma satisfactoria siendo igual de eficaz que los
fratamientos quimicos y biologicos gue se utilizan actualments en este cultivo y evitando los

inconvenientes que presentan sstos.
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Depésito de materia bioldgica

Los nuevos genotipos HearSP1B y HearlLB6 han sido depositades en la Collection Nationale
de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, Francia, de acuerdo con las
normas del Trafrado de Budapest. Los numeros de depésito y fechas de los mismos fueron

jas siguientes:

Genotipo Abreviatura |NGmero de depdsito | Fecha de depdsito
HearSNPV-SP1B HearSP1B CNCM 1-4806 15 de octubre de 2013
HearSNFV-LB6 HearlLBE CNCM 1-4807 15 de octubre de 2013

Los dos genolipos fueron depositados por uno de los inventores, Prof. Dr. Primitivo
Caballero (Instituto de Agrobiotecnologia y Recursos Naturales, Universidad Puablica de
Navarra, Campus de Arrosadia, Mutilva Baja, £E-31008, Pamplona, Navarra, Espafa), como
empleado del primer solicitanie, en nombre y representacion de los tres solicitantes
(Universidad Publica de Navarra, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Instituto
de Ecologia A.C.).
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REIVINDICACIONES

. Un nucleopoliedrovirus simple de Helicoverpa armigera (HearSNPV) caracterizado por

pertenecer a un genotipo seleccionado del grupo de:

)] los HearSNPV depositados en la Colection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM) con los numeros de depdsito CNCM 1-4806 (HearSNPV-
SP1B) o CNCM 1-4807 (HearSNPV-LBG), o

i} los genotipos cuyc genoma estd representado por SEQ D NO:13
(HearSNPV-SP1B) o SEQ 1D NO:14 (HearSNPV-LB8).

. Un nucleopoliedrovirus simple aislado segun la reivindicacion 1, que esta en forma de:
)] particula virica completa (virion),
i} cuerpo de oclusion (OB).

. Un cuerpo de oclusidn que contiene varios viriones, en el que al mencs uno de los
viriones perienece a un genotipo del nucleopoliedrovirus simple de Helicoverpa armigera
seleccionado del grupo de HearSNPV-SP1B (CNCM 1-4806) y HearSNPV-LB6 (CNCM -
4807).

Cuerpo de oclusidon segun la reivindicacion 3, gue contiene viriones de genotipos

diferentes.

. Cuerpo de oclusion segun la reivindicacion 4, que contiene viriones de un solo genotipo
seleccionado del grupo de HearSNPV-SP1B (CNCM {-4808) y HearSNPV-LB6 (CNCM |-
4807).

. Cuerpo de oclusidén segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, que contiene
viriones en los que el genoma de al menos uno de dichos viriones comprende un

fragmento de ADN cuya secuencia esia representada por SEQ 1D NO:5 6 SEQ 1D NGB,

. Cuerpo de oclusion segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, que contiene
viriones en los que el genoma de al menos unc de dichos viriones comprende un

fragmento de ADN cuya secuencia esta representada por SEQ ID NQO:7 6 SEQ 1D NOG:8.

. Cuerpo de oclusion segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, que contiene

viriones en los que el genoma de al menos unc de dichos viriones comprende un
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fragmento de ADN cuya secuencia estad representada por SEQ 1D NO:9 ¢ SEQ ID
NO:10.

9. Cuerpo de oclusién segun las reivindicaciones 3 a 5, que contiene viriones en los que el

10.

.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

genoma de al menos uno de dichos viriones comprende un fragmenio de ADN cuya
secuencia esta representada por SEQ 1D NO:11 6 SEQ ID NG 12,

Una composicion que comprende al menos un nucleopoliedrovirus de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 6 2 ¢ al menos un cuerpo de oclusidn de una cualquisra de las

reivindicaciones 3 a 8.

Composicidon segun la reivindicacion 10, en la que los nucleopoliedrovirus estan en

forma de cuerpo de oclusion.

Composicidon segun la reivindicacion 10 u 11, que comprende cuerpos de oclusion que
contienen viriones co-ocluidos, v en ia gue [os viriones co-ociuidos en un Mismo cuerpo

de oclusidn pertenecen al mismo genotipo o a genotipos diferentes.

Composicidn segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, que comprende una
mezcla de viriones de los genotipos HearSNPV-5P1B (CNCM 1-4806) y HearSNPV-LB6
(CNCM 1-4807).

Composicién segun la reivindicacion 13, en la que los genctipos HearSNPV-SP1B
{CNCM 1-4808) y HearSNPV-LB6 (CNCM 1-4807) estan en la proporcion HearSNPV-
SP1B:HearSNPV-LB6 1:1.

Composicidn segun la reivindicacidn 14, en la que los viriones estan en forma de
cuerpos de oclusidn que contienen viriones co-ocluidos, y en la que los viriones co-
ocluidos en un mismo nucleopoliedrovirus pertenecen al mismo genotipo ¢ a genctipos
diferentes.

Composicidn segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 15, que adicionalmente

contiene un excipiente ¢ vehiculo apropiado en &l sector agricola.

Composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 18, que esta en forma

acuoss.

Composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 18, que esta en forma
solida.
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19.

20.

21

22.

23.

24.

Composicién segun la reivindicacidén 16, para ser aplicada por un método seleccionado
entre pulverizaciéon a nivel de tierra, pulverizacidn aérea, aplicaciéon en disclucion,

aplicacion en forma de polvo, riego o irrigacion.

Composicidn segun una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 12, en la que los
nucleopoliedrovirus simples de Helicoverpa armigera estan mezclados con un abono, un

fertilizante o un plaguicida.

Composicidn seguin una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 20, que adicionalmente
comprende un agente potenciador del efecto del nuclecpoliedrovirus sobre Helicoverpa

armigera.

Compasicidn segun una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 21, que adicionaimente
comprende un insecticida basadoe en la bacteria Bacillus thuringiensis seleccionado entre

endosporas de dicha bacteria, cristales de proteinas Cry o mezclas de los mismos.

Un procedimiento para la produccion de cuerpos de oclusion de una cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 10, gue comprende una etapa en la que se alimentan larvas de
Helicoverpa armigera mediante una dieta artificial gue comprende cuerpos de oclusion
del nucleopoliedrovirus de H. armigera que contienen viriones de uno cualquiera de ios
genotipos HearSNPVY-SP1B (CNCM 1-4808) y HearSNPV-LBG (CNCM 1-4807) o mezcias

de los mismos.

Procedimiento segun la reivindicacidn 23, que comprende las etapas de:

)] alimentar larvas de Helicoverpa armigera con una dieta ariificial que
comprende cuerpos de oclusion del nucleopoliedrovirus de H. armigera gue
contienen viriones de uno cualquiera de los genctipos HearSNPV-SP1B (CNCM |-
48006) v HearSNPV-LB6 (CNCM 1-4807) o mezclas de los mismos;

i} mantener las larvas a 23-30°C hasta que se produce su muerte,

i) purificar los cuerpos de oclusidn generados en las larvas triturando los
cadaveres de las larvas en agua, filtrando la suspension resultante, sedimentando
los cuerpos de oclusion, lavando el sedimento y volviendo a sedimentarios;

iv) resuspender el sedimento final en agua a pH neutro;

V) opcionalmente, almacenar la suspension obtenida en una de las siguientes

condiciones:

a) aitemperaiura ambiente,
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25.

26.

27.

28.

29.

30.

b) enrefrigeracién, o congelacién,
cy liofilizar la suspension y conservarla a temperatura ambiente.

Procedimiento segun la reivindicacion 23 ¢ 24, en & que la dieta artificial que recibe

cada larva se suministra;

)] COMO suspension acucsa en forma de gotas, opcionalmente con sacarosa al
10%, en la gue se encueniran suspendidos los cuerpos de ociusion y que,
preferiblemente, contiene también un colorante;

i) en forma soélida, mediante pastillas gue confienen, adicionalmente a los
cuerpos de oclusién del nucleopoliedrovirus de Helicoverpa armigera: 7,2% germen
de trigo, 2,5% proteina de soja, 1,4% levadura de cerveza, 1,9% agar, 2,9% azicar,
1% sales mixias, 0,1% colesterol, 0,4% acido ascdrbico, 0,2% acido sorbico, 0,02%
streptomicina, 0,04% clortetraciclina hidroclorido, 0,1% nipagina, 0,1% nipasol, 0,2%
acido benzoico, 0,1% cloruro de colina, 0,01% vitaminas y 80% agua destilada;

i) iniciaimente como suspension acuosa en forma de gotas como en el apartado

i) v posteriormente en forma sdlida como en el apartado ii).

Procedimiento segun una cualguiera de las reivindicaciones 23 a 25, en el que las larvas

de H. armigera son larvas del quinto estadio.

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 28, en el que los
cuerpos de oclusion con ios gue se alimentan las larvas esian a una concentracion del

rango de 2,00 x 10" a 1,00 x 10° cuerpos de oclusién/ml.

Procedimiento segin la reivindicacion 27, en el que la concentracion es de 1,8 x 10°

cuerpos de oclusidon/mi.

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 28, en el que se

utilizan cajas de 12 pocillos con una larva por pocilio.

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 29, en el que se
utilizan cajas de 12 pocillos con una larva de H. armigera recién mudadas al quinto
estadio y en el gue las larvas se infectan con cuerpos de oclusidn a una concentracion

de 1,8 x 10° cuerpos de oclusién/mi.
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31. Un método para identificar en una muestra la presencia de un nucleopoliedrovirus simple
de H. armigera de un genctipo seleccionado enire HearSNPV-SP1B (CNCM [-4806) v
HearSNPV-LB6 (CNCM [-4807), comprende las etapas de:

)] amplificar mediante PCR el ADN extraido de dicha muestra utilizando una

pareja de cebadores que se selecciona enire las formadas por:

a)  SEQID NO:1 (F-hr1) y SEQID NO:2 (R-hri), o
b) SEQID NO:3 (F-hr5) y SEQ ID NO:4 (R-hr5);

i) analizar el fragmento amplificado para determinar su tamafic 0 su secuencia;
i) digerir el fragmento amplificado con la endonucleasa Ndel,
iv) analizar los fragmentos generados iras la digestidn con Ndel para determinar
el nimero de fragmentos y el tamario de cada uno de slios;
v) concluir que esta presente uno de los genotipos HearSNPV-SP1B (CNCM |-
4806) o HearSNPV-LES (CNCM 1-4807) si:

a) el fragmento amplificado por la pareja de SEQ ID NO:1 y SEQ 1D NO:2 tiene:

i) un tamafio de 2.177 (HearSNPV-SP1B) & 2.117 (HearSNPV-LBE)
nucledtidos;
i) la digestibn de dicho fragmento con la endonucleasa Ndel gensra 6

fragmentos de 857, 508, 381, 308, 78 vy 47 nucledtidos {(HearSNPV-SP1B) & 5
fragmentos de 1.210, 475, 307, 78 y 47 nucledtidos {(HearSNPV-LBG);

iii) la secuencia representada por SEQ 1D NO:5 (HearSNPV-SP1B) o SEQ ID
NO:6 (HearSNPV-LEG);

0, alternativamenie,

by el fragmento amplificado por la pargja de SEQ 1D NO:3 y SEQ 1D NG 4 tiene:

)] un tamafio de 2326 (HearSNPV-SP1B) & 2.330 (HearSNPV-LBS)
nucledtidos;

i) la digestion de dicho fragmento con la endonucieasa Ndel genera 4
fragmentos de 1.120, 917, 211 y 78 nucledtidos (HearSNPV-SP1B)} ¢ 3 fragmentos
de 1.120, 998 y 212 nucledtidos (HearSNPV-LB6);

iit) la secuencia representada por SEQ ID NO:7 (HearSNPV-SP1B) SEQ ID NO:8
(HearSNPV-LEG),
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32. Uso de una composicidn segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 22 como
insecticida.

33. Uso segun la reivindicacién 32, para controlar plagas de los géneros Helicoverpa o

Heliothis.
34. Uso segun la reinvindicacion 33, para controlar plagas del género Helicoverpa.
35. Uso segun la reinvindicacion 34, para controlar plagas de Helicoverpa armigera.
38. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 32 a 35 como inseclicida para plantas.

37. Uso segun la reivindicacion 36, en el que la planta se selecciona entre tomate, pimiento,
algoddn o maiz.

38. Uso segun la reivindicacidn 37, en invernaderos ¢ en cuitivos al aire libre.

39. Uso segun la reivindicacion 38, para cultivos de tomate y en el que la dosis es de entre
10°% y 10" cuerpos de oclusion/mi.
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Fig. 9A

HearSP1B 1 CGAAATCGACAACACCATGCACATTACTACTTTACCCGTAGCCACTGATTACTCAGAACA
HearLPeée 1 CGAAATCGACAACACCATGCACATTACTACTTTACCCGTAGCCACGGATTACTCAGAACA
HearG4 1 CGAAATCGACAACACCATGCACATTACTACTTTACCCGTAGCCGACTGATTACGCAGAACA
HearCl 1 CGAHATpppCAﬁﬂkccpTGCAOAMTACMAOTMTACC?GTAGCGAﬂTpATTAVQOAFAACA
HearNNgl 1 CGAAATCGACAACACCATGCACATTACTACTTTACCCGTAGCCACGGATTACTCAGAACA
HearAus i CGAAATCbACAALACCATG“A CATTACTAC T”TAC”CGT&GCCALT_ATT CGCAGAACA

o kR R I
HearSPL1B 61 AAACAAACTTGATCAGGCCGCCGTCETTGTAGACGACCAATACAATTCGCCATTAGTGTT
HearLB6 &1 AAACAAACTTGATCAGGCCGCCGTCETTGTAGACGACCAATACAATTCGCCATTAGTGTT
HearG4 €1 AAACAAACTTGATCAGGCCGCCGTCGTTGTAGACGACCAGTACAATTCGCCATTAGTGTT
HearCl 61 AAACAAACTTGATCAGGCCGCCGTCGTTETAGACCGACCAGTACAATTCGCCATTAGTGTT
HearNNgl 61 AAACAAACTTGATCAGGCCGCCGTCGTTETAGACCGATCAATACAATTCGCCATTAGTGTT
HearAus &1 AAACAAACTTGATCAGGCCGCCGTCGTTGTAGACGACCAGTACAATTCGCCATTAGTGTT

EIG R o R b i o S I IR i i o S O i o R o

HearSPLiB 121 TCATGACAATTCCAC
HearLB6 121 TCATGACAATTCCAC
HearG4 127 TCATGACAATTCCACA
HearCl 121 TCATGACAATTCCACAC
HearNNgl 121 TCATGACAAT‘CCACACTCAACAALTCTTCTGAACTATGGAATATTCCATCAACAAACAA
HearAus 121 TCATGACAATTCCACACTCAATAACTCTTCTGAATTATGGAATATTCCAACAACAAACAA
EEKF AT F I A F AR A IR A AR AR R KA A FARAA Fhh AREFAAFARA NI A A AR AR A F AR
HearSP1R 181 ATGACATCATCGTTCGAAATCTGCTGTAGGCAACGAATTATCACACACGAGATTATATTG
HearLB6 181 ATGACATCATCGTTCGAAATCTGCTGTAGCCAACGAATTATCACACACGAGATTATATTG
HearG4 181 ATGACATCATCGTTCGAAATCTGCTGTAGCGCACCGAATTATCACACACGAGATTATATTG
HearCl 181 ATGACATCATCGTTCGAAATCTGCTGTAGCGCACCGAATTATCACACACGAGATTATATTG
HearNNgl 181 ATGACATCATCGTTCGAAATCTGCTGTAGGCAACGAATTATCACACACGAGATTATATTG
HearAus 181 ATGACATCATCGTTCGAAATCTGCTGTAGGCACCGAATTATCACACACGAGATTATATTG
X
HearSPlB 41 AAAARAATTA-CGTCATCCGTTTAARATATTGCATCATCTTTARAATTCGAAACCCGCCCGE
HearLB6 AAARAAAATGTCATCATCGTTTTAAAATATTGCATCATCTTTAGATTCGAAACTAGCCCGC
HearG4 1 AAAAAATAA-CATCATC-GTTTTAAARATTGCATCATCTTTAAATTCGAAACTAGCCCGC
Hear(Cl ARARAADTAN-CATCATC-GTTTTAAAAATTCCATCATCTTTAAATTCCGARAACTAGCCCGC
HearNNgl 11 AAAAAAATETCATCATCGTTTTAAAATATTCCATCATCTTTAAATTCCGARAACTTGCCCGE
HearhAus 11 AAAAAATAA-CATCATC-GTTTTAAAAATTGCATCATCTTTAAATTCGAAACTAGCCCGC
Kk ok kA ko oAKk kKX kAR KA K RAKAKAFEFRAKRAEAE kAKX A EF R kKA EEE
HearSP1B 300 GCTTTCATATGAAACCGTCGGCAAAGATCGATAAAATTTATTCTAGAACATTCCACGGCT
HearLPeée 301 GCTTTCATATCAAACCOTCCGGECAAAGATCGATAAAATTTATTCTAGAACATTCCACGGETT
HearG4 299 GCTTTCATACGmAACT”TCGqPAAAAATCHAMAAAMTTTPTTCMA1AKCCTTCCACGGC
HearCl 299 GCITTCATACGAAACTGTCGGCAAAAATCGATAAALATTTGTTCTAGAACGTTCCACGGCT
HearNNgl 301 GCTITTCATATAAAACCGCCGGCAAAAATCGATAAAATTTGTTCTAGAACGTTCCACGACT
HearAus 299 GCITTCATACGAAACTGTCGGCAAAAATCGATAAAATTTGTTCTAGAACGTTCCACGGCT
dEkkhkA kI K x kA hkk * hkAEIKd hhkAAIKRAA Ak AAE dE kA A A K* kkA kA xkx K
HearSP1B 360 TGACCCARAMAAAAACAAATGACGTCATATGGCGTGATCTAGAAATGGTCCAATCACAAACG
HearLB6 361 TGACCCARMAAAAACAAATGACGTCATATGGCGTGATCTAGAAATGGTCCAATCACAAACG
HearG4 359 TGTCCCAAAABAACAAATCGACGTCATATGGCCGATA -~~~ ~~~~-~~ TCCAATCACAAACA
HearCl 359 TGTCCCAAAAAAACAAATGACGTCATATGGCGATA- -~~~ --TCCAATCACAAACA
HearNNgl 361 TGACCCAAAAAAACAAATGACGTCATATGGCGTGATCTAGAAATGGTCCAATCACARACG
HearAus 359 TGTCCCAAAAAAACAAATGACGTCATATGGCGATA----------- TCCAATCACAAACA
Ak KA FRARIEA T IR AR AN A IR AR R LKA ¥ FhkA KRk kA kKA A A K
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HearSPiB 420 TATTCCACGAATCACGCCACGCCCAAAGAT - -AACGTACTTITT-~----~-~~~~ G-~-~~
HearLPeée 421 TATTCCACGAATCACGCCACGCCCAAAGAT - -AACCGTATTTTTAAACTGGCCTTG-
HearG4 408 AATTCCACGAATCACGCCACGCCCAAACATTTAAACCGGTCTIT - i &
HearCl 408 AATTCCACGAATCACGCCACGCCCAAACATTTAAACCGGTCTT---~-------~ G-----
HearNNgl 421 TATTCCACGAATCACGCCACGCCCAAAGAT--AACGTATITTT----------- AAACTG
HearAus 408 AATTCCACGAATCACGCCACGCCCAAACATTTAAACCGGTCTT -~~~ ~~-~~-~~~ G-~~~
LR O Ik kO e o o O S * % L
HearSPL1B 462 ~----- GTTATTTTCGTTCGRAAACGGGCCGTCATCTTTTCGCTTCGA- - -~~~ -~~~ -~~~
HearLB6 474 ------ GATCATTACGTTCGAAACGGGCCGTGATCTTTIGTTTIGA- - - -~~~ - -~ - - -~
HearG4 452 ------ GATCTTTTCCTTTCAAACGGECCGTCGATCTTTTICTTTCGACTCATGACCCARAAA
HearCl 452 ~GATCTTTTCGTTTGAAACGGGCCCTGATCTTTTGTTTCCGACTCATCGACCCAAAA
HearNNgl 468 GCCTTAGATCATTACGTTCCGAAACGGGCCGTGATCTTTTGTTTTGA -
HearAus 452 ------ GATCTTTTCGTTTCAAACGGCCCGTGATCTTTTCGTTTCGACTCATGACCCARAAA
* K ¥k kkAAx AAXFTAAA AR LA T A A AL A AT AL AL A
HearSPLB
HearLB6
HearG4 506 AAACAAATTACGTCATTAGTTTAAAATATTGCATCATCTTTAAATTCGARACTAGCCCGC
HearCl 506 AAACAAATTACGTCATTAGTTTAAAATATTGCATCATCTTTAAATTCGAAACTAGCCCGC
HearNNgI s o s s s s o o e e e e e e e e e e
HearAus 506 AAACAAATTACGTCATTAGTTTAAAATATTGCATCATCTTTAAATTCGAAACTAG "
HearSPiRB 502 ------------ AACCGACGGCAAAGATTGATAAAATTTGTTCTAGAACGTTCCACGGCT
HearLB6 Bld ~--mmmm i m e CTCCTGATATTITTG-~--~-~~~~~-~ CACACGGCA
HearG4 566 GCTTTCATATGAAACCGETCGGCCGAAGATCCATTATAAATETTCTACGAACATTCGATGETT
HearCl 566 GCTTTCATATGAAACCGETCGGCCGAAGATCCATTATAAATETTCTACGAACATTCGATGETT
HearNNgl 514 -------- - TCGTGATATTTIG----------~ CACACGGC-
HearAus 566 GCTTTCATATGAAACCGTCGGCGAAGATCGATTATAAATGTTCTAGAACATTCGATGETT
* % * % E
HearSPlB 550 TGACCCAAAAAAACAAATGACGTCATATAGCGTGATCTAGAAAAAGT--C----~-~----~-
HearLB6 537 CTATTCCAACAA---ATTTTCCGCGCATGTTAAAATCAATTTAA- -~~~ C---mm -
HearG4 626 TGACCCAAAAARAACAAATGACGTCATATAGCGTGATCTAGAAATCGET - -CCAATCACARL
Hear(Cl 626 TGACCCAAAAARAACAAATGACGTCATATAGCGTCGATCTAGAAATCGET - -CCAATCACAAA
HearNNgl 536 ~ACTATTCCAACAAATTTCCGC - - - - ~GCATGTTC AAATCABTTTAAC~w~~~»»~~w
HearhAus 626 TGACCCAAAAAAACAAATGACGTCATATAGCGTGATCTAGAAATCGT - -CCAATCACAAA
* * & * * EE * *
HearSPiB 598 ----------~ AATLACGALALC”LLAAAAAMAACLTALMTTTAAALT””T”TTCQATCA
HearLPeée 579 ~AAATCACGCCACGCCCAAAGATAACCTATTTTTAAACTGGTCTTGGATGT
HearG4 684 CGTATTC CpCGMATFACGCCAOONNCAﬁAOAmpACGTAmeTTUAquGG.VTTGGATCA
HearCl 684 CGTATTCCACGAATCACGCCACGCCCARACATAACGTACTTTTGAACCGGTCTTGGATCA
HearNNgl 578 ---------- ARATCACGCCACGCCCARAAGATAACGTATTTTTAAACTGGTCTTGGATGT
HearAus 684 CGTATTCCACGAATCACGCCACGCCCARAACATAACGTACTTTTGAACCGGTCTTGCGATCA
*hkkkxXKA Bk O T O B O Ok e O
HearSP1B 648 TTTCGTTCGAAACGGCCCETGATCTTTTIGCTTCTATTCATGA- -~ ----~-~~------- -~
HearLB6 629 GTTCGTTCGAAACGGGCCGTGATCTT--------~ TTCATGA-----------------~
HearG4 744 TTTCGTTCCAAACGCACCGTGATTITTGTCTTTTGACTCGTGACCCCCARAAATTARAACAT
HearCl 744 TTTCGTTCCAAACGCGACCCGTGATTTTGTGTTTTCACTCGTGACCCCCAAAATTARNAACAT
HearNNgl 628 GTTCGTTCGAAACGGGCCCTGATCTTTTGCTTCTATTCATGA- -~ -~~~ -~~~ ~~- - - -~
HearAus 744 TTTCGTTCGAAACGCACCGTGATTTTGIGTTTTGACTCGTGACCCCCAAAATTAAAACAT

kkkXxkhkAkkkAxk Ahkkkrxk Ak L
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o b
HearG4 804 TATTTTGCACACGGCACTATTCCAACAAATTTTCCCGCGCATGTTAALAATCAGTCGCCACG
Hear(Cl 804 TATTTTGCACACGGCACTATTCCAACAAATTTTCCGCGCATGTTAAAATCAGTCGCCACG
HearNNgl 000 — - oo oo oo o o o e -
HearAus 804 TATTTTGCACACGGCACTATTCCAACAAATTTTCCGCGCATETTAAAATCAGTCGECCACG
HearSPLE 690 -~ mmrm e T -BAAGEA -~~~ - -~ mmmmm e m it m e o m
HearlBs 662 - - m - - - COC A A - - - - - - — - m m o m e -
HearG4 864 CCCAAAGATAACGTATTTTT-ATGL ATLT”TMCG "TCGAAACCGGECCETGATATTTTCAT
Hear(Cl 864 CCCAAAGATAACGTATITTT-ATGGATCGTGTTCGTTCCGAAACGEECCGTGATATTTTCAT
HearNNgl 6T0 e ~-TT-GAGGA - - e
HearAus 864 CCCAAAGATAACGTATTTTT-ATGGATGTGTTCGTTCGAAACGGGCCGTGATATTTTCAT
*

HearSPI1R 597 ~-AAAARCAAATTACGTCATCCGTTTACGCGATATTGCATCATCTTTARAATTCARAALC
HearlB6 670 - ----~-AAAANACAAATTACGTCATCCGTTTACGGATATTCCATCATCTTTARATTCGAAAC
HearG4 923 GACCCAAARAAACAAATTACGTCATCCEGTTTAGGATATTGCATCATCTTTAAATTCARARAAC
HearCl 923 GACCCAARAAAACAAATTACGTCATCCETTTAGGATATTGCATCATCTTTAAATTCARAAAC
HearNNgl 677 ------ AABAACARATTACGTCATCCETTTAGGATATTGCATCATCTTTAAATTCGAAALC
HearAus 923 GACCCAAAAAACAAATTACGTCATCCGTTTAGGATATTGCATCATCTTTAAATTCAAAALC
FhA I A A A A A A A I A A A A A A A A A A A A A AL A A A A A S A A A A A A A A A A A AR A A A h ARk

HearSP1R 751 TAGCCCGCGCTTTCATATGAAACCGTCGECAAAGATTGATARAATTTGTTCTAGAACGTT
Hear1LB6 724 TAGCCCGCGCTTTTATATGAAACCGTCGGCAAAGATTGATAARATTTGTTCTAGAACGTT
Hear(G4 983 TAGCCCGUCGCTTTCATATGAAACCGTCGGCAAAGATTGATAAAATTTGTTCTAGAACGTT
Hear(Cl 983 TAGCCCGUCGCTTTCATATGAAACCGTCGGCAAAGATTGATAAAATTTGTTCTAGAACGTT
HearNNgl 731 TAGCCCGCGCTTTCATATCGAAACCGTCGGCAAAGATTGATAAAATTTGTTCTAGAACGTT
Hearhus 983 TAGCCCGCGCTTTCATATGAAACCGTCGGCAAAGATTGATAAAATTTCGTTCTAGAACGTT
FAEEREAAETEXALTRITA XA AT AT AR XA AT AAA AT A AL AT A AT XA TR AA AT XA S A A A AT X%

HearSP1RB 811 CCACGGCTTGACCCAAAAAA-CAAATGACGTCATATAACGTGATCTAGAAAALAGTCGAAT
HearLB6 784 CCACGGTTTGACCCAAAAALAACAAATGACGTCATATAGCGTGATCTAGAARAAAGTCGAAT
HearG4 1043 COACGGEC - - m - m o m oo oo o oo o o e e — -
Hear(Cl 1043 CClACGEC T - - m - m m o o oo o oo e e o e e e e oo
HearNNgl 791 CCACGGUTTGAACCAAAAAAACAAATGACGTCATATAGCETGATCTAGAAAAAGTCGAAT
HearhAus 1043 COACGGU T~ ~ -~ - mmmmmm m o e e o

*ERAAL X

HearSP1B 870 CACGAGACGCCCAAAGATAACGTACTTTTARACTCGGTCTTGETTATTTTCGTTCGARACG
HearlLB& 844 CACGAGACGCCCAAAAATAACGTACTTTTARAACCCGCGTCTTATATCTTTTCGTTCGALAALCGE
HearG4d  mm et o o e e e e oo
HearTl 0000 s o s e s e s m e o o e oo
HearNNgl 851 CACGAGCCGCCCAAAAATAACGTACTTTITAAACTCGCTCTTGGATCTGTTCETTCGAAACG
HeaTAuUs 00 m e e e e m m m e e e e e e e e -
HearSP1RB 930 hCCGTGATF‘TF“TTG"‘TTC(‘ATTCAT ACCCAAAAAMACADATGACATCATTTACCALAG
HearlB§ 904 GGCCGTGATTTTTTGCTTCGATTCATGACCCAALAAAAACAALATGACATCATCTACCAAAG
HearG4 S TCGACCCAAAAMANCADATCGACATCATCTACCARMAG
Hear(Cl 1051 - ---- wm e e = STGACCCAAAAAANCABATCGACATCATCTACCAANG
HearNNgl 211 GGCCGTGATCTTTTGTTTCGACTCGTGACCCAAAAAAACAAATGATATCATCTACCAAAG
Heardus 1051 —---- o e e TGACCCAARARADACAAATGACATCATCTACCARMAG

kkkXHxkhkAk kX xhhkAhkkkx Khkhkk XxhhkiAhkkx
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ATAATGTTTCCCGCGCACGTTTAAACTAGTCTTGGATCTTTTCGTTCGAAACGGGCTGTG
ATAATGTTTCCCGCGCACGTTTAAACTAGTCTTGCGATCTTTTCGTTCGAAACGGGCCGETG
ATAATGTTTCCCGCCCACGTTTAAACTAGTCTTCCGATCTTTTCGTTCGAAACGGGCCGETG

ATAATGTTTCCCGCCGCACGTTTAAACTAGTCTTCCATCTTTTCEGTTCGAAACGGGCTGTG
ATAATGTTTCCCGCCGCACGTTTAAACTAGTCTTCCATCTTTTCEGTTCGAAACGGGCCGTG

A A KA FRAX AT AT FRAX AT AT A RAX AT AT FRL XX EFRAX AT XTI R AA X T X EFE A%k
ATCTTTTTGCTTCGAGTCATGACCAGARAAANAANCCGATTAAGTCATTTTGCACACGGCT
ATCTTTTTGCTTCGAGTCATGACCAGARAAANAANCCGATTAAGTCATTTTGCACACGGCT
ATCT-TTTGCTTCGATTCATGACCAG- ~-AAAAAACCGATTAAGTCATTTTGCACACGGCT
ATCT-TTTGCTTCGATTCATGACCAG- -AAAAAACCGATTAAGTCATTTTGCACACGGCT
ATCTTTTTGCTTCGAGTCATGACCAGAAAAALRANCCGATTAAGTCATTTTGCACACGGCT
ATCT-TTTGCTTCGATTCATCGACCAG- ~-AARAAANCCCGATTAACGTCATTTTGCACACGGCT
hhkh KEAAEFRAAE FFEFRAIFAAS A AR A A A AR AR A A F AR A AN R AR E AR AR A S A F

CTCTTTGARAAACAAATTACGTCATAARAACGTGATTATAGAATCGTCCAATCAAAAACGA
CTCITTGAAAAACAAATTACGTCATAARACGTGATTATAGAATCGTCCAATCAAAAACGA
CTCITTGAAAANCABATTACGTCATAAAACGTCGATTATACGAATTGTCCAATCARAAACGA
CTCITTGAAAANCABATTACGTCATAAAACGTCGATTATACGAATTGTCCAATCARAAACGA
CTCTTTGAAAAACAAATTACGTCATAAAACCGTGATTATAGAATCGTCCAATCAAARAACGA
CTCTTTGAAAAACAAATTACGTCATAAAACGTCGATTATAGAATTGTCCAATCAAALAACGA
R R E T R

ACACGAATCGCGTCACGCGCACGARATTTACTATTCCGACTTGACCTAAAD -~~~ - -~~~ ~
ACACGAATCGCETCACGCGCACGAAATTTACTATTCCACTTGACCTAAAD ~ ~ ~ - = =~~~ =
ACACGAATTGCCTCACGCACACGARATTTACTATTCGACTTGACCTATACGTTACGCCAL
ACACGAATTGCGTCACGCACACGAAATTTACTATTCGACTTGACCT - - -~~~ -~~~ - - -~
ACACGAATCGCGTCACGCGCACGAAATTTACTATTCGACTTGACCTAAAR -~ -~~~ -~~~
ACACGAATTGCGTCACGCACACGAAATTTACTATTCGACTTGACCT ~ ~ v v v e o
FEFERAKAT KA RAXAFTAE AAX A XXX F A A X AT AT AR A XA R XA IR

- - - -ABACAAAGAACGTA----- e

- - - -AAACAAAGAACGTA---- - T

ATTTAAAAATTGAACATAAAAATTTACCGCACTTTTTTARAACTGGTCTTGGATCTTATCE

—————————— ATACGTTA -~~~ ~CCC A == === mm e m o mmmmmmmmmmm

- - - -AAACAAAGAACGTA----- o

—————————— ATACGTTA- - - - ~CGCC - m = mmm o m oo mm e oo
* * & *

TTCGARACGAGCCGTCGATCTTTTGCTTCTATTCATGATTCAGGAAAAAACA - - ~AATGAC
———————————————————————————————————————————————— ACATTTAAAAAT
-~~~ -ACG--~AATCAC

