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RESUMEN

Como parte dei proyeclo "Estudio de la biologfa de la polilla de la papa Tceia
solallivom" (PUCE-IRD), se caraclerizo un granulovirus (GV 8aculoviridae)
aislado de T solallivora, la cual afecla a cultivos de papa.

Para la caracterizacion dei granulovirus encontrado en la plaga se utilizaron

cuatro enzimas de restriccion. Con 8am HI el genoma lotal presento 107697 pb

(pares de bases). Con Eco RI fue de 110041 pb. Para Hilld III de lOS 998 pb.
POl' ultimo, Pst 1 dia un total de 107 114 pb. El peso molecular total estimado

dei genoma fue de 107 712 ± 1 704 pb.

Ademas, se realizo la comparacion con un granulovirus de Pl1ll1orilllaea

operculel/a (PhopGV), comercializado con el nombre de MATAPOL@, el cual

wmbién afecta a Tceia 50lallivol'(l. Se comprobo que los dos virus tenfan los

mismos patroncs de restriccion al sel' c1igericlos con las enzimas 80111 HL Eco RI

y Hilld 111.
Esto dcmuestra que el PhopGV no es especifico p:lra Phlhorima('a

opcrclliel/o, sino que infecta a especies relacionadas pOl' su alimentacioll y sus

ciclos cie vida. como cs cl casa de Tccio solollivol'(l.

Palobms claves: Caracterizacioll molecular: Gralllliovirlis de Phlhorilllaea
opercillella: Tceia solalliv()1'(1
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ABSTRACT

Within thc rrojecl "Study of the biology of the potato tuber moth, Tecia
so!al/ivora", (PUCE-IRD), a granulovirus (GV 8aculoviridae) was
charLlctcrizcd. This granulovirus had been isolated l'rom T solanivora, a pest
allccting potato crops.

For characterization of the granulovirus found on the pest, four restriction
enzymes were used. With Bam Hl thc total genome size obtained was 107,697
br (base pairs): with Eco RI, it was 110,041 bp: with Hind lII, it was 105,998
br: and with Pst l, it was 107,114 bp. Thc molecular weight of the granulovirus
round in thc rcst is 107,712 ± 1704 bp

Besidcs, a granulovirus WLIS compared to Phthoril1laea opercule/la
granulovirus (PhopGV) markctcd under the name of MATAPOL®, which also
affects Tccia solal/ivoro. It was shown that both viruses yielded the same
patterns when digested with the three aforementioned restriction enzymes Sam
HI, Eco RI and Hind III.

Such rindings havc demonstrated that PhopGV is not specific for
PhtllOrilllal'a operculella, on the contrLlry, it infects species related to eaeh other
in telïns of fecding habits and life cycles, as in this case.

KI.'\' ll'ords: Moleclilar characterization; Plllhorin'IGea opercu/ella
grLlnulovirus: Tecia solal/il'ora

INTRODUCC'I6N

La papa, So/allunI tuberosum L., se cultiva en altitudes entre 2 700 Y 3 400
msnm (Carpio et al., 1999). Se estima que en el Ecuador existen
aproximadamente 41 550 productores (MAG y PRSA, 1993). Respecto a la
generaciôn de empleo, la actividad absorbe nueve millones de jornales al mes y
es uno de los cultivos con mayor demanda de mana de obra (Carpio et al.,
1999)

En los ûltimos aiïos, en el Ecuador se han establecido nuevas amenazas para
este cultivo; una de ellas es Tecia solanivora, la polilla guatemalteca. Fue
reportada pOl' primera vez en el pais en 1996 como la causante de graves dai'ios
en las zonas donde se cultivan papas en la provincia de Carchi (Gallegos y
Suquillo, 1997).

La polilla de la papa, Tecia solanivora, tiene un cielo de vida completo, pasa
pOl' cuntro estadios de desarrollo: huevo, larva, pupa y adulto (Herrera, 1997).
Este leridôplero de la familiLl Gelechiidae es oriundo de Guatemala, donde fue
descrito en 1973 como Scrobipalposis solanivora Povolny, 1973 y causô graves
dilnos. Luego emigrô haciil los paises vecinos de América Central (Barroso,
1974)
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La plag,) siguiô avanzando hasta que en J 983 se la reporlô en el ârea andina
(Salas el al., 1992). En 1996 se la reporta en el Ecuador, provincia de Carchi, y
debido al inlenso comercio de papa para semilla y consumo, la plaga emigrô
desde esa provincia a olras provincias de los Andes ecualorianos (Barragân el
al.. 20(0).

Los pesticidas quimicos, a pesar de que son efeclivos para la proteccion de la
planla, causan graves daiios al ADN de las personas en contacto; asi se ha
observado una alla frecuencia de aben'aciones cromosomales en poblaciones
expueslas directamente a estos productos (Paz y Mino et al., 2000).

También causan muchos problemas ecologicos por la bioacumulacion y baja
tasa de dispersiôn por composicion hidrofôbica. Bajo estas circunstancias seria
lôgico que alternativas biolôgicas y sistemas de control integrado fueran
favarecidas y estimuladas, dado que los peligros ecolôgicos serian reducidos y
laies procedimientos probarian ser mâs baralos que el conlrol quimico
convencional para las plagas de insectos. En este contexto, el uso de virus
palôgenos de inseclos que son pl agas de cultivos agricolas debe ser considerado
(Ti nsley, 1979).

Los virus palogenos de insectos frecuentemente causan epizootias nalurales en
poblaciones de insectos que han sido bien documentados en la lileratura
(O'Reilly el al., 1992). La mayoria de ejemplos de epizootias naturales que
causan un control exitoso en el campo son provistos par un grupo de virus de
inseclos. Estos virus son el NPV (virus de la nucleopolihedrosis) y el GV (virus
de la granulosis) colectivamente c1asificados coma baculovirus (Tinsley, 1979).

Se conoce que los baculovirus son efectivos eonlrolando poblaciones de
inseclos y son especificos para cada huéspecl dentro ciel ordcn Artropoda
(O'Reilly et al.. 1992). Los baculovirus se caracterizan par la forma de varilla
cie la dpside, y ésta usualmente varia entre 40 ·50 nm (n,lI1ometros) en

diùmelro y 200-400 nm en el longitud. La longitud puecle variar dependiendo
dei largo dei ADN viral (O'Reilly et al., 1992), el cual esta entre 80 200 kh

(kilobases) (Burgess. 1977).
La larva ingiere los baculovirus presentes como contaminanles en su eomicla

(O'Reilly et al.. 1992). Los signos y sintomas eausados pOl' el baeulovirus,
usualmente no se ,)precian sino luego de varios dias de haber ingericlo el virus.

Los pri meros signos de que la larva esta en ferma son el cambio de colar y la
decolaracion, que indican que existe un mal funcionamiento metabolico
(Granados y Williams, 1986).

En general las larvas infeetadas con GVs creeen mas despaeio que las larvas
sanas y, usualmenle, Ilegan allal1lano maximo altiempo en que las larvas sanas

eslan empupanclo.
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En los cstadios lardios dc la infecci6n con GV, la larva presenta una apariencia

hinchada y liene un calaI' uniforme que va desde blanco hasta crema. Con la

muerle dc la larva. frecucntcmente. existe la rurtura de la fragil epidermis.

liberanclo cucrros de oelusi6n virales (OVs) (Granados y Williams. 1986)

Actualmente, en Bolivia existe un rcsticida biol6gico que sirve para el control
de Ph,hor;moco ojJercuic/lo. El producto es comereialil.ado bajo el nombre de

MATAPOL®, y contiene baculovirus en cantidad suficiente para el control de

esa r1aga. Este baculovirus fue encontrado infectando larvas de la P opercu/e/icl

en el CIP (Centro lnternacional de la Para) en Lima (Perll). Aunque antes fue

rcrorlado en Sri Lanka, Sudafrica, India y Australia, en donde fue estudiado de
forma exhaustiva.

