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RESUMEN

En el presente trabajo se buscaron cepas nativas de granulovirus en los
principales municipios. paperos del departamento de Cundinamarca,
encontrandose tres cepas provenientes de los municipios de Chocontd,
Mosquera y Carmen de Carupa, las cuales fueron identificadas por diferentes
métodos. Estos aislamientos se evaluaron bajo condiciones de laboratorio y
se compararon con la cepa peruana, utilizandolos tanto sin formular como
formulados. Los virus nativos formulados presentaron porcentajes de eficacia
entre 88% y 100%, mientras que para el aislamiento peruano se obtuvo el
88%. Estos resultados fueron significativamente diferentes de los obtenidos
con los aislamientos sin formular, para los cuales los porcentajes de eficacia
estuvieron entre el 36% y el 86%. También se compard la cantidad de
cuerpos de inclusion producidos por miligramo de larva con cada uno de los
aislamientos, no presentandose diferencias significativas entre los
aislamientos, con lo que se obtuvo un rendimiento promedio de 4.4 x 10’
Cl/mg de larva. Los resultados obtenidos permitieron concluir que la
formulacién favorecié la actividad biocontroladora de los virus evaluados.
Ademas se establecié que todos los virus en estudio se multiplican en similar
cantidad en el tejido larval, haciéndolos rentables desde el punto de vista de
produccién masiva del bioplaguicida. El aislamiento nativo proveniente de
Mosquera (Cundinamarca) fue seleccionado por ser el mas virulento para el
futuro desarrollo de un bioplaguicida.



ABSTRACT

On this research looked for native strains of granulovirus in the main potato
producer cities in Cundinamarca. Three strains from the cities of Chocont3,
Mosquera and Carmen de Carupa, which were obtained from Choconta,
Mosquera y Carmen de Carupa . They were identified by different methods,
evaluated under laboratory conditions and compared with the Peruvian strain.
Virulence of the strains was then compared by using the viruses with and
without formulation. The formulated isolation presented the highest efficacy
with results between 885 and 1005, while the Peruvian isolated obtained 88%
These results were significantly different from the isolations without
formulation, for which the percentage of efficacy were between 36% and
86%. Occlusion bodies production between strains was compared and the
average yield was 4.4 x 10" Cl/mg larva, without significant differences
between the isolations. The resuits allow to conclude that formulation favored
the activity of biocontrol of the assessed virus. The native isolations from
Mosquera and Carmen de Carupa (Cundinamarca) was selected because
their high biocontrol activity for continuing with the biopesticide development.



1. INTRODUCCION

La importancia del cultivo de papa en Colombia es indudable por muchas
razones, dentro de las que se destacan las 180.000 ha cuiltivadas, su peso
en la canasta familiar y la generacion de empleo que representa. Sin
embargo, este cultivo es atacado por un gran numero de insectos plaga y
enfermedades que afectan la produccion, dafan 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 dafnos severos a los tubérculos, tanto a nivel de campo como en

almacenamiento, pudiendo causar pérdidas hasta del 100% de la cosecha.

La polilla guatemalteca (Tecia solanivora) fue descrita por primera vez en
Guatemala y ha sido reportada en varios paises de Centro y Suramérica.
Aparecio por primera vez en Colombia en 1987 en el departamento de Norte
de Santander. Sin embargo, sélo se le consideré como un grave problema
sanitario en 1994, cuando comenzo6 a golpear severamente los cultivos de la
zona papera del departamento de Boyaca. Desde entonces, en épocas
especialmente de poca humedad, es considerada la principal plaga del

cultivo, condicion que afecta la calidad de la produccion.

Generalmente, el control de este insecto plaga se ha basado en productos
quimicos, los cuales han sido ineficientes, ademas de los problemas de su
uso indiscriminado, el cual conlleva riesgo de alta contaminacion ambiental.
Por esta razon, surge la necesidad de desarrollar alternativas de bajo costo y
de bajo impacto ambiental que aseguren el control de la polilla y puedan ser

incluidas dentro de un programa de manejo integrado de plagas.
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El uso de virus entomopatégenos para el control de varias plagas agricolas
se ha considerado una opcion eficaz y sin riesgos para la salud humana ni
para el ambiente en general. Los virus de la poliedrosis nuclear (VPN) y de ia
granuiosis (VG), pertenecientes al género Baculovirus, han sido muy
estudiados y caracterizados por ser patdgenos eficientes de artrépodos,
especiaimente insectos y por presentar cuerpos de inclusién que los hacen

resistentes a las condiciones medio ambientales.

Desde 1964, en varios paises del mundo como Australia, Pert, y Bolivia
entre otros, se ha reportado la presencia 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 desarrollo de tecnologias de
produccion de bioplaguicidas. Por ejemplo, el Centro Internacional de la Papa
(CIP) en el Peru desarrolld un bioplaguicida a base de un aislamiento del
granulovirus de P. operculella que se aplica en condiciones de
almacenamiento de semilla de papa para el control de P. operculella. La
aplicacion de este producto produce hasta el 98% de mortalidad de las larvas
de la polilla.

Por otra parte, en Venezuela en 1992, se hallaron en el estado de Mérida
tarvas de T. solanivora afectadas por un virus de la granulosis, el cual se
aislo y esta siendo estudiado con miras al desarrollo de una alternativa de
control de la plaga.

En Colombia, en el afio 2000 Corpoica se enfrenté al reto de producir un
bioplaguicida a base de Baculovirus para responder a la emergencia sanitaria
causada por la polilla guatemalteca T. solanivora. Inicialmente se obtuvo la

cepa del granulovirus de P. operculella proveniente del Per( y se adapté la

17



tecnologia de formulacidon desarroliada por el CIP; este producto se

encuentra en proceso de registro.

Aunque el virus de la granulosis aislado iniciaimente de P. operculella puede
infectar larvas de otras polillas como T. solanivora, la busqueda y aislamiento
de cepas nativas de granulovirus a partir de larvas de T. solanivora permitiria
contar con un virus mas adaptado a este hospedero y posiblemente 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.

Considerando las ventajas que presenta el trabajar con organismos aislados
del mismo insecto por controlar, la utilizacién de cepas nativas del
ecosistema donde seran aplicados y contar con una coleccién de organismos
biocontroladores identificados, en el presente trabajo se buscaron vy
seleccionaron aislamientos nativos de granulovirus para el control de T.

solanivora.
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2. MARCO TEORICO

2.1. LAPAPA

2.1.1. Generaiidades del cuitivo de la papa
La papa es una planta dicotiledénea herbacea anual de la familia de las
solanaceas. El tubérculo se puede considerar como una parte del tallo

adaptado para almacenar reservas y para la reproduccion (Contreras 1998).

La papa es cultivada en muchos paises del mundo y su importancia
economica se incrementa continuamente en proporciéon al aumento de la
poblacién humana (El Correo de la Papa 2002a). Este tubérculo ocupa una
posicién unica entre los cultivos alimenticios basicos del mundo tales como
trigo, arroz, maiz, cebada, millo, avena y centeno, porque en una extension
mas reducida se produce en mayor cantidad que cualquiera de las

gramineas cultivadas (Lujan 1970).

Desde el punto de vista nutricional ia papa es una fuente econémica de

almidén, proteina y también contiene vitaminas y minerales (tabla 1).

Tabla 1. Informacién nutricional de la papa

Agua 65 — 85%
Hidratos de carbono 15 -28%
Proteinas 1-4%
Grasa 0.05-0.09%
Cenizas 0.5-1.5%

Fuente: Contreras 1998
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2.1.2. El Cultivo de la Papa en Colombia

Dentro de la actividad agropecuaria nacional se destaca el cultivo de papa
tanto por los aspectos directamente relacionados con su explotacién, como
por la variada cantidad de actividades que se generan en torno a este
producto. En forma directa se puede considerar como un gran promotor de
otros sectores de la economia como ei transporte, la industria de alimentos,

agroquimicos y empaques entre otras (Moreno ef al. 1998).

En cuanto al area ocupada, el cuitivo de la papa dispone dei 11% de la
extension ocupada en cultivos transitorios, ubicandose principalmente en la
zona fria andina donde es eje de los principales sistemas de produccion
(Moreno et al. 1998; El Correo de la Papa 2001).

Las zonas productoras de Colombia se encuentran distribuidas en 14
departamentos dentro de los cuales se destacan por su importante
contribucion en la produccién nacional: Cundinamarca, Boyacé, Narifio y
Antioquia, cuyos aportes suman alrededor del 89% de la produccién nacional
anual. Alrededor de 90.000 familias se encuentran vinculadas con la
explotacion directa de este cuitivo, mientras que la demanda por jornales
puede ascender a unos 20 millones al afo. Los cultivos se encuentran
diseminados en climas con temperaturas entre 8°C y 18°C y alturas de 1.000
msnm y 3.500 msnm (Moreno et al. 1998).

La papa es un producto de consumo masivo por parte de la poblacion
colombiana, especialmente en la dieta de los estratos de menores ingresos.
En general se ha estimado que el consumo per capita de papa en el pais en
los ultimos afos se encuentra alrededor de los 71 Kg/ persona / afio (Moreno
et al. 1998).
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2.2. LA POLILLA DE LAPAPA

2.2.1. Clasificaciéon Taxonomica
Segun Araque y Garcia (1999) la clasificacion taxondémica de la polilla

guatemalteca de la papa es ia siguiente:

CLASE: Insecta

ORDEN: Lepidoptera
SUB-ORDEN: Dytrisia
SUPERFAMILIA: Tineoideae
FAMILIA: Gelechiidae
TRIBU: Gnorimoschemini
GENERO: Tecia

ESPECIE: Tecia solanivora

2.2.2. Origen y Distribucion Geogréfica

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, Colombia y Ecuador
(Sotelo 1997).

En 1983 se dispersé de su centro de origen hasta Suramérica debido a Ia
importacién 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 localizé en Ecuador y en 1999 se detectd en la

zona noroeste de Tenerife, Islas Canarias en Esparia (Nifio 2004).
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En nuestro pais, T. solanivora se ha adaptado a las diferentes condiciones
agroecologicas que presentan las regicnes productoras de papa, las cuales
se encuentran entre los 1.800 a 3.200 msnm, temperaturas entre 6 y 24°C,
precipitaciones entre 500 a 2500 mm y humedad relativa entre 60 y 100%
(Araque y Garcia 1999).

2.2.3. Biologia y Comporiamienio
Tecia solanivora presenta un ciclo de vida holometabolo al igual que todas
las especies pertenecientes al orden Lepidoptera, es decir, que pasa por |os

estadios de huevo, larva, pupa y adulto (Figura 1) (Pedigo 2002).

Figura 1. Estados de desarrolio de la polilla guatemalteca de la papa Tecia
solanivora. Tomado de: Palacios 1997.
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2.2.31. Huevo

LLos huevos de T. solanivora son de forma ovalada casi redondeada, miden
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 marrén oscuro al acercarse la eclosiéon que ocurre de 9
a 15 dias después de la postura (Figura 2) (Sotelo 1997, Lopez-Avila y
Espitia 2000).

lLos huevos son colocados en masa o en grupos cuando hay presencia de
tubérculos. En campo se encuentran en grupos pequefos sobre las hojas
bajas de la planta, en el cuello de la raiz, base del tallo y sobre el area de
tuberizacién; en almacenamiento los huevos son colocados sobre los
tubérculos cerca de los ojos o en cualquier cavidad o lugar protegido (Araque
y Garcia 1999, Lopez-Avila y Espitia 2000).

Figura 2. Huevos de Tecia solanivora.
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2.2.3.2. Larva

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 pares de pseudopatas y un par anal (Figura 3). En el
interior del tubérculo pasan por cuatro instares larvales (Sotelo 1997).

Las larvas de primer instar penetran en el tubérculo a través de un diminuto
orificio que abren con sus mandibulas y comienzan a alimentarse de la pulpa
del tuberculo. Miden de 1,2 a 14 mm de largo, son de color blanco
fransparente y con cabeza y escudo protoraxico de color marron oscuro. Este
estado es muy susceptible a la luz solar, al agua y polvos finos que se le
pueden pegar y envolver su cuerpo ocasionando deshidratacion. Las larvas
de segundo instar son de color blanco crema y hacen minas superficiales en
el tubérculo. Las del tercer instar son de color amarillo verdoso, con puntos
mas visibles y se caracterizan 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 coloracion violacea en la parte
dorsal y crema con visos verdes en el aspecto ventral (Sotelo 1997, Lopez-
Avila y Espitia 2000, Araque y Garcia 1999).

Después que la larva ha completado su desarrollo deja de alimentarse, sale
del tubérculo y se ubica en un sitio aledario al suelo, empaqgues, paredes de
almacén o eventualmente en la superficie del tubérculo; alli construye un
capullo con seda al cual se adhieren particulas del substrato presente
(Lopez-Avila y Espitia 2000).

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. operculelia, principalmente en los tres primeros
instares (Araque y Garcia 1999).
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2.2.3.3. Pupa

Se forma dentro del capullo elaborado por la larva. Es de tipo obtecta y
exhibe una coloracion café rojiza que se va oscureciendo conforme madura
(Lopez-Avila y Espitia 2000).

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 4). Empupa en el suelo, en las paredes del sitio de almacenamiento,
en empaques o dentro del mismo tubérculo (Sotelo 1997).

Figura 4. Pupa de Tecia solanivora. (a) Apariencia de la pupa vista en

estereoscopio. (b) Formacion de pupas en la superficie del tubérculo

25



2.2.3.4. Adulto

Es una polilla de color marrén oscuro en los machos y marrén claro en las
hembras. La hembra 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 labiales 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
observan unas lineas oscuras longitudinales de la base al apice del ala
(Figura §). El abdomen de la hembra es abultado y en el macho es delgado
(Lépez-Avila y Espitia 2000, Araque y Garcia 1999).

LLos adultos son dificiles de visualizar 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 almacenes 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 su estado larval;

cerca del 80% de posturas las hace durante sus diez primeros dias de vida
(Sotelo 1997, Araque y Garcia 1999).

Figura 5. Adulto de Tecia solanivora.
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2.2.4. Ciclo Biologico

El ciclo de vida esta influenciado por la temperatura y la variedad de papa de
la cual se alimentan las larvas; a temperaturas mas altas el ciclo de vida se
acorta. En la tabla 2 se presenta la duracién en promedio del ciclo de vida de
7. solanivora, con base en las condiciones ambientales predominantes en

tres zonas paperas del pais.

Tabla 2. Duracion del ciclo de vida de Tecia solanivora en diferentes

condiciones ambientales (En dias)

Pampiona )
(Norte de La -Selv‘a Tunja'
Santarider (Antioquia) | (Boyaca)
Altura (msnm) 2287 2200 2787
Temperatura (°C) 12-20 16 12-14
Humedad Relativa (%) 78 - 83 78 - 83 44 - 58
Huevo (dias) 8-10 10 13-15
Larva (dias) 22 20 26
Pupa (dias) 15-18 20 23
Adulto (dias) 20 20-25 20-25
CICLO TOTAL 65-70 70-75 86-93

Tomado y modificado de: Sotelo 1997.

2.2.5. Dano

Segun Torres et al. (1997) cuando la larva de T. solanivora emerge del huevo
se dirige directamente al tubérculo, donde empieza a perforarlo formando
galerias a través de este, dejando excrementos, residuos de alimento y
exuvias larvales. A medida que crece se hace mas voraz, provocando un
mayor dano (Figura 6a).
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La herida que ocasiona la larva al tubérculo facilita la entrada de
microorganismos que pueden causar su pudricion (Figura 6b) (Ben Salah y
Aalbu 1992).

El ancho de la galeria esta en relacion con el desarrollo larval; en el primer
instar el ancho de |a galeria es de 1,28 mm y en el cuarto instar es de 3,84
mm de ancho (Torres et al, 1997). Sotelo (1997) menciona que el dafio se
puede confundir faciimente con el de Phthorimaea operculella, la otra polilla
minadora de la papa, con la diferencia de que ésta deja excrementos en los

sitios por donde se inicia la perforacion del tubérculo.

Los mayores danos ocurren cuando se tiene papa en almacenes rusticos
durante varios meses bajo condiciones de temperatura ambiental. En estos
casos los danos oscilan entre 30 a 86% pudiendo llegar 2 100% en algunos
lugares (Alcazar y Raman 1992).

Figura 6. Dafo provocado por larvas de Tecia solanivora. (a) En el interior
del tubérculo. (b) Apariencia de un tubérculo afectado por la plaga exhibiendo

los orificios de salida de las larvas.
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2.2.6. Fluctuacion de la Poblacion

Las variaciones en la densidad de la poblacion de T. solanivora dependen de
las condiciones climaticas, siendo la precipitacion el factor mas influyente, asi
como la presencia de cultivos de papa y el manejo de los mismos y las
fuentes de infestacion en el area, principalmente los residuos de cosecha
(Nifio 2004).

Barreto et al. (2003) realizaron estudios sobre la fluctuacion de la poblacion
de adultos de 7. solanivora y sefialan que existe correlacion entre la captura
de polillas y las variables climaticas: a menor altitud es mayor la captura, a
mayor precipitacion es menor la captura y a menor temperatura menor
captura. Esto se reitera en estudios realizados por Corredor y Flérez (2003) y
Nuztez et al. (1999), quienes observaron una mayor densidad poblacional de
la plaga en los periodos mas secos, mientras que las bajas densidades de la

polilla se asociaron con altas precipitaciones.

En cuanto a la presencia de la plaga relacionada con el estado fenoldgico del
cultivo, se sabe que la infestacion de larvas se inicia con la tuberizacion y se
va incrementando a medida que aumenta el peso fresco del tubérculo. En los
bordes de las parcelas se observan los peores dafios; no obstante, a medida
que se desarrolla el cultivo y las poblaciones de polilla se incrementan, el

area central de las parcelas también es afectada (Galindo y Espariol 2003).

La plaga no solamente hace su ataque durante la época de tuberizacion y
maduracion del cultivo sino que también afecta la papa que se almacena
para semilla o para consumo (Sotelo 1997). La infestacion inicial ocurre justo
antes y durante la cosecha y es causada por huevos presentes en el suelo o
sobre los tubérculos (Ben Salah y Aalbu 1992) y las condiciones en las que
se lleva a cabo el almacenamiento de la papa, como oscuridad y poca

aireacion, son ideales para la reproduccion de T. sofanivora.
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2.2.7. Estrategias de Manejo Integrado de la Polilla

Se entiende el manejo integrado de plagas como una tecnologia que utiliza
medios combinados para reducir el nivel de una plaga determinada a niveles
tolerables manteniendo el equilibrio ambiental, todo enmarcado dentro del
conocimiento de esta (Pedigo 2002). Se han realizado numerosas
investigaciones en las diferentes regiones productoras de papa a nivel
mundial, donde las polillas de la papa se han establecido como una de las
principales plagas del cultivo. Estas investigaciones, encaminadas a generar
estrategias de manejo integrado de la polilla, incluyen préacticas culturales,
quimicas, etoldgicas y de control biolégico, que buscan reducir los niveles de
poblacion de la plaga y con ello las pérdidas economicas (Saenz 1997).

Para el caso especifico de la polilla guatemalteca de la papa 7. solanivora se

tienen en cuenta las practicas que se mencionan a continuacion:

2.2.7.1. Control Cultural

Estas practicas estan dirigidas principalmente a destruir las fuentes de

infestacion de la plaga, crear condiciones desfavorables para el desarrollo de

la plaga e interrumpir la sucesidén de generaciones de los insectos. Segun

Saenz (1997) y El Correo de la Papa (2002b) dentro de estas practicas se

encuentran:

- Buena preparacion del suelo que elimine los estados inmaduros de la
polilla y evite terrones o grietas que sirvan de refugio para los adultos.

- Siembra oportuna y profunda tapando bien la semilla.

- Aporque alto para que exista mayor distancia entre la superficie y los
tubérculos, evitando su exposicion al insecto.

- Mantener el suelo con suficiente humedad, lo cual impide el desarrolio del
insecto y evita la formacion de grietas en el suelo donde se puede
esconder el adulto.

- Cosecha oportuna.
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- Seleccion cuidadosa de tubérculos sanos y dafiados al momento de la
cosecha y destruccion de tubérculos darfiados.
- Limpieza y desinfeccion del sitio de almacenamiento.

- Rotacidon de cultivos.

2.2.7.2. Control Etolégico (feromonas)

Las feromonas sexuales son sustancias producidas por las hembras para
atraer a los machos para copular. El uso de trampas de agua con feromona
sexual, consiste en utilizar un pequeio dedal de goma o caucho impregnado
con ia feromona sexual sintética de T. solanivora, la cual atrae a los adultos
machos de la polilla y al estar ubicado en un envase con agua y jabon
permite capturar y destruir las polillas que caen en este recipiente (Araque
2000, Pedigo 2002).