———————————————————————————————————————————————— ACATTTARAAAT
* & * &k *

GCCA-CGCCCAAACATAAC- - ~-GTACTTTT - -AAACTGCTCTTGGATCATTTCETTCG?
GCCA-CGCCCAAACATAAC- - ~-GTACTTTT - -AAACTCGGTCTTGGATTATTTCCTTCGAA
ATCATCGACCAARAATTCCCGCGCATATTT - -AAACTG-TCTTGGATCTTTTTGTTTGAA

TGAA-CATAAAAATTTACC- - -GCGCTTTTTTAAACTGCTCTTGGATCTTATCGTTCGAA
GCCA-CGCCCAAACATAAC- - -GTACTTTT - -AAACTGGTCTTGGATCATTTCGTTCGAA

GAA-CATAARAAATTTACC- - -GCGCTTTTTTAAACTGCTCTTGGATCTTATCGTTCGAA
* % *xx K K * dkk  kEkKkAkEkA kEkAkEkAkEAE Kk * *Ekk AEk*

12/38



WO 2015/197900

HearSPLB 1301
HearlLBé 1275
HearG4a 1497
HearC 1389
HearNNgl 1282
HearAus 1389
HearSPIR 1360
HearlLB6 1333
HearG4 1555
HearCl 1449
HearNNgl 1340
HearAus 1449
HearsSP1R 1417
HearLB6 13920
Hear(G4 1615
Hear(Cl 1508
HearNNgl 1397
HearhAus 1508
HearSP1B
HearlLB&

HearG4

Hear(C1l

HearNNgl
HearAus 1567
HearSP1RE 1471
HearlBé 1444
HearG4 1663
HearCl 1557
HearNNgl 1452
HearAus 1627
HearSPLE 1512
HearlLBé 1485
HearG4a 1704
HearC 1598
HearNNgl 1493
HearAus 1686
HearSP1R
HearlB6

HearG4

Hear

Hear 1553
-

PCT/ES2015/070490

Fig 9A Continuacion
ACGCECCETEATCTTTTGTTTCGCTTCATCGACCCAA - AAAARACAAATEACATCATCAC!
ACGGECCETEATCTTTTAGTTTCGCTTCATGA - CTTA - AAAAAACAAATGACATCATCAC
ACGGECCCTEATCTTTTAGTTTCGACTCATGACCCA - - AARAAACAAATGACATCATCGA
ACGAGCCCTCATCTTTTGCTTCTATTCATCATTOAGCAARAAACAAATCACATCATCAA
\CGGECCATGATCTTTTATTTCECTTTGTAACCCA - - ARAAAACAAATCACATCATCGCC
‘GAGCCETCATCTTTTGCTTCTATTCATCGATTCAGEAAAAAACAAATOACATCATCCAC

* Ak AArA AL A A A A AALk KXk * * % Kk FhrAAE I AT b rd LIt T hraAd X
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CATAAC- - -GTACTTTTAAACTAGTCTTGGATATTTTCCGTTCCGAAACGGGCCGETGA
AAABTAAC- - -GTACTTTTAAACTGGTCTTGGATCATTTCGTTCGAAACGGGCCGTGA
NABMATTCCCGCGCATGTTTAAACTAGTCTTGGATCTTTTTGTTTCAAACGGGCCETAA
AAATTCCCGCGCATATTTAAACT -GTCTTGGATCTTTTTGTTTCAAACGGGCCETGA
AACATAAC- - -GTACTTTTAAACTGETCTTGGATCTTTTCGTTCGAAACGGGCCETGA
ZWAATTCCCGCGCATATTTAAACT -GTCTTGCGATCTTTTTGTTTGAAACGGGCCGTGA
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TCTTTTGTTTCGCTTCGTCGACCCAAAAAAACAAATTACGTCATCGACCAAAG-TA- - - - -
TCTTTTGTTTCGCTTCGTGACCCAAAAAANCAAATTACGTCATCGACCAAAG-CA- -~~~

TCTTTTCT-TCGACTCGTGACCCAAARAAANCAAATCGACATCATCGACC - -~~~ ~ A-vee-
TCTTTTCTTTCGACTCGTGACCCAAAAAANCARAATCGACATCATCGACC -~ -~~~ A-vee-

TCTTTTCCTTCGATTCATGACCCAAAAAAACAAATCGACATCATCTACCAAAGATA ~ ~ - -~
TCTTTTGTTTCGACTCETGACCCAAAAAAACAAATGACATCATCGACARAAT -CCGCGECA

kkhkkhhkEk  hhkk  kk FhkERAREIAFAAAREIAFE Ah KA FhE k¥
TATTAACTGTCTGATCTTTGTTCAAACGGGCCETCGATCTTETTCGACTCGTGACCAAARA

——————————————————— AAAATTCTTGCGCATGTTTAAACTAGTCTTGGATATTTTCG
——————————————————— AARATTCTTGCGCATGTTTAAACTAGTCTTGGATATTTTCG

~AAAATTCCCECGCATCTTTAAACTAGTCTTGCATCTTTTTG
——————————————————— AABATTCCCGCGCATGTTTAAACTAGTCTTGGATCTTTTTG
——————————————————— ATGTTTCCCGCGCATGTITTAAACTGGTCTTGGATCATTTCG
ACAAATGACATCATCGACCAAAAATCCCGCGCATGTTTAAACTAGTCTTGGATC-TTTCG

* Fh A EEARAXREFRFAAY AEEARA X AL hAA %

TTCGRAAACGGGCCGTCGATCTTTTGTTTCGCTTCGTGACCCARAAAAACAAAT - - - -~~~ ~
TTCCGAAACGGGCCGTCGATCTTTTGTTTCGCTTCGTGACCCAAAAAAACAAAT - - -~ - - - -
TTCAAAACATGACGTAATCTTTCG-TTCTACTCGTGACCCAAAAAAACAAAT - - -~ - - -~
TTCAAAACATCGACGTAATCTTTCG-TTCTACTCGTCGACCCAAAANRACAAAT -~ -~~~ ~ =
TTCCGAAACGCGGCCGTCGATCTTTTGTTTCGCTTTGTCGACCCAAAAAAACAAATGACATCAT
TTCAAAACATGACGTAATCTTTCG-TTCTACTCGTGACCCAAAAARACAAAT -~ -~~~ - =
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HearSPIB 1564 —-----m - o mmmm e oo o e e oo TACGTCATTCGTTTAAAATATTG
HearlLBé 1537 -TACGTCATTCATTTAAAATATTG
Heard4 1755 -TACGTCATTTATTTAAATTATTG
HearCl T T TACGTCATTTGTTTAAATTATTG
HearNNgl 1613 CGGGCCATGATCTTTTCATGACCCAAAAAAAACAAATTACGTCATCCGTTTAGEATATTG
HearAus 5 B TACGTCATTTGTTTARATTATTC
*hkk KAk hk * Kk k& * Kk k&

HearSPiB 1587 CATCATCTTTAAATTCGAAACCCGCCCGCGUTTTCATATGAAACCGTCGRCEAAGATCCA
HearLB6 1560 CATCATCTTTAAATTCOAAACCCGCCCECECTTTCATATGAAACCGTCGACAAAGATCEA
HearG4 1778 CATCATCTTTAAATTCAAAACTCGCCCEGECTTTCATATAAAACCATCGRCGARGATCGA
HearC 1672 CATCATCTTTAAATTCAAAACTCGCCCECECTTTCATATARAACCETCGGCGAAGATCGA
HearNNgl 1673 CATCATCTTTAAATTTGAAACTAGCCCGCACTTTCATATCAAACCGTCGCCEARGATTGA
HearAus 1760 CATCATCTTTAAATTCAAAACTCACCCECECTTTCATATARAACCATCOCCCAAGATCGA
dk kK k Kok Ak Ak dhk kA * % KX Ak hAxk Fhhdddhhr A dh Add XA hbhddhd XA kAA KA

HearSPiB 1647 TAAAATTTOTTCTAGAACATTCGATGCTTTCGACCCARAAAAACARATGACCTCATATAGC
HearLB6 1620 TAAAATTTGTTCTAGAACATTCGATEGTTTGACCCARAAAAACAAATGACATCATATAGE
Heard4 1828 TAAAATTTGTTTTAGAACATTCCACGGCTTGACCCARAAAAACAAATGACATCATATAGE
HearCl 17232 TAAAATTTGTTTTAGAACATTCCACGGCTTGACCCARAAAAAACAAATGACATCATATAGE
HearNNgl 1733 TAAAATTTETTCTAGAACATTCGATGECCCGACCT- -AARAAACAAATTACGTCATATAGC
HearAus 1820 TAAAATTTGTTTTAGAACATTCCACGGCTTGACCCAAAAAAACAAATCACETCATATAGC
dhkEkxA A b A AL d KA AA A A A AAAE K kK * ok kK AhAdd kA A hE FEIkxA A A A A A AR

HearSPIR 1707 GTG-~-------- COTCCAATCACAACACGAATCACGCCTTGTCTAAAGATAACATTTCC
Hear1B6 1680 GQTG---------- CETCCAATCACAACACGAATCACGCCTTGTCTAAAGATAACATTTCC
HearG4 1898 GTCATTTGGAAATCETCCAATCACAACACGAATCACGCCTTATCTARAGATAACATTTCC
HearCl 1792 GTCATTTGGAAATCGTCCAATCACAACACCAATCACGCCTTATCTAAAGATAACATTTCC
HearNNgl 1791 GTG----------COTCCAATCACAACACGAATCACGCCTTATCTAAAGATAACATTTCC
HearAu 1880 GTGATTTGAAAATCGTCCAATCACAACACGAATCACGCCTTATCTARAGATAACATTTCC
* ok k AR I AT HFAAAI AL T T AA AL T A A ARSI AT A A A AT A AT A A YT hk

HearSP1B 1757 COCGCATGTTTAAACTAATCTTGCATCTTTTCOTTCCGARACCGECCATEETCTTTIGTTT
HearLB6 1730 CQCGC -~ = mmmmm o mm CQGECCATGATCTTTTGTTT
Hear@4 1958 CGCGCATGTTTAAAATAGTCTTGGATCTTTTCATTCEARACGGECCGTAATCTTTTGTTT
HearCl 1852 CGCGCATGTTTAAAATAGTCTTGGATCTTTTCATTCEARACGGECCGTAATCTTTTGTTT
HearNNgl 1841 CGCGCATGTTAAAACTAATCTTGGATCTTTTCETTCGAAACCGGCCETCATCTTTTGTTT
HearAus 1940 CGCGCATGTTTARAATAGTCTTGGATCTITTCGTTCOAAACGGECCGTEATCTTITGTTT
* ok ok ko ThEhdAdAd Ik FThAhAx I KXk h A

HearSP1B 1817 CAATTCATGATTTAGAAAAAAA- - CGAACATAAAATTTTACCECGCATTTTTAAACTAGT
HearlB6 1755 CAGTTCATGATTTAGAAAAAAAAACGAACATAAAATTTTACCGCGCATTTTTARACTAGT
HearG4 2018 COACTTATGATTTAGAAAAAAA- - COAACATAAAATTTTACCGCGCATTTTTAAACTAGT
HearCl 1912 CGACTTATGATTTAGAAAAAAA - - CGAACATAAAATTTTACCGCGCATTTTTAAACTAGT
HearNNgl 1901 CAATTCATGATTTAGAAAAAAA--CGAACATAAAATTTTACCGCECATTTTTAAACTAGT
HearAus 2000 CGACTTATGATTTAGAAAAAAA- - CGAACATAAARATTTTACCGCGCATTTTTAAACTAGT
* ¥ kA AAEI AT A A AL LA LN AAXIA T T AAAEIA TR AA LTI A T A A AL A AT HAAd %k