El obJetivode este estudio es aislar e iclentificar un baculovirus que infecte a

Tccio 50/([II;VOra, con el rrop6sito a futuro, de reducir el numero de insectos.

minimizar el impacto causado roI' agentes quimicos y aliviar las pérdidas

econômicas de los agricultores en este cultivo de alto riesgo. Adicionalmente, se

multirlicara el PhopGV en larvas de T. so/anivora, con el fin de comparaI' el

virus encontrado en el Ecuador y el comercializado bajo el nombre de

MATAPOL@

MATERIALES y MÉTooos

Los tubérculos de papa fueron cosechados en la provincia de Carchi y
analizados posteriormente en el laboratorio de Bioquimica de la PUCE

(Pontificia Universidad Catôlica dei Ecuador). Las larvas de Tecia so/an;vora

que rresentaron una coloraci6n blanquecina, hinchaz6n en sus segmentos y
cambio de comporlamiento fueron cons ide radas como larvas enfermas y

recolectadas para estudios rosteriores.

Para la multiplicaci6n dei baculovirus (virus X) se procedi6 a macerar las

Jarvas en un mortero con agua destilada y Tween 20 (modificado de Angeles et

al.. 1996).Con la soluci6n de 60 El (El = Equivalentes larvales. 1El = una larva
enferma macerada en 1 It de agua) se inocularon los tubérculos de papa.

Posteriormente. se secaron a la sombra, y se los puso en una caja de plastico de
23 x 23 x 12 cm con malla de organza en la tapa (modificado de Angeles et al.,

1995).
Los huevos de la plaga fueron trasladados a cajas de plastico que contenian

las paras inoculadas. Luego de 30 dias, cuando las la l'vas se encontraron en el

IV estadio. la sintomatologia fue evidente. En este momento se procedi6 a la

recolecci6n de estas larvas y se las refriger6 para preservarlas y posteriormente

hacer la extracci6n dei ADN viral.
Para la eXlracci6n dei ADN viral se macer6 las larvas enfermas congeladas en

200 III 1de buffer de homogenizaci6n (0.1 M NaCI, 0.2M Sucrosa, 0.2M EDTA,
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omM Tris. pH 8.0). 50 ml de buffer de lisis (0.2M EDTA, 0.07M SDS, 0,5M
Tris, pH 9.2) Y50 ml 0.5M Na2C03, y se dej6 reposaI' pOl' 20 min (modificado
Hamelin et al., 1989; A. Pollet, com. pers., 2000; modificado Yang et al., 1997)

Este lisado se incubô con 50 ml de proteinasa K (IOmg/ml, PROMEGA
Y302B) pOl' 45 min a 68T en banG marîa, utilizando un reverbero RET BS 1­
[KA Labonechnik (modificado Hamelin et al., 1989; A, Pollet com. pers, 2000;
modi ficado Yang et al., 1997).

Se anadieron 50 ml de acetato de potasio (3M) y se incubaron en hielo pOl' una
hora. La muestra fue extraîda mediante lavadas con fenol-c1oroformo alcohol
isoamîlico pOl' 5 min a 8 000 l'pm (revoluciones pOl' minuto) en una
microcentrîfuga Labnet Spectrafuge 16M (modificado Hamelin et al., 1989; A.
Pollet corn. pers., 2000; modificado Yang et al .. 1997).