El manejo de las poblaciones de la plaga con trampas cebadas con feromona
sexual, hace que cuando el cultivo entra a las fases fenologicas de
produccion, engrosamiento y maduracion de los tubérculos, las poblaciones
fértiles de la plaga sean bajas y por consiguiente el dafio; ademas, estas
trampas se usan frecuentemente para monitorear y obtener informacion
acerca de la plaga con el fin de tomar decisiones estratégicas de control
como la aplicacién de insecticidas (Araque 2000, Pedigo 2002, Nifio 2004).

2.2.7.3. Control Quimico

Aunque no existen insecticidas quimicos especificos para la polilla
guatemalteca de la papa, hasta hace muy pocos meses en Colombia se
tenian 10 insecticidas con licencia de uso expedida por el Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA) para el control de esta plaga, dentro de los
que se encuentran: Curacron 500 EC, Eltra 48 EC, Larvin 375 SC, Lorsban 4
EC, Ofunack 40% EC, Orthene 75% SP, Pirestar 38 EC, Profitox 80 SP, Tess
50 EW y Trapper EC (El Correo de la Papa 2002c¢). Estos insecticidas fueron
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aprobados temporalmente debido a la emergencia sanitaria producida por
esta plaga; sin embargo, Arévalo y Castro (2003) durante los afios 2000 a
2003 adelantaron pruebas de campo en Boyaca y Cundinamarca para
evaluar la eficacia agronémica de estos productos y con base en los bajos
niveles de control que presentaron sobre la plaga, el ICA se pronuncioé
oficialmente dejando vigentes solamente los insecticidas Pirestar 38 EC,
Orthene 75% SP, Lorsban 4 EC, Trapper EC y Curacron 500 EC.

Por otra parte, en otras regiones del mundo, Ben Salah y Aalbu (1992) han
reportado que los insecticidas foliares como deltametrine usados antes de la
cosecha no son efectivos en reducir la infestacion posiblemente por la

destruccién simultanea de los enemigos naturales de la polilla.

Como se puede ver, el control de T. solanivora fundamentado en insecticidas
quimicos ha sido insuficiente para controlar la plaga ademas de la alta
contaminacion ambiental que conlleva su uso indiscriminado y el incremento
de resistencia por parte de la plaga; por estas razones, se hace necesario el

desarrollo de métodos alternativos de control (Arévalo y Castro 2003).

2.2.7.4. Control Biolégico

Se entiende el control biolégico dentro de un programa de manejo integrado
de plagas, como la utilizacion de parasitoides, depredadores y patégenos con
el fin de reducir las poblaciones de una plaga a niveles que no causen
pérdidas econdmicas (Sotelo 1997).

Dentro de este contexto se han realizado varios trabajos de busqueda,
reconocimiento y evaluaciéon de posibles controladores bioldgicos para T.
solanivora; sin embargo, a excepcidn de la utilizacidn del granulovirus
entomopatégeno de P. operculella, pocos agentes promisorios de control han
sido identificados.
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A comienzo de la década de los 90's fue encontrada y descrita una nueva
especie de avispa denominada Trichogramma lopezandinensis
(Hymenoptera: Trichogrammatidae), la cual comenzé a ser evaluada por
diferentes investigadores con el fin de utilizarla como agente de control
biologico de la polilla guatemalteca por ser parasitoide de huevos de
diferentes lepidépteros. Los estudios demostraron que esta avispa es capaz
de presentar sus estadios de huevo, larva y pupa dentro de su hospedero
(huevos de T. solanivora). En campo, liberaciones de 60 hembras del
parasitoide cada 8 dias presentaron un nivel de control de la plaga del 24%.
En almacenamiento de tubérculos, la avispa presentd porcentajes de control
de la plaga del 15% al 30% (Lépez-Avila et al. 2003).

En el 2000 se evalud la actividad patogénica y de control de juveniles
infectivos del nematodo entomoparasito Steinernema feltiae (Rhabditida:
Steinernematidae) cepa Colombia, sobre estados inmaduros de 7. solanivora
en condiciones de cultivo. El porcentaje de dafio de tubérculos por la polilla
no supero el 25%; sin embargo, la supervivencia del nematodo en suelo no
supera los 30 dias, lo cual no garantiza su establecimiento (Parada y Luque
2003).

En cuanto a microorganismos patégenos, Pérez et al. (1997) reportaron la
alta susceptibilidad de T. solanivora a las toxinas Cry IA producidas la
bacteria Bacillus thuringiensis. Con base en esta informacién, Contreras
(1998) caracterizé microscopica, bioquimica, molecular y biolégicamente 100
aislamientos nativos de B. thuringiensis provenientes de siete regiones
geogréficas de Colombia para el control de la plaga. Se identifico y
selecciond la cepa BtC2950 que presenté una mortalidad del 80% contra
larvas de primer instar de la polilla al cabo de 120 horas y se determind la
presencia de la proteina Cry1, la cual se sabe que tiene actividad contra

lepidopteros. Esto lo confirman los estudios realizados por Martinez et al.
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(2003) en los que la proteina Cry1Ac de B. thuringiensis presentd alta

actividad toxica mas alta contra larvas de T. sofanivora.

Feris y Gutiérrez (1999) evaluaron la actividad biolégica de ocho cepas
nativas de los hongos entomopatdgenos Beauvena bassiana y Metharizium
anisopliae sobre huevos y larvas de primer instar de la polilla en condiciones
de laboratorio. Se obtuvieron muy bajos porcentajes de mortalidad (de 5 a
18% para huevos y de 2 a 12% para larvas de primer instar) lo que indica la
baja especificidad que presentan estos hongos contra la polilla y por ende la

ineficiencia de su uso en un programa de manejo integrado de la plaga.

Otros autores han realizado un reconocimiento de los posibles enemigos
naturales de T. solanivora en las principales zonas productoras de papa de
nuestro pais, encontrandose varias especies (Tabla 3).

Tabla 3. Enemigos naturales de la polilla guatemalteca de la papa en

Colombia.

Nombre cientifico

Orden: familia

Tipo

Hymenoptera: Parasitoide de
Apanteles sp. i
Braconidae larvas
Trichogramma Hymenoptera: Parasitoide de

cerca pretiosum

Trichogrammatidae

huevos

Trichogramma Hymenoptera: Parasitoide de
lopezandinensis Trichogrammatidae huevos
Eriopis connexa Coleoptera: Depredador de

conexa Coccinelidae huevos

Hypodynerus Hymenoptera: Depredador de

romandinus Vespidae larvas
Buchannaniella Hemiptera: Depredador de
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contigua Anthocoridae huevos y larvas

Lyctocoris Hymenoptera: Depredador de

campestris Trichogrammatidae huevos y larvas

Lecanicillium sp. | Moniliales: Moniliacea| Entomopatégeno

Tomado y modificado de: Lopez-Avila y Espitia 2000

En 1992, se hallaron en el estado de Mérida (Venezuela), larvas de T.
solanivora afectadas por un virus de la granulosis, siendo este el primer
enemigo natural de esta plaga observado en condiciones de campo en el
pais. Nifio y Notz (2000b) evaluaron cinco concentraciones de este virus
encontrando que las concentraciones entre 1 a 50/l ocasionaron una
mortalidad que fluctué entre el 71% y 100%, sin presentar diferencias
significativas en la mortalidad larval obtenida con las diferentes
concentraciones. Se encontré que en las dosis mas altas hubo un menor
crecimiento y desarrollo de las larvas infectadas, comparadas con las dosis
mas bajas en las cuales un mayor porcentaje de larvas enfermas se
desarrollaron hasta el cuarto instar y mantuvieron un consumo similar a las
larvas sanas. A la luz de estos resultados seleccionaron la concentracidon de
50 larvas/l para ser evaluada en los ensayos de formulacion del bioplaguicida
en polvo formulado con talco (silicato de magnesio) o caolin (silicato de
aluminio) para ser utilizado en almacenamiento. Al ser este aplicado en dosis
de 5 g/kg de tubérculo ocasioné una mortalidad larval que oscild entre el 97%
y el 100%.

Actualmente en nuestro pais se estd implementando el uso de un
bioplaguicida en polvo para proteger la semilla de papa durante el
almacenamiento, denominado “Baculovirus”, cuyo principio activo consiste en
el virus de la granulosis de Phthorimaea operculella. Este bioplaguicida fue
desarrollado por el Centro Internacional de la Papa en el Perd vy su

tecnologia fue adaptada y modificada por la Corporacion Colombiana de
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Investigacion Agropecuaria Corpoica para su produccion semicomercial. Con
dicho producto se obtienen niveles de eficacia superiores al 90% segun los

controles de calidad realizados al producto terminado (Villamizar et a/. 2005).

2.3. BACULOVIRUS

2.3.1. Generalidades

Los virus de insectos en general han sido estudiados por afios debido a un
interés intrinseco en el estudio de enfermedades de invertebrados vy
particularmente, debido a su potencial como agentes ambientalmente
benignos en el manejo integrado de plagas, por tener un estrecho rango de
hospederos y una elevada patogenicidad y virulencia, que son caracteristicas
ideales para un bioinsecticida. Actualmente se conocen mas de 1.100 virus
patdogenos de invertebrados que afectan a un importante nimero de
especies. La familia Baculoviridae es la mas numerosa y ampliamente
estudiada de todos los grupos de virus patégenos de insectos, no soélo por su
potencial como agentes de control sino también por su papel importante
como vectores de expresion de un gran rango de genes biolégicamente
activos (Evans y Shapiro 1990, Caballero et al. 2001).

Dentro de las caracteristicas basicas de esta familia se puede mencionar que
son virus ocluidos, en forma de bastén, con genoma DNA circular de doble
cadena de un tamario que oscila entre los 90 y 180 kpb (Herniou et al. 2003).
Hasta la fecha, la mayoria de los baculovirus se han aislado principalmente
de los ordenes Lepidoptera e Himenoptera y en menor nimero de Diptera,
Coleoptera, Orthoptera, Hemiptera, Neuroptera y Trichoptera (Luque et al.
2001).
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La caracteristica mas prominente de los baculovirus es la formacion de
cuerpos de inclusion proteicos que los hace estables durante largos periodos
de tiempo, por proteger al virus de la radiacién UV y la desecacion y ademas
facilita su aplicacion mediante pulverizaciones convencionales (Lewis 1989)
ya que segun Alcazar et al. (1992) las formulaciones mas aplicables para el
uso de virus patogenos de insectos son los polvos mojables y polvos secos.
La familia Baculoviridae puede subdividirse en dos géneros: los virus de la
poliedrosis nuclear (VPN) y los virus de la granulosis o granulovirus (VG);
ambos géneros se diferencian por la morfologia (tamario, forma y estructura)
de sus cuerpos de inclusion y también en aspectos histopatolégicos que son
de interés taxondmico. Los VPNs forman cuerpos de inclusion grandes en
forma de poliedro que contienen mdltiples particulas virales, mientras que los
VGs forman cuerpos de inclusién pequefios y ovoides llamados granulos que
generalmente contienen un solo virion (Caballero et a/. 2001, Luque et al.
2001).

La mayoria del conocimiento acerca de los baculovirus se relaciona con el
género de los virus de la poliedrosis nuclear; el género granulovirus ha sido
menos estudiado, debido en parte a que soélo han sido detectados infectando
algunos pocos insectos del orden Lepidoptera y a la falta de cultivos
celulares apropiados para su estudio (Taha et al. 2000).

2.3.2. Antecedentes

El interés en enfermedades de insectos se remonta al siglo XVI cuando se
describio formalmente la enfermedad del “marchitamiento de los gusanos’.
Mas adelante, en 1856 se observaron cuerpos refractiles en el nucleo de
células de insectos infectados con forma de poliedro que fueron relacionados
con la enfermedad. Durante la segunda guerra mundial, Burgold descubrié a
través de analisis quimicos que los poliedros eran cristales compuestos de

una matriz de un solo tipo de proteina al que llamé poliedrina. En 1947 se
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observaron viriones con forma de vara, los cuales se sabian que eran
caracteristicos de la familia Baculoviridae. Luego, en 1970, Max Summer y
Gale Smith usaron marcaje radiactivo y patrones de proteinas para
demostrar la naturaleza viral del agente infeccioso (Lewis 1989; Christian et
al. 1993, Herniou et al. 2003).

El primer intento exitoso de controlar un insecto plaga con un virus se dio a
comienzos del siglo XX; se tratd de un virus de la poliedrosis nuclear que fue
usado para controlar la “mosca europea” Gilpinia hercyniae (Hymenoptera:
diprionidae) en Canada. Mas adelante, en 1975, se registrd0 el primer
insecticida viral que fue el VPN de Helicoverpa zea (Lepidoptera: noctuidae),
registrado bajo el nombre de Elcar ™. Desde este éxito inicial un gran
numero de insecticidas virales han sido desarrollados (Christian ef a/. 1993) y
registrados (Tabla 4).

Tabla 4. Algunos Insecticidas a base de baculovirus registrados

Nombre
Organismo . Empresa - Pais Plaga blanco
comercial
. Gusano de la
Virus de
. Spod-X Thermo Trilogy Remolacha
lepiddpteros )
(Spodoptera exigua)
Virus de la U. S. Forest Polilla gitana
o Gypcheck o
polilla gitana Service (Lymantria dispar)
Gusano del maiz
Heli (Helicoverpa zea) y
elicoverpa Elcar Syngenta T
virus del tabaco (Heliothis
virescens)
Virus de la Polilla de la manzana
) Granupom AgrEvo )
polilla bacalao (Cydia pomonella)
Orgyla ™ )
) Estados Unidos | Orgyla pseudotsugata
pseudotsugata | Biocontrol-1
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MVPN
Autographa
californica SAN 404 Estados Unidos | Autographa califomica
MVPN
Dendrolimus )
Dendrolimus
spectabilis Matsukemin Japén .
spectabilis
VPN
VPN de la Polilla Douglas de los
U. S Forest ) )
polila Douglas |  ------------- ) pinos (Orgia
Service
de los pinos pseudoisugata)
Polillas de la papa
CORPOICA )
P. operculella | P. operculella (Phthorimaea
. ) (Proceso de .
Granulovirus | Granulovirus . operculella y Tecia
registro) )
solanivora)

Tomado y modificado de: EPA 2000 y Christian ef a/. 1993

En el ambito nacional la investigacion enfocada al aislamiento y uso de
baculovirus para el control de plagas se remonta a 1989, afio en el que se
aislé en Colombia el primer baculovirus. Este fue un virus de la poliedrosis
nuclear de tipo muitiple encontrado en larvas de Eprosterna alaeasa Dyar
(Lepidoptera: Limacodidae), defoliador de Palma Africana (Pedraza et al.
1989).

También en la década de los 80’s se observé una enfermedad atacando ias
larvas de gusano cachén de la yuca Erinnys ello (Lepidoptera: Sphingidae) en
los lotes del CIAT, estando la plaga en condiciones naturales. Afos mas
tarde se identificé el causante de la enfermedad como el granulovirus de E.
ello, que se convirtié en un agente microbiolégico potencial para el control de
la plaga. Se desarrolié entonces un producto con este principio activo

mediante un convenio entre el CIAT y BIOCARIBE S.A., en colaboracion con
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el Ministerio de Agricultura y Desarrclio Rural de Colombia (MADR). El
producto presenté un porcentaje de control del 99.5% de las larvas que
estaban entre el primero y el tercer instar, a las 96 horas de la aplicaciéon
(Arias et al. 2001).

A comienzos de los 90's, se report6 la polilla guatemalteca como la principal
plaga de los cultivos de papa en zonas como Boyacd, Cundinamarca,
Antioquia y Narifio. Por esta razén el Centro Internacional de la Papa (CIP)
comenzod en un nuestro pais un programa de capacitacion en dos unidades
piloto: El Santuario-Antioquia y Ventaguemada-Boyaca, con el fin de probar y
demostrar el uso de baculovirus para el control de esta plaga en
almacenamiento de semilla, utilizando una cepa del virus de la granulosis de
P. operculella (Palacios y Cisneros 1996). A partir de ese momento, tanto en
la Secretaria de Agricultura de Boyaca, como en algunas regionales de
Corpoica se hicieron esfuerzos para producir de forma artesanal, cantidades
significativas del producto a base de baculovirus; sin embargo, estas
iniciativas no tuvieron continuidad ya que en ambos casos, se suspendié la
produccion del virus a pesar de que existia una amplia demanda por parte de
los productores de papa, haciendo necesario implementar un proceso
tecnolégico de alta calidad con unos niveles de produccién que pidieron estar
disponibles para el control de la plaga. Por lo tanto, Corpoica en el Centro de
Investigaciones Tibaitata, establecié una planta de produccién de este
bioplaguicida (Cotes 2000; Villamizar et al. 2003).

A pesar de las ventajas que representa el uso de bioplaguicidas a base de
baculovirus para el control de plagas frente al uso de insecticidas quimicos,
como la reduccion en los riesgos de contaminacion de ambiente, el uso de
estos controladores biologicos no ha logrado implementarse de manera
exitosa debido a la tasa lenta de muerte que presentan, dificultades al

producirios masivamente a bajo costos y de una forma facil, percepciones
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populares desfavorables de su seguridad, etc. Ademas, la evolucion de
resistencia de las plagas blanco se convierte en un problema creciente.
(Christian et al. 1993).

2.3.3. Clasificacion

La clasificacion actual de la familia Baculoviridae incluye a todos aquellos
virus cuyos viriones presentan una estructura en forma de varilla o bastén y
que ademas, en un momento determinado del ciclo bioldgico, pueden ser
incluidos en matrices de naturaleza proteica o cuerpos de inclusién
(Caballero et al. 2001).

Dentro de esta familia, los baculovirus han sido clasificados en tres
subgrupos de acuerdo a la presencia o ausencia de cuerpos de inclusion
cubriendo los viriones, y si hay presencia, en el tamafio y la forma del cuerpo
de inclusion (Tabla 5) (Carter 1984).

Tabla 5. Subgrupos de Baculovirus y sus principales caracteristicas.

Dimensiones Viriones por
Nucleocapsides
Subgrupo del cuerpo de cuerpo de L Hospederos
. . i » por virion
inclusion inclusion
Virus de la
poliedrosis
nuclear (VPN)
Lepidoptera,
Diptera,
Nucleocapside . Hymenoptera,
. P 0.8 =15um Varios Unica y P
sencilla (SVPN) Coleoptera,
Trichoptera,
Crustacea
Nucleocapsides
. . Muiltiples (De 1 a
mdltiples 0.8-15um Varios 39) Lepidoptera
(MVPN)
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Virus de la . .
. 0.2-0.5um Uno Unica Lepidoptera
granulosis
. Coleoptera,
Baculovirus no ] » .
) No forma cuerpos de inclusion Unica Crustacea,
ocluidos .
Acaros.

Tomado de: Carter 1984.

A pesar de la existencia dentro de la familia de un género de baculovirus no
ocluidos, estos se han investigado por aparte debido a la ausencia del cuerpo
de inclusidn caracteristico. Por otra parte, los géneros VPN y VG se pueden
diferenciar principalmente por caracteristicas morfoldgicas como tamafio,
forma y estructura de sus cuerpos de inclusion y también en aspectos
histopatoldgicos que son de interés taxondémico (Caballero et al. 2001). Los
VPNs forman cuerpos de inclusion grandes en forma de poliedro mientras
que los VGs forman cuerpos de inclusién pequefios y ovoides llamados
granulos (Luque ef al. 2001).

En cuanto a la virulencia, los VPNs son mas letales que los VGs y eso se
evidencia en que las dosis letales 50 (DLsg) para granulovirus son mayores
que para nucleopoliedrovirus; esta diferencia se debe principalmente a las
diferencias estructurales de los virus ya que el género granulovirus presenta
un solo virion por cada cuerpo de inclusidn, mientras que los
nucleopoliedrovirus contienen muchos viriones por cuerpo de inclusion
(Lucarotti ef al. 2004).

2.3.4. El virus de la granulosis
El virus de la granulosis (VG) pertenece al grupo de los Bergoldiavirus, Clase
Artropoddfora, Orden Artropodofogales, Familia Baculoviridae y género

Baculovirus (Arias ef al. 2001).
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Los Granulovirus han sido aislados de mas de 100 especies, todas ellas
pertenecientes al orden Lepidoptera (Caballero ef al. 2001). Una de las
especies mas estudiadas ha sido el virus de la granulosis que se ha
encontrado en varios paises infectando naturalmente larvas de la polilla de la
papa Phthorimaea operculella, denominada PhoGV y ha sido considerado
por la Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion (FAQ), por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y por el Instituto de Virologia de
Oxford (IVO), como una alternativa promisoria que debe ser usada en
programas de control integrado de plagas (Ben Salah and Aalbu 1992, CIP
1992).