HearSPiB 1875 CTAGGATCTTTTTGTTCAAAACGTECCOTGATCTTTTCGTTCAAAACGEGCCATGATCTT
HearLB6 1815 GTTGGATTTTTTTGTTTGAAACGAGCCATGATCTTTTCGTTCGARACGAGCCATGATCTT
HearG4 2076 CTAGGATCTTTTCGTTCAAAACGEGCCETAATCTTTT -GTTCAAAACGAGCCETAATCTT
HearCl 1970 CTAGGATCTTTTCGTTCAAAACGGGCCETAATCTTTT -GTTCAAAACGEGCCETAATCTT
HearNNgl 1959 GTTCEATTITTTTGTTTGAAACGAGCCGTGATCTTTTCGTTCEAAACGEECCETGATCTT
HearAus 2058 CTAGCATCTTTTCOTTCAAAACGEGCCETAATCTTTT - QT TCAAAACCAGCCETAATCTT

R Thdhh dddhkd Ahkddd A Ahkdd AdAhdAdd A AAA Ak Rk

HearSP1R 1235 TTCCTTCGAAACGGGCCGTGATCTTTTGTTTCGCTGACTCGTGACCCAAAAAAACAAATT
HearLB6 1875 TTCGTTCGAAACGGGCCGTGATCTTTTGTTTCGCTGACTCCGTGACCCAAAAAANCAANTC
HearG4 2135 TTCGTTCGAAACGGGCCETGATCTTTTGTT - -~ ~-CT-ACTCATGACCCAAARAAANCAAATT
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TTCETTCGAAACGGGCCGTCGATCTTTTGTT - - -CT-ACTCATGACCCAAAAAAACAAATT
TTCCTTCGAAACGGGCCGTCGATTTTTTGTTTCGCTGACTCGTGACCCAAAAAANCARAATT
TTCCTTCGAAACGGGCCGTCGATCTTTTGTTTCGCTGACTCGTGACCCAAARAAAACAAATC
FAEEAEF AR A XL SR A ARE R AL AR A kA A Fh khEkE REAAEERAAAE A A EF ALY

ACGTCATTCGTTTAAAATATTGCATCATCTTTAAATTCGAAACTCCGCCCGCGCTTTCATA
ACGTCATTCGTTTAGAATATTGCATCATCTTTAAATTCGARAACTCGCCCGCGCTTTCATA
ACGTCATCCGTTTAGGATATTGCATCATCTTTAAATTCARAAACTAGCCCGCET ’

ACGTCATCCGTTTAGGATATTGCATCATCTTTAAATTCAAMACTAGCCCGCCECTTT
ACGTCATTCGTTTAAAATATTGCATCAT -TTTTAATTCGARACTCGCCCECGCTTTCAT
ACGTCATCCGTTTAGGATATTGCATCATCTTTAAATTCAAAACCCGCCCGCEGCTTTCATA
A I KAEF AKX AFAE AKX AKX EFRALAF KA R KA KAE hAkd KA RAAARXEF ALK
CGAAACCGCCGGCAAAGATCGETAAAATTTGTTCTAGAACGTTCCACGGCTTGACCCARA
CCGAAACCCETCGGCAAAGATCGATAAAATTTGTTCTAGAACGTTCCACGGCTTGACCCA]
TGAAACCGTCGGCAAAGATCGGTAAAATTTGTTCTAGAACGTTCCACCGGCTTGACCC -
TCGAAACCETCGGCAAAGATCGGTAAAATTTGTTCTAGAACGTTCCACCGGCTTGACCC-AA
CAAAACCGTCGGCGAAGATCGGTAAAATTTGTTCTAGAACGTTCCACGGCTTGACCCAA?
TGAAACCGTCGGCAAAGATCGGTAAAATTTGTTCTAGAACGTTCCACGGCTTGACCC-AA

FERFEAE hEAA KA AEFRE AL AR FARE X AL IR A I A A AR F AR F XA S IR AR E S FF
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AAAACAAATGACGTCATATGGCG-----~------- -~ TTTAATCGTCTCTGGCGETACAAA
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Fig 98

earSP1B 1 CTAGCCGGTCCGTTTCTGTTGACGCTGAACGCTGTATGTTTCGATGCGCGTACCGTTCTTTG
earLBé 1 CTAGCCGGTCCGTTTCTGTTCGACGCTCGAACGCTGTATGTTTCGATECCGTACGCETTCTTTG
earGd 1 CTAGCCGGTCCGTTTCTGTTCGACGCTCGAACGCTGTATGTTTCGATECCGTACGCETTCTTTG
earCl 1 CTAGCCGGTCCGTTTCTGTTGACGCTGAACGCTGTATGTTTGATGCGGTAGCGTTCTTTG
earNNgl 1 CTAGCCGGETCCGTTTCTGTTGACGCTGAACGCTGTATGTTTGATGCGETAGCGTTCTTIGC
earAus 1 CTAGCCGGTCCGTTTCTGTTGACGCTGAACGCTGTATETTTGATGCCGETAACGTTCTTTG

e kR R R s T
iearSPLB 61 CGAGCGTTCATTGCACGTCGGACTTCGTCTACAGTCGTGTCGCGATATGTATGCGGGCAT
earLB6 61 CGAGCGTTCATTGCACGTCGGACTTCGTCTACAGTCGTGTCGCGATATGTATGCGGGCAT
earG4 el CGAGCGTTCATiGC ”GTCLGALMT CGTCCACAGTCGTCGTCECGATATGTATGCGGACAT
earCl 61 COAGCGTTCATTG TTCCTCTACAGTCETCGTCGCCGATATGTATGCGGACAT
earNNgl 61 CGA?CGTTCATTGC' C TTCCTCTACAGTCETCGTCGCCGATATGTATGCGGGCAT
earAus &1 UGAGCGTTCATTGPA\uTLUqACTTCGT?TACﬁuT\qTGTCGLUATA;u TATGCGGACAT

AR AKX FRAR I AT FRAR I AT FRARIEY FRAR I I AT FRAR I I XTI RAR X I X FH K Kk %
earSPLB 121 TTTATTTCCATAGCCACAATCGTETCCGTCOTCTAGAATAAAGTAGGCETCCGGCCATGECG
earLB6 121 TTTATTTCCATAGCCACAATCGTETCCGTCOTCTAGAATAAAGTAGGCETCCGGCCATGECG
earG4 127 TTTATTTCCATGGGCACAATCGTCTCGTCGTCTAGAATAAAGTAGGCGTCCGGCCGATGECG
earCl 121 TTTATTTCCATGGGCACAATCGTIGTCETCGTCTAGAATARAGTAGGCGTCCGGCGATGECG
earNNgl 121 TTTATTTCCATAGGCACAATCGTGTCETCGTCTAGAATARAGTAGCGCGTCCCGCGATECG
arAus 121 TTTATTTCCATGGGCACAATCETGTCCTCETCTAGAATAAACTAGGCGTCTCGGCGATECG

B R A s T s
earSP1R 181 GAATGTAATCCGTATTTGCTAAAGAACATACCGCAATCCGAGAACAGTCTCTIGTAATTTTT
earLB6 181 GAATGTAATCCGTATTTGCTAAAGAACATACCGCAATCCAGAACAGTCTCTIGTAATTTTT
earG4 181 GAATGTAATCCGTATTTGCTAAAGAACATACCGCAATCCAGAACACGTCTCTGTAATTTTT
earCl 181 GAATGTAATCCGTATTTGCTAAAGAACATACCGCAATCCAGAACACGTCTCTGTAATTTTT
earNNgl 181 GAATGTAATCCGTATTTGCTAAAGAACATACCGCAATCCGAGAACAGTCTCTGTAATTGETT
earAu 181 GAATGTAATCCGTATTTGCTAAAGAACATACCGCAATCCGAGAACAGTCTCTGTAATTTTT

R R N Y
earSP1B 241 TTATTAGTTTCGCGTTCGACACATTCACGAACCAGATTCAAAAGCGATTCATTGTTTTTC
earLB6 241 TTATTAGTTTCGCGTTCGACACATTCACGAACCAGATTCAAAAGCGATTCATTGTTTTIC
earG4 241 TTATTAGTTTCGCGTTCGACACATTCACGAACCAGATTCAGAAGCGATTCATTGTTTTIC
earCl 241 TTATTACGTTTCGCGTTCGACACATTCACGAACCAGATTCAGAAGCGATTCATTETTTITTC
earNNgli 241 TTATTACTTTCGCGTTCCGACACATTCACGAACCAGATTCAGAAGCCGATTCATTCGTTTTTC
earhus 2471 TTATTAGTTTCGCGTTCGACACATTCACGAACCAGATTCAGAAGCGATTCATTGTTTTTIC

R R R R R R T
earSP1B 301 ACGCAAGTTTCCTGTTCCAATCCGTAGGTCAGCGCCGGAATCGGTCGCAGACCAATGCCG
earLBé 301 ACGCAAGTTTCCTGTTCCAATCCGTACGTGAGCGCCGEGAATCCGGETCGCAGACCAATGCCG
earGd 301 ACGCAAGTTTCCTGTTCCAATCCGTAGGTG AFCGCCSGAATCGUTCCCAuAVVAA.q,Lu
earCl 301 ACGCAAGTTTCCTGTTCCAATCCGTAGGTGAGCGCCGGAATCGGTCGCAGACCAATGCCG
earNNgl 301 ACGCAAGTTTCCTGTTCCAATCCGTAGGTG CGCCGGAHTCGGTFCCAuACCLA”GCCG
earAus 301 ACGCRACGTTTCCTGTTCCAATCCGTAGGTGAGCGCCGGAATCGGTCGCAGACCAATGCCG

e kR R L L L
earSP1B 361 CTGCTGCTGTTCGTATTAGATCCCGAAGCAGTTTCGTCGATCGAGCCGCAACAAARACCAT
earLB6 361 CTACTGCTGTTCGTATTAGATCCCGAAGCAGTTTGTCGATCGAGCCGCAACAAALACCAT
earG4 361 CTGCTGCTIGTTCGTATTAGATCCCGAAGCAGTTTCETCGATCCGAGCCGCAACAAARNCCAT
earCl 361 CTGCTGCTGTTCGTATTACGATCCCGAAGCAGTTTGTCCGATCGAGCCGCAACAAARMACCAT
earNNgl 361 CTGCTGCTGTTCGTATTAGATCCCGAAGCAGTTTGTCGATCGAGCCGCAACAAAAACCAT
earAus 361 CTGCTGCTGTTCGTATTAGATCCCGAAGCAGTTTCTCGATCGAGCCEGCAACAAAAACCAT

AK KA F R AR A AT IR AR I A AT IR AR I I AT IR AR I AT IR AR I I AT IR AR XA A IR A KK
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Fig 9B Continuacion

HearSP1B AGCGGGTTCGTCCGATTGTCCACGTGTTGCTTTITTCCGATTTCCATGATTTCATGCCGTGAL
HearLPeée AGCGGGTTCGTCEATTGTCCACGTGTTGCTTTTTCGATTTTCATGATTTCATECCGTGAL
HearG4 21 AGCGGETTCCTCEATTGTCCACGTGTTCCTTTTTCCGATTTTCATGATTTCATGCCGTGAC
HearCl L AGCGEETTCGTCGATTGTCCACGTGTTGCTTTTTCCGATTTTCATGATTTCATGCCGTGAC
HearNNgl L AGCGGETTCGTC pTTGTCCACGTGTTGLliLllCGAliLlCA"pTHTCA"FChTGAﬂ
HearAus AGCGGGTTCGTCCGATTGTCCACGTGTTGCTTTTTCGATTTTCATGATTTCATGCCETG
e kR R N L L
HearSPL1B 481 AATAATTGTGTTATGCTTTTCAGTTGACTCACATAATTGGTAAAACACGTATTTGTCAAAT
HearLB6 481 AATAATTGTGTTATGCTTTTCAGTTGACTCACATAATTGGTAAAACACGTATTTGTCAAAT
HearG4 481 AATAATTGTGTTATGCTTTTCAGTTCGACTCACATAATTGGTAAAACAGTATTTGTCARAT
HearCl 481 AATAATTGTCTTATGCTTTTCAGTTCACTCACATAATTGGTAAAACAGTATTTGTCAR
HearNNgl 481 AATAATTGTCTTATGCTTTTCAGTTCACTCACATAATTGGTAAAACAGTATTTGTCAR
HearAus 481 pATHATTpTUTmATpCTTT¢vAmeUACTOACATAMTTOFTAAHAOAFTATMTTTCAAAM
AR A KA IR AR AR AT IR AR I I AT IR AR I A AT IR AR I I AT IR AR I I AT IR AR XA A IR AR LK
HearSPLiB 541 ATGTTCTGCTGTTCGGCGGTGAGCAAATCCOCACGGCGACACTAATCATTTGGTCATTTTT
HearLB6 541 ATGTTCTGCTGTTCGGCGGTGAGCAAATCOCACGGAGACACTAATCATTTGGTCATTTTT
HearG4 547 ATGTTCTCGCTGTTCGGCGGTGAGCAAATCGCACGGAGACACTAATGATTTGGTCATTTTT
HearCl 541 ATGTTCIGCTGETTCGGCGGETGAGCAAATCGCACGGAGACACTAATGATTTGGETCATTTTT
HearNNgl 541 ATGTTCTIGCTCETTCGGCGGTGAGCAAATCGCACGGAGACACTAATCGATTTGETCATTTTT
HearAus 541 ATGTTCTGCTCTTCGGCGGTCAGCAAATCGCACGGAGACACTAATGATTTGETCATTTTT
B R S EEE e a2 T 2
HearSP1R 601 GTGGTCGACATGGTCACGCGCAATAATATATTATAAATTATATTTCGTGAGAAGCCAATC
HearLB6 601 GTGGTCGACATGGTCACGCGCAATAATATATTATAAATTATATTTCGTCGAGAAGCCAATC
HearG4 601 GTGGTCGACATGGTCACGCGCAATAATATATTATAAATTATATTTCGTGEGAGAAGCCAATC
HearCl 601 GTGGTCGACATGGTCACGCGCAATAATATATTATAAATTATATTTCGTGEGAGAAGCCAATC
HearNNgl 601 GTGGTCGACATGGTCACGCGCAATAATATATTATAAATTATATTTCGTCGAGAAGCCAATC
HearAus 601 GTGGTCGACATGGTCACGCGCAATAATATATTATAAATTATATTTCGTCGAGAAGCCAATC
R R
HearSPlB 661 GAGAAGTTTTACGTACACGGC C(“‘ WCTGTAGCGTGTTATCGGATTCACTGTATTTAACTAG
HearLB6 661 GAGAAGTTTTACGTACACGGCCGACTCTAGCGTGTTATCGGATTCACTGTATTTAACTAG
HearG4 661 GAGAAGTTTTACGTACACGGC ClCT—TA”ChTGTTATChG\TTCPCmGTATTTAﬁ”TAG
Hear(Cl 661 GAGAAGTTTTACGTACACGGCCCGACTCTAGCGTGTTATCGGATTCACTGTATTTAACTAG
HearNNgl 661 GAGAAGTTTTACGTACACGGCCCGACTGTAGCGTGTTATCCGGATTCACTETATTTAACTAG
HearhAus 661 GAGAAGTTTTACGTACACGGCCCGACTGTAGCGTGTTATCGGATTCACTGTATTTAACTAG
R R R R ]
HearSP1B 721 AAATTGCACTAAAATATTTAAAATTCTGCTCTGATTGAACATCAATCGTTCCGTTTCAAT
HearLB6 721 AAATTGCACTAAAATATTTAAAATTCTGCTCTGATTGAACATCAATCGTTCCGTTTCAAT
HearG4 721 AAATTGCACTAAAATATTTAAAATTCTGCTCTGATTGAACATCAATCGTTCCET mCAAm
HearCl 721 AAATTGCACTAAAATATTTAAAATTCTGCTCTGATTGAACATCAATCGTTCCGTTTCAL
HearNNgl 721 AAATTGCACTARAATATTTAAAATTCTGCTCTGATTGAACATCAATCGTTCCGTTTCAAT
HearAus 721 AAATTGCACTARAATATTTAAAATTCTGCTCTGATTGAACATCAATCGTTCCGTTTCAAT
R R R 2
HearSPL1B 781 AGCCATGTCCATGAACGATTGAACGGTGATCATCATACCATGTTGTTGAAAATTAATTTT
HearLB6 781 AGCCATGTCCATGAACGATTGAACGGTGATCATCATACCATGTTGTTGAAAATTAATTTT
HearG4 781 AGCCATGTCCATGAACGATTGAACGGTGATCATCATACCATGTTGTTGAAAATTAATTTT
HearC 781 AGCCATGTCCATGAACGCATTGAACGGTGATCATCATACCATCTTGTTGAATATTAATTTT
HearNNgl 781 AGCCATGTCCATGAACGCATTGAACGGTGATCATCATACCATCTTGTTGAAAATTAATTTT
HearAus 781 AGCCATGTCCATGAACGATTGAACGGTGATCATCATACCATGTTGTTGAAAATTAATTTT
AR A KA IR AR I AT IR AR I AT FRAR I AT FRAR XA T FRAR R XTI RA® KX T FhA k%
HearSP1BR 841 GCCCAATACGTTTTCAACTATACTGATGAATACCGTGTAAAATGTTTTTCGAGCAATATT
HearLB6 841 GCCCAATACGTTTTCAACTATACTCGATGAATACCGTGTAAAATGTTTTTCGAGCAATATT
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HearG4 GCCCAATACGTTTTCAACTATACTCGATCAATACCCTGTAAAATCTTTTTCCAGCAATATT
Hear(Cl . GCCCAATACGTTTTCAACTATACTGATAAATACCGTGTAARATGTTTTTCGAGCAATATT
HearNNgl GCCCAATACGTTTTCAACTATACTGATCGAATACCCTGTAAAATCTTTTTCCGAGCAATATT
HearAus GCCCAATACGTTTTCAACTATACTCGATCGAATACCCTGTAAAATCTTTTTCCGAGCAATATT

X 2
HearSPL1B 901 CTGATTACAATTGAACGGATCGACGACCGTCGTCGCGTAGARAGTCTATGACAGATCTAAG
HearLB6 801 CTGATTACAATTGAACGGATCGACGACCGTGCTCGCGTAGARAACGTCTATGACAGATCTAAG
HearG4 901 CTGATTACAATTGAACGGATCGACGACCGTCTCECGTAGARACTCTATCGACAGATCTAAG
HearC 901 CTGATTACAATTGAACGGATCGACGACCGTCTCECGTAGARACTCTATCGACAGATCTAAG
HearNNgl 901 CTCGATTACAATTGAACGCATCGACGACCETGTCOCGTAGAAACTCTATCACAGATCTAAG
HearAus 301 CTGATTACAATTGAACGGATCGACGACCGTGTCGCGTAGARACTCTATGACAGATCTAAG

AR A KA IR AR AR AT IR AR I I AT IR AR I A AT IR AR I I AT IR AR I I AT IR AR XA A IR AR LK
HearSP1BR 961 TTTAATCGATTTGTCACGTATTCCGATCCTTCCGTTGCAATCTTTTCACGTAAGGTTTCAT
HearLB6 g6l TTTAATCGATTTGTCACGTATTCCGATCGTTCCGTTGCAATCTTTTCACGTAAGGTTTCAT
HearG4 961 TTTAATCGATTTGTCACGTATTCGATCGTTGCGTTGCAATCTTTTCACGTAAGGTTTCAT
HearC gel TTTAATCGATTTGTCACATATTCGATCGTTGCGTTGCAATCTTTTCACGTAAGGTTTCAT
HearNNgl g6l TTTAATCGATTTGTCACGTATTCGATCCTTGCGTTGCAATCTTTTCACGTAAGGTTTCAT
HearAus g6l TTTAATCGATTTGTCACGTATTCGATCCTTGCGTTGCAATCTTTTCACGTAAGGTTTCAT

B I R R X e T X s
HearSP1R 1 CGCAAAATTACAATCGTGTTCGGAAAAGTTATTCCGTCACAAAARAAGTCCCTTAAATTAL
HearLB6 1 CCGCAARATTACAATCCGTCTTGCGCGAAAAGTTATTCCCGTCACAAAAAAAGTCCCTTAAATTAA
HearG4 1 CCGCAARATTACAATCCGTCTTGCGCGAAAAGTTATTCCCGTCACAAAAAAAGTCCCTTAAATTAA
HearCl 1 CGCAAAATTACAATCGTGTTGCGAAAAGTTATTCCGTCAC-AAAAAAGTCCCTTAAATTAA
HearNNgl 1021 CGCAAAATTACAATCGTGTTGGAAAAGTTATTCCGTCAC-AAAAAAGTCCCTTAAATTAA
HearAu 1021 CGCAAAATTACAATCGTGTTGGAAAAGTTATTCCGTCACAAAAAAAGTCCCTTAAATTAA

A X L
HearSPlB 1081 AAAATTTCTACCGTGTAATCGATCTTCGCCGACGETTTCATATCGAAAGCGCGGGCGGETT
HearLBs 1081 AAAATTTCTACCGTGTAATCGATCCTCGCCGACGETTTCATATCGAAAGCGCGGGCGGETT
HearG4 1081 AAAATTTCTACCGTGTAATCGATCTTTGCCAACGCTTTCATATGAAAGCGCGGECGAGTT
Hear(Cl 1080 AAAAATTCGACCGTGTAATCGATCTTTGCCGACGGTTTCATATCGARAGCGCGGECGGETT
HearNNgl 1080 AAAATTTCTACCGTGTAATCGATCCTCGCCGACGETTTCATATCGAAAGCGCGGGCTAGTT
HearhAus 1081 AAAATTTCTACCGTGTAATCGATCTTTGCCAACGGTTTCATATGAAAGCGCGGGCGAGTT

dkhh kkk hhkhkhkkkdhhhAkdx Kk hhd KA xhAAk kA hhhA Ak kA A A AAA*  kh Rk
HearSP1B 1141 TTGAATTTAAAGATGATGCAATATCTTAAATGGATGACGTAATTTGTITTTTT - -CCTCAA
HearLPeée 1141 TCGAATTTAAAAATGATGCAATATCTTAAACGGATCGACGTAATTTGTTTTTT - - CCTCAA
HearG4 1141 TCGAA-TTAAAAATGATGCAATATTCTAAACGGATCGACGTAATTTGTTTTTT - -CCTCAA
HearCl 1140 TCGAATTTAAAGATGATGCAATATCCTAAACGGATCGACGTAATTTGTTTTTT - -CCTCAA
HearNNgl 1140 TCGAATTTAAAGATGATGCAATATCCTAAACGGATCGATCGTAATTTGTTTTTITTTCCTCAA
HearAus 1141 TCGAA-TTAARAAATGATGCAATATTCTAAACCGCGATGACCGTAATTTGTTTTTT - ~-CCTCAA