El ADN viral fue precipitado mediante la adici6n de 2.5 vollimenes de etanol
al 100% y mantenidos a -70°C pOl' 20 min, para luego sel' centrifugado a 13000
l'pm pOl' 30 min a temperatura ambiente. El pellet final fue lavado con etanol
70%, centrifugado y secado a temperatura ambien te pOl' 30 min, para luego
resuspenderlo en 50 ml de buffer Tris-CI pH 8.0. Esta muestra fue guardada a -20°C
(modificado Hamelin et al., 1989; Pollet corn. pers, 2000; modificado Yang et
al., (997)

Alicuotas que conlenîan 4 ug de GY de ADN fueron digeridas con las enzimas
8(/11I HI (Sigma R-0260), Eco RI (Sigma R-4640), Hind III (Sigma R-1137) y
PSI 1 (Sigma 7002). pOl' una hora a 37°C en bano marîa, Las muestras fueron
guardadas pOl' 10 min a -20 oc.

Sc preparô un gel de agarosa al 0.5% con tampôn TBE (89 mM Tris base, 89
mM âcido b6rico, 2 mM EDTA) que contenîa bromuro de etidio (1 mg/ml)
(Sambrook et al., 1989).

En este gel se pusieron las mueSlras almacenadas, Se adicionô marcador de
frente (0.25% azul de bromoFenol y 40% sucrosa, seglin Sambrook et al.. 1989).
Se uti! izaron pesos moleculares estândares A DN de Lambda digerida con 8ste "
(Sigma D-9793)

Para el registro de estos datos se utiliz6 una dmara Polaroid Fotodine con
rollo Polaroid 665 Positivo/Ncgativo B/N, Para revelar cl negativo se utiliz6 una
soluci6n dc sulfito de sodio al 18%.

Para delenninar cl (;lmano dei ADN viral se utiliz6 unJ curva de calibraciôn
enlre log IOde los pesos moleculares eSI;lndares parJ ADN y las distancias
migradas, Se delermin6 cl tamano de todos las bandas obtenidas al haeer los
corles con las enzirnas de restricci6n.

Para la comparJci6n entre el virus encontrado en la provincia de Carchi yel
PhopGY se realiz6 la rnultiplicaciôn de este ültimo, El PhopGY que se
cOJllcrcializa bajo el nombre de MATAPOL® fue aplicado sobre los lubérculos
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de papa coma se 10 indicaba en la presentaciôn: 200 gr dela formulaciôn para
22 kg de papa. Luego de 30 dÎas, cuando las larvas se encontraban en el IV

esradio, se procediô a la recolecciôn de las larvas enfermas de Tecia solanivora.
Ésras fueron al macenadas a -20°C.

Para la comparaci6n dei PhopGV y el encontrado en Tecia solanivora se
realizaron geles de agarosa al 0.5%, en donde se con·ieron muestras de ambos
virus conados con la misma enzima.

RESULTADOS

Las larvas enfermas de Tecia solanivora infectadas presentaron sÎntomas
como el cambio de la coloraci6n de la cutÎcula. Las larvas sanas dei III estadio
son verdes. mientras que las que estân infectadas con baculovirus son de color
blanco-Iechoso. Este cambio de colorse observo a partir dei II estadio larval,
siendo mas evidente en el III y IV estadios. Las larvas enfermas son mas lentas
y no reaccionan rapidamentc, como 10 hacen las sanas frente a estÎmulos
exteillos.

AI lIegar al final dei IV estadio, las larvas no seguÎan su desarrollo normal
(empupar) y rnorÎan. Las larvas muertas eran muy fragiles y facilmente
rompibles, y seobservola excresion de unlÎquido lechoso, el cual contenÎa virus

suspendidos en los tejidos licuados. Estos mismos sÎntomas se observaron en
larvas de TccÎa solanÎvora infectaclas con el PhopGV

Tratamiento dei ADN Viral con Enzimas de Restriccion

Para la digestion dei ADN viral con las enzimas de restriccion se utiliz6 la
suspension dei ADN extraÎclo. El ADN viral al ser digerido con las enzimas de
restriccion Sam HI, Eco RI, Hind III y Pst 1 dio como resliitado varias bandas
que se observan en la Tabla 1.