A pesar de que el tiempo e intensidad de radiacién solar pueden alterar la
actividad biocontroladora del PhoGV (Sporleder et al. 2000), se han
encontrado casos exitosos de control de P. operculella en diferentes paises
desde 1974, alcanzando porcentajes de mortalidad del 87% utilizando una
dosis de 112 equivalente larvales/100ml en ensayos de laboratorio (Zeddam
et al. 1999) y del 96% a una concentracion de 4.89 x 10° Ci/mi (Pérez et al.
1988). En Peru el PhoGV se ha empleado en forma de suspension acuosa
para aplicarse por aspersion y en forma de polvo seco para aplicacion por
espolvoreo. Esta formulacion se ha utilizado para aplicar en campo
alcanzando porcentajes de mortalidad larval entre el 70 y el 100%: asi
mismo, se ha encontrado una persistencia del virus de hasta 60 dias
después de la aplicacion (CIP 1992).

Por otra parte, para el control de otra de las polillas de la papa (Tecia
solanivora) se ha reportado también el virus de la granulosis, el cual ocasiono
una mortalidad de las larvas expuestas al virus entre 98% y 100%, cinco dias
después de su aplicacion formulado con talco y con caolin bajo condiciones
experimentales de laboratorio (Nifio y Notz 2000b).

43



2.3.4.1. Morfologia del virus de la granulosis

o Nucleocapside: consiste en una capside proteica que contiene el ADN y
otras proteinas; su funcién es la de transportar la informacién genética del
virus en forma altamente compactada hasta la célula hospedera. La
nucleocapside tiene un tamafio que oscila entre 30-66 nm y 250-300 nm.
Tiene un extremo obtuso y el otro con una estructura como un gancho, la
cual se encuentra asociada con el ADN (Carter 1984; Singaravelu y
Ramakrishman 1998; Caballero et al. 2001).

» Virion: es el principal elemento infeccioso de los baculovirus tanto en la
dispersion del virus entre los individuos de una poblacién como entre los
organos y tejidos de un mismo hospedero. El virion maduro se forma
cuando la nucleocapside adquiere, en un momento determinado de la
replicacion del virus, una envoltura o0 membrana que tiene una estructura
trilaminar tipica (Caballero ef al. 2001). Segun Carter (1984), el virién
contiene mas de 35 proteinas.

o Cuerpos de inclusién: los baculovirus, y en este caso los virus de la
granulosis, sintetizan al final del proceso de infeccién grandes cantidades
de poliedrina o granulina, segin el género, las cuales son proteinas que
cristalizan formando una matriz o cuerpo de inclusién (OB) con forma de

poliedro irregular (poliedrina) o de granulo (granulina) (Caballero et al.
2001).

Los Granulovirus generalmente forman cuerpos de inclusion ovocilindricos
cuyo tamano varia dependiendo del aislamiento en un rango de 120-300
nm de ancho por 300-500 nm de largo (Tweeten et al. 1977, Singaravelu y
Ramakrishman 1998, Finnerty et al. 2000, Sciocco-Cap et al. 2001). La

matriz de proteina llamada granulina, es una proteina de alrededor de 245



aminoacidos y esta genéticamente y seroldgicamente relacionada con la
poliedrina de los VPN (OECD 2002).

En los cuerpos de inclusion, durante su morfogénesis, queda incluido
generalmente un viridn, lo cual les permite conservar su capacidad
infecciosa fuera del hospedero; en casos raros, los granulos contienen mas

de un virién (Sciocco-Cap et al. 2001).

Una pequefia parte de la masa total de proteina (hasta un 5%) de los
cuerpos de inclusion corresponde a una proteina de 104 kDa la cual ha
sido identificada recientemente como una metaloproteasa, la cual actua
hidrolizando las glicoproteinas especificas que componen la membrana
peritrofica del intestino del insecto facilitando el movimiento del virion a
través de ésta y por tanto, permitiendo una mayor permeabilidad de la
estructura resultando en el aumento de la infectividad viral. Precisamente
debido a su funcidn, a esta proteina se le da la denominacién de factor
sinérgico de la infeccion viral (VEF) (Christian et a/. 1993, Caballero et al.
2001).

También se encuentra asociada a los OBs una proteasa alcalina que
produce una rapida digestion de la granulina una vez ha sido disuelta,
favoreciendo la liberacion de los viriones incluidos (Caballero et al. 2001);
Luque et al. (2001) reportan que esta proteasa también puede actuar
causando la protedlisis de los tejidos del hospedero y por tanto la ruptura

del tegumento.

Los OBs son insolubles en agua y resistentes a la putrefaccion y
desintegracion por agentes quimicos y también a tratamientos fisicas como
la congelacién, desecacién o liofilizacion, todas las cuales son

caracteristicas que les confieren persistencia en el medio. En cambio, son
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solubles en soluciones alcalinas como las que se dan en el tubo digestivo
de algunos insectos (pH 9-11), lo cual facilita la liberacion de los viriones
para que puedan iniciar una infeccion (Caballero et al. 2001).

En la figura 7 se puede observar la estructura de un granulovirus con las
partes anteriormente descritas.

Cuerpo de inclusion
(Granulina)

Nucleocanside

Virién

v

Figura 7. Caracteristicas morfolégicas de los granulovirus.

» Genoma: El genoma de los granulovirus esta organizado en una Unica
molécula circular de ADN de doble cadena que contiene 100 y 200 genes;
su tamano puede oscilar entre 80 y 180 kilopares de bases (Finnerty et al.
2000, Caballero et al. 2001). Aunque el DNA de los baculovirus se replica
en el nucleo, los baculovirus llevan su propio complemento de genes que
codifican las proteinas encargadas de la replicacion del DNA. En el caso
de los granulovirus, la replicacion comienza en el ndcleo de las células
infectadas pero en general se produce inmediatamente la ruptura de la
membrana nuclear y por consiguiente, el ciclo y la morfogénesis viral
continua en la mezcla resultante de componentes citoplasmaticos y
nucleares (Caballero et al. 2001, Herniou et al. 2003).

Aunque los genes de los baculovirus se encuentran en general bien

conservados, es muy comun observar variaciones entre los genotipos de

una misma cepa o de un mismo aislamiento mantenido bajo diferentes
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condiciones. Un ejemplo de estas variaciones es reportado por Vickers et
al. (1991),; en este estudio se compararon aislamientos del granulovirus de
P. operculella de ocho regiones del mundo usando endonucleasas de
restriccién y mostrando los estimados del tamafio del genoma de uno de
estos aislamientos. Se encontraron tres genotipos diferentes, aunque no se
pudo comprobar que estas diferencias genotipicas resulten en cambios
biolégicos en términos de virulencia. La ocurrencia de variaciones
genotipicas de un aislamiento de baculovirus ha sido atribuida al proceso
de recombinacion entre un pequefio nimero de variantes que coinfectan la
larva hospedera bajo condiciones de campo (Singaravelu y Ramakrishman
1998).

2.3.4.2. Modo de accion del virus en larvas de la polilla

El ciclo de infeccién comienza cuando los cuerpos de inclusion son ingeridos
por las larvas al alimentarse, continia con la dispersion de la enfermedad
dentro del insecto y finaliza tras la muerte del mismo, con la liberacién de
nuevos cuerpos de inclusion que contienen particulas infectivas (Figura 8).
Durante este ciclo se producen dos fenotipos de viriones con idéntico
genotipo. Uno de ellos lo constituye los viriones derivados de los cuerpos de
inclusion y son los responsables de la transmision horizontal de la
enfermedad, y por ende, el causante de la infeccion primaria en el insecto. El
otro fenotipo viral posee en su envoltura ciertas estructuras y proteinas
diferentes a los virus descritos anteriormente, que juegan una funcién
especifica; este fenotipo disemina la enfermedad dentro del hemocele del
insecto provocando la infeccion secundaria que dara como resultado la
formacién de nuevos cuerpos de inclusion y eventualmente la muerte de los
individuos afectados. La envoltura de estos es adquirida cuando las
nucleocapsides sintetizadas brotan a través de la membrana citoplasmatica
de la célula infectada (Carter 1984, Christian et al. 1993, Luque et al. 2001,
Taha et al. 2000, Caballero et al. 2001, Herniou et al. 2003).

47



Dentro del ciclo de infeccion se diferencian dos tipos de infeccion las cuales

seran descritas a continuacion:

¢ Infeccion primaria: la forma mas comun de inicio de la infeccion primaria es
por ingestion de los cuerpos de inclusién presentes como contaminantes en
el alimento de las larvas, aunque puede ocurrir una transmision vertical en
donde el virus es transmitido de los padres a la descendencia como lo
describe Kukan (1999).

Ingeridos los cuerpos de inclusién, debido a la alta alcalinidad presente en
los jugos intestinales del insecto hospedero (pH 9,5-11), se produce la
hidrélisis de la granulina. Una vez liberados los viriones deben atravesar la
membrana peritréfica del intestino, ayudados por el VEF mencionado
anteriormente.  Posteriormente, los viriones se unen por fusion a la
membrana citoplasmatica de las microvellosidades de las células del
intestino medio. Una vez producida la fusién, las nucleocapsides penetran
en el citoplasma de las células y se dirigen al nticleo, donde se desnudan y
liberan el DNA a través de los poros nucleares. Comienza entonces la
transcripcion de los genes virales, se genera nueva progenie viral y se
producen alteraciones en las funciones fisiologicas del insecto en beneficio
de un mejor desarrollo de la enfermedad en el hospedero (Caballero et al.
2001).

Se forman asi nuevas nucleocapsides, las cuales pasan a través de la
membrana nuclear adquiriendo una envoltura de dicha membrana; se
alinean con la membrana plasmatica, emergen a través de esta membrana
y atraviesan la lamina basal circulando a través de la hemolinfa (Caballero
et al. 2001).
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En los VGs al producirse la ruptura de la membrana nuclear, normalmente
se observan las nucleocapsides entre los componentes nucleo-
citoplasmaticos resultantes de la mezcla de ambos contenidos a las 36
horas post-infeccion. Una vez producida la primera progenie comienza la
dispersion del virus hacia las células de los tejidos a ser infectados,
produciéndose la infeccidén secundaria dentro del hemocele (Caballero et al.
2001).

e Infeccion secundaria: la diseminacion de la enfermedad dentro del
hospedero es causada por la progenie de virus brotantes que infectan
células vecinas y diversos tejidos: una vez producida la infeccion
secundaria, desde cada sitio de infeccién inicial se produce la dispersion de
la enfermedad por paso de los viriones de célula en célula por endocitosis
(Caballero et al. 2001).

2.3.4.3. Sintomatologia de larvas infectadas por granuiovirus

Las larvas infectadas por granulovirus exhiben un conjunto de sintomas
caracteristicos que empiezan a manifestarse varios dias después de haberse
iniciado la infeccion. Los primeros sintomas que se observan son cambios de
color del tegumento y del comportamiento de larvas. Las larvas pierden el
apetito y poco después cesan de alimentarse por lo que crecen mas
lentamente. La muerte se produce por desintegracion de los tejidos y
organos y poco después se oscurece el tegumento. En las larvas muertas 6
moribundas el tegumento es generalmente muy fragil y se rompe con
facilidad liberando el contenido liquido con millones de cuerpos de inclusién
(Caballero et al. 2001).

Nifio y Notz (2000a) evaluaron el desarrolio y sintomatologia de larvas de

Tecia solanivora infectadas por un virus granulosis nativo. En este estudio,

observaron como primera medida que las larvas sanas presentan cuatro
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grupos claramente definidos y sin solapamiento entre ellos, que indican los
cuatro instares larvales presentes en el desarrollo normal de T. sofanivora.
Contrariamente, en las larvas infectadas no hay una separacién clara entre
cada instar. También describen la coloracién blanca lechosa presente en las
larvas, tipica de la infeccion por el granulovirus; esta se debe a la infecciéon
del cuerpo graso, principal tejido afectado durante la replicacién del virus,
aunque en los estados avanzados de la enfermedad, otros tejidos son
afectados y se produce su desintegracién liberando una gran cantidad de
capsulas virales. Por dltimo, mencionan que el efecto del virus en el
desarrollo de las larvas se acentua a partir del segundo instar, en aquellas

larvas que sobreviven al efecto letal inicial.
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Figura 8. Esquematizacion del modo de accion de un baculovirus. (A) La larva ingiere
los cuerpos de inclusion al alimentarse. (B) En el intestino medio se disuelven los cuerpos de
inclusién (Cl) y quedan asi liberados los viriones (V) que luego de atravesar la membrana
peritréfica (MP), se unen por fusion a las microvellosidades del intestino. (C) A partir de este
estado, se inicia el ciclo de replicacion en el nicleo de las células columnares (CC) del
intestino medio y la progenie viral brota a través de la lamina basal (LB) a la hemolinfa (He).
Los viriones brotados (BV) causan la infeccion secundaria dentro del hemocele. (D) Las
particulas virales entran a las células de los tejidos susceptibles por endocitosis; las
nucleocapsides se dirigen hacia el nicleo y alli se libera el ADN; se inicia un nuevo ciclo de
replicacion que culmina en la formacion de nuevos viriones que se incluyen en los cuerpos
de inclusion. (E) se produce la lisis nuclear y celular. (F) Se rompe el tegumento larval y
quedan liberados los cuerpos de inclusién en el ambiente, que al ser ingeridos por otras
larvas al alimentarse, comenzaran un nuevo ciclo de infeccién. Tomado y modificado:
Caballero et al. 2001.
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3. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

3.1. FORMULACION DEL PROBLEMA

La polilla guatemalteca Tecia solanivora se considera como la plaga mas
importante en la mayoria de zonas paperas de Colombia. El control de este
insecto se basa en productos quimicos, los cuales han sido insuficientes,
ademas de la alta contaminacién que conlleva su uso indiscriminado. El uso
de virus entomopatégenos de la familia Baculoviridae se presenta como una
opcion de control eficaz y sin riesgos para el ambiente debido a su
especificidad y a la alta frecuencia de aparicion de estos virus causando
enfermedad en diferentes lepidopteros. Sin embargo, en Colombia no existen
cepas del virus de la granulosis aisladas directamente de T. solanivora que
estan adaptadas a las condiciones agroecolégicas de nuestro pais.

3.2. JUSTIFICACION

La polilla guatemalteca de la papa Tecia solanivora es la plaga de mayor
impacto econémico en el cultivo de la papa por los dafios que causa durante
el cultivo y en almacenamiento de semilla, los cuales pueden llegar al 100%
de la produccién (Palacios 1997).

En Colombia la tnica opcioén biolégica y ambientaimente sostenible para el
control de este insecto en condiciones de aimacenamiento de semilla Ia
constituye el bioplaguicida en polvo a base del granulovirus de Phthorimaea
operculella desarrollado por el CIP, cuya tecnologia fue adaptada y
tecnificada por Corpoica para su produccion en el pais. Con este
bioinsecticida se logra reducir la aplicacién de plaguicidas quimicos y mejorar
la produccion de papa. Sin embargo, dado que la cepa de virus usada para
su formulacion procede del PerG y fue aislada originariamente de otra
especie de polilla y teniendo en cuenta la posibilidad de encontrar virus

52



nativos afectando a T. solanivora como se ha demostrado en otros paises, la
bisqueda y aislamiento de cepas nativas de granulovirus a partir de éste
insecto surge como una alternativa promisoria. Esto permitira contar con un
virus mas adaptado a este hospedero y a las condiciones ambientales de
Colombia y por estas razones serd posiblemente mas eficiente para el
control. Ademas, el trabajar con aislamientos nativos permite aprovechar la

alta diversidad de especies que se encuentra en nuestro pais.
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Buscar y seleccionar aislamientos nativos de Granulovirus para el control de
la Polilla Guatemalteca de la papa Tecia solanivora (Povolny) en cultivos de

papa de Cundinamarca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Buscar aislamientos nativos del virus de la granulosis en larvas de T.
solanivora en cultivos de papa del departamento de Cundinamarca.

Identificar los aislamientos nativos del virus de la granulosis.

Seleccionar el aislamiento nativo mas virulento contra la polilla guatemaiteca

de la papa T. solanivora y que presente el mejor rendimiento.
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5. MATERIALES Y METODOLOGIA

5.1. UBICACION

El presente trabajo se llevd a cabo en el laboratorio de Control Biologico del
Programa de Manejo Integrado de Plagas en el centro de investigaciones —
Tibaitatéd de Corpoica, ubicado en el Km. 14 via a Mosquera, a una altitud
promedio de 2650 msnm. Los muestreos se realizaron en diferentes
municipios del departamento de Cundinamarca.

5.2. MATERIAL BIOLOGICO

5.2.1. Material Entomolégico

El material entomologico utilizado para el montaje de los bioensayos fueron
huevos y larvas de primer instar de la polilla guatemalteca de la papa Tecia
solanivora (Povolny). Esta poblacién del insecto fue obtenida de la cria
mantenida en dieta natural, establecida en los laboratorios de entomologia
del Programa de Manejo integrado de Plagas de Corpoica.

5.2.2. Material Vegetal

El material vegetal usado fueron tubérculos de papa Solanum tuberosum
sanos, de tamano similar y de la variedad parda pastusa que provenian de
supermercado. Todos los tubérculos utilizados fueron desinfectados

previamente (Anexo A).

5.2.3. Microorganismos

Como virus patrén y de referencia se trabajé en todos los ensayos con el
virus de la granulosis de Phthorimaea operculella aislado del Pert y con el
cual se elabora en Corpoica el producto semicomercial para el control de T.

solanivora.
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5.3. RECOLECCION DE LARVAS EN EL DEPARTAMENTO DE
CUNDINAMARCA

El muestreo de larvas de T. solanivora se realizd en cinco de los principales
municipios productores de papa del departamento de Cundinamarca:
Chocontd, Villapinzén, Mosquera, Sibaté y carmen de Carupa (Anexo B). En
cada municipio se seleccionaron fincas con cultivos de papa y/o con papa

almacenada en bodegas, silos rusticos, etc.

La busqueda de larvas se realiz6 mediante una revision de la superficie de
los costales, el suelo y las paredes del sitio donde se encontraban los
tubérculos almacenados. Asi mismo, se hizo un muestreo destructivo al azar
de los tubérculos que presentaban los signos tipicos del dafio causado por
Tecia solanivora con el fin de colectar las larvas que se encontraban en el

interior del tubérculo.

Se tuvo como limite de recoleccién 30 larvas por finca, aunque en algunos
casos no se alcanzo esta cantidad debido a la baja densidad de la plaga
presente en los municipios. De la misma manera, se establecié como criterio
de seleccion de larvas, aquellas que presentaran los sintomas caracteristicos
de infeccion por un virus de la granulosis como son: color blanco lechoso,
poca movilidad y consistencia blanda; sin embargo, debido a la dificultad de
encontrar en campo larvas con esta descripcion, se colectaron aquellas que

presentaran al menos una de estas caracteristicas.

Las larvas colectadas se colocaron individualmente en tubos Eppendorf con
1,5 ml de suero fisioldgico para evitar la oxidacidon que normalmente
presentan los individuos muertos al exponerse al aire y la luz, se rotularon
con los datos necesarios para su posterior identificacion (Finca, vereda,
municipio y fecha) y se transportaron al Laboratorio de Control Bioldgico del
C.1. Tibaitata en bolsas de papel.
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Para cada sitio de muestreo se llen6é una encuesta que tuvo en cuenta datos
relacionados con el nombre del colector; fecha de coleccion; sitio de colecta:
departamento, municipio, altitud, longitud, latitud, temperatura y hospedante,

entre otros (Anexo C).

Las larvas se conservaron mediante ultracongelacion a -70°C hasta el

momento de su evaluacion.

5.4. PREPARACION DE LAS SUSPENSIONES VIRALES.

A cada larva contenida en un tubo Eppendorf con suero fisiologico estéril se
le realizaron varias punciones con una jeringa de insulina estéril con el fin de
liberar su contenido, donde en caso de infeccidbn se deberia encontrar el
virus. Del tubo se retiraron los fragmentos grandes vy los tejidos del insecto
con la misma aguja y la suspensién obtenida fue dividida en cuatro
submuestras de 200 pl y se depositaron en tubos Eppendorf con el fin de
tener suficiente material para realizar las diferentes evaluaciones. Los tubos

se conservaron a -70°C, debidamente rotulados.

5.5. DETERMINACION DE LA POSIBLE PRESENCIA DE
GRANULOVIRUS

Se determind la presencia de particulas virales en la suspension obtenida de
cada larva mediante microscopia 6ptica de campo oscuro. De cada muestra
se realizd una preparacion en fresco y se observé en un microscopio optico
equipado con campo oscuro en el objetivo de 40 x. 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.

Las muestras en las que no se observo claramente la presencia del virus se

sometieron a centrifugacion en ultracentrifuga Biofuge stratos Sorvall® a
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12000 rpm durante 4 minutos con el fin de descartar la interferencia por
presencia de particulas de grasa. Si después de la centrifugacién se
observaba un pellet blanco, éste se recuperé y fue utilizado nuevamente para
una preparacion en fresco, la cual se observé al microscopio 6ptico de

¢ampo Oscuro.

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 infeccidn por Granulovirus.

5.6. PROPAGACION VIRAL
Para confirmar la posible presencia del virus se realizd una prueba de
reproduccion de sintomas virales con las muestras seleccionadas por

microscopia.

Para llevar a cabo esta actividad se tomaron tubérculos de papa pastusa
desinfectados y secos y se colocaron en un recipiente plastico cubierto en el
fondo por hojas de papel servilleta estériles. En cada recipiente se colocaron |
de 6 a 10 tubérculos dependiendo del tamario de los mismos. Con una aguja
estéril se realizaron varias punciones en la superficie de los tubérculos para
facilitar la entrada de las larvas recién emergidas, como recomienda Briese
(1980).

Por otra parte, se tomé una submuestra de los aislamientos seleccionados
contenidos en tubos Eppendorf con 200 pl de la suspension viral y se
llevaron a 1 ml con suero fisioldgico estéril. Esta suspension se utilizdé para
inocular toallas de papel con posturas de Tecia solanivora que se
encontraban proximas a la eclosion; la inoculacion se realizé impregnando
con 1 ml de la suspensién viral una toalla de papel de 10 cm?

aproximadamente que contenia los huevos.

58



Una vez inoculados los huevos, las toallas de papel se dejaron secar al
ambiente y posteriormente se cortaron en fragmentos de 1cm?
aproximadamente. Cada fragmento se coloc6 sobre una papa. Los

recipientes se taparon con tul blanco estéril y se mantuvieron a 22°C + 2°C.

Al cabo de 16 dias del montaje se comenzaron a realizar observaciones
diarias y se recolectaron tanto las larvas muertas como las larvas vivas con
sintomatologia viral. Pasados 25 dias se realizd un andlisis destructivo de los
tubérculos con el fin de extraer todas las larvas presentes y observar la

reproduccion de signos y sintomas virales.

Se reportaron como positivos aquellos aislamientos en los que se observaron
los sintomas de infeccidn viral en algunas o todas las larvas encontradas y
estos aislamientos fueron seleccionados para continuar con el trabajo. Los
aislamientos que presentaron larvas sanas con un desamollo normal, se

reportaron como negativas para presencia de granulovirus.

Las larvas con sintomatologia viral se dispusieron en cajas de Petri plasticas
estériles debidamente rotuladas y se guardaron en el ultracongelador a —
70°C hasta el momento de su evaluacion. Las pupas encontradas y las

larvas sanas fueron descartadas.

5.7. CONFIRMACION DE LA PRESENCIA DE CUERPOS DE
INCLUSION

Con el fin de confirmar la presencia de cuerpos de inclusién en las larvas de
los aislamientos seleccionados, se utilizé la propiedad de estos de disolverse
o solubilizarse en soluciones alcalinas (Caballero et a/. 2001).

Para esto se preparé una solucion de KOH 1M con pH 11. Se tomé una larva

infectada de cada aislamiento seleccionado y se le hizo una puncién para
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extraer la hemolinfa, la cual se suspendié en 1.5 ml de suero fisiolégico
estéril. De esta suspension se tomd una gota y se puso en una lamina
portaobjetos por duplicado. A una de las gotas que se ubicaron sobre la
lamina se le adiciond una gota de la solucién de KOH y se dejo incubar a
35°C durante 30 minutos. Posteriormente se observé en el microscopio de
campo oscuro en el objetivo de 40X |la muestra sin tratamiento y la muestra
después de haber sido incubada con KOH. Como tratamiento testigo se
utilizé el mismo procedimiento con una larva infectada con el virus de la
granulosis de P. operculella proveniente del Perd, cuya identidad ha sido
establecida previamente. Se consideraron positivas aquellas muestras en las
que se observd la disolucidn o desaparicidn parcial o total de las puntos

blancos brillantes observados al microscopio de campo oscuro.

5.8. COLORACION DE LOS GRANULOS

Brancalh&o et al. (2000) desarrollaron una técnica rapida, simple y segura
para la deteccion de cuerpos de inclusion mediante una adaptacion de la
técnica de coloracién de poliedros descrita anteriormente por Hamm (19686).

Con base en esta informacion se realiz6 la coloracion de los granulos a partir
de la hemolinfa del insecto de la siguiente manera: se tomdé una larva
infectada con cada aislamiento de granulovirus seleccionado y se le hizo
puncién tomando una gota de la hemolinfa y colocandola sobre una ldmina,
la cual se puso a secar en horno a 40°C por tres minutos. Posteriormente, la
lamina se sumergié en una cubeta que contenia una solucidon acuosa de
acido aceético al 50% durante 2 minutos; este es uno de los pasos mas
importantes ya que los cuerpos de inclusién son resistentes a tinciones
biolégicas a menos que se traten previamente con un acido débil (Pedraza et
al. 1989). Enseguida se transfirié la lamina a otro recipiente que contenia una

solucion de Azocarmine G (Anexo D) y se sumergio alli durante 2 minutos. La



lamina fue cuidadosamente lavada con agua destilada y se puso a secar

sobre una llama ligera.

El procedimiento se repitid con una larva infectada con el virus de la
granulosis de P. operculelfa del Perti como testigo positivo y con una larva
sana como testigo negativo. Se observaron las coloraciones en microscopio
optico en el objetivo de 100X con aceite de inmersidén, con el fin de observar
las diferencias entre la hemolinfa infectada y la hemolinfa normal y visualizar
con claridad la presencia de granulos en las muestras, lo que confirmé la

presencia de virus de la granulosis.

59. ELABORACION DE CURVA DE CALIBRACION PARA
CUANTIFICACION DE GRANULOVIRUS

Matthiessen et al. (1978) determinaron que los cuerpos de inclusidon del
granulovirus de Phthorimaea operculella (PhoGV) en suspension en agua
obedecen a la ley de Lamber-Beer, es decir, que existe una relacién lineal
entre la absorbancia (expresada como el numero de densidades Opticas
leidas a 450 nm) y la concentracion de los cuerpos de inclusion. Empleando
esta propiedad se elaboré una curva de -calibracion con diferentes
concentraciones de Granulovirus con el fin de facilitar su cuantificaciéon en los

ensayos posteriores.

Para esto, se tomaron 10 larvas infectadas con el granulovirus patron
proveniente del Perd y se maceraron en mortero de porcelana estéril con 5
ml de suero fisioldgico hasta obtener una suspensién homogénea. La
suspension obtenida se clarificd por muselina estéril con el fin de eliminar el
material grueso como restos de tejido de larva y ofras particulas que
pudieran interferir con los resultados y el liquido obtenido se filtrd por una
membrana de 0,8 u de poro para eliminar otras interferencias como células

del insecto, esporas fungicas y bacterias. La suspension filtrada obtenida se
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llevd a un volumen de 50 ml con suero fisioldgico y esta se denominé
suspension madre, a la cual le fue determinada la concentracion de cuerpos
de inclusion mediante recuento en camara de Neubauer en un microscopio
optico equipado con campo oscuro observando con el objetivo de aumento
40X. El conteo se realizé por triplicado y el resultado se expresdé como

cuerpos de inclusion por mililitro (Cl/ml).

A partir de esta suspension se realizaron 6 diluciones seriadas con factor de
dilucion 2, desde 1/2 hasta 1/64, y de cada dilucién se hicieron 10 réplicas.
Con la concentracion de la suspensidbn madre se calcularon las

concentraciones de cada tubo conociendo su factor de dilucion.

Posteriormente se ley6 la absorbancia de los tubos en el espectrofotdmetro a
una longitud de onda de 450 nm, usando como blanco el suero fisiologico

usado para realizar las diluciones.

Con los resultados de concentracion y absorbancia se elabord una curva de
calibracion utilizando el método de minimos cuadrados del programa
estadistico Statistix para obtener la ecuacién de la recta (y= mx+ b), que
permite calcular la concentracién de una suspension de granulovirus después

de haber leido su absorbancia a 450 nm.

5.10. PURIFICACION DEL VIRUS

Con el fin de purificar el virus para utilizarlo posteriormente en la
electroforesis, se siguid el procedimiento descrito en la figura 9, el cual es
una modificacion de los métodos descritos por Mathiessen et al. (1978) y
Tweeten et al. (1977).
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Se tomaron aproximadamente 80 larvas infectadas de cada aislamiento y se
maceraron en un mortero de porcelana estéril adicionando 5 mi de una
solucién de Tris 0.1M pH 7.5. Se paso el macerado a través de un trozo de
velo suizo estéril y posteriormente el filtrado obtenido se mezclé con 2 ml de
SDS 0,05%. Esto se incub6 a 25°C durante 30 minutos.

Al cabo de este tiempo la suspensién se centrifugd 7.5 minutos a 100g con el
fin de eliminar los restos de tejido grande presentes. De esta centrifugacion
se tomé el sobrenadante y se centrifugd a 27000g por una hora. El pellet

obtenido se resuspendid en la solucion buffer de Tris 0.1M.

Posteriormente se realizd una centrifugacion diferencial en gradiente de
sacarosa, para lo cual se prepararon fres soluciones de sacarosa con
diferentes concentraciones: 45, 65 y 80% utilizando agua destilada estéril y
sacarosa grado analitico. En un tubo falcon se adicionaron 5 m! de cada
solucion de sacarosa y el pellet resuspendido se llevd a este colchdon. Se
centrifugd durante 90 minutos a 27000g. Con una pipeta Pasteur se recuper6
la banda blanca que se encontraba entre las concentraciones de 65% y 80%
de sacarosa, la cual correspondia a los cuerpos de inclusién de granulovirus.
Esta banda se resuspendidé en una relacidn 1:3 (solucién viral / buffer Tris
0.1M) y se centrifugdé durante 60 minutos a 27000g. El pellet obtenido se
resupendié en un volumen pequefio (0.5 mi aproximadamente) de buffer Tris

0.1M y se almacend a —70°C debidamente rotulada.
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Macerar 80 larvas en 5 ml de Tris 0.1M

E
Filtrar en velo suizo

1

Filtrado
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Mezclar con 2 mi de SDS 0.5% |- * Incubar 30
; min a 25°C :
........................ +
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Figura 9. Procedimiento para purificacion de granulovirus
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5.11. ELECTROFORESIS SDS-PAGE
Con el fin de determinar la presencia de la proteina granulina y de esta forma
confirmar la presencia de granulovirus en los aislamientos seleccionados, se

realizoé una electroforesis SDS-PAGE.

Para esto, se prepar6 el gel separador de acrilamida-bisacrilamida al 10%
teniendo en cuenta un volumen final de 10 ml (Anexo D). Se vertié la mezcia
lentamente por el interior de los cristales con ayuda de una pipeta evitando Ia
formacion de burbujas, hasta aproximadamente un cm del extremo inferior
del peine. Se mantuvo el gel en posicién vertical a temperatura ambiente por

20 minutos mientras se dio lugar a la polimerizacion.

Luego se preparé el gel de apilamiento acrilamida-bisacrilamida un volumen
final de 10 ml (Anexo D). Después de colocar el peine se vertié la mezcla de
acrilamida liquida correspondiente al gel de apilamiento sobre la fase anterior
del gel ya polimerizado con ayuda de una pipeta. Una vez polimerizado el gel
de apilamiento, se montaron los geles sobre el soporte de electroforesis y se
anadio el tampdn de corrida (10x) (Anexo D), llenando todo el tanque de

forma que los pocillos de los geles quedaron bien cubiertos.

Se retird el peine con cuidado y se lavaron los pocillos varias veces con el
tampon de corrida, antes de cargar las muestras. Se mezclaron 2/3 de la
muestra de virus puro con 1/3 de tampén de carga (Anexo D) en un vial de

0,5 ml y se hirvid por tres minutos.

Se centrifugaron las muestras durante 10-20 segundos para recuperar el
agua condensada en la parte superior de los tubos. Posteriormente, se
cargaron las muestras en los pocillos del gel. Se cerro el tanque y se conecté
a la fuente de voltaje. La corrida se realizd a una intensidad constante de 40
mMA durante aproximadamente 45-60 minutos. Una vez que el frente llegd al
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fondo del gel se desconectd la fuente de voltaje y se desmontaran los
soportes para recuperar los geles. Se introdujeron los geles durante 10-30
minutos en un recipiente con solucion colorante (azul brillante de Commassie
R 0,1% plv; acido acético 10% v/v y etanol 50% v/v) y se mantuvieron en
agitacion durante este tiempo para asegurar una tincion homogénea. Luego,
se introdujeron los geles en un recipiente con solucién decolorante (etanol
9,45% y acido acético 6,75%) y se mantuvieron en agitacion durante 40-45

minutos.

Se observo la presencia de las bandas de proteina coloreadas en el gel y se

identificé su peso molecular comparandolas con el patrén de peso empleado.

5.12. COMPARACION DE LA ACTIVIDAD BIOCONTROLADORA DE LOS
AISLAMIENTOS SELECCIONADOS

Se evalué y compard la actividad biocontroladora de los aislamientos
seleccionados sin formular y formulados de la misma forma que el producto
semicomercial elaborado en Corpoica — Tibaitatd a base de la cepa patron
proveniente del Peru. El bioensayo se desarrollé siguiendo el Procedimiento
Operativo Esténdar del Laboratorio de Control de Calidad de Bioplaguicidas
Biotécnica-Corpoica para la evaluacién de la eficacia del bioplaguicida a base
del granulovirus de Phthorimaea operculella para el control de la polilla
guatemalteca de la papa Tecia solanivora, el cual se encuentra validado y
registrado por el Instituto Colombiano Agropecuario ICA como un control de

calidad de dicho bioplaguicida (Biotécnica 2004).

5.12.1. Preparacion de las suspensiones virales

Para la elaboraciéon del bioplaguicida a base de los aislamientos nativos
seleccionados, se tomaron 15 larvas de cada aislamiento que presentaban
los sintomas tipicos de infeccion por granulovirus; cada grupo de larvas se
tratd por aparte. Se maceraron las larvas en un mortero de porcelana con 5
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mi de suero fisiologico estéril, se pasaron por un trozo de muselina y se
llevaron a un volumen de 20 ml. Para retirar los restos de células larvales y
tejidos se centrifugd esta suspension durante 5 minutos a 100g y se recuperé
el sobrenadante (Finnerty et al. 2000). Luego se pass esta suspension por
una membrana de 0,8 p y se tomd una muestra de 2ml para leer su
absorbancia en el espectrofotémetro a 450 nm y con este dato se calcul6 la
concentracion de la suspensidon madre utilizando la ecuacion obtenida en la
curva de calibracién. Se ajusto la concentracion de cada suspension a 1 x
10® Cl/ml en un volumen de 50 ml. Estas suspensiones se entregaron a la
planta de produccion de Baculovirus de Corpoica — Tibaitatd para su

formulacién en forma de polvo fino para pelletizacion de semilla de papa.

Como una forma de determinar si el proceso de formulacion tuvo algun
efecto sobre los aislamientos, estos fueron igualmente evaluados utilizando
una concentracion de la suspensién viral de 10° Cl/ml equivalente a la
obtenida en el producto formulado (10° Cl/g). Para la evaluacién de los
aislamientos sin formular, se tomaron 10 larvas de cada aislamiento que
presentaban los sintomas tipicos de infeccion por granulovirus y se siguid el
mismo procedimiento descrito anteriormente para la preparacion de la
suspension viral, pero esta vez ajustando la concentraciéon de cada

suspension a 1 x 10° Cl/ml, y conservando un volumen final de 200 ml.

5.12.2. Montaje del bioensayo

Para la evaluacion de los aislamientos formulados, se pesaron tubérculos de
papa pastusa (tres por tratamiento), se introdujeron en una bolsa de
polietileno de alta densidad y se adicion6 la cantidad de bioplaguicida
calculada con base en el peso de los tubérculos, teniendo en cuenta que la
dosis recomendada es de 5 g del producto de Baculovirus por 1 Kg de papa.
Se cerr6 la bolsa y se agitd vigorosamente hasta que los tubérculos

quedaron cubiertos con el polvo blanco.
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Para la evaluaciéon de los aislamientos sin formular los tubérculos se
sumergieron durante 3 minutos en la suspension viral y luego se pusieron a

secar en cabina de flujo laminar durante 1 hora.

Con mucho cuidado se colocé cada tubérculo tratado con los formulados o
con los aislamientos sin formular en un vaso plastico de 150 cm® con 60 g de
arena estéril en el fondo. Con la ayuda de un pincel estéril calibre 0,5 se
pusieron 15 larvas de T. solanivora recién emergidas sobre cada tubérculo,
empezando por los testigos para evitar la contaminacion de este material.
Cada recipiente se tapd con una tapa plastica con pequenas perforaciones
para evitar la condensacion de humedad y se mantuvieron a 22°C + 5°C. Se
contd con un testigo positivo, tanto para los aislamientos formulados como
sin formular, en el cual los tubérculos fueron tratados con el producto o ia
suspension sin formular del granulovirus de P. operculella proveniente del

Peru y un testigo absoluto que consistié en tubérculos sin ningun tratamiento.

Pasados 25 dias se evaluo por un andlisis destructivo de los tubérculos cada
tratamiento, determinando el nimero de larvas muertas correspondientes al
numero de larvas muertas encontradas en los recipientes y el numero de
larvas desaparecidas las cuales se asumieron como larvas muertas en
estadio de neonatos.

Se calculd el porcentaje de eficacia mediante la formula de Schneider —
Orelly (Ciba-Geigy 1973):

% de eficacia=b—-k x100
100 -k

donde: b = % de individuos muertos en el tratamiento con Baculovirus

k = % de individuos muertos en el testigo absoluto.
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5.12.3. Diseiio experimental y analisis estadistico (tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas del disefo experimental empleado.

| Unidad experimental
(UE)

Recipiente plastico con tubérculo tratado

y 15 larvas (Figura 10)

Tratamientos

Cepas C01-26, C04-04 y C06-11
formuladas y sin formular, testigo positivo

y testigo absoluto

Réplicas

3

LDiseﬁo Experimental

Completamente al azar

Figura 10. Unidad experimental con tubérculo tratado con aislamientos sin

formular y formulados

Los resultados fueron analizados mediante un andlisis de varianza y una
prueba de comparacion de medias de Tukey con un a=0.05 mediante el

programa estadistico Statistix.

5.13. ESTIMACION DEL NUMERO PROMEDIO DE CUERPOS DE

INCLUSION PRODUCIDOS POR MILIGRAMO DE LARVA

Como otro parametro de seleccion de los aislamientos de granulovirus se

tomé en cuenta el rendimiento, es decir, la cantidad promedio de cuerpos de
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inclusion producidos por gramo de peso larval. Para cada aislamiento
seleccionado se tomaron larvas infectadas y se prepararon 10 suspensiones
virales diferentes de la siguiente manera: para cada suspension viral se
tomaron muestras de larva infectada de peso conocido, las cuales se
maceraron y fueron llevadas un volumen de 10 mi con suero fisiologico estéril
agitando vigorosamente en un vortex durante 5 minutos. Cada suspension se
paso por papel filtro con ayuda de una bomba de vacio, con el fin de retirar
los tejidos y contaminantes de la larva. A partir del filtrado obtenido se
hicieron diluciones y se ley6 la absorbancia de la dilucién adecuada en un
espectrofotometro a 450 nm. Con este dato se calculd la concentracién de la
suspension madre (Cl/mi) utilizando la ecuacién obtenida en la curva de
calibracion y a partir de esta se calculd la cantidad de CI producidos por

gramo de larva utilizando el peso de las larvas y la dilucién empleada.

El disefio experimental fue completamente al azar con 10 repeticiones por
tratamiento y con el fin de identificar diferencias entre los rendimientos de los
aislamientos virales, los resultados fueron sometidos mediante una analisis
de varianza (ANOVA) y a una prueba de diferencia minima significativa (LSD)
con un p=0.05 mediante el programa estadistico Statistix.

Como un parametro de comparacion, este mismo procedimiento se llevo a

cabo también para la cepa de granulovirus de P. operculella proveniente del

Pera.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. RECOLECCION DE LARVAS

La recoleccion de larvas de Tecia solanivora para la busqueda de cepas de
granulovirus llevada a cabo en el departamento de Cundinamarca se realizé
durante los meses de junio y julio de 2004 en los municipios de Choconta,
Villapinzén, Mosquera, Sibaté y Carmen de Carupa. En dicha época en la
mayoria de fincas paperas del departamento, acababa de finalizar el primer
ciclo de cultivo de papa y por lo tanto ya se habia realizado la cosecha. Por
esta razdn los muestreos se realizaron Unicamente en los sitios de
almacenamiento de la papa, considerando que la plaga no solamente hace
su ataque durante la época de tuberizacién y maduracién del cultivo, sino
que también afecta la papa que se almacena para su uso como semilla o
como papa de consumo (Sotelo 1997).

El nimero de larvas de T. solanivora colectadas vario drasticamente entre los
municipios muestreados, en primer lugar, por las diferentes condiciones
climaticas de cada sitio geografico (Tabla 7), por factores ambientales
propios de la época de muestreo y por las practicas culturales y de control

implementadas en cada finca visitada.

Como lo reportan varios autores, las variaciones en la densidad de la
poblacion de T. solanivora dependen de las condiciones climaticas, siendo la
precipitacion el factor mas influyente, asi como la altitud, la temperatura, la
humedad, etc. A menor altitud es mayor la captura, a mayor precipitacion es

menor la captura y a menor temperatura menor captura (Barreto et al. 2003;
Nifio 2004).
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Tabla 7. Resultados de la recoleccién de larvas de T. solanivora en el
departamento de Cundinamarca y principales condiciones ambientales de los
municipios de muestreo.

“Altitud “Temperatura Namero de larvas

MUNICIPIO

{msnm) - - .promedio recolectadas-

B T Y

Choconta | 2655 13°C 62

Villapinzén 2715 13°C 24
Mosquera 2548 14°C
Sibaté 2574 14°C
Carmen De Carupa 2980 19°C 22
Total 118

En el municipio de Choconta se obtuvo una alta cantidad de individuos
comparada con los demas municipios muestreados y por esta razén el mayor
nimero de muestras fueron recolectadas en dicho sitio. La presencia de la
plaga en este lugar fue alta a pesar de que se encuentra localizado a una
altura mayor que otros municipios evaluados como Mosquera y Sibaté y
presenta la menor temperatura, razones por las que se esperaba que la
presencia de la polilla fuera mas baja; sin embargo, segun lo comentado por
los agricultores, se encontraban en una época bastante seca, lo que
posiblemente favorecid la pérdida de humedad del suelo durante el cultivo y
por lo tanto su agrietamiento facilitando el ataque de la polilla (Saenz 1997,
Nuztez et al. 1999). Otro factor que pudo favorecer la presencia del insecto
fue el hecho de que en las fincas visitadas, la papa se encontraba
almacenada en bodegas externas bastante sucias y descuidadas, brindando
un ambiente de oscuridad y poca aireacion que es ideal para la reproduccion
de T. solanivora {(Ben Salah y Aalbu 1992). Lo mismo ocurrié para los
municipios de Villapinzén y Carmen de Carupa en los que se obtuvo un

mayor nimero de larvas de la polilla.




Cundinamarca, tan soélo cinco larvas recolectadas en el municipio de
Mosquera presentaron sintomas claros de la posible presencia de un virus de
la granuiosis; las otras muestras no exhibian sintomas o éstos no eran muy

evidentes.

Como lo reporta Laarif et al. (2003) en su estudio sobre la epidemiologia de
un virus de la granulosis de P. operculella en Tunez, los sintomas de
infeccion exhibidos en campo son dificiles de encontrar y algunas larvas
infectadas pueden no mostrar ningun sintoma indicativo de la presencia de
una enfermedad. Este fendbmeno puede deberse a la presencia de bajas

concentraciones del virus en el insecto o a un caso de infeccion latente.

6.2. DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE GRANULOVIRUS

Debido a que la sintomatologia provocada por el virus de la granulosis en
muchas ocasiones no es observable a pesar de que los individuos puedan
estar infectados, se realizdé un diagnostico de mayor fiabilidad basado en la
observacién al microscopio (Evans y Shapiro 1990). Para tal fin se determiné
la presencia de cuerpos de inclusion en todas las muestras recolectadas
mediante la técnica de microscopia éptica de campo oscuro, la cual permite
la adecuada observacion de los cuerpos de inclusiéon de granulovirus debido
a su tamafo y refractibilidad, ya que el uso de esta técnica se aplica para
cbservar estructuras pequenas, que posean un bajo contraste y que
dispersen o refracten la luz por su naturaleza sélida y compacta (Caballero
et al. 2001). Para esta observacion se tomd como referencia la cepa de
granulovirus proveniente del Peru, con la cual se realizé un montaje en fresco
de una larva infectada y se observd al microscopio (Figura 11); dicha imagen
fue comparada con las obtenidas a partir de las muestras de campo. Como
se observa en la figura 11, los cuerpos de inclusidn se presentan como

pequenos cuerpos blancos con un ligero parpadeo.
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De las 118 muestras recolectadas en la totalidad de municipios muestreados
en el departamento de Cundinamarca se detectaron nueve muestras con
posible infeccién por granulovirus mediante microscopia 6ptica de campo
oscuro, puesto que presentaron puntos blancos y brillantes similares a los

observados con la cepa de referencia del Peru.

Figura 11. Hemolinfa de un insecto infectado con la cepa de granulovirus del
Pert observado al microscopio de campo oscuro. Los cuerpos de inclusion

corresponden a los puntos blancos, brillantes, pequefios y uniformes. (400X).

En cuanto a las otras muestras examinadas se consideraron 29 como
sospechosas debido a que las estructuras observadas similares a
granulovirus eran escasas, presentaban poco movimiento browniano, tenian
un tamario mayor al esperado o no se diferenciaban con claridad (Figura 12);
las 80 muestras restantes se consideraron como negativas por no presentar
estructuras correspondientes a cuerpos de inclusién de granulovirus (Tabla
3).
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C04-01 C04-03 C04-04

C05-03 Co6-07

Figura 12. Muestras con posible infeccion por granulovirus observadas al

microscopio de campo oscuro. (400X).
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Tabla 8. Determinacion de la presencia de cuerpos de inclusiéon mediante

microscopia de campo oscuro de las muestras recolectadas en Cundinamarca.

Municipio Muestras Muestras Muestras Muestras
totales positivas sospechosas negativas
Choconta 62 2 9 51
Villapinzén 24 2 0 22
Mosquera 5 5 0 0
Sibaté 5 0 4 1
C. de Carupa 22 0 16 6
Total 118 9 29 80

LLos niveles de infeccion (incidencia del virus) obtenidos en las poblaciones
de campo fueron variables y en algunos casos no se pudieron determinar con
exactitud debido a la presencia de muestras sospechosas; sin embargo,
sobre la base de este analisis, se establecid la posible distribucion de la
presencia de granulovirus en larvas de Tecia solanivora en los municipios

muestreados del departamento de Cundinamarca (Figura 13).

L.a presencia del virus de la granulosis en poblaciones de T. solanivora de los
cinco municipios de Cundinamarca evaluados y la incidencia relativamente
baja de este patégeno comparado con su incidencia 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) permite asumir que las condiciones locales
posiblemente no son favorables para el desarrollo de este tipo de patdgeno o
que el hospedero T. solanivora es mucho mas resistente a la infeccién por
granulovirus. Briese y Mende (1981) realizaron estudios sobre las diferencias
en la susceptibilidad a una infeccidbn por granulovirus entre diferentes
poblaciones de campo de la polilla de la papa P. operculella y encontraron

que existe un considerable rango de respuestas entre diferentes poblaciones
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de la polilla al virus, dependiendo de muchos factores como la densidad de
la plaga, la edad de la poblacion, las condiciones ambientales, etc., lo cual
podria explicar también la baja incidencia del patdbgeno encontrada en esta
investigacion. Esto lo confirman también Cherry et al. (2002) en su estudio
sobre la transmision en campo del granulovirus de Plutella xylostella
(Lepidoptera: Yponomeutidae), en el que encontraron que existe una
variacion considerable en la respuesta entre poblaciones de insectos

provenientes de lugares geograficamente diferentes.
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Figura 13. Determinacion de cuerpos de inclusion en las muestras de larvas de T.
solanivora colectadas en el departamento de Cundinamarca por la técnica de

microscopia de campo oscuro
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Mediante la técnica de observacion en campo oscuro otras estructuras como
particulas de polvo, esporas bacterianas, cristales, etc., pueden observarse
en el campo visual de forma muy similar a un cuerpo de inclusién de
baculovirus. Aunque esta técnica es una herramienta muy util para la
determinacién de la presencia de baculovirus y es usada por muchos
investigadores en su trabajo de rutina con este tipo de organismos (Smirnoff
1960), la infeccidn por granulovirus no puede ser determinada ni diferenciada
con seguridad usando so6lo montajes frescos para ser observados en campo
oscuro (Lucarotti et al. 2004), razdn por la cual se realizaron otras pruebas
confirmatorias con las muestras que se seleccionaron mediante observacion

al microscopio.

6.3. PROPAGACION VIRAL

La reproduccion de sintomas virales en el insecto hospedero y la
propagacion del virus son un paso determinante para confirmar la presencia
de un agente viral infeccioso en una muestra sospechosa, como lo determina
Koch en sus postulados. Mediante este postulado se comprueba el vinculo
entre un virus y una enfermedad por parametros como la reproduccion de la
enfermedad original al re-inocular el agente en su hospedero susceptible
(Purves et al. 2001).

Se escogieron para la propagacion las nueve muestras que dieron positivas
para posible presencia de granulovirus por microscopia de campo oscuro y
tres muestras al azar de las que se consideraron sospechosas. De las doce
muestras propagadas, solo se observé clara reproduccién de sintomas

virales en tres de ellas (Tabla 9).
Teniendo en cuenta las posibles variables que pudieron impedir el desarrolio

de algunos aislamientos de granulovirus o la posible no presencia de agentes

infecciosos en las muestras en las que no hubo reproduccion de sintomas
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virales, aquellos aislamientos que lograron reproducirse bajo las condiciones
proporcionadas en este estudio fueron seleccionados para continuar con la

investigacion (Tabla 10).

Tabla 9. Reproduccién de sintomas virales en larvas de 1° instar de T. solanivora
(*Muestras propagadas dos veces por dudas en cuanto a la sintomatologia exhibida)

AISLAMIENTO RESULTADO AISLAMIENTO RESULTADO

C01-03 Negativo C05-03 Negativo
C01-26 0sitive C05-05 Negativo
i C02-07 Negativo C06-07 Negativo
C02-20 Negativo Co06-11 Positi
C03-14 Negativo CQ7-06 Negativo
C04-04 Positivo C07-08 Negativo

Tabla 10. Muestras seleccionadas por presentar resultados positivos en la
reproduccion de sintomas virales y municipio de procedencia de cada una.

Muestras seleccionadas Municipio
C01-26 Choconta
C04-04 Mosquera
C06-11 Carmen de Carupa

Cada aislamiento presentd caracteristicas diferentes en cuanto a la

sintomatologia exhibida.

Para los aislamientos C04-04 y C06-11 provenientes de Mosquera y Carmen

de Carupa respectivamente (Tabla 10) se observaron patrones de
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comportamiento de las larvas muy similares. En primer lugar presentaron la
coloracion blanca, lechosa, uniforme en todo el cuerpo del insecto, tipica de
la infeccion por granulovirus (Figura 14 a y b). También se observo retraso en
el crecimiento con tamanos significativamente menores comparados con los
de las larvas sanas, lo cual fue mas notorio para el aislamiento C04-04. Este
efecto del virus es positivo desde el punto de vista del control, si se tiene en
cuenta que una larva de menor tamafo consume menos alimento, lo cual
puede verse reflejado en menores porcentajes de darfio en los tubérculos, es
decir, a pesar de que la larva no muere, causa menores dafos que una larva

sana.

Para el aislamiento CO01-26 proveniente del municipio de Choconta se
observaron varias caracteristicas particulares (Figura 14 c). En primer lugar,
aunque las larvas presentaron la coloracion blanca descrita anteriormente,
esta no fue uniforme en todo el cuerpo del insecto, observandose grumos o
acumulaciones en algunos sitios especificos. Esto puede deberse a que el
virus presenta especificidad por algunos tejidos del insecto y esto provoca la
acumulacion de cuerpos de inclusidn en sitios especificos de la larva. Por
otra parte, aunque también se produjo una disminucidén en la velocidad de
crecimiento de las larvas, sus tamafnos fueron mayores comparados con
los de las larvas sanas de cuarto instar y con los de las larvas infectadas con
el PhoGV del Peru (Figura 14 d y e). Este fenomeno fue reportado también
por Zeddam et al. (1999) en su estudio sabre la virulencia de una aislamiento
de PhoGV sobre larvas de P. operculella en Indonesia, en el cual encontrd
que aunque l|la velocidad de crecimiento de la de las larvas infectadas
comparada con larvas sanas se reduce considerablemente, sus tamanos
finales pueden ser mayores. Esto puede considerarse una desventaja ya que
el aumento en el tamano de las larvas indica que han permanecido activas,
es decir, en constante alimentacion durante su permanencia dentro del

tubérculo aun cuando se esta desarrollando el proceso de infeccion y aunque
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Figura 14. Sintomatologia exhibida por larvas de T. solanivora afectadas por los

diferentes aislamientos del virus de la granulosis. (a) Aislamiento C04-04. (b)
Aislamiento C06-11. (c¢) Aislamiento C01-26. (d) PhoGV del Peru. (e) Larvas sanas
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finalmente ocurra la muerte del insecto (Vasconcelos et al. 2005). Con este
aislamiento las larvas podrian causar darfos severos a los tubérculos a pesar
de estar infectadas, pues posiblemente dicho virus no afectd notoriamente su

capacidad de consumo de alimento.

Para los tres aislamientos seleccionados se observé como principal signo la
coloracion blanca lechosa de las larvas, la cual indica la presencia de
granulovirus, aunque para cada aislamiento se presentaron caracteristicas
diferentes en cuanto a esta coloracién, como se describié anteriormente.
También se observd en general para todos los aislamientos el retraso
evidente en el desarrollo de las larvas, de las cuales ninguna llego al estado
de pupa. Este fendmeno es importante en la deteccion de virus de la
granulosis, ya que este tipo de virus interfiere con el empupamiento del
Insecto por la presencia de la enzima ecdisteroide UDP-glucosiltransferasa
(EGT), la cual inhibe la muda de los insectos infectados (Nakai et al. 2002).
Es por esto que la ausencia de pupas se considerd también como un factor
indicativo de la presencia de granulovirus, al igual que el retraso en el
crecimiento larval. Dicho retraso es una desventaja en los procesos de
produccion masiva de los virus de la granulosis, ya que debido al menor
tamano de la larva, hay menos células para que el virus se pueda replicar;
por el contrario, el aumento en la duracion del ciclo de desarrolio puede ser
una ventaja si se considera que se maximiza la produccion de cuerpos de
inclusion, a diferencia de algunos virus que actian muy rapido como los
VVPNs, en los cuales el virus no tiene tiempo de replicarse en todo el tejido
larval (Hackett et al. 1999). Por tal razon, dicha consideracion puede ser un
factor importante en la produccion de un bioplaguicida a nivel industrial, ya
que se aprovecharian al maximo los recursos del hospedero utilizando como
sistema de propagacion viral el sistema in vivo. Sin embargo, desde el punto
de vista practico y aplicable en condiciones de campo, no es deseable que el

insecto plaga permanezca vivo durante largos periodos de tiempo después

83



de haber implementado alguna estrategia de control, porque de esta forma
el insecto tiene mas tiempo para causar darios en el cultivo, constituyéndose
esta en una de las principales desventajas de la utilizacion de aislamientos

del virus de la granulosis para el control de plagas en campo.

La variabilidad de sintomas observados en las larvas provenientes de la
propagacion viral de los tres aislamientos seleccionados pudo deberse a
diferencias en la concentracion del virus en la suspension viral utilizada para
la inoculacién, la cual provenia de una sola larva que fue colectada en el sitio
de muestreo. Una baja concentracion del virus podria haber causado que la
concentracion de cuerpos de inclusidn en la superficie de los huevos
inoculados no hubiese sido homogénea, pudiendo ocurrir la infeccion en
algunas larvas y en otras no; ademas, varias de aquellas larvas infectadas
posiblemente adquirieron el virus a una dosis muy baja que no permitié
evidenciar sintomas de la infeccion. Esto fue reportado por Laarif et al.
(2003), quien demostroé que las bajas concentraciones de virus presentes en
las larvas pueden resultar en ausencia de sintomatologia, aunque el insecto

esté infectado.

Otra posible causa de dicha variabilidad es el uso de insectos de cria para la
propagacion viral, que en este caso pudo resultar desventajosa para algunas
cepas del virus, considerando que varios autores han reportado que los
insectos criados bajo condiciones de laboratorio son considerablemente mas
resistentes (hasta 11 veces) a infecciones por granulovirus que las lineas de
campo (Briese y Mende 1981). Esta variabilidad intrinseca de los insectos es
un factor a tener en cuenta en el momento de realizar bioensayos y de
intentar reproducir sintomas virales, puesto que puede interferir con los
resultados reales generando falsos negativos y en algunos casos resultados
incoherentes. Con el fin de evitar al maximo la interferencia por la variabilidad

de los insectos, en este estudio se controlaron la mayor cantidad de



condiciones que pudieran afectar el desarrollo del patdogeno. Entre éstas
cabe mencionar el uso de larvas de primer instar para propagar el virus,
considerando que para T. solanivora este estado es el mas susceptible a la
infeccion viral tanto bajo condiciones de laboratorio como en campo (Crook
et al. 1985). Ademas, segun lo reportado por Lucarotti et al. (2004), la
infeccion de los instares tempranos es vital para la infeccion de los instares
tardios. Por otra parte, durante todo el montaje de los bioensayos se
mantuvo una temperatura constante y adecuada para el éptimo desarrolio de
los granulovirus presentes en las muestras inoculadas, ya que entre las
condiciones ambientales mas influyentes, el rango de temperatura es la que
mas puede afectar la multiplicacion y calidad del virus, afectando su
replicacion (Boucias et al. 1980). Aunque la temperatura no interfiere
directamente con la infectividad del virus, si puede hacerlo con el tiempo de
desarrollo y la mortalidad del hospedero y por lo tanto es un aspecto clave en
este tipo de ensayos en los que se desea observar el efecto de un
determinado agente infeccioso sobre un insecto (Caballero et al. 2001,
Sporleder 2003).

L.a propagacion viral en larvas de primer instar de T. solanivora fue un paso
fundamental para evidenciar y seleccionar los aislamientos del virus de la
granulosis a partir de las muestras escogidas por microscopia. También fue
util en la medida en la que se logré aumentar la cantidad de virus presente en
las muestras y por lo tanto se obtuvo una mayor cantidad de material de
trabajo para los ensayos posteriores. Segun lo establecido por Cherry (2002)
mediante un analisis con endonucleasas de restriccion, no existen diferencias
entre el inoculo utilizado para propagar y la progenie viral después del pase
por insectos de laboratorio, por lo que los aislamientos virales propagados
obtenidos fueron utilizados con confianza para las siguientes pruebas.
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6.4. CONFIRMACION DE LA PRESENCIA DE CUERPOS DE INCLUSION
Como otra prueba para confirmar |la posible presencia de granulovirus en las
muestras se utilizo la técnica de disolucion de los cuerpos de inclusion

con una solucion alcalina. Se tuvo como control positivo la hemolinfa de una
larva infectada con el virus PhoGV del Peru y los tratamientos consistieron en
la hemolinfa de larvas infectadas con los tres aislamientos seleccionados.
Antes del tratamiento de la muestra se observaron en el microscopio las
caracteristicas tipicas de la hemolinfa con cuerpos de inclusion de
granulovirus (puntos blancos, brillantes, con movimiento browniano) y
después del tratamiento con KOH 1M pH 11 se observé claramente la
desaparicién de dichos puntos blancos, asi como la pérdida de brillo y de
movimiento de los mismos (Figura 15 a y b), aunque no desaparecieron

todos las cuerpos presentes en la muestra.

Figura 15. Cepa de granulovirus PhoGV del Perd. (a) Antes del tratamiento con
KOH. (b) Después del tratamiento con KOH. Se observa la desaparicion de la gran
mayoria de los cuerpos blancos brillantes por disolucion de la granulina de los

cuerpos de inclusion. 400X.
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Esta prueba confirmd que los cuerpos de inclusién de granulovirus son
solubles en sustancias alcalinas como se ha reportado en la literatura
(Pedraza et al. 1989; Zeddam et al. 1999; Caballero ef al. 2001). Esta
observacion del virus de referencia fue utilizada como base para comparar
las muestras nativas al ser tratadas con KOH siguiendo la misma

metodologia.

Las muestras de hemolinfa de insectos infectados con los aislamientos C04-
04 y C06-11 después de someterse a la prueba de disolucion de los cuerpos
de inclusion, mostraron un comportamiento similar al de la cepa de
granulovirus usada como referencia. Se observd la desaparicidn de las
estructuras observadas, asi como la pérdida de brillo y de movimiento que
indicaria una disolucion de dichos cuerpos en la solucidon alcalina. Estos
resultados son coherentes nuevamente con que los aislamientos

encontrados correspondan efectivamente a virus de la granulosis.

Para el aislamiento CO01-26 proveniente de Choconta, se observd un
comportamiento un poco diferente comparado con las demas muestras
analizadas, puesto que la disminucién de la cantidad de cuerpos brillantes en
el campo observado no fue tan evidente como la observada con la cepa de
referencia del Peru; unicamente se observo una disminucion en el brillo de
los cuerpos mas no una desaparicion significativa de ellos (Figura 16 a y b).
Sin embargo, no se descartd la presencia de granulovirus en esta muestra,
ya que el hecho de que se observaran estructuras en el microscopio a pesar
de haber adicionado la solucién alcalina podria deberse a una disolucion
parcial de los cuerpos de inclusion, probablemente porque para una
disolucion completa de los granuios de este aisiamiento podria ser necesario
un mayor tiempo de exposicién o una concentracion mayor de la solucion
alcalina, lo que podria estar relacionado con la alta concentracion de cuerpos

de inclusidon en dicha muestra. También podria considerarse la presencia en
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la muestra de otras estructuras resistentes a tratamientos alcalinos y con una
alta refractibilidad al ser observadas al microscopio de campo oscuro, las
cuales pudieron ser confundidas con granulos y no fueron solubles a pH

alcalino.

Figura 16. Aislamiento C01-26. {a) Antes del tratamiento con KOH. (b)
Después del tratamiento con KOH. 400X.

Los resultados de esta prueba sugirieron nuevamente la presencia de
cuerpos de inclusion de granulovirus en las muestras C04-04 y C06-11 y una
posible presencia de estos en la muestra C01-26, por lo que los tres
aislamientos continuaron siendo evaluados para establecer su identidad y

actividad biocontroladora contra la polilla guatemalteca de la papa.

6.5. COLORACION DE LOS GRANULOS

Otra técnica utilizada para confirmar la presencia de cuerpos de inclusion en
las muestras seleccionadas fue la tincidn de éstos con Azocarmine G, la cual
se aplico a la hemolinfa de larvas infectadas con todos los aislamientos en

evaluacion.
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En primer lugar se realizo la tincion de la hemolinfa de una larva sana de T.
solanivora con el fin de determinar si el colorante empleado presentaba algun
tipo de afinidad por los componentes de la hemolinfa que pudieran interferir
con los resultados dando falsos positivos. No se observé coloracidn de la
hemolinfa del insecto sano, exceptuando algunas estructuras similares a
fibras las cuales se tifieron débiimente de rojo (Figura 17a); esto pudo
deberse a que el colorante Azocarmine G presenta afinidad por algunos
componentes del tejido fibroso, razén por la cual se usa en tinciones
especiales para colorear algunos tipos de fibras, segun lo reportado por
Hasumi (2003). Este autor hizo una descripcion detallada de la utilizacion del
colorante Azocarmine G para tinciones histologicas empleando una
metodologia diferente a la desarrollada en esta investigacion. Con esta
tincion, las fibrinas y fibrinoides presentes en los tejidos se tinen de rojo
(Hasumi 2003) lo que podria explicar los resultados obtenidos con la
hemolinfa del insecto sano. Esta misma metodologia se encuentra
ampliamente descrita en la literatura para el diagnéstico de enfermedades
fibrosas y para estudios de tejidos, especialmente conectivo y muscular y
aquellos en los que se presentan fibras de colageno (Carvalho 1977;
Yoshikawa ef al. 2002). A pesar de la presencia de dichas estructuras en la
muestra, dichas fibras coloreadas no significaron ningun tipo de interferencia
para la determinacion de la presencia de granulos mediante la coloracién con
Azocarmine G, debido a que fueron facilmente distinguibles, por lo que se
utilizé este resultado como control negativo para el analisis de los

aislamientos nativos.

Como control positivo se utilizé la coloracion realizada a la hemolinfa de una
larva infectada con la cepa de referencia PhoGV del Per, la cual se comparo
con la tincion de la hemolinfa de la larva sana y de esta forma se determind
que existe una diferencia considerable entre la hemolinfa de la larva con

infeccion viral y la hemolinfa de una larva sana después de la tincién. En el
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microscopio optico se observo para la hemolinfa con cuerpos de inclusion,
una alta densidad de puntos de color rojo intenso entre restos de tejidos y
células de la larva (Figura 17b), sugiriendo que el colorante presenté afinidad
por determinadas estructuras presentes en el insecto infectado, que no se
observaron en el insecto sano, las cuales muy probablemente corresponden

a los cuerpos de inclusidon de granulovirus.

TR

Figura 17. Coloracion con Azocarmine G realizada a la hemolinfa de larvas de T.

solanivora (a) Larva sana. (b) Larva infectada con PhoGV del Pert. 1000x.
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Segun Hamm (1966) cuando se realiza la coloracion de tejidos de
lepiddpteros infectados con baculovirus, los cuerpos de inclusion se observan
de color rojo y esto concuerda con los resultados obtenidos en esta
investigacion. La presencia de este color rojo intenso en las muestras de
tejido infectado es debida a la presencia de cuerpos de inciusion de
granulovirus y al alto grado de desintegracion celular (Sciocco-Cap et al.
2001).

Aunque la forma de los granulos no se observd claramente debido a su
tamano, el cual se encuentra al limite de la resolucion del microscopio optico
(Huger 1961), al comparar con la coloracion de la hemolinfa de una larva
sana en la que no se observo una tincion de estructuras definida y abundante
como la obtenida con la hemolinfa de la larva infectada, se puede sugerir que
muy probablemente los cambios en la coloracién son debidos a la infeccion

por granulovirus.

Para el aislamiento C04-04 proveniente de Mosquera, la hemolinfa tenida
presentd un aspecto muy similar al de la cepa de referencia y diferente de el
obtenido con la hemolinfa de la larva sana (Figura 18a), sugiriendo
nuevamente la posible infeccion por granulovirus en las larvas de T.
solanivora inoculadas con este aislamiento. En este caso la coloracion se
presentd con un color rojizo mucho mas intenso comparado con el obtenido
con la cepa de referencia. Esto pudo deberse probablemente a que el virus
evaluado presento afinidad hacia ciertos tejidos de la larva diferentes a los
que fueron afines para la cepa de referencia, lo que hizo que los granulos se
acumularan en sitios especificos del cuerpo del insecto. Pudo ocurrir también
que este aislamiento del virus de la granulosis haya generado una mayor
producciéon de cuerpos de inclusion por gramo de tejido de las larvas de T.
solanivora que los producidos con la cepa de referencia, lo que posiblemente

produjo una mayor concentracion de granulos en la muestra de hemolinfa dei
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aislamiento C04-04 y por lo tanto una mejor fijacion del colorante y una
coloracién mas intensa en el montaje. Una mayor produccion de cuerpos de
inclusién por parte de este aislamiento sugeriria una mayor especificidad

hacia el hospedero.

En cuanto al aislamiento C06-11 proveniente del municipio de Carmen de
Carupa, aunque se observé también una tincion de la hemolinfa infectada
con las mismas caracteristicas obtenidas con la cepa de referencia del Perd,
esta tincion fue mas tenue, observandose un color fucsia palido (Figura 18b).
Este resultado sugiere que probablemente la produccion de cuerpos de
Inclusion de este aislamiento de granulovirus en larvas de T. solanivora fue
menor que la obtenida con el aislamiento C04-04 y con la cepa de referencia
del Peru; por lo tanto, se podria sugerir que la muestra de hemolinfa
posiblemente contenia menos cuerpos de inclusién y en consecuencia la

fijacién del colorante fue mas tenue.

Por ultimo, para el aislamiento C01-26 proveniente de Choconta se presento
un fendmeno particular en la coloracidon de la hemolinfa, ya que aunque se
observaron de igual manera cuerpos pequenos de color rojo intenso (Figura
19a) similares a los observados con la cepa de referencia, estos se
presentaron con una menor densidad. Por otra parte también aparecieron en
la coloracién una gran cantidad de estructuras de mayor tamano, de forma
ovalada y claramente definidas (Figura 19b), con caracteristicas similares a
las de endosporas bacterianas. Con el fin de corroborar esta sospecha e
identificar el tipo de estructura correspondiente a los cuerpos observados, se
hizo una coloracion con verde de malaquita-safranina para endosporas
bacterianas (Anexo E) con otra muestra de la hemolinfa del insecto infectado.
Como resultado de esta coloracion se encontraron algunas células
vegetativas con forma bacilar y una cantidad significativa de endosporas, las

cuales se colorearon de verde. Se aisld el microorganismo utilizando la
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metodologia para aislar bacterias mesdfilas esporuladas (Anexo E) con el fin
de facilitar su identificacion y realizar investigaciones posteriores con este
microorganismo en las que se estudie el papel que desempefia en las larvas
de T. solanivora. Esto podria explicar los dos fendmenos anteriormente
descritos para el aislamiento C01-26 en cuanto a las diferencias en la
sintomatologia de las larvas infectadas (presencia de grumos blancos en el
interior de la larva) y a los resultados dudosos de la prueba de disolucion de
los cuerpos de inclusién con KOH (ausencia de disolucion de los cuerpos
observados).

Figura 18. Coloracion con Azocarmine G realizada a la hemolinfa de larvas de T.
solanivora (a) Aislamiento C04-04. (b) Aislamiento C06-11. 1000x.
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La presencia de este otro agente en las larvas analizadas podria sugerir una
coinfeccién en el insecto, es decir, que las larvas del aislamiento C01-26
pudieron presentar infeccion por un virus de la granulosis y al mismo tiempo
por una bacteria esporulada. Es importante realizar estudios acerca de este
fendmeno ya que, como lo sefiala Hackett et al. (1999), las coinfecciones en
Insectos pueden resultar en una inhibicion del agente viral, es decir, que se
obtengan menores mortalidades que con cada agente por separado o
pueden resultar en una potencializacion por interacciones sinérgicas; en este
caso estos efectos no se estudiaron pero se dejoé la puerta abierta para el
analisis de la presencia de mas de un agente infeccioso en las larvas de T.

solanivora y las implicaciones que esto conlleva.

4 £y : o SR ._ el 20
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Figura 19. Coloracién con Azocarmine G de la hemolinfa de una larva infectada con

el aislamiento C01-26. (a) Posible presencia de granulovirus. (b) Estructuras
parecidas a endosporas bacterianas. 1000x

Hamm (1966) desarroll6 la tincion a base del colorante Azocarmine G para
cuerpos de inclusion virales presentes en los tejidos de algunos lepid6pteros,
basandose en la tincion de Azan empleada en pruebas histolégicas de rutina,

pero en este caso tratando la muestra previamente con un acido, ya que los
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cuerpos de inclusion son resistentes a tinciones biolégicas a menos que se
traten con un acido débil, como el acido acético (Pedraza ef al. 1989). La
técnica desarrollada fue exitosa para la observacion de virus de ia poliedrosis
asi como de virus de la granulosis en tejidos de insectos, presentando estos
cuerpos un color rojo intenso que permitio diferenciarios de ofras estructuras
propias de las células y tejidos; sin embargo, la técnica era demorada y

demandaba altos costos (Brancalhao et al. 2000).

Anos mas tarde, Brancalh@o et al. (2000) adaptaron esta técnica para la
deteccion de cuerpos de inclusién de virus de la poliedrosis en larvas del
gusano de seda Bombix mori (Lepidoptera: Bombycidae). Esta adaptacion
resultd en una técnica mas rapida, sencilla y econémica que la original y fue
desarroliada para detectar ios cuerpos de inciusidon en muestras de
hemolinfa, tejido y virus purificado. Sumado a esto, el tamaro de los cuerpos
de inclusion de los virus de la poliedrosis, el cual es mayor que el de los virus
de la granulosis, permite su identificacion faciimente al ser observados al
microscopio de luz convencional, pudiendo determinar también
caracteristicas morfologicas importantes para su diagnéstico (Brancainao et
al. 2000), a diferencia de las estructuras de granulovirus observadas en este
estudio, las cuales no presentaron formas definidas debido a su menor

tamano.

En otras investigaciones se ha reportado la utilizacion del colorante
Azocarmine G para la deteccion y estudio de cuerpos de inclusion tanto de
nucleopoliedrovirus (Maracaja ef al. 1999) como de granulovirus {Sciocco-
Cap et al. 2001) en tejidos de larvas, obteniéndose resultados exitosos en
cuanto a ia tincion de cuerpos de inclusién, lo que ha permitido determinar
aspectos importantes tales como presencia y especificidad del virus hacia

ciertos tejidos, velocidad y severidad de la infeccion, etc.
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Por estas razones. y aunque no se conocen los aspectos biogquimicos que
hacen parte de la interaccion entre el colorante y la granulina, la utilizacion de
Azocarmine G bajo la técnica empleada en este estudio puede ser
considerada una herramienta util en la determinacién de una infeccion por
granulovirus; sin embargo, al ser una adaptacion y modificacion de otras
técnicas, esta sujeta a cambios y mejoras con el fin de obtener Optimos

resultados.

Los resultados de esta prueba confirmaron la posible presencia de
granulovirus en las muestras C01-26, C04-04 y C06-11, por lo que se

continuo el estudio con los estos aisiamientos.

6.6. ELABORACION DE CURVA DE CALIBRACION PARA
CUANTIFICACION DE GRANULOVIRUS

Los datos de absorbancia obtenidos para las suspensiones con diferentes
concentraciones de Granulovirus (Anexo F) permitieron establecer la
ecuacion de regresidon que relaciona la absorbancia con la cantidad de
cuerpos de inclusion por mililitro de muestra (Figura 20), tal como lo
reportaron Mathiessen et al. (1978), quienes establecieron que la turbidez de
una suspension de virus de la granulosis presenta una relacion lineal con la

absorbancia leida a 450 nm, cumpliendo con la ley de Lamber-Beer.

El método de minimos cuadrados aplicado a los datos utilizando el programa
Statistix permitid determinar la ecuacidn que mejor se ajustdo al
comportamiento de los datos. La repetibilidad de los resultados fue alta
considerando que el coeficiente de correlacidn presentd un valor de 0,99, lo
que indicd una buena linearidad y uniformidad entre las repeticiones. Ademas
se obtuvo un coeficiente de variacion de los factores inferior al 5%, limite
establecido para los métodos espectrofotomeétricos (Daniel 2000). Basados

en estos resultados se puede concluir que la ecuacion obtenida es confiable
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y puede utilizarse para determinar matematicamente la cantidad de cuerpos
de inclusion de granulovirus presente en muestras de concentracion

desconocida, mediante la lectura de su absorbancia.

l.a ecuacion obtenida fue:
A=126x10% *X+7.13 x10°

Donde A = absorbancia y X = concentracién
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FIGURA 20. Curva de calibracidon para la cuantificacion de granulovirus.

Aunque los resultados corroboran lo reportado por Mathiessen et al (1978),
se encontraron diferencias en cuanto a la ecuacion de la recta obtenida, ya
que estos autores determinaron que el numero de cuerpos de inclusion

presentes en 1 ml de una suspensién de granulovirus con una absorbancia
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de 1 (DO 450) era de aproximadamente 6,9 x 10° Cl. Con los datos
encontrados en esta investigacion se encontré un valor de 1 x 10® CI para
una muestra con la misma absorbancia, aproximadamente 70 veces menos
(ue el resultado anteriormente reportado. Esto podria deberse a los métodos
de purificacion empleados en los dos trabajos, los cuales fueron distintos y
pudieron resultar en la obtencion de cuerpos de inclusién virales con
diferentes grados de pureza. Por tales razones en la muestra obtenida por
alguno de los dos meétodos de purificacion se pudieron presentar particulas
interferentes que generaron difraccion en las absorbancias leidas. Por otra
parte, para el recuento de los cuerpos de inclusion, los autores anteriormente
mencionados utilizaron una metodologia diferente al recuento en camara de
Neubauer mediante microscopia de campo oscuro utilizada en el presente
trabajo. La metodologia descrita por dichos autores consistia en adherir las
particulas virales purificadas sobre bolitas de latex y luego contar mediante
microscopia electronica el nimero de particulas adheridas (Mathiessen et al
1978).

Por otra parte, Zeddam et al. (2003) siguiendo la misma metodologia
empleada en este estudio, determinaron que el numero de cuerpos de
inclusion presentes en 1 ml de una suspension de granulovirus con una
absorbancia de 1 (DO 450) era de aproximadamente 6,8 x 10% Cli, valor
similar al calculado en este estudio (1 x 10° Cl). Por tal razon se puede
establecer que la técnica para la elaboracion de una curva de calibracién
para cuantificacion de granulovirus es reproducible y con ella se obtienen
resultados Utiles si se manejan adecuadamente todos los factores
implicados. Otra ventaja es la disminucion del error que se puede presentar
al utilizar el método de conteo de cuerpos de inclusién en el microscopio de

campo oscuro, método que ademas es demorado y dispendioso.
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Con la ecuacion obtenida para esta curva se calcularon las concentraciones
de las suspensiones de granulovirus de los tres aislamientos seleccionados
y de la cepa de referencia del Peru, las cuales fueron utilizadas para el

montaje de los bioensayos.

6.7. PURIFICACION DEL VIRUS

Se realizd la purificacion de los cuerpos de inclusion de granulovirus en
primer lugar utilizando la cepa de referencia del Peru. El virus fue purificado
mediante centrifugaciones diferenciales en gradientes de sacarosa, los
cuales facilitan la separacion de los granulos de otros materiales
contaminantes como grasa, bacterias, residuos celulares y limos
provenientes de la larva (Pedraza et al. 1983). Posteriormente se siguiod el
mismo procedimiento de purificacién con los ftres aislamientos de

granulovirus nativos seleccionados.

El método descrito para la purificacion de las particulas virales permitio la
obtencion de una banda blanca en el gradiente de sacarosa entre las
concentraciones de 65% y 80% correspondientes a los cuerpos de inclusiéon
de granulovirus concentrados (Vazquez et al. 2002) y se observaron otras
dos fracciones, una en la parte superior correspondiente a particulas de
grasa y bacterias y otra en la parte inferior en la cual se encontraban los

materiales mas pesados como restos celulares (Figura 21).

Una muestra de la banda blanca obtenida se observo al microscopio optico
de campo oscuro observandose numerosos cuerpos de inclusion en forma
de puntos blancos, brillantes, con ligero movimiento browniano, los cuales no
mostraron ningun tipo de contaminacion por presencia de ofras particulas,
indicando asi que el proceso de purificacion fue dtil para eliminar gran parte
de la contaminacion proveniente del hospedero. Sin embargo, presenta

algunas desventajas puesto que se ha determinado que esta clase de
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procedimientos usados para purificar cuerpos de inclusion de tejidos larvales
puede eliminar mas de la mitad de las particulas virales infecciosas,
recuperandose tan solo un 37% (Tweeten et al. 1977; Hughes y Wood 1996),
por lo que no seria recomendable la utilizacién de granulos purificados para
la produccion de un bioplaguicida a nivel comercial.

Grasa v bacterias

Cuerpos de inclusion
concentrados

FIGURA 21. Fracciones obtenidas después de someter la suspension viral a

centrifugacion en gradiente de sacarosa de 45%-80% a 27000g x 90 minutos

Tweeten et al. (1977) evaluaron la calidad de un proceso de purificacion de
granulovirus similar al descrito en este estudio, basados en tres criterios:
contaminacion proveniente del hospedero, integridad estructural del virus
purificado e infectividad de las particulas virales. Se encontr6 que el

procedimiento de purificacion libera los cuerpos de inclusién virales de
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contaminacion del hospedero, preserva los componentes estructurales los
cuales se mantienen intactos y resulta en el aislamiento de virus altamente
infecciosos, ios cuaies mantienen su actividad bioldgica. Ademas, estos
autores describieron la importancia de cada pasc en el proceso de

ourificacion, encontrando que (Tweeten et al. 1977):

- Eltratamiento del macerado de larvas con un detergente aniénico como el
SDS facilita la ruptura de los tejidos celulares que permanecen intactos y
la liberacion de los cuerpos de inclusion; ademas, elimina gran parie de
las proteinas larvales.

- La centrifugacidn a bajas velocidades remueve el 37% de las proteinas
del hospedero.

- La centrifugacién a altas velocidades sedimenta el virus y elimina el 5%
de la contaminacion dei hospedero.

- Las centrifugaciones diferenciales remueven cantidades sustanciales

(95%) del material del hospedero.

La utilizacion de gradientes de sacarosa para ia separacion y purificacion de
cuerpos de inclusion de baculovirus ha sido ampliamente documentada por
diferentes autores, quienes han confirmado por microscopia electronica la
pureza de los cuerpos de inclusién obtenidos. Las particulas virales
purificadas facilitan el desarrollo de investigaciones mas finas en cuanto a
morfologia, analisis estructurales, biogquimicos y moleculares, siendo de gran
utilidad eliminar las interferencias por material contaminante (Arif et al. 1986;
Singaravelu y Ramakrishman 1998; Finnerty ef al. 2000; Vazquez et al.
2002).

6.8. ELECTROFORESIS SDS-PAGE

Para confirmar la identidad de los aislamientos nativos se realizd una

electroforesis de proteinas con las muestras de virus purificado de los
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aislamientos C01-26, C04-04 y C01-26, dos aislamientos codificados como
NO1-08 y Nr-004 provenientes de los departamentos de Narifio y Norte de
Santander respectivamente y se tuvo como referencia la cepa PhoGV

proveniente del Peru.

En la electroforesis SDS-PAGE en gel de poliacrilamida de los cuerpos de
inclusién se observo una banda para todos los aislamientos en la misma
posicion (Figura 22), correspondiente a una proteina del mismo peso
molecular. Esta banda sugiere la presencia de un polipéptido simple con un
peso molecular ligeramente mayor a 35 kDa, coherente con el peso
molecular promedio de la granulina reportado en al literatura por varios
autores, la cual oscila entre 29 a 38 kDa (Caballero et al. 2001). Crook vy
Brown (1982) aislaron y caracterizaron dos granulovirus de la polilia del
tomate Lacancbia oleracea (Lepidoptera: Noctuidae), la electroforesis
realizada con estos dos aislamientos produjo un polipéptido de 29 kDa.
Finnerty ef al. (2000) analizaron los polipéptidos de un granulovirus del
Qusano de la yuca Erinnys ello mediante electroforesis SDS-PAGE vy
detectaron 10 proteinas, de las cuales Ila proteina mayoritaria
correspondiente a la granuiina tenia un peso molecular de 32 kDa. Sciocco-
Cap et al. (2001) caracterizaron un granulovirus de la polilla del frijol Epinotia
aporema (Lepidoptera: Tortricidae), obteniendo mediante electroforesis, una

banda de 29 kDa correspondiente a la granulina.

El hecho de que la granulina de todos los aislamientos virales evaluados
presenten un pesa molecular muy similar puede deberse a la alta estabilidad
del gen que codifica para la esta proteina, que segun algunos autores se
encuentra altamente conservado lo cual resuita en proteinas que varian muy

poco en sus pesos (Singaravelu y Ramakrishnan 1997).
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kDa

FIGURA 22. Electroforesis SDS-PAGE en gel de poliacrilamida de los

diferentes aislamientos de granulovirus.

Por otra parte, aunque para todos los aislamientos de granulovirus se
observdé una banda de proteina de igual peso molecular, estas bandas
variaron en la intensidad de su color, obteniéndose bandas tenues como la
de la cepa de referencia del Per(. La variacion en la intensidad de la tincion
puede deberse a que probablemente los cuerpos de inclusién de esta cepa
se denaturan menos facilmente que los de los otros aislamientos cuando son
calentados en el tampdn de carga (Finnerty et al. 2000). Otra posible causa
de la variacion en la intensidad de la tincion pudo ser la diferencia en la
concentracion de las suspensiones virales purificadas empleadas, puesto
que este parametro no se tuvo en cuenta para el montaje de la electroforesis.

Esto pudo resultar en suspensiones virales con una concentracion baja de
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cuerpos de inclusién, las cuales se tineron mas débilmente que aquellas que

presentaban concentraciones de cuerpos de inclusion mayores.

LLos resultados de esta prueba confirmaron la identidad de los aislamientos
C01-26, C04-04 y C06-11 como granulovirus, pero no fue posible establecer
diferencias entre estos puestc que la proteina de todos presentd
aproximadamente el mismo peso molecular, por tal razén, para determinar si
los virus evaluados son diferentes se recomienda realizar analisis del ADN

mediante la elaboracion de perfiles con enzimas de restriccion.

8.9. COMPARACION DE LA ACTIVIDAD BIOCONTROLADORA DE LOS
AISLAMIENTOS SELECCIONADOS

Para establecer diferencias entre los aislamientos virales nativos y el efecto
de la formulacidn sobre esios, se desarrolid un bioensayo bajo condiciones
controladas. Los porcentajes de eficacia obtenidos fueron del 86,2%, 63,6%,
36,4% y 59,1% para los aislamientos C04-04, C01-26, C06-11 y la cepa de
referencia del Peru respectivamente, cuando fueron utilizados sin formular y
porcentajes de eficacia del 93,2%, 88,7%, 100% y 88,7% para los
aislamientos C04-04, C01-26, CU06-11 y la cepa de referencia del Peru
respectivamente, cuando fueron sometidos al procese de formulaciéon
estandarizado en la planta de produccion semicomercial de Baculovirus de

Corpoica (Figura 23) (Anexo G).

La prueba de comparacion de medias de Tukey detectd diferencias
significativas entre los tratamientos formulados y sin formular para los
aislamientos virales C01-26, C06-11 y la cepa de referencia del Pera siendo
en estos casos significativamente mayor (p=0,00) el porcentaje de eficacia
obtenido cuando fueron sometidos al proceso de formulacion. Este resultado
sugiere que posiblemente los auxiliares de formulacidn empleados para

elaborar el producto tuvieron un efecto sobre las larvas de 7. solanivora, ya
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sea causando su muerte o aumentando su susceptibilidad al virus. Dicho
efecto podria deberse a la presentacion del producto en forma de polvo que
ademas tiene un tamano de particula muy pequerio (100 um) (Villamizar et
al. 2005), lo cual pudo producir el taponamiento de los espiraculos de las
larvas impidiendo su respiracion y en consecuencia causando la muerte. Este
taponamiento también podria haber causado una disminucion de la tasa
respiratoria de los insectos, debilitdndolos y por ende haciéndolos mas

susceptibles a la infeccion (McVean et al. 2002).
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Figura 23. Actividad biocontroladora de los aislamientos nativos de granulovirus
formulados y sin formular, sobre larvas de T. solanivora
* Valores con letras distintas difieren significativamente entre si conforme a Tukey
P=0.05
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Resultados similares fueron reportados por Ben Salah y Aalbu (1992)
quienes evaluaron el uso de un granulovirus para el control de P. operculella
en condiciones de campo y observaron que el talco usado para la
formulacion, el cual presentd caracteristicas fisicoquimicas similares a las del
producto elaborado en el presente trabajo, causé la muerte de las larvas de
la polilla por taponamiento de sus espiraculos. Araque y Garcia (1999)
reportaron también que las larvas de primer instar de Tecia solanivora son
susceptibles al contacto con polvos finos, los cuales causan deshidratacion
del insecto. Este efecto pudo haberse presentado también con los
aislamientos formulados evaluados en el presente estudio, ya que la
formulacidon presenta una muy baja humedad (< 5%) y contiene silicatos que
se caracterizan por su capacidad para absorber agua (American
Pharmaceutical Association 1983). En consecuencia, los formulados
posiblemente generaron un estrés evaporativo en las larvas, fenémeno que
ha sido reportado como fundamental en la respiracién de los insectos y por lo
tanto en la sobrevivencia de los mismos (Meyer 2002). A pesar del efecto de
los auxiliares de formulacién sobre las larvas, no se han encontrado
resultados exitosos de control de la plaga con la utilizacién de estos solos,
sin aplicar virus (Ben Salah y Aalbu 1992). Tal es el caso del trabajo de
Alcazar et al. (1992) quienes realizaron un estudio sobre la efectividad de un
virus de la granulosis formulado en polvo para controlar P. operculella, en el
cual utilizaron como testigo el tratamiento de tubérculos Unicamente con
talco; en los tratamientos en los que utilizaron el agente viral no se recuper6
casi ninguna pupa, mientras que el tratamiento con talco sin el agente viral
presentd un numero de pupas mayor y significativamente diferente del
tratamiento con el virus. En otros estudios se ha reportado que el tratamiento
de tubérculos uUnicamente con talco para el control de T. solanivora, no
supera el 30% de mortalidad larval (Villamizar et al. 2005).
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El andlisis estadistico también detecté diferencias significativas entre los
porcentajes de eficacia de los aislamientos sin formular (p=0.00). Los
aislamientos C01-26, C04-04 y C06-11 fueron estadisticamente diferentes
entre si y los aislamientos C04-04 y C06-11 presentaron diferencias con
respecto a la cepa de referencia del Peru, pero no se encontraron diferencias
entre esta ultima y el aislamiento nativo C01-26. Estos resultados indican que
posiblemente existen diferencias en la virulencia de los tres aislamientos
nativos, lo que podria estar asociado a variabilidad genotipica entre los
mismos. Generalmente, el hallazgo de diferentes aislamientos de Baculovirus
en distintas regiones geogréficas a partir de un mismo insecto hospedero, ha
resultado en cepas de virus que tienen el mismo origen, pero que debido a su
adaptacidon a las diferentes condiciones, tanto del insecto como del
ecosistema, han sufrido pequefas variaciones genotipicas que pueden
resultar en grandes diferencias en cuanto a su virulencia respecto a la cepa
original (Harvey y Volkman 1983).

Las variaciones genéticas en poblaciones de baculovirus han sido detectadas
a varias escalas ecoldgicas entre regiones geogréficas; también se han
encontrado diferencias en la patogenicidad entre los aislamientos de
diferentes regiones y entre genotipos derivados del mismo aislamiento
(Hodgson et al. 2001).

Uno de los casos mas estudiados a nivel mundial ha sido el del granulovirus
de P. operculella, el cual ha sido ampliamente investigado en términos de
diferencias genéticas entre los diferentes aislamientos de diversos origenes
geograficos. Vickers et al. (1991) compararon 14 aislamientos del PhoGV de
ocho regiones del mundo usando endonucleasas de restriccion y utilizando
bioensayos para comparar la actividad biocontroladora. Se encontraron tres

genotipos diferentes y diferencias significativas en la actividad biolégica de
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los aislamientos, aunque no se pudo comprobar que estas diferencias se

derivaran de las variaciones genatipicas.

Léry ef al. (1998) en su estudio sobre la heterogeneidad genética de
diferentes aislamientos de PhoGV, describen que la mayoria de granulovirus
aislados en condiciones de campo consisten en mezclas de variantes
genéticamente heterogéneas. En este estudio encontraron que efectivamente
existen muchas variantes del virus nativo original aislado en Tunez, las
cuales fueron demostradas por la presencia de diferentes fragmentos en los
perfiles obtenidos usando endonucleasas de restriccion. Estos autores
atribuyen las variaciones a una adaptaciéon del aislamiento original a las
condiciones proporcionadas 0 a una recombinacion entre el aislamiento
original y otras cepas de granulovirus endégenas del hospedero, situacion
reportada también por Singaravelu y Ramakrishman (1998), quienes
atribuyeron las variaciones genctipicas de un solo aislamiento de
baculovirus, al proceso de recombinaciéon entre un pequefio numero de
variantes del virus que coinfectan la larva hospedero bajo condiciones de

campo.

Para otro tipo de granulovirus ha sido reportada también la variabilidad
genética entre aislamientos de una misma especie de virus. Crook et al.
(1985), reportaron que diferentes aislamientos del granulovirus de la polilla
de la manzana Cydia pomonella (Lepidoptera: Tortricidae) de varios paises
presentaron pequenas variaciones genéticas; sin embargo, estas variaciones
no resultaron en diferencias en la actividad bioldgica, concluyendo que los
aislamientos provenian de un mismo virus nativo aislado en México en 1963.
Arif et al. (1986) compararon tres granulovirus aislados de la plaga de
abetos Choristoneura sp. (Lepidoptera: Tortricidae) y el andlisis por
endonucleasas de restriccion reveld6 que los tres virus estaban muy

cercanamente relacionados pero no eran idénticos.
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La variabilidad genética entre los aislamientos que generd las diferencias en
la actividad biocontroladora de los mismos podria estar relacionada con los
genes con actividad antiapoptética que poseen los baculovirus, los cuales
pueden expresarse de diferentes maneras en los aislamientos del virus
(Quansheng et al. 1999). La apoptosis es el suicidio celular programado que
juega un papel critico durante el desarrollo normal y la homedstasis de los
tejidos, eliminando las células no deseadas, incluyendo las dafiadas o las
infectadas por virus. Los baculovirus poseen dos tipos de genes con
actividad antiapoptética, el iap y el p35, los cuales inhiben la apoptosis
principalmente por la inhibicion de algunas proteasas (caspasas) que juegan
un papel determinante en la muerte celular, como lo reportaron Quansheng
et al. (1999).

El aislamiento nativo que al ser utilizado sin formular produjo el mejor
porcentaje de eficacia fue el C04-04 proveniente de Mosquera
(Cundinamarca), sugiriendo que es el aislamiento mas virulento. Sin
embargo, cuando los aislamientos fueron formulados, no se detectaron
diferencias significativas entre estos (p=0.11), resultado que indica que los
cuatro virus evaluados en el presente estudio al ser utilizados como producto
formulado presentaron una actividad biocontroladora similar, a pesar de las
diferencias obtenidas cuando estos fueron usados sin formular. Este
comportamiento podria deberse al efecto de la formulacién sobre la
dispersion del virus, la cuadl es mas homogénea y logra cubrir mejor la
superficie de los tubérculos al momento de la aplicacién (Lewis 1989),
mientras que al evaluar los aislamientos virales sin formular, la inmersion de
los tubérculos en la suspensién viral pudo generar escurrimiento del liquido y
por lo tanto arrastre de las particulas virales, las cuales no estuvieron
distribuidas homogéneamente en el tubérculo. Posiblemente la virulencia de
todos los aislamientos es similar, pero cuando se evalud la eficacia de los

virus sin formular, por las razones antes mencionadas, se presentd
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heterogeneidad en las dosis de cuerpos de inclusién por cm? de la superficie
de cada tubérculo y en consecuencia algunas larvas pudieron ingresar a la
papa por lugares en los que no habia virus, por lo que estas no desarroliaron
infeccion. Con miras a esclarecer este fendmeno, seria recomendable
modificar la metodologia de aplicacién del virus sin formular para asegurar la

distribucion uniforme de éste sobre la papa.

A pesar de no encontrarse diferencias estadisticas entre los porcentajes de
eficacia de los aislamientos virales formulados, se observa que
numéricamente los tres aislamientos nativos presentaron mayor actividad
que la cepa de referencia proveniente del Per que fue aislada originalmente
de P. operculella. Esto podria sugerir que los aislamientos nativos obtenidos
a partir de 7. solanivora posiblemente presentaron mayor afinidad por este
hospedero, ademas de que pueden estar mejor adaptados a las condiciones
medioambientales de nuestro pais. Por tales razones, los tres aislamientos
nativos presentan alto potencial para su utilizacién en control de la plaga,
mediante su formulacién e inclusion en un programa de manejo integrado del

insecto.

6.10. ESTIMACION DEL NUMERO PROMEDIO DE CUERPOS DE
INCLUSION PRODUCIDOS POR MILIGRAMO DE LARVA

Se determiné la cantidad promedio de cuerpos de inclusidén producidos por
miligramo de tejido larval para los tres aislamientos nativos seleccionados y
para la cepa de referencia del Peri. Los resultados obtenidos fueron 4.7 x
107, 45 x 107, 4.3 x 10" y 4.1 x 107 Climg de larva para los aislamientos
C01-26, C04-04, C06-11 y la cepa de referencia del Per( respectivamente
(Tabla 11) (Anexo H).
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Tabla 11. Produccién de cuerpos de inclusion de los aislamientos de

granulovirus en larvas de T. solanivora

Promedio C/mg  Promedio Grupos
Aislamientos
tejido larval Cllarva homogéneos
C01-26 4.7 x 107 1.1 x10° a
C04-04 45x10’ 1 x 10° a
C06-11 4.3 x10’ 1.1 x 10° a
Peru 4.1 x10° 9x10° a

* Promedios con letras distintas son diferentes estadisticamente segun la prueba de
LSD (P=0.05)

La prueba de diferencia minima significativa (LSD) no detecté diferencias
significativas entre los aislamientos tanto los nativos como la cepa de
referencia del Peru (p=0,31). Este resultado indica que el rendimiento, es
decir la cantidad de cuerpos de inclusion producidos y liberados por
miligramo de tejido de las larvas o por larva del insecto hospedero, en este
caso T. solanivora , es igual para todos los aislamientos con un promedio de

4.4 x 10" Cl/mg de peso larval y 1 x 10° Cllarva.

El rendimiento es un parametro muy importante en la investigacién de
baculovirus, el cual ha sido ampliamente estudiado por varios autores con el
fin de determinar caracteristicas esenciales de los aislamientos virales para
ser utilizados en formulaciones de insecticidas biologicos (Vazquez et al.
2002).

En el caso especifico del virus de la granulosis de P. operculella se han
realizado algunas investigaciones, como el caso de Matthiessen et a/. (1978),
quienes mediante observaciones al microscopio electrénico asumieron que

un equivalente larval (una larva de P. operculella) correspondia a 4 x 10° Cl.
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Zeddam ef al. (2003) determinaron la produccién de virus de la granulosis en
larvas de las polillas P. operculella y T. solanivora muertas por la infeccion
viral a nivel de laboratorio; en este estudio encontraron que la produccién fue
de 2.35 x 10° Cl/larvay 1.3 x 108 Climg para la especie T. solanivora. Se
observé una coherencia de los resultados del presente estudio con lo
reportado por estos autores en cuanto a la produccién de cuerpos de
inclusion por lfarva, la cual para todos presenté un valor promedio de 10° lo
cual podria indicar que para los granulovirus aislados a partir de larvas de las
polillas de la papa, el mayor rendimiento encontrado corresponde a este
valor. Esto concuerda con lo reportado por Hodgson et al. (2001), quienes
concluyeron que para la mayoria de larvas de lepiddpteros infectadas por
virus de la familia Baculoviridae, el rendimiento promedio obtenido es de 10°
Cl en larvas de ultimo instar, presentdndose la invasiébn de una gran
variedad de tejidos del hospedero durante el ciclo de infeccién. Estos autores
reportaron también que el rendimiento de baculovirus difiere
significativamente entre diferentes genotipos y entre diferentes aislamientos:
sin embargo, en el caso de los resultados obtenidos en la presente
investigacién, no se presentaron diferencias entre los rendimientos obtenidos
con los aislamientos nativos de granulovirus, ni entre estos y la cepa de

referencia del Peru.

El rendimiento de un virus se ve afectado por muchos otros factores
involucrados en el ciclo de infeccién sobre el insecto hospedero como el
tiempo letal y la virulencia (Kamiya et al. 2004). Cherry et al. (2002)
evaluaron entre otros factores, el rendimiento de un virus de la granulosis
sobre larvas de la polilla dorso de diamante Plutella xylostefla. En este
estudio encontraron que a pesar de la alta patogenicidad de este aislamiento
sobre las larvas de la palilla, reflejada en la dosis letal media, se obtuvieron
menores rendimientos debido a la reduccion de los tiempos de mortalidad. Al

igual que el tiempo letal, la dosis proporcionada a las larvas y el aumento del
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peso y el tamano inicial, son factores que pueden afectar el rendimiento del
virus, obteniéndose menores rendimientos cuando el insecto se infecta
consumiendo altas concentraciones virales debido a que su muerte ocurre

mas rapidamente (Boucias et al. 1980; Hodgson et al. 2001).

En la presente investigacion, aungue no se evaluaron los tiempos letales de
los aislamientos nativos seleccionados, si se observaron diferencias en
cuanto a la velocidad de crecimiento de las larvas y a los tamafios finales
obtenidos, lo cual fue mas evidente para el aislamiento C04-04 proveniente
de Mosquera. Como se menciond anteriormente, con el uso de este
aislamiento se obtuvieron larvas de menor tamafio, lo que implicaria que
probablemente sea necesario infectar un nimero mayor de larvas para
obtener mayores cantidades de tejido infectado y por ende la recuperacién
de una mayor cantidad de particulas virales con miras a la produccion masiva
de principio activo para un bioplaguicida. Esto representa una desventaja
economica si se piensa en la produccién del virus a nivel comercial. Sin
embargo, como se mencioné anteriormente, la obtencién de larvas de menor
tamario implica un consumo menor de alimento que resulta en una ventaja
por la obtencion de porcentajes de dafio de los tubérculos mas bajos. Por el
contrario, con el aislamiento C01-26 proveniente de Choconta se obtuvieron
larvas de mayor tamafio comparadas con las obtenidas con los otros
aislamientos nativos y con la cepa de referencia del Pery, lo que permite
obtener mayor cantidad de tejido larval infectado y por ende una mayor
produccion de cuerpos de inclusion con este aislamiento que con los demas,
aunque se infecte el mismo numero de larvas. Esto representa una ventaja
tecnolégica para la produccién a escala de un bioplaguicida, pero una
desventaja en cuanto a la proteccién de tubérculos proporcionada por este
aislamiento, ya que por permitir un mayor desarrollo de las larvas, éstas

consumen mayores cantidades de alimento y generan mayores dafios.
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Al igual que en el caso de la comparacidén de la actividad biocontroladora, a
pesar de no encontrarse diferencias estadisticas entre los rendimientos de
los aislamientos virales, se observé un rendimiento ligeramente mayor con
los virus nativos aislados a partir de 7. solanivora comparados con la cepa de
referencia proveniente del Peru, que fue aislada originalmente de P.
operculella. Este comportamiento sugeriria de nuevo la hipétesis de que los
aislamientos nativos obtenidos a partir de T. solanivora posiblemente se
encuentran mejor adaptados tanto al hospedero como a las condiciones
medioambientales de nuestro pais. La adaptacion de los baculovirus a su
hospedero ha sido reportada por Hodgson et al. (2002) en su estudio sobre la
seleccion diferencial de genotipos de virus de la poliedrosis de la polilla de
los pinos Panolis flammea (Lepidoptera: Noctuidae), influenciada
especialmente por el tipo de ambiente en el que se desarrolla el insecto
hospedero y su alimentacién. Estos autores mencionan que diferentes
aislamientos de baculovirus pertenecientes a la misma especie pueden
infectar a un mismo insecto hospedero; sin embargo, tan sélo aquellos que
se encuentren mejor adaptados a las condiciones brindadas por el insecto
hospedero se mantendran en éste logrando posiblemente desarrollar su ciclo
infectivo. Dentro de los factores que influencian la adaptacién de los
baculovirus se encuentran la especificidad de la respuesta inmune del
hospedero, interacciones entre diferentes genotipos presentes en el
hospedero e interacciones entre los aspectos que componen la ecologia del
patdgeno y el ambiente, factores que influencian positiva o negativamente el
rendimiento, la tasa de mortalidad y la virulencia de los diferentes
aislamientos (Hodgson et a/. 2002).

Con base en los resultados de eficacia y rendimiento obtenidos con los tres
aislamientos nativos de granulovirus evaluados y la cepa de referencia del
Peru, se seleccionaron los aislamientos C04-04 y C06-11 provenientes del

los municipios de Mosquera y Carmen de Carupa (Cundinamarca) como los
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granulovirus mas promisorios para el control de la polilla guatemalteca de la
papa Tecia solanivora, considerando que con estos aislamientos se
obtuvieron los mayores porcentajes de eficacia, tanto formulados (C06-11)
como sin formular (C04-04). Adicionalmente, estos aislamientos presentaron
una alta produccion de cuerpos de inclusion por miligramo de tejido larval y
ademas causaron un retardo notorio en el crecimiento de las larvas, razones
que sugieren que dichos virus representan una alternativa promisoria para el

desarrollo de un bioplaguicida seguro, eficaz y confiable.
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7. CONCLUSIONES

. Se aislaron e identificaron tres aislamientos de granulovirus obtenidos a
partir de larvas de Tecia solanivora provenientes de tres municipios del

departamento de Cundinamarca.

No es frecuente encontrar larvas con sintomatologia viral bajo

condiciones de campo.

. A pesar de que las larvas presenten agentes infecciosos virales, pueden

no presentar sintomas de infeccién.

Los aislamientos C04-04 y C06-11 provenientes de Mosquera y Carmen
de Carupa fueron seleccionados por su alta actividad biocontroladora
sobre larvas de Tecia solanivora y producciéon de Cl por mg de tejido

larval, asi como por sus efectos sobre el desarrolio de las larvas.
El proceso de formulacion incrementé la actividad biocontroladora de los
aislamientos de granulovirus, posiblemente por un efecto nocivo de los

auxiliares de formulacion sobre las larvas de la palilla.

Los tres aislamientos nativos producen igual cantidad de cuerpos de

inclusion en tejido larval de T. solanivora.
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8. RECOMENDACIONES

Se deben desarrollar e implementar técnicas mas sensibles y especificas
para la deteccion e identificacion de granulovirus, como las técnicas

inmunoldgicas tipo ELISA .

Estandarizar una dieta artificial para Tecia solanivora con el fin de disminuir

la variabilidad en el montaje de los bioensayos.

Es necesario determinar otros parametros importantes de los aislamientos
virales relacionados con su patogenicidad como lo son las dosis letales 50
(DLso) y 90 (DLgo), los tiempos letales 50 (TLso) y 90 (TLso) y detalles finos del

proceso de infeccién.
Realizar analisis moleculares y genéticos comparativos de cada aislamiento
para determinar con certeza si existen diferencias genotipicas entre estos y

establecer de igual manera la cercania y especificidad de estos virus.

Buscar otros virus patégenos de T. solanivora que puedan ser incluidos con
el granulovirus en un programa de manejo eficiente de la plaga.
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ANEXOS

ANEXO A

Esquema de desinfeccion de tubérculos

Sumergir en

hipoclorito de
sodio al 0,1%

I

Lavar en agua
destilada estéril

l

Lavar en agua
destilada estéril

.

Lavar en agua
destilada estéril

.

solucionde b--ccoo__.

Secar a temperatura
ambiente en cabina
de flujo laminar.

i e .
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ANEXO B

Sitios de recoleccion de larvas en el departamento de Cundinamarca
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ANEXO C

ENCUESTA
| 1. DATOS DE ENTREVISTA
1. Codigo de la muestra
2. Fecha dia /mes /afio

3. Encuestador / Colector

4. Nombre del entrevistado (Dir. y Tel.)

Il. POSICION GEOGRAFICA

5. Pais

6. Departamento/ Municipio/ Vereda

7. Altitud
| 8. Latitud N Longitud
9. Temperatura (promedio) °C HR

ill. CARACTERISTICAS DEL SITIO DE MUESTREO

%

| * Cultivo Estado fenolégico
Variedad
Rotacién ¢ Qué cultivos?

130




*Almacenamiento  Cubierto: Tipo Bodega Silo Rustico

Otro (Cual?)

Descubierto

*Forma de almacenamiento: Costales__ Canastillas__ Granel__ Otro__
IV. MANEJO DE LA PLAGA
Control de la plaga Quimico___ Biologico___ Cultural___ Otro___

Plaguicidas usados:

Cultivo Frecuencia
Cultivo Frecuencia
Almacenamiento Frecuencia
Almacenamiento Frecuencia

Observaciones:
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ANEXO D

Medios de cultivo y reactivos

Solucion |
Disolver 0,1 g de Azocarmine G en 100 ml de agua destilada y mezclar la
solucion durante 5 minutos. Dejar enfriar y adicionar 2 ml de acido acético

glacial. Filtrar antes de usar.

Gel de separacion

Adicionar 3,3 mi de acrilamida-bisacrilamida; 1,25 mi de Tris-HCI 3.0 M pH
8,8, 0,1 ml de SDS (lauryl sulfato sédico) 10% (p/v); 5,5 ml de agua
bidestilada; 0,4 ml de APS (persulfato aménico) 10% (p/v) y 0,09 mi de
TEMED (N,N,N’,N’,-tetrametil-etilendiamina).

Gel de apilamiento
Mezclar acrilamida-bisacrilamida 2,5%; Tris-HCI 125 mM pH 6,8; SDS 0,1%:;
TEMED 0,1% y APS 0,12%.

Tampon de carrera
Tris 250 mM; Glicina 1,92 M; SDS 1% (p/v) pH 8,3.

Tampon de carga
Tris-HCI 125 mM; SDS 2% (p/v) pH 6,2; glicerol 10% (viv), azul de
bromofenol 0,001% (p/v) y 2-mercaptoetanol 5% (v/v);

Agar LB

Triptona 10 g/l
Extracto de levadura 5 g/
NaCl 10 g/l
Agar 18 g/l
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ANEXO E

Aislamiento de bacterias mesdfilas esporuladas

- Tomar dos larvas y se desinfectar exteriormente con un pincel humedecido

con hipoclorito de calcio al 0,5%.

- Macerar las larvas, suspender cada una en 9 ml de tween 80 al 0,1% en

buffer acetato de sodio 0.25N pH 6.8 y agitar por 5 minutos.

- Colocar los dos tubos en incubacion a 30°C durante 4 horas en agitacion

constante.

- Someter uno de los tubos a choque térmico a 80°C durante 10 minutos.

- Hacer diluciones de cada suspensién (con choque y sin choque) de 107" a

10 en tween 80 al 0,1% en buffer acetato.

- Sembrar 0,1 ml de las diluciones 10> a 108 en agar LB (Anexo D)

Incubar 3 dias a 28°C.

Coloracién King Young (verde de malaquita — Safranina)
Realizar frotis

Fijar la lamina en mechero

Calentar agua hasta que hierva y sostener la lamina sobre el vapor que
emita el agua que esta hirviendo por 10 segundos.

Cubrir la ldmina con una toalla de papel y mantener saturado con verde
de malaquita sobre el vapor del agua caliente por 5 minutos.

Retirar y desechar la toalla. Lavar con agua el exceso de colorante.
Contrastar con safranina por 45 segundos y lavar con agua.

Observar en microscopio dptico en 100x con aceite de inmersién
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ANEXO F

Absorbancia a 450 nm de suspensiones con diferentes concentraciones

de granuiovirus

23x10°CUml 0282 0.287 0284 0287 0292 0302 0317 0.314
1.2x10°Clmi 0155 0.152 0.158 0.159 0.153 0.156 0.161 0.165
58x10°Climl 0080 0.075 0.082 0.084 0.074 0.082 0080 0.084
29x10°CUml 0042 0036 0.041 0056 0.039 0.042 0.050 0.048
1.4x10°Cl/ml 0031 0.019 0.022 0.035 0.020 0.025 0.027 0.025

Regresion lineal

STATISTIX FOR WINDOWS
04/21/05, 14:31

UNWEIGHTED LEAST SQUARES LINEAR REGRESSION OF ABSORBANC

PREDICTOR

VARIABLES COEFFICIENT STD ERROR STUDENT'S T P
CONSTANT 0.00713 0.00175 4.07 0.0002
CONCENTRA 1.264E-08 1.464E-10 86.28 0.0000
R-SQUARED 0.9943 RESID. MEAN SQUARE (MSE) 5.988E-05
AD3USTED R-SQUARED 0.9941 STANDARD DEVIATION 0.00774
SOURCE DF SS MS F P
REGRESSION 1 0.44578 0.44578 7444.92 0.0000
RESIDUAL 43 0.00257 5.988E-05

TOTAL 44 0.44836

CASES INCLUDED 45 MISSING CASES 0
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ANEXO G

Comparacion de la actividad biocontroladora de los aislamientos

seleccionados
Vivas Total | Total % de % de % de
Pupas Muertas | Desaparecidas | vivas | muertas | vivos |muertos| eficacia
, Sanas | Enfer.
FORM.
Testigo
absoluto
R1 12 2 0 1 1 14 1 93.3% | 6.7% 2.20%
R2 15 0 0 0 0 15 0] 100% 0%
R3 13 2 0 0 0 15 0 100% 0%
C04-04
R1 0 0 1 1 13 1 14 6.7% 93.3% | 93.20%
R2 0 0 0 0 15 0 15 0% 100% 100%
R3 0 1 1 0 13 2 13 13.3% 86.7 86.40%
C01-26
R1 1 1 0 0 13 2 13 13.3 | 86.7% | 86.40%
R2 2 0 0 0 13 2 13 13.3 | 86.7% | 86.40%
R3 0 1 0 0 14 1 14 6.7% | 93.3% | 93.20%
C06-11
R1 0 0 0 0 15 0 15 0% 100% 100%
R2 0 0 0 1 14 0 15 0% 100% 100%
R3 0 0 0 0 15 0 15 0% 100% 100%
Bac
R1 0 1 0 0 14 1 14 6.7% | 93.3% | 93.20%
R2 0 1 0 0 14 1 14 6.7% | 93.3% | 93.20%
R3 1 1 1 0 12 3 12 20% 80% 79.50%
SIN FORM.
C04-04
R1 1 1 1 1 11 3 12 20.0% | 80.0% 79.6%
R2 1 0 0 0 14 1 14 7% 93% 92.8%
R3 1 0 1 0 13 2 13 13.3% [ 86.70% | 86.4%
C01-26
R1 1 0 4 0 10 5 10 33.30% | 66.7% | 65.90%
R2 1 1 3 1 9 5 10 33.30% | 66.7% | 65.90%
R3 2 1 3 0] 9 6 9 40.0% | 60.0% | 59.10%
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C06-11
R1 5 1 3 0 6 9 6 60.0% | 40.0% 38.7%
R2 6 0 4 1 4 10 5 66.7% | 33.3% 31.8%
R3 4 1 4 4 2 9 6 60.0% | 40.0% 38.7%
Bac
R1 5 0 2 8 5 10 33.30% | 66.70% | 65.90%
R2 0 1 1 8 6 9 40.00% | 60.00% | 59.10%
R3 1 3 3 1 7 7 8 46.70% | 53.30% | 52.20%

Analisis de varianza

STATISTIX FOR WINDOWS
04/21/05, 15:02

ONE-=-WAY AOV FOR: C0126F €01265 C0404F C0404s C0611F C0611S
PERUF PERUS TESTIGO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 8 24792 .3 3099.04 106.88 0.0000
WITHIN 18 521.920 28.9956

TOTAL 26 25314.2

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 1023.35
EFFECTIVE CELL SIZE 3.0

SAMPLE GROUP
VARIABLE MEAN SIZE STD DEV
C0126F 88.667 3 3.9260
€0126s 63.633 3 3.9260
C0404F 93.200 3 6.8000
C0404s 86.267 3 6.6010
CO611F 100.00 3 0.0000
C0611s 36.400 3 3.9837
PERUF 88.633 3 7.9097
PERUS 59.067 3 6.8501
TESTIGO 2.2333 3 3.8682
TOTAL 68.678 27 5.3848

CASES INCLUDED 27 MISSING CASES O
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ONE-WAY AOV FOR: CO126F C0404F CO611F PERUF

SQURCE DF Ss MS F P
BETWEEN 3 258.969 86.3231 2.78 0.1101
WITHIN 8 248.433 31.0542

TOTAL 11 507.402

AT LEAST ONE GROUP VARIANCE IS NEAR ZERO;
VARIANCE-EQUALITY TESTS CANNOT BE COMPUTED.

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 18.4230

EFFECTIVE CELL SIZE 3.0
SAMPLE GROUP
VARIABLE MEAN SIZE STD DEV
CO126F 88.667 3 3.9260
C0404F 93.200 3 6.8000
CO611F 100.00 3 0.0000
PERUF 88.633 3 7.9097
TOTAL 92.625 12 5.5726

CASES INCLUDED 12 MISSING CASES O

Comparacion de medias de Tukey

STATISTIX FOR WINDOWS
DATFOR, 04/21/05, 15:10
TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS

HOMOGENEOUS
VARIABLE MEAN GROUPS
CO611F 100.00 I
C0404F 93.200 I
CO126F 88.667 I
PERUF 88.633 I
C0404s 86.267 I
€0126s 63.633 .. I
PERUS 59.067 .
C0611s 36.400 R §
TESTIGO 2.2333 ...... I

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT
FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 4.955
REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 15.404
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 4.3966
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ANEXOH

Estimacion del nimero promedio de cuerpos de inclusién producidos
por miligramo de larva

C04-04 C06-11 C01-26 Peru

Peso Abs Peso

(@) (Dil 107 (@) Abs Peso{g)| Abs Peso(g) | Abs
0.055 | 0.184 0.020 | 1.123 0.031 1.436 0.022 1.099
0.048 | 0.191 0.022 | 0.980 0.023 0.982 0.020 1.000
0.053 | 0.218 0.030 | 1.158 0.020 1.090 0.023 0.921
0.052 | 0.339 0.021 | 0.818 0.020 1.039 0.022 0.895
0.049 | 0.239 0.022 | 0.897 0.025 1.106 0.023 0.889
0.048 | 0.225 0.031 1.218 0.031 1.320 0.020 0.786
0.047 | 0.185 0.025 | 1.160 0.022 0.889 0.021 0.805
0.050 | 0.252 0.027 | 0.993 0.025 | 1.044 0.021 0.813
0.054 | 0.224 0.026 | 1.221 0.023 1.114 0.025 0.960
0.051 0.245 0.022 | 0.991 0.024 1.230 0.023 0.974
22.8 246 244 22

lo lo lo lo

Ciig Corgxc Cilg Cogc Ciig Cogc Clig Corst’c
3.3E+10| 10.519 | |5.5E+10|10.740 | | 6.7E+10 | 10.826 5.0E+10 | 10.699
3.8E+10| 10.580 | |4.4E+10| 10.643 4.2E+10 | 10.623 4 9E+10 | 10.690
3.9E+10| 10.591 | {4.0E+10| 10.602 4 6E+10 | 10.663 3.9E+10 | 10.591
6.3E+10| 10.799 | | 3.9E+10| 10.591 5.0E+10 | 10.699 4.0E+10 | 10.602
44E+10| 10643 | |4.1E+10| 10613 4 4E+10 | 10.643 3.8E+10 | 10.580
5.9E+10] 10.771 | | 3.9E+10| 10.591 4.2E+10 | 10.623 3.9E+10 | 10.591
3.8E+10| 10.580 | |4.8E+10| 10.681 4.0E+10 | 10.602 3.86+10 | 10.580
5.0E+10{ 10.699 | | 3.6E+10| 10.556 4.0E+10 | 10.602 3.7E+10 | 10.568
4.1E+10| 10613 | |4.6E+10| 10663 4 8E+10 | 10.681 3.8E+10 | 10.580
4.7E+10| 10.672 | |4.5E+10| 10.653 5.0E+10 | 10.699 4.2E+10 | 10.623
4.5E+10| 10.647 | |4.3E+10] 10.633 | | 4.7E+10 | 10.666 4.1E+10 | 10.610
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Andlisis de Varianza

STATISTIX FOR WINDOWS
04/21/05, 14:42

ONE-WAY AOV FOR: C0126 Cc0404 C0611 PERU

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 3 0.01644  0.00548  1.25 0.3055
WITHIN 36 0.15762  0.00438
TOTAL 39 0.17406
CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF -—-—--- oo o

EQUAL VARIANCES 4.19 3 0.2418
COCHRAN'S Q 0.4535
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 3.6213
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 1.102E-04
EFFECTIVE CELL SIZE 10.0

SAMPLE GROUP

VARIABLE MEAN SIZE STD DEV
0126 10.666 10 0.0670
C0404 10.647 10 0.0891
C0611 10.633 10 0.0537
PERU 10.610 10 0.0468
TOTAL 10.639 40 0.0662

Comparacién de medias por Diferencia Minima Significativa (LSD)

STATISTIX FOR WINDOWS
04/21/05, 14:44

LSD (T) COMPARISON OF MEANS

HOMOGENEOUS
VARIABLE MEAN GROUPS
c0126 10.666 I
C0404 10.647 I
c0611 10.633 I
PERU 10.610 I

THERE ARE NO SIGNIFICANT PAIRWISE DIFFERENCES AMONG THE MEANS

CRITICAL T VALUE 2.028
REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.0600
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.0296
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