* o khk kAR Ah AE KRR AEAAEF R khkEh AAAEAE FRFAhAEAFAASEF kR A Ak ok
HearSPL1B 1199 TCATGAATAGAAGCAAAAGATCACGGCCCGTTTCGAACGAAAAGATCCAAGACCGGTTTA
HearLB6 1199 TCATGAATAGAAGCAAAAGATCACGGCCCGTTTCGAACCGAAAAGATCCAAGACCGGTTTA
HearG4 1198 TCATGAATAAMAGCAAAAMGATCACGGCCCGTTITCCGAACGCGAAAAGATCCAAGACCGGTTTA
HearCl 1198 TCATGAATAAAAGCAAAAGATCACGGCCCGTTTCGAACGAAAAGATCCAAGACCGGTTTA
HearNNgl 1200 TCATGAATAGAAGCAAAAGATCACGGCCCGTTTCGAACGAAAAGATCCAAGACCGGTTTA
HearAus 1198 TCATGAATAGAAGCAAAAGATCACGACCCGTTTCGAACGAAAAGATCCAAGACCGGTTTA

AKAK AT I ERA XA T FRARIEI AT F R A AT IR AR I I AT IR AR I I AT IR AR XA F IR AR LK
HearSP1BR 1259 AAAGTACGTTATCTTTGGGAGTGGCGTGATTCGTGGAATACGTTITATCGATTGGACAACTT
HearLB6 1259 AAAGTACGTTATTTTTGGCCGTCGCETGATTCEGTAGAATACGTTTGTCGATTGGACAACTT
HearG4 1258 AAAGTACGTTATCTTTGGGCGTCGGCETGATTCGTGGAATACGTTTATCGATTGGACAATTT
HearCl 1258 AAAGTACGTTATCTTTGGGCGTCGGCETGATTCGTGGAATACGTTTATCGATTGGACAATTT
HearNNgl 1260 AAAGTACGTTATTTTTGGGCGTGGCETGATTCGTGGAATACGTTTATCGATTGGACAACTT
HearAus 1258 AAAGTACGTTATCTTTGGCECGTGGCETGATTCGTCCGAATACGTTTATCGATTGGACAATTT

Rk kO R O R O R o o O R I R R R o R o o A
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Fig 9B Continuacion

TTAAA-TCACGCCATATGACGTCATTTGTTTTTTT -AGCGTCCAGCCATCGAACCGTTCTAG
TAAARATCACGCCATATGATGTCATTTGTTTTTTTTAAATCGAGCCATCGAACGTTCTAG
CTAGA-TCACGCCATATGACGTCATTTGTTTITTT -AGCGTCGAGCCATCGAATGTTCTAG

TATCGACGTCATTTGTTTITTT - G”CMLAAC CCGTGGAATGTTCTAG

CTAGA-TCACGCC
TTAAA-TCACGCC
CTAGA-TCACGCC

%%k

CCATATGACGTCATTTCTTTTTTT - A”CWCUAUCCAmCGAAT”Tm”TAu
* Kk kAkA kA%

A \
ATATCACGTCATTTCTTTTTTT -GGGTCAAGCCCTGCAATETTCTAG
A

kkhAhkk AKkAAARA IR A KRk Ak ok dk Kk k* kA kkk dEAk Ak
AACAAATTTTATCGATCTTTGCCCACGGTTTCATATGAAAGCGCGEECGAGTTTCCGAATT
AACAAATTTTATCAATCTTTGCCCACGGTTTCGTATGAAAGCGCGEECGAGTTTCCGAATT
AACAAATTTTATCGATCTTTGCCAACGGTTTCATATGAAAGCGCGGCLGECTTTCGAATT
AACAAATTTTATCGATCTTTGCCAACGGTTTCATATGAAAGCGCGGELGEGETTTCCGAATT
AACAAATTTTATCGATCTTCGCCCACGGTTTCATATGAAAGCCGCGGEGCGAGTTTCGAATT
AACAARTTTTATCGATCTTTGCCAACCGETTTCATATCGAAAGCCCGGGLGEETTTCGAATT
EEEFARRE I AL I RE hhhhE RAEE AEAFRAAAE KFEFREIAAFAFAANEA FARE R A FAF

TAAAGATGATGCAATAATTTAAACGAATGACGTAATTTGTTTTTT-------~-~-~---- -~
TAAAGATGATGCRAATATTTTAAACARATCGACGTAATTTGTTTTTIT------------- -~
TAAAGATCGATGCAATATCCTAAACGGATCGACCGTAATTTCTTTTTITCCTCAATCATGAATA
TAARAGATGATGCAATAATTTAAACGAATCGACGTAATTTGTTTTTI T -~~~ -~ -~~~ - - = - =
TAAAAATGATGCAATAATTTAAACGAATGACGTAATTTGTTTTTT -~ - - o o -
TAAAGATGATGCAATATCCTAAACGGATGACCGTAATTTGTTTTTTCCTCAATCATGAATA
kkhkk kkkkFhkhk A ALK dhkkkk kAR ARAEFRAR AR XA XA A

AAAGCAAAAGATCACGGCCCETTTCGAACGAAAAGATCCAAGACCGGTTTAAAAGTACGT

AAAGCAAAAGATCACGGCCCGTTTCGAACCGAAAAGATCCAAGACCGEGTTTAAAAGTACGT
TATCTTTGGCCGTGGCGTCATTCCGTCCGAATACGTTTATGATTGCGACAATTTCTAGATCAC

TATCTTTGGGCGTGGCGTCGATTCEGTGGAATACGTTTATGATTGGACAATTTCTAGATCAC

———————————————————————— TEEGTCACG ~ ~— -~ = mmmmmmmm e m o

———————————————————————— TGGEETCACG-----------~~""~--"-"~"--"—--—-—- - -~

GCCATATGACGTCATTTGTTTTTTTGGGTCAAGCCETGCAATCTTCTAGAACAAATTTTA

———————————————————————— TGEETCATG - -~ - m o mm e e e e o
~TGGETCATG -

GCCATATGACGTCATTTGTTTTTTTGGGETCAAGCCGTGGAATGTTCTAGAACAAATTTTA
Ak kK Xk K A

TCGATCTTTGCCAAC :‘rGTTTCATATGAK?—&;LL;“@P GCGGGTTTCGAATTTAAAGATGATG

TCGATCTTTGCCAACGGTTTCATATCGAAAGCGCGGECGECTTTCCAATTTAAAGATGATG

*
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-BAACAAARGA
—————————————————————————————————————————————————— AAACAAAAGA
CAATATCCTAAACGGATGACGTAATTTGTTTTTTCCTCAATCATGAATARAAGCARAAGA
-------------------------------------------------- AAGCAARATA

~AAGCAAAAGA
ZWAGCAARAAGA
¥k Khkhkddk X

CAATATCCTAAACGGATCACGTAATTTGTTTTTTCCTCAATCATGAATAL

TCACGGCCCGTTTCGAACA - ~ - ~-AARAAATCCAAGACTAGTTTGAACATGCGCGAAAATT
TCACGGCCCGTTTCGAACATAAAAARAAATCCAAGACTAGTTTGAACATGCGCGAGAATT
TCACGGCCCGTTTCGAACA - ~ - ~-AAAAAATCCAAGACTAGTTTGAACATGCGCCAGAATT
TCACGGCCCGETTTCGAACA - - - -AAAAAATCCAAGACTAGTTTGAACATGCGCGAGAATT
TCACGGCCCETTTCGAACA - - - -AAAAAATCCAAGACTAGTTTGAACATGCGCGAGAATT
TCACGGCCCETTTCGAACA- - - ~-AAAAAATCCAACGACTAGTTTCGAACATGCGCGAGAATT

EE T EE R T

TTTATTTTGGTAGATGATCTCATTTGTTTTTTTT - -GGGTCACGACAARAAATCACGGCC
TTTATTTTGATAGATCGATGTCATTTGTITTTITTTTTGGGETCACGACAAAARAATCACGGCC
TTTACTTTGGTAGATCGATGTCATTTG- -TTTTTT - -GGGTCACCGACAAAAANATCACGGCC
TTTACTTTGGTAGATCGATGTCATTTG- -TTTTTT - -GGGTCACCGACAAAAANATCACGGCC
TTTATTTTGGTAGATCATCGTCATTTGTTTTTTTTTTGCCGTCACCGACAAAARATCACGGCC
TTTACTTTGGTAGATCGATGTCATTTG- -TTTTTT - -GGGTCACGACAAAAAATCACGGECC
Kkhkk hkkk hERAKEIAFAAAAEIAT  AAE I AT AR A A A I A AAAE AT A A A A A A F A

CETTTCAAACCAAAAGATCCGAGATCAGTTTAAACATTCGCEGGCGAATTTTTACTTTGGEGC
CCTTTCAAACCAAAAGATCCCAGATCAGTTTAAACATTCGCGCGGAATTTTTACTTTGCETC
CGTTTCAAACAAAAAGATCCGAGATCAGTTTAAACATTCGCGGGAATTTTTACTTTGGTC
CGTTTCAAACARAAAGATCCCGAGATCAGTTTAAACATTCGCGGGAATTTTTACTTTGGTC
CGTTTCAAACCGAAAAGATCCGACGATCAGTTTAAACATTCGCGGGAATTTTTACTTTGGETC
GTTTCAAACAAAAAGATCCGAGATCAGTTTAAACATTCGCGGGAATTTTTACTTTGGETC
e Y R R E AR R R R R L

(

* 0 h

GATGATGTCATTTGTTTTTTTGGGTCATAAAT CGAAACAAAAGATCACGGETC
GATGATATCATTTGTTTTTTTGGGTCACGAGTCCGAAACAAARBAATCACGECC
GATGATGTCATTTGTTTTTTTGGGTCATAAATCCAAACAAAAGATCACGGCCC
GATGATATCATTTGTTTTTTTGGGTCATAAATCGAAACAAAAGATCACGGCCCETTTCGA
GATGATATCATTCGTTTTTTTGGGTCACGACGTCGARACAAAAAATCACGGCCCETTTCGA

GATGATGTCATTTGTTTTTTITGCCET CATAAATCGAAACAAAAGATCACGGCCCETTTCGA
AERAAE FARXK KIFARXA AL IFTAREY K KFARXX AR IFAR XA I FAR kA A E AR

APPKﬁAAuAT“”ﬁAGACTAPTTTMAAFPTuL:CGPFAAACATTKTCTMT SGTAGATGATG

ACGAARAGATCCAAGACTAGTTTAAACGTGCGCGGGAAACATTATCTTTGGTAGATGATG
ACGAAAARATCCAAGACTAGTTTAAACGTGCGC GCC -ACATTATCTITTGGETAGATGATG
ACGAARAANTCCAAGACTAGTTTAAACGTGCGCCGEGATACATTATCTTITGGTAGATGATG

ACCAARAAGATCCAAGACTAGTTTAAACGTGCGCGGCGAAACATTATCTTTGGTAGATGATG
ACCAAAAAATCCAAGACTAGTTTAAACGTGCGCGGGA-ACATTATCTTTGGTAGATGATG
AKIK AT F AR I AT FRAR I AT FRAR I AT FRARIESY FR AR XA AT IR AR I I A IR AR LK

TCATTTCTTTTTITTGCGGTCATGAATCGAAG CAAAAL%TCACG‘CC“CTTTLCAACLAALA

TCAmTTmeTTmTTburTCATuAﬂTCCAAULAAAACATLACG

TFA”TTGTTTT”TTGGUTCATuAATFCﬁAuCAALAhATTA GCCCCC”TTChAACCAD A

TCATTTGTTTTTTTGGETCATGAATCCGAAGCARAAGATCACGECCCCTTTCGAACGAACA
Ak kKA Ak A A IR A AR A A AT FRX Kk Akk Kk Ak Ak kxEk kA E xA* kAR
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HearSP1B 1860 GATCCAAGACCAGTTTAAATTTGCGCGGEGAL AAT STTATCTGTTGTTGATCGACGTAATTTG
HearlLB& 1868 GATCCAAGACCAGTTTAAACTTGCGCGEEAAATGETTATCTGTTCGTTGATGACGTAAATTG
HearG4 2147 GATCCAAGACCAGTTTAAACTTGCCGCCGRARATSTTATCTETTETTAATCACGTALATTG
Hear(Tl s m o o e e e e oo
HearNNgl 1863 GATCCAAGACCAGTTTAAACTTGCGCGCGAAATGTTATCTGTTGTTGATGACGTAAATTG
HearAus 2147 GATCCAAGACCAGTTTAAACTTGCGCGGGAAATGTTATCTGETTGTTAATGACGTAAATTG
HearSP1RB 1920 TTTTTCGAATAGTGTCGTETGCAAATTTTGCGCTCATGARACAAAAGATCGCGGCCCETTT
HearlBé 1928 TTTTTCGAATAGTGTCGTETGCAAATTTTGGCTCATGARACAAMAGATCGCGGECCCETTT
HearG4 2207 TTTTTCGAATACGTETCOTCTGCAAATTTTGGGETCATCEARAACAAANAGATCGCCGECCCETTT
Hear(Cl 184 SADACAARD - - m v e
B\ 1923 TTTTTCGAATAGTGTCGETGTGCAAATTTTGGGTCATGAAACAAAAGATCGCEGECCCETTT
220 TTTTTCGAATAGTGTLGTGTGCAAATTTTGbGTCAiUAAH ABBADAGATCGCGGECCCETTT

T

HearSPI1R 1980 CAAACGAAAAGATCCGAGATCAGTTTAAAAATGCGATGCGECGGGAATTTTTTT -AATTTG
HearlB6 1988 CAAACCAHAAOATCCGATAMCAj¢TTAAAAA¢uopATGCGCUOFAATMTTTMTTAMTTTF
HearG4a 2267 CAAACGRAADAGATCCGAG AGTTTAAR DA TGCGA - - - - - - - - - - - oo - - -
HearCl s e o s e e e e e e -
HearNNgl 1983 CAAACGAAAAGATCCGACGATCAGTTTAAAAATGCCATGCGCGGCAATTTTTTT - AATTTG
HearAus 2267 CAAACGAAAAGATCCGAGATCAGTTTAAAAATGC A~~~w~~~~~~~w~~~~~~~w~~~~
HearSP1R 2039 GTCAATCGACGTA-TTTGTTTITTCGAGTAGTGCCETGTGCAARAATGCTTTGAGTCATAAAT
HearlB6 2048 GTCGATGACGTAATTTGTTTTTCCGATTAGTGCCGTGTGCAAAATGCTTTGAGTCATGAAT
Hear(G4 -

Hearll 00 s o s e e e e m e ot -
HearNNgl 2042 GTCAATGACGTAATTTGTTTTTCCGAGTAGTGCCETCGTGCARAATGCTTTGAGTCATAAAT
HearAus 0 m e o e e e e e e -
HearSPI1R 2098 CAAAGCAAAAGATCGCGGCCCETTTCAAACGAARAGGTTCAAGATCAGTTTAAACCTGCG
HearLB6 2108 CAAAGCAAAAGATCGCGGCCCETTTCAAACGAARAGGTCCAAGATTAGTTTAAACATGCG
Hear(G4 B N I B e i i TGCG
Hearcl [, e e em em m e e mem - [
HearNNgl 2102 CAAAGCAAAAGATCGCGECCCGTTTCAAACGAAAAGGTTCAAGATCAGTTTAAACCTGCG
Hearhu 2303 mm ot o o e e e —— - - TGCG
HearSP1B 2158 COGCAAATGTTATCTGTTCGTTCGATGACCGTAATTTCTTTTTCGAGTAGTGCCGAGTGCARAA
HearLB6 2168 CGCGAAATGTTATCTGTTGTTGATGACATAATTTGTTTTTCGAGTAGTGCCCAGTGCAAA
HearG4 2307 CGCGAAATGTTATCTGTTCTTGATGACCGTAATTTGTTTTTCGAGTAGTGCCGAGTGCAAA
Hear(Cl 1856 —-- - e e - VAN R e i
HearNNgl 2162 CGGGAAATGTTATCTGTTGTTGATGACGTAATTTGTTTTTCGAGTACGTGCCGAGTGCARA
HearAus 2307 CGGGAAATGETTATCTCTTCGTTCGATCGACGTAATTTGTTTTTCCGAGTAGTECCGAGTGCAAA

ok koKX

HearSP1RB 2218 ATGACTTAATCTGTTTTTCTAAATCACGAATCGAAGCAAGAGATCACGGETCCGTTTCGAA
HearlBé 2228 ATCGACTTAATCTETTT------ ATCACCGAATCGAACGCAAAAGATCACGETCCETTTCGAA
HearG4 2367 ATGACGAAATCTETTTTTCTAA “TCACGAATCSAAuChACpGAT“hPCSTL“ﬂTTmCGAh
HearCl 1861 - m e e m e o ATCGA - -~~~ mm i mmm e m e m— e
HearNNgl 2222 ATGACTTAATCTGTTTTTCTAAATCACGAATCGAAGCAAGAGATCACGGTCCGETTTCGAA
HearAus 2367 ATGACGAAATCTGTTTTTCTAAATCACGCAATCGAAGCAAGAGATCACGGETCCETTTCGAA

* Kk kAKX
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CCAAAAGATCCAAGACTAGTTTAAAAATACGTTATCGTTTT

PCT/ES2015/070490

GGETGGGGT

CCAAAAGATCCAAGACTAGTTTAAAAATACGTTATETTTTGGETGEGGT
CCAAAAGATCCAAGACTAGTTTAAAAATACGTTATETTTTGGETGEGGT

---------------------------------------- GCGTEGC- -

CGAAAAGATCCAAGACTAGTTTAAAAATACGTTATGTTTTGGETGEG
CCAAARGATCCAAGACTAGTTTAAAAATACGTTATCTTTTGGCTGEGGEC

ek
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comprendidos por la biisqueda

Bases de datos electrénicas consultadas durante la biisqueda internacional (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
buisqueda utilizados)

WPIAP, EPODOC, INVENES, BIOSIS, EMBASE, MEDLINE, NPL, XPESP, Bases de datos de secuencias del
EBI, buscadores de internet (Google, google scholar), Chemical Abstracts, base de datos MESH del NCBI,

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Relevante para las

Categoria Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes reivindicaciones n®

A N° de acceso: AP010907 de base de datos ENA; 1-39
11.10.2008 [Recuperada en 23.04.2015], OGEMBO
J.G. et al. Helicoverpa armigera NPV NNg 1

DNA, complete genome

A EP 0908099 A1 (NESTLE SA) 14/04/1999. 32-39
Ej. 4, Tabla 3
A ARRIZUBIETA, M. et al., "Selection 1-39

of a nucleopolydedrovirusisolate from Helicoverpa

armigera as the basis for a biological insecticide”, 22/06/2006.
Pest Management Science 70, pags. 967-976. Doi: 18 12/ 3637
Resumen;

En la continuacién del recuadro C se relacionan otros documentos Los documentos de familias de patentes se indican en el

anexo

* Categorias especiales de documentos citados: "T" documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de

"A" documento que define el estado general de la técnica no presentacién internacional o de prioridad que no pertenece al
considerado como particularmente relevante. estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir

"E" solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la la comprension del principio o teorfa que constituye la base
fecha de presentacién internacional o en fecha posterior. de la invencidn.

"L" documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacién "X" documento particularmente relevante; la  invencién
de prioridad o que se cita para determinar la fecha de reivindicada no puede considerarse nueva o que implique
publicacién de otra cita o por una razén especial (como la una actividad inventiva por referencia al documento
indicada). aisladamente considerado.

"0" documento que se refiere a una divulgacién oral, a una 'Y  documento particularmente relevante; la  invenci6n
utilizacion, a una exposicién o a cualquier otro medio. reivindicada no puede considerarse que implique una

actividad inventiva cuando el documento se asocia a otro u
otros documentos de la misma naturaleza, cuya combinacién
resulta evidente para un experto en la materia.

"P" documento publicado antes de la fecha de presentacién
internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad

reivindicada.
"&" documento que forma parte de la misma familia de patentes.
Fecha en que se ha concluido efectivamente la bisqueda internacional. Fecha de expedicién del informe de biisqueda internacional.
21/09/2015 02 de octubre de 2015 (02/10/2015)
Nombre y direccién postal de la Administracién encargada de la Funcionario autorizado
biisqueda internacional M. Serifid Ramirez

OFICINA ESPANOLA DE PATENTES Y MARCAS
Paseo de la Castellana, 75 - 28071 Madrid (Espafia)
N° de fax: 91 349 53 04 N° de teléfono 91 3493072

Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Enero 2015)
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C (Continuacién).

DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria *

Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes

Relevante para las
reivindicaciones n°

A

ZHONG-JIAN GUO er al. Biological

Comparison of Two Genotypes of Helicoverpa

armigera Single-Nucleocapsid Nucleopolyhedrovirus.BioControl,
Kluwer Academic Publishers, Do 22/06/2006

VOL: 51 No: 6 Pags: 809 - 820 ISSN 1573-8248

Doi: 1 B3 7/ 102 26-006-9008-6.

Resumen de la base de datos WPIL. Recuperado de EPOQUE

CHRISTIAN P D et al. A rapid method

for the identification and differentiation

of Helicoverpa nucleopolyhedroviruses (NPV
Baculoviridae) isolated from the environment..Journal
of virological methods Netherlands Jul 2001

VOL: 96 No: 1 Pags: 51 — 65, 30/06/2001, ISSN
0166-0934 (Print) Doi: pubimed: 1 1516489

Resumen de la base de datos WPI. Recuperado

de EPOQUE

ROWLEY DANIEL L et al. Genetic

variation and virulence of nucleopolyhedroviruses
isolated worldwide from the heliothine pests
Helicoverpa armigera, Helicoverpa zea, and
Heliothis virescens..Journal of invertebrate
pathology United States Jun 2011, 31/05/2011,
VOL: 107 No: 2 Pags: 112 - 126 ISSN 1096-0805
(Electronic) Doi: €. 1816/4.1ip. pubimed: 21433293,
Todo el documento.

FIGUEIREDO ELISABETE et al. Diversity

of Iberian nucleopolyhedrovirus wild-type isolates
infecting Helicoverpa armigera (Lepidoptera:
Noctuidae).Biological Control JUL 2009, 30/06/2009
VOL: 50 No: 1 Pags: 43-49 ISSN 1049-9644(print)

ISSN 1090-2112(electronic) Doi: .16/ . broconingi. 2009.02.005.

Resumen; pag. 48, parrafos 3-4.

1-22; 31-39

31

1-39

1-22,31-39

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la segunda hoja) (Enero 2015)
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