Para Som HI se obtuvieron 10 fragmentos, con un tamaiio total de 107697 pb
(Tabla 1). Con la cnzima de restriccion Eco RI se observaron 13 fragmentos. El
ADN viral tenÎa 110041 pb (Tabla 1). La digestion dei ADN viral con HÎnd III

dio como resultado un genoma de 105 998 pb. Se observaron 17 fragmentos
(Tabla 1). AI cligerir el ADN viral con la enzima Psi [ se observo un total de
nlleve fragmentos con un ADN viral de 107 1J4 pb (Tabla 1).
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TABLA 1.-Tamaiio de los fragmentos dei baculovirus que se enconlr6 en he/a
solanivora producidos mediante la digesti6n con las enzimas de reslricci6n,

expresado en pb.

Eco RI Pst 1

18258 22683
14614 19687
12941 14920
11773 13 685
9520 11637
8852 10177
7776 6608
7034 4660
6362 3056
5937
3100
2490
1 384

Banda Barn HI Hind 111

A 23011 21 168
B 21 350 16355
C 16122 12287
D 11 578 9839
E 10017 7713
F 8412 6314
G 7488 5643
H 6055 4390
1 2704 3831
J 961 3501
K 3182
L 2868
M 2514
N 2194
0 1 788
P 1 274
Q 1 136

Tolal 107697 105998

Tam;.rlo medÎo 107 712 pb ;!" 1 704 ph

110041 107114

Para la determinaci6n dei tamafio tOlal deI ADN dei baculovirus que se

encontr6 infectando a larvas de Teeia solanivora se realiz61a digesti6n dei ADN

viral, con enzimas de restricci6n y el dlculo de las curvas de calibraci6n. Sc

OblUVO una media de 107 712 pb (Tabla 1), con una desviaci6n estandar de

1 704 pb.

Adicionalmente, al realizar la comparaci6n entre el PhopGV yel granulovirus

encontrado en Teeia sol(/l1ivorrt (Virus X), mcdiante cortes con las enLimas de

restricci6n y geles de agarosa al 0.5%, se observ6 que los dos virus moslraban

los mismos patronesde banda. Se usaron las enzimas de rcslricci6n Bam HI, Eco
RI yHind III. Ambos virus migran a la misma distancia y presenlan los mismos

pesos moleculares.

DISCUSI6N y CONCLUSIONES

Una venlaja con la que se cuenta al momento de identificar las larvas de Tecia
so!anivora enfermas con virosis, es que los slntomas son facilmente

idenlificables a simple vista.

El cambio de coloraci6n y comportamiento de las larvas cs cVldcnte. Adem:ls,

éstas no llegan a empupar al tiempo en que 10 hacen las larvas sanas si no quc

mueren antes.
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El método uti 1izado en esta investigacion es efectivo para extraer los

haculovirus de los hospcderos. Esto se demuestra en los resultados oblenidos.

Antes de realizar la extraccion de baeulovirus, las larvas contaminadas debell

ser almacenadas a -20°e. Ello cvita la necrosis de las mismas, 10 cual provoca

una cOlltaminaci6n bacteriana y degradacion dei ADN viral, dificultando la

cxtracciôn dei mismo e imposihilitando su digestion con las enzimas de

restricci6n. Aunque esto no significa que estas larvas necrosadas no puedan ser

utilizadas para la mulliplicacion dei virus, de la misma manera como se realiza

con las larvas enfermas no necrosaclas.

La purificaci6n optima dei ADN dei baculovirus encontrado en Tecia
so/allÎvora se obtiene gracias a la velocidad empleada durante la centrifugacion

arriba mencionada, la cual es de 8 000 rpm. Ésta es especîfica para el tamano de

cada ADN, aunque esta velocidad también podrîa ser empleada para la

extraccion de otros granulovirus pero no para los NPV.
El anaiisis dei ADN viral mediante la utilizaci6n de enzimas de restriccion es

el método mas usado para la identificacion y c1asificacion de los baculovirus

(Allaway et al., 1982; Kelly et al., 1980; Smith et al., 1982; Vlak et al., J980;
en Hamelin et al., 1989).

