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Producción viral y tasas de aplicación del granulovirus usado
para el control biológico de las polillas de la papa Phthorimaea
operculella y Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae)

J. L. ZEOOAM, R. M. VASQUEZ SOBERON, Z. VARGAS RAMOS, A. LAGNAOUI

Las polillas de la papa Phthorimaea operculella y Tecia solanivora se distribuyen
ampliamente en América Latina. Forman parte del grupo de insectos más perjudiciales
para el cultivo y almacenamiento de papa en países en desarrollo. Recién, T solanivora
entró a Canarias y amenaza nuevas zonas paperas. Un mismo virus de granulosis (deno­
minado Phthorimaea operculella granulovirus o PhopGV) es un agente eficaz para con­
trolar ambas especies, por lo que es considerado como el componente principal de los
programas de manejo integrado desarrollados para controlar estas plagas. El presente
trabajo trata de la cuantificación de la producción del virus en larvas de las dos especies,
así como de la dosificación de la formulación viral que constituye el bio-plaguicida.
Primeramente, se estableció que una solución viral con una absorbencia de 1 00450 con­
tenía 679, 9 ± 53,9 x 106 CI (cuerpos de incJusión)/ml y que un CI pesaba aprox. 65 x
10-3 pg. Luego, se determinó que la producción de CI por unidad de peso es casi eldoble
en P. operculella (2,35 ± 1,26 x 109 CIImg) que en T solanivora pero que la diferencia
de tamaño entre especies hace que la cantidad de CI recuperada por larva no sea esta­
dísticamente diferente entre ambas polillas. Finalmente, se estimaron que las tasas de
aplicación del PhopGV utilizado en los programas de bio-control llegan a 1,5 x 1011

Cl/tonelada de tubérculos en almacén tradicional y 3 x 1012 CI/ha en el campo.
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INTRODUCCIÓN

Se conocen cuatro especies principales de
polillas de la papa en América Latina: Pht­
horimaea operculella (Zeller), Tecia solani­
vora (Povolny), Symmestrichema tangolias
(Gyen) y Tuta absoluta (Meyrick) (antes
Scrobipalpuloides absoluta). Estas especies
de lepidópteros, que pertenecen a la familia
Gelechiidae, constantemente extienden su
área de distribución, constituyendo impor­
tantes plagas de papa en nuevