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INTRODUCCION

a importancia del cultivo de papa en Colombia es indudable por

muchas razones, dentro de las que se destacan las 180.000 ha

cultivadas, su utilizacion en la canasta familiar y la generacién de
empleo que representa. Sin embargo, este cultivo es atacado por un gran
numero de insectos plaga y enfermedades que afectan la produccion, dafian
la calidad y demeritan el producto.

Dentro de las plagas mas importantes se destacan las polillas de la papa
Tecia solanivora (Povolny) y Phthorimaea operculella (Zeller) (Lepidoptera:
Gelechiidae) por el impacto causado al cultivo. Las larvas de estos insectos
causan dafos severos a los tubérculos, tanto a nivel de campo como en al-
macenamiento, pudiendo causar pérdidas hasta del 100% de la cosecha.

La polilla guatemalteca de la papa (Tecia solanivora) fue descrita por
primera vez en Guatemala en 1973 por Dalibor Povolny (Araque y Garcia,
1999) con base en unos especimenes enviados de Guatemala y ha sido
reportada en Costa Rica, Guatemala, Panama, Honduras, Venezuela, Co-
lombia y Ecuador (Sotelo, 1997).

En 1983 se disperso de su centro de origen hasta Suramérica debido a la
importacion de semilla de papa proveniente de Costa Rica hacia el estado de
Tachira (Venezuela). En este pais se encuentra en tres de los cuatro estados
mas importantes en cuanto a produccion de papa. En 1985 se constatd su
presencia en el departamento de Norte de Santander en Colombia y en 1994
se encontraron porcentajes de dafio entre 10% y 40% en el departamento de
Cundinamarca. En 1996 se localizdé en Ecuador y en 1999 se detectd en la
zona noroeste de Tenerife, Islas Canarias en Espafia (Nifio, 2004).

En nuestro pais, T. solanivora se ha adaptado a las diferentes condiciones
agroecoldgicas que presentan las regiones productoras de papa, las cuales
se encuentran entre los 1.800 a 3.200 msnm, temperaturas entre 6°C y 24°C,
precipitaciones entre 500 a 2.500 mm y humedad relativa entre 60% y 100%
(Araque y Garcia, 1999).

Los huevos de T. solanivora son de forma ovalada casi redondeada, mi-
den en promedio 0.53 mm de largo y 0.41 mm de ancho. Recién puestos son
de color blanco aperlado y a medida que avanza la incubacion se tornan de
color amarillo y luego marréon oscuro al acercarse la eclosion que ocurre de 9
a 15 dias después de la postura (Figura 1) (Sotelo, 1997).
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Figura 1. Huevos de Tecia solanivora

Los huevos son colocados en
masa o en grupos cuando hay pre-
sencia de tubérculos. En campo se
encuentran en grupos pequefos so-
bre las hojas bajas de la planta, en el
cuello de laraiz, base del tallo y sobre
el area de tuberizacion; en almace-
namiento los huevos son colocados
sobre los tubérculos cerca de los ojos
0 en cualquier cavidad o lugar prote-
gido (Araque y Garcia, 1999).

Del huevo emerge una larva de
1 mm de largo. Las larvas son de
tipo erusciforme o forma de gusano
con cabeza esclerotizada con tres
pares de patas toraxicas, cuatro pa-
res de pseudopatas y un par anal
(Figura 2). En el interior del tubér-
culo pasan por cuatro instares lar-
vales (Sotelo, 1997).

Las larvas de primer instar pene-
tran en el tubérculo a través de un
diminuto orificio que abren con sus
mandibulas y comienzan a alimen-

Figura 2. Larva de . solanivora

tarse de la pulpa del tubérculo. Miden
de 1.2 a 1.4 mm de largo, son de co-
lor blanco transparente y con cabeza
de color marrén oscuro. Este estado
es muy susceptible a la luz solar, al
agua y a los polvos finos que se le
pueden pegar y envolver su cuerpo
ocasionando deshidratacion. Las lar-
vas de segundo instar son de color
blanco crema y hacen minas super-
ficiales en el tubérculo. Las de tercer
instar son de color amarillo verdoso,
con puntos mas visibles y se carac-
terizan por hacer galerias profundas
y por ser el estado mas voraz. En el
cuarto estadio alcanzan en promedio
14 mm de largo y 2.5 mm de ancho,
adquieren una coloracién violacea
en la parte dorsal y crema con visos
verdes en el aspecto ventral (Sotelo,
1997; Araque y Garcia, 1999).

Después que la larva ha completa-
do su desarrollo deja de alimentarse,
sale del tubérculo y se ubica en un
sitio aledano al suelo, en empaques,
en paredes de almacén o eventual-
mente en la superficie del tubérculo;
alli construye un capullo con seda al
cual se adhieren particulas del subs-
trato presente (Sotelo, 1997).
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El estado larval de T. solanivora
se caracteriza por presentar puntos
o manchas de color negro en cada
segmento toraxico y abdominal, lo
que la diferencia de las larvas de P.
operculella, principalmente en los
tres primeros instares (Araque y
Garcia, 1999).

La pupa se forma dentro del ca-
pullo elaborado por la larva. Es de
tipo obtecta y exhibe una coloracion
café rojiza que se va oscureciendo
conforme madura (Sotelo, 1997).

Miden en promedio, en el caso
de la hembra, 8.52 mm de largo por
2.95 mm de ancho. La pupa macho
mide 7.83 mm de largo por 2.42
mm de ancho (Figura 3). Empupa
en el suelo, en las paredes del sitio
de almacenamiento, en empaques
o dentro del mismo tubérculo (So-
telo, 1997).

l\.nnarie::lclil::: - A '

B. Formacion de
pupas en la superficie
~ deltubérculo

Figura 3. Pupa de 7ecia solanivora

El adulto es una polilla de color
marrdn oscuro en los machos y ma-
rron claro en las hembras. La hem-
bra mide 12 mm de largo por 3.4 mm
de ancho mientras el macho mide
9.7 por 2.9 mm. Poseen una cabeza
poblada de escamas, palpos labia-
les largos y recurvados hacia arriba
y antenas filiformes. Tienen las alas
dispuestas en forma de techo en la
posicion de reposo, en la cual se ob-
servan unas lineas oscuras longitu-
dinales de la base al apice del ala
(Figura 4). El abdomen de la hembra
es abultado y en el macho es delga-
do (Araque y Garcia, 1999).

Figura 4. Rdulto de Tecia solanivora

Los adultos son dificiles de visua-
lizar por el mimetismo con el suelo,
son muy sensibles a la luz y por eso
durante el dia permanecen ocultos
debajo de los terrones en el suelo,
en los arrumes de papa en los alma-
cenes o debajo de objetos. Durante
la noche son muy activos, copulan y
ovipositan sobre o muy cerca de los
tubérculos. La hembra pone entre
180 y 235 huevos durante su vida
dependiendo de su alimentacion en
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su estado larval; cerca del 80% de
posturas las hace durante sus diez
primeros dias de vida (Sotelo, 1997;
Araque y Garcia, 1999).

Generalmente, el manejo de este
insecto plaga se ha basado en el uso
indiscriminado de productos quimi-
cos, los cuales han resultado insufi-
cientes para controlarlo, ademas de
generar alta contaminacion ambien-
tal. Aunque no existen insecticidas
quimicos especificos para la polilla
guatemalteca de la papa, hasta el
ano 2002 en Colombia se tenian 10
insecticidas con licencia de uso pro-
visional expedida por el Instituto Co-
lombiano Agropecuario (ICA) para
el control de esta plaga. Sin embar-
go, pruebas de campo en Boyaca y
Cundinamarca para evaluar la efica-
cia agrondmica de estos productos
mostraron bajos niveles de control
de la plaga, por lo que el ICA se pro-
nuncié oficialmente dejando vigen-
tes solamente los insecticidas Pire-
star 38 EC, Orthene 75% SP, Lors-
ban 4 EC, Trapper EC y Curacron
500 EC (Correo de la papa, 2002),
cuyos ingredientes activos, clorpiri-
fos, permetrina y profenofos son al-
tamente toxicos para peces y orga-
nismos acuaticos, al igual que para
insectos benéficos y para el hombre,
para quien son altamente téxicos por
exposicion aguda y presentan pro-
blemas cronicos de neurotoxicidad
retardada (Lihan, 1997). Por esta
razon, surge la necesidad de desa-
rrollar alternativas de bajo costo y de
bajo impacto ambiental tales como
los virus de insectos, que aseguren

el control de la polilla y puedan ser
incluidas dentro de un programa de
manejo integrado de plagas.

En la naturaleza existe una gran
diversidad de virus patégenos de in-
sectos, pertenecientes a las familias
Baculoviridae, Poxviridae, Ascoviri-
dae, Reoviridae e Iridoviridae. La in-
feccion viral en los insectos ocurre por
via oral, a través de la ingestion del ali-
mento contaminado con las particulas
virales. La replicacion del virus en los
tejidos susceptibles del insecto causa
desintegracion de éstos y las larvas
se tornan blandas y muy fragiles (Bur-
ges, 1981). Segun Alves (1986) los in-
sectos afectados por virus presentan
falta de apetito, cambios en la colora-
cion y alargamiento del estado larval;
hay una disminucion de la actividad
de las larvas y en los estados mas
avanzados de la infeccion se produce
la muerte de las mismas.

Una de las familias de entomovi-
rus mas estudiada es la familia Ba-
culoviridae a la cual pertenecen los
virus de la granulosis (PhoGv) y de la
polihedrosis nuclear (NPV). Estos se
caracterizan por presentar cuerpos
de inclusion que los protegen con-
tra los factores ambientales. Afectan
solo a invertebrados, especialmente
insectos, siendo adecuados para ser
utilizados como agentes de control
microbial (Burges, 1981), sin em-
bargo, no han sido reportados ais-
lamientos de estos virus especificos
para Tecia solanivora. Esto puede
tener relacion con la evolucién reci-
proca o coevolucion entre especies



mediada por la seleccion natural, la
cual es uno de los factores mas im-
portantes en la asociacion entre pa-
tdégenos e insectos, como es el caso
de los baculovirus. Se han reportado
estos virus en 600 especies hospe-
deras, siendo la mayoria del orden
Lepidoptera y las restantes com-
prendidas en los érdenes Diptera e
Hymendptera (Herniou et al., 2004).

Existe un numero considerable de
experiencias exitosas en el manejo de
insectos plaga mediante el uso de vi-
rus entomopatégenos, particularmen-
te de baculovirus, pero también con
otro tipo de virus. Por ejemplo, Alca-
zar y colaboradores en 1993, repor-
taron reducciones de la poblacion de
Phthorimaea operculella entre el 70%
y 100%, después de aplicaciones de
un virus de la granulosis en ensayos
de laboratorio. Posteriormente Alca-
zar y Raman (1993b) validaron el uso
de dicho virus en almacenes rusticos
donde alcanzaron una reduccién del
68.4% del dafio en tubérculos. Apli-
caciones inundativas en campo del
granulovirus de Cydia pomonella
(CPGV) en Norte América produjo el
94% de mortalidad de las larvas de
este insecto (Arthurs y Lacey, 2004).

El virus de granulosis de Phtho-
rimaea operculella (Zeller) fue in-
troducido en Colombia mediante un
aislamiento proveniente del Peru,
el cual fue producido masivamente
para responder a la emergencia sa-
nitaria causada por T. solanivora. En
el ano 2000, el laboratorio de control
bioldgico de CORPOICA se enfrentd

al reto de fabricar el producto a base
de baculovirus a escala semicomer-
cial adoptando inicialmente la tecno-
logia de formulacion desarrollada por
el Centro Internacional de la Papa.
Sin embargo, dicho proceso artesa-
nal no permitia asegurar la calidad
de los diferentes lotes de produccion,
presentandose inconsistencias en
los resultados de eficacia del produc-
to. Por tales razones y con miras a
producir cantidades comerciales del
bioinsecticida que permitieran suplir
las necesidades del sector, se plan-
te6 como meta la tecnificacion del
proceso productivo, dentro de una fi-
losofia de “calidad total”, para lo cual
fue necesario construir una planta
de produccion que cumpliera con las
especificaciones técnicas para este
tipo de industrias, se adquirieron los
equipos para realizar cada parte del
proceso como una operacion unitaria
independiente y estandarizable, se
estandarizaron todas las operacio-
nes unitarias y se determinaron los
puntos criticos de cada una de ellas.
Asi mismo, con el animo de disponer
de cepas nativas del virus, mediante
un proyecto de investigacion finan-
ciado por Colciencias se realizé una
coleccion de aislamientos nativos de
granulovirus, se ajustd su concen-
tracion efectiva en el producto y se
validaron y documentaron las técni-
cas de control de calidad en Proce-
dimientos Operacionales Estandar
(POES) (Villamizar et al., 2004).

Desde 1964, en varios paises del
mundo como Australia, Pert y Bolivia
entre otros, se ha reportado la pre-
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sencia de un virus de la granulosis infectando larvas de la polilla de la papa
Phthorimaea operculella (Zeller), especie estrechamente relacionada con T.
solanivora (Povolny). Estos virus han sido aislados y ampliamente investigados
con el fin de ser utilizados para el control de estas plagas, mediante el desarro-
llo de tecnologias de produccion de bioplaguicidas. El Centro Internacional de
la Papa (CIP) en el Peru desarroll6 un bioplaguicida a base de un aislamiento
del granulovirus de P. operculella que se aplica en condiciones de almacena-
miento de semilla de papa para el control de P. operculella. En Colombia, en el
ano 2000, CORPOICA produjo un bioplaguicida a base de baculovirus con el
fin de responder a la emergencia sanitaria causada por la polilla guatemalteca
de la papa T. solanivora. Inicialmente se obtuvo la cepa del granulovirus de P.
operculella proveniente del Peru y se adaptd la tecnologia de formulacion de-
sarrollada por el CIP; este producto se encuentra en proceso de registro.

Aunque el virus de la granulosis aislado inicialmente de P. operculella
puede infectar larvas de otras polillas como T. solanivora, la busqueda y ais-
lamiento de cepas nativas de granulovirus a partir de larvas de T. solanivora
permitiria contar con un virus mas adaptado a este hospedero y posible-
mente mas eficiente para su control. Ademas, el trabajar con aislamientos
nativos permite utilizar organismos adaptados a las condiciones ambientales
de nuestro pais y aprovechar la biodiversidad que en éste se encuentra. Por
lo tanto, se plante6 como objetivo de la investigacion, crear una coleccion de
aislamientos nativos del virus de la granulosis aislado de T. solanivora.

RECOLECCION DE LARVAS EN LAS DIFERENTES 10NAS
PAPERAS DEL PAIS

Goémez, J.; Grijalba, E.; Villamizar, L.; Torres, L.; Espinel, C.

F*| muestreo de larvas de T. solanivora se realizd en los prin-

P cipales municipios productores de papa de los departamentos

== de Cundinamarca (Choconta, Villapinzon, Mosquera, Sibaté y
Carmen de Carupa), Boyaca (Siachoque, Ventaguemada, Motavita, Oicata,
Combita y Tunja), Narifio (Contadero, Pupiales, Tuquerres e Ipiales), Nor-
te de Santander (Chitaga y Pamplona) y Antioquia (Santa Rosa de Osos
y San Pedro). En cada municipio se seleccionaron fincas con cultivos de
papa y/o con papa almacenada en bodegas o silos rusticos para realizar
el muestreo. La busqueda de larvas se realizé mediante una revision de
la superficie de los costales, el suelo y las paredes del sitio donde se en-

10



contraban los tubérculos almacenados. Asi mismo, se hizo un muestreo
destructivo al azar de los tubérculos que presentaban los signos tipicos del
dafno causado por Tecia solanivora con el fin de colectar las larvas que se
encontraban en el interior del tubérculo.

Se colectaron 377 muestras en total (Tabla 1) en los 19 municipios mues-
treados en los cinco departamentos productores de papa del pais.

Tabla 1. Resultados de la recoleccion de larvas de I so/anivoraen los departamentos
muestreados y principales condiciones ambientales e los municipios

ALTITUD TEMPERATURA MUESTRAS
(msnm) PROMEDIO COLECTADAS

DEPARTAMENTO MUNICIPIO

Siachoque 2.700 13°C 13

Ventaquemada 2.630 15°C 18

. Motavita 2.700 12°C 26
BOYACA -

Oicata 2.600 14°C 21

Coémbita 2.825 12°C 22

Tunja 2.783 13°C 20

Santa Rosa de Osos

ANTIOQUIA

San Pedro

La cantidad de individuos de T. solanivora vari6 drasticamente entre los
municipios muestreados lo que podria atribuirse a las diferentes condiciones
climaticas de cada sitio geografico (Tabla 1), a factores ambientales propios
de la época de muestreo y a las practicas culturales y de control implemen-

tadas en cada finca visitada.




En el Unico municipio en el que se encontraron larvas con sintomatologia
tipica de infeccion por granulovirus fue Mosquera, en el cual ademas la canti-
dad de individuos de T. solanivora fue muy baja a pesar de que las condiciones
ambientales presentadas en la época de muestreo favorecian la reproduccion
de la polilla y su prevalencia tanto en los cultivos como en las bodegas con
papa almacenada. Sin embargo, una posible epizootia causada por un virus
de la granulosis afectando las larvas de la polilla, pudo haber disminuido sig-
nificativamente la poblacién de la plaga. Las epizootias pueden ocurrir cuando
hay brotes de poblaciéon de larvas y juegan un rol importante en el descenso de
las poblaciones de las plagas (Magnarelli y Andreadis, 2004).

En cuanto a la busqueda de individuos con sintomatologia tipica de infec-
cion por granulovirus en las larvas recolectadas en campo, en el presente
trabajo se constatd que no es frecuente hallar insectos con estas caracteris-
ticas bajo condiciones naturales.

DETERMINACION DE LA POSIBLE PRESENCIA DE GRANULOVIRUS
ENMUESTRAS DE LARVAS COLECTADAS EN CAMPO

Gomez, J.; Grijalba, E.; Villamizar, L.; Torres, L.; Espinel, C.; Cotes, A.

€ Je determind la presencia de particulas virales realizando una

. ) preparacion en fresco y observandola en un microscopio 6ptico

equipado con campo oscuro en el objetivo de 40X. Las muestras

en las que se observaron pequefios cuerpos blancos brillantes con ligero

movimiento browniano sobre un fondo negro se reportaron como positivas

para posible infeccion por granulovirus. A partir de los resultados obtenidos,

se seleccionaron los aislamientos que por la técnica de observacion directa

en microscopio de campo oscuro dieron positivo para posible infeccion por
granulovirus.

Para esta observacion se tomo6 como referencia (testigo positivo) la cepa
de granulovirus proveniente del Peru, con la cual se realizé un montaje en
fresco de una larva infectada y se observo al microscopio (Figura 5).

De las 377 muestras recolectadas en la totalidad de municipios muestreados
se determinaron como positivas para posible infecciéon por granulovirus median-
te microscopia optica de campo oscuro, nueve muestras de Cundinamarca, 20
de Norte de Santander, 15 de Boyaca, 26 de Narifio y 34 de Antioquia (Tabla 2).
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Figura 5. Hemolinfa de un
insecto infectado con la cepa de
granulovirus del Peri observado

al microscopio de campo
oscuro. Los cuerpos de inclusion

corresponden a los puntos
blancos, brillantes, pequeiios y
uniformes (40K).

Estas muestras presentaron puntos
blancos, brillantes vy titilantes, simila-
res a los observados con la cepa de
referencia del Peru (Figura 5).

La presencia del virus de la
granulosis en T. solanivora en los
diferentes municipios evaluados y
la incidencia relativamente baja de
este patégeno comparado con la
incidencia de este tipo de virus re-
portada a nivel mundial en larvas de
P. operculella (Vickers et al., 1991;
Ben Salah y Aalbu, 1992; Zeddam et
al., 1999; Laarif et al., 2003) sugie-

re que las condiciones locales posi-
blemente no son favorables para el
desarrollo de este tipo de patdgeno
0 que el hospedero T. solanivora es
mas resistente que P. operculella a
la infeccién por granulovirus.

Las 105 muestras que fueron posi-
tivas en la evaluacion al microscopio
fueron utilizadas para un ensayo de
reproduccion de signos y sintomas
de la enfermedad que ademas de
confirmar la presencia de un agente
infeccioso permitié contar con mate-
rial suficiente para otros ensayos.

Tahla 2. Presencia de granulovirus mediante microscopia de campo oscuro

DEPARIA O RA OI1A RA PO A
ANTIOQUIA 64 34
BOYACA 120 15
NORTE DE SANTANDER 20 20
NARINO 55 26
CUNDINAMARCA 118 9




PROPAGACION DE L0S VIRUS PROVENIENTES
DELAS LARVAS COLECTADAS EN GAMPO

Goémez, J.; Grijalba, E.; Torres, L.; Espinel, C.; Villamizar, L.; Lépez-Avila, A.

ra confirmar la posible presencia del virus se realizé una prue-
ba de reproduccion de sintomas virales con las muestras se-
leccionadas por microscopia, infectando larvas de primer instar
de T. solanivora. Se reportaron como positivos aquellos aislamientos en los
qgue se observaron los sintomas de infeccion viral en algunas o en todas las
larvas encontradas y estos aislamientos fueron seleccionados para continuar
con el trabajo.

De las 105 muestras propagadas, solamente cinco presentaron una re-
produccién contundente de sintomas y signos de la enfermedad (Tabla 3),
aislamientos que fueron seleccionados para continuar con la identificacion
del agente infeccioso. Las larvas infectadas obtenidas en dicha propaga-
cion presentaron una coloracion blanca lechosa caracteristica de infeccion
por granulovirus, se observé desintegracion de tejidos y en los aislamientos
C0404 y NO108 ademas se observo un notorio retraso en el crecimiento del
insecto. Estas variaciones en el desarrollo de la infeccion podrian estar rela-
cionadas con diferentes niveles de virulencia de los aislamientos nativos, lo
cual puede ser consecuencia de diferencias genotipicas entre ellos.

Tabla 3. Reproduccion de signos y sintomas de la enfermedad en las muestras

NUMERO DE MUESTRAS NUMERO DE MUESTRAS
PROPAGADAS POSITIVAS

DEPARTAMENTO




CARACTERIZACION DE LOS VIRUS NATINOS

Villamizar, L.; Zeddam, J.; Barrera, G.; Herrera, L.

on el fin de determinar

la presencia de la pro-

teina granulina en los
aislamientos purificados se realizo
una electroforesis SDS PAGE.

Para los cinco aislamientos nati-
vos se obtuvo en el gel de poliacri-
lamida una sola banda ubicada en
el mismo lugar (Figura 6), la cual
corresponde a un peso molecular
aproximado de 35 kDa y es coheren-
te con el peso molecular reportado
para la proteina granulina (25 a 38
kDa). No se observaron otras ban-
das de proteina, lo que era de espe-
rarse considerando que el 96% de la

-
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-

Figura 6. Electroforesis SDS-PAGE de los cinco
aislamientos nativos de granulovirus: 1. 0404,
2.¢0126, 3.C0611,4.NO108 y 5. Nr004

proteina en estos virus es granulina
y el 4% restante de proteinas serian
imperceptibles en el gel debido a su
baja concentracién. Este resultado
confirmé la identidad de los cinco
aislamientos nativos como virus del
grupo de los granulovirus, siendo
éste el primer reporte de aislamien-
tos nativos de granulovirus aislados
de T. solanivora en nuestro pais.

Al analizar estos aislamientos me-
diante microscopia electronica se ob-
servaron estructuras ovoides que co-
incidieron con la descripcion tipica de
los cuerpos de inclusién del granulovi-
rus, presentandose como corpusculos
de forma de baston, en algunos de los
cuales se observa la nucleocapside
viral de forma helicoidal (Figura 7).

| )
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C. C0611

0. 00126 B.00404

ENr004

Figura 7. Fotografias de los aislamientos nativos de
granulovirus en microscopio electronico
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El aislamiento C0126 presento un
tamafo promedio de 424 nm de lar-
go x 216 nm de ancho, el aislamiento
C0611 con 380 nm de largo x 162.4
nm de ancho, el aislamiento C0404
con 360 nm de largo x 176 nm de an-
cho, el aislamiento Nr004 con 400 nm
de largo x 200 nm de ancho y el ais-
lamiento NO108, fue el que presento
el mayor tamafio de los cuerpos de
inclusion con 450 nm de largo x 210
nm de ancho. Los tamafios obtenidos
son coherentes con el tamano pro-
medio reportado en la literatura para
este virus, el cual oscila entre 160 y
300 nm de ancho y entre 300 y 500
nm de largo (Caballero et al., 2001).

Para la identificacion de los aisla-
mientos nativos se realizé una prue-
ba de ELISA indirecta en sandwich.
Para tal fin se trabaj6é con anticuer-
pos policlonales producidos con el
granulovirus del Peru tanto en cone-
jo como en huevos de gallina.

Se observo coloracion amarilla
intensa para todos los pozos de los
cinco aislamientos nativos (Figura
8) y el control positivo con el ais-
lamiento del Peru. Esta coloracion
indico un resultado positivo que
confirmo la identidad de los cinco
aislamientos nativos como virus de
la granulosis.

1 234567 89

Figura 8. Prueba de Elisa para los aislamientos
nativos de virus aislados de Tecia solanivora.
1y 2.60404, 3.C0126, 4. C0611, 5. NO108, 6. Nr004,
1y 8.Peri y 9. Buifer PBS

ACTIVIDAD BIOGONTROLADORA DE L0S
AISLAMIENTOS NATIVOS SELECGIONADOS

sin formular.

Espinel, C.; Villamizar, L.; Cotes, A.

e comparé la actividad biocontroladora de los aislamientos de
baculovirus seleccionados evaluandolos tanto formulados como

La prueba de comparacion de medias de Tukey (a = 0.05) detecto diferen-
cias significativas entre los tratamientos formulados y sin formular para los
aislamientos virales NO108, C0126, C0404 y Peru (p<0.0001), siendo signifi-
cativamente mayor el porcentaje de eficacia obtenido cuando los aislamien-



tos C0126, C0404 y Peru fueron so-
metidos al proceso de formulacién
(Figura 6). Este resultado sugiere
que posiblemente la formulacion
potencializé la actividad de estos
aislamientos virales, lo cual podria
atribuirse a que los auxiliares de for-
mulaciéon empleados para elaborar
el producto pudieron tener un efecto
sobre las larvas de T. solanivora, ya
sea causando su muerte o aumen-
tando su susceptibilidad al virus.

El andlisis estadistico no detectd
diferencias significativas entre los
porcentajes de eficacia de los aisla-
mientos sin formular N0108, Nr004,
y C0611, ni entre los aislamientos
C0126, C0404 y Peru, presentando
estos Ultimos porcentajes de efica-
cia significativamente menores con
respecto a los anteriores (Figura 9).
Estos resultados indican que po-
siblemente dichos aislamientos se

pueden clasificar en dos grupos,
uno de mayor virulencia que ocasio-
né porcentaje de eficacia del 100%
y otro cuyos porcentajes de efica-
cia oscilaron entre el 45% y el 60%.
Dentro de cada grupo de aislamien-
tos que no presentaron diferencias
estadisticas en su actividad biocon-
troladora se podria sugerir un mismo
origen genético de los virus, lo que
en consecuencia podria evidenciar-
se en una similitud en la virulencia
de los mismos. Por el contrario las
diferencias en la eficacia de los dos
grupos de aislamientos podrian indi-
car origenes genéticos diferentes en
estos aislamientos virales.

Cuando los aislamientos fue-
ron formulados, se detectaron di-
ferencias significativas entre estos
(p>0.0001), siendo los aislamientos
Nr004 y C0404 los que presentaron
los mayores porcentajes de eficacia

Figura 9. Porcentajes de eficacia de los aislamientos nativos de granulovirus formulados y sin formular,
sobre larvas de I so/anivora
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con un 100%, tratamientos que no
fueron significativamente diferen-
tes entre si ni con los aislamientos
C0611, C0126 y Peru, a pesar que
entre algunos de estos aislamien-
tos se encontraron diferencias al
ser evaluados sin formular, posible-
mente el efecto potencializador de
la formulacion iguald los resultados
de eficacia. Este resultado sugiere

que los aislamientos Nr004 y C0611
se comportaron mas eficientemente
que los demas al ser utilizados como
principio activo del bioplaguicida,
lo que podria deberse a una mayor
compatibilidad entre estos agentes
infecciosos y los auxiliares de for-
mulacién empleados, asi como en
los procesos tecnoldgicos utilizados
para la elaboracion del producto.

DESARROLLO DE LA INFECCION VIRAL EN LARVAS DE I salamivara
TRATADO CON LOS DIFERENTES AISLAMIENTOS DE BACULOVIRUS NATIVOS

Espinel, C.; Villamizar, L.

nicialmente y con miras a realizar este estudio, fue necesario
determinar los estados de desarrollo larval de la polilla bajo las
condiciones del laboratorio (23°C; HR 65%). Como primera me-
dida, el crecimiento de las larvas cumpli6é con la ley de Dyar, la cual postula
que el crecimiento de las partes esclerotizadas (capsula cefalica) de instares
sucesivos sigue una progresion geométrica regular.

El analisis de la distribucion de frecuencias del ancho de la capsula ce-
falica permitié establecer cuatro instares larvales debido a que se formaron
igual numero de picos, como se observa en la Figura 10. Los cuatro instares
larvales también han sido reportados por autores como Nifio y Notz (2000),
quienes realizaron el seguimien-
to del desarrollo y sintomas de
larvas de la polilla de la papa Te-
cia solanivora infectadas por un
virus de la granulosis. Para rea- [ 20
lizar dicho estudio fue necesario g2V

i =150
establecer los instares larvales o100

Figura 10. Distribucion de frecuencias
del ancho de la capsula cefalica de I solanivora
hajo condiciones de lahoratorio

de la polilla sana, experimento =)
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grupos claramente definidos y
sin solapamiento entre ellos, que
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indicaron los cuatro instares pre-
sentes en el desarrollo normal
de T. solanivora.

Estos resultados permitieron
establecer la escala del ACC
para cada uno de los instares
(Tabla 4). En la Figura 11 se
observa el comportamiento en
el tiempo de los cuatro instares
determinados mediante la medi-
cion del ACC.

Tabla 4. Escala de ancho de capsula
cefalica (ACC) para cada instar
de I solanivora

INSTAR ACC (mm)

4 1.0-1.4

Cuando las larvas fueron in-
fectadas con granulovirus se ob-
servo un traslape de instares, lle-
gandose a encontrar en los dias
10y 14 los instares 1,2y 3, en el
dia 16 los instares 2, 3y 4; en el
dia 6y 8 se traslapan los instares
1y 2, en el dia 12, el segundo y
tercer instar, y en los dias 18 y 20,
se traslapan los instares 3 y 4.

Al realizarse la infeccion con
los aislamientos C0404, C0611,
C0126, NO108, se observé un
desorden en los instares larvales
evidenciado por una mayor dura-
cion en el primer instar, ya que en
el desarrollo normal de una larva

sana se observo que entre los dias 6 y
8 la frecuencia de individuos en dicho
estado estuvo entre el 3% y el 14%, en
contraste con la frecuencia obtenida para
las larvas infectadas en el dia 7 en que
se alcanz6 un valor de 66.6%, 69.2%,
50%, 60%, respectivamente (Figuras 12,
13, 14 y 15). Dicho retraso en el primer
instar no fue observado para los aisla-
mientos Nr004 y Peru (Figuras 16 y 17),
lo que sugeriria que el proceso de la in-
feccion primaria desarrollada por estos
aislamientos ocurre de una manera mas
lenta. Se observé un comportamiento
similar para el tercer instar, ya que en
las larvas sanas dicho estado presentd

Figura 11. Comportamiento de los instares larvales de
I solanivorahajo condiciones de lahoratorio
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Figura 12. Desarrollo larval de 7ecia solanivora
ante la infeccion de un aislamiento nativo del virus
de la granulosis (C0404)
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Figura 13. Desarrollo larval de 7ecia solanivora
ante la infeccion de un aislamiento nativo del virus

Figura 14. Desarrollo larval de 7ecia solanivora
ante la infeccion de un aislamiento nativo del virus

de la granulosis (CO611) de la granulosis (C0126)
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Figura 15. Desarrollo larval de 7ecia solanivora
ante la infeccion de un aislamiento nativo del virus
de Ia granulosis (NO108)

Figura 16. Desarrollo larval de Tecia solanivora
ante la infeccion de un aislamiento nativo
del virus de la granulosis (Nr004)
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Figura 17. Desarrollo larval de 7ecia solanivora
ante lainfeccion de un aislamiento nativo del virus
de la granulosis (Peri)
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el dia 20, siendo ésta de 5.6%.
Un comportamiento diferente se
registré en las larvas infectadas
con los aislamientos virales, las
cuales en el dia 20 tuvieron una
frecuencia entre el 35% y 92%.

En el cuarto instar larval tam-
bién se observaron diferencias
entre las larvas sanas e infec-
tadas, ya que en las primeras,
este instar comenzd hacia el
dia 14 con una frecuencia de
39%, mientras que en todos los

una frecuencia del 69% en el dia 10, au-
mentando a un 84% al dia 12 y poste-
riormente la frecuencia disminuy6 hasta

tratamientos con granulovirus,
excepto con el C0611, el cuar-
to instar comenzo al dia 17 con




porcentajes de frecuencia entre el
11% y el 77%. Ademas, para el dia
20 de evaluacion la frecuencia fue
del 94.3% en las larvas sanas, mien-
tras que en las larvas infectadas con
los diferentes aislamientos, el cuarto
instar estuvo presente entre el 7% y
el 64%. Cabe resaltar, que en el dia
20 se presentaron pupas provenien-
tes del tratamiento de larvas sanas,
lo que indicaria que la duracion del
estado inmaduro seria de este pe-
riodo de tiempo; mientras que en los
tratamientos con infeccion viral aun
la mayor frecuencia estaba en tercer
instar. Esto indicaria que el virus tie-
ne un efecto sobre el desarrollo lar-
val evidenciado por un desorden en
la presencia de los instares, afectan-
do la duracién de los mismos y pro-
longandose los ultimos instares sin
llegar a formar el estado de pupa.

En el dia 7 post infeccién se ob-
servaron larvas sin signos evidentes
de la infeccién por granulovirus; la
epidermis tenia aspecto translucido
dejando ver los 6rganos internos de
la larva. En el dia 12 comenzaron a
presentarse los signos de infeccion
evidenciados por la presencia de
“parches” o agregaciones de granu-
los blancos en los ultimos segmen-
tos abdominales, cuya coloracién se
fue generalizando en todo el cuer-
po a medida que transcurrieron los
dias. También fue muy evidente la
diferencia de tamanos larvales, en
longitud, ancho de capsula cefalica
y peso. En el dia 20 se observaron
algunas larvas con pigmentacion
rosada en la regién dorsal, la cual

denotaria el cambio en el estado
de pupa, pero con la mayor parte
del cuerpo completamente blanco
o lechoso, contrastando claramen-
te con las larvas sanas, las cuales
tuvieron una coloracioén roja intensa
en el dorso y sin signos de infeccion
blanca en la region ventral (Figuras
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 y 25).

Estos resultados fueron similares
a los encontrados por Nifio y Notz
(2000), cuando evaluaron un granu-
lovirus sobre T. solanivora. Estas
larvas presentaron variaciones en el
desarrollo y manifestaron sintomas
de infeccion viral antes de morir. Se
observo un retraso en el proceso de
muda a partir del segundo instar y
un alargamiento de su duracion en
comparacion con las larvas sanas.
Las larvas presentaron los sintomas
externos tipicos de la infeccion viral
a partir del instar Il. Estos se carac-
terizaron por manchas de color blan-
co lechoso que se observaron a tra-

Larva sana

Larvas infectadas
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Figura 18. Comparacion de larva sana con infectadas
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Figura 23. Desarrollo de la infeccion del aislamiento Nr004
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vés del integumento que cubrieron todo el cuerpo. De la poblacién infectada
gue sobrevivio los primeros cinco dias después de la infeccion, el porcentaje
de larvas que alcanzo los estadios larvales Il, Il y IV fue de 86.5%; 54.5% y
19% respectivamente. El periodo entre la ingestion del virus y la muerte de
las larvas vario entre 5 y 45 dias.

Figura 25. Larvas de I so/anivorasin infeccion viral




BIBLIOGRAFIA

Alves, S. 1986. Controle microbiano de insetos. Editorial
Manole, Brasil. 406 p.

Briese, D. 1980. Characterization of a laboratory strain
of the potato moth Phthorimaea operculella (Zeller)
(Lepidoptera: Gelechiidae). Bulletin of Entomological
Research. 70: 203-212.

Harvey, J.; Volkman, L. 1983. Biochemical and biological
variation of Cydia pomonella (codling moth) granulo-
sis virus. Virology 124: 21-34.

Lifan, C. 1997. Farmacologia vegetal. Ediciones Aerotéc-
nicas S.L. Madrid, 1187 p.

Magnarelli, L.; Andreadis, T. 2004. An epizootic of nu-
clear polyhedrosis virus in armyworms (Pseudaletia
unipuncta) in Connecticut. Northeastern Naturalist
11(1): 75-80.

McVean, R.; Sait, S.; Thompson, D.; Begon, M. 2002.
Dietary stress reduces the susceptibility of Plodia in-
terpunctella to infection by a granulovirus. Biological
Control 25 (1): 81-84.

Vickers, J.; Cory, J.; Entwistle, P. 1991. DNA characteri-
zation of eight geographic isolates of granulosis virus
from the potato tuber moth (Phthorimaea operculella)
(Lepidoptera, Gelechiidae). Journal of Invertebrate
Pathology 57: 334-342.

Villamizar, L.; Zeddam, J.; Espinel, C.; Cotes, A. 2005.
Implementacion de técnicas de control de calidad
para la produccion de un bioplaguicida a base del
granulovirus de Phthorimaea operculella PhoGV. Re-
vista Colombiana de Entomologia. 31 (2): 127-132.