Los dlculos de las curvas de calibraci6n muestran que el virus analizado tiene

un tamaiio medio igual de 107 712 ± 1 704 pb, 10 cual es una clara muestra de

que se trata de Ull G\!, ya que segûn la literatura, generalmente estos virus

alcanzan tamaiios desde 104 000 hasta 179 000 pb. Esto a su vez descarta que

sea un NP\!' ya que estos ûltimos son de mayor tamano, oscilando entre 140 000
Y200 000 pb.

Aunque el valor obteniclo en este estudio ha sido el resultado de varios meses

decomprobaci6n, no se puede descartar la posibilidad de que algunos fragmentos

menores a 500 pb hayan eluîdo de los geles al momento de la electroforesis. Lo

mencionado causarfa un pequeiio en·or en la estimaci6n dei tamano deI ADN

viral. Asf, se explicarfa que existan diferencias menores entre las estimaciones

de tamaiio determinadas de los cortes con cada una de las enzimas.

El uso de cuatro enzimas de restricci6n diferentes permite reducir la

incidenci<l de errores en la estimacion dei tamalïo dei ADN dei baculovirus y da

mayor confiabilidad a los datos obtenidos.
En un trabajo anterior (T. Ahmed, corn. pers., 1999) sena la que el tamaRo dei

genoma dei baculovirus de Phthorimaea operculella es de 120 415 pb, con una

desviaci6n estândar de 545 pb. Esta diferencia con tales resultados se podrfa

atribuir a que el trabajo citado se realiz6 mediante un analisis de toda la

secuencia dei ADN dei virus para realizar un ma pa ffsico. Este anâlisis da un

resultado mas fino, pero los valores no dejan de ser muy aproximados a los

obtenidos en este estudio.
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AI iniciar esta investigaciôn se postulaba que el virus de Tecia so/nnivom era

uno diferente al de Plitlwrilllnen opercu/e/la; pero se trata dei mismo virus. Los

patrones de restricciôn idénticos e iguales pesos moleculares, demuestran que

este virus no es especifico para una especie de lepidôptero, sine que podria

infectar a otras especies de polillas relacionadas por su tipo de alimentaciôn y
sus ciclos de vida.

A pesar de que se han realizado varias salidas de campo para recolectar larvas

en los sitios de cosecha y almacenaje de la papa a 10 largo deI pais, cabe recalcar

que se encontraron larvas con virosis solamente en San Gabriel (provincia de

Carchi).

Desde 1999, técnicos dei INIAP (Instituto Nacional Autônomo de

Investigaciones Agropecuarias) se encuentran relizando ensayos comparativos

entre el NPV repol1ado por J. L Zeddam (com. pers., 1999) y el PhopG\!, para

delerminar la efcctividad de cada uno como controlador biolôgico. Sin embargo,
en el presente estudio no se pudo encontrar NPVs en ninguna de las

extracciones realizadas, sino solamente el GV mencionado en los resultados de

es le trabajo. Existe la posibilidad de que debido a los trabajos que se han estado

rcalizando, el granulovirus constiluyente dei MATAPOL® (PhopGV) haya

conlaminacio los lubérculos almacenados en el laboratorio, y que el NPV

encontrado en 1999 haya sido el pertenecienle a una cepa que se perdiô.

Ademas, como parte dei proyeclo PUCE-IRD se eslân realizando ensayos en

cl iaboralOrio, cuyos resullados uûn no hun sido publicados. Se trala de

delenninarcl potencial deestegranulovirus como biopesticida, ya que lodavia no

csla cluro en qué cantidades, ni en quécondiciones debe aplicarse. Aunque ya

existen repones de quc en Venezuela (Nino de Gualdrôn y Notz, 2000) se hun

hecho prucbas exitosas de la patogenicidJd de un granulovirus de Tecia

s%llinJro, aûn no se hJ determinJdo exactumenle de qué virus se lrata, por 10
que no sabernos si es el mislTlo que hemos curacterizado 0 se trala de olro.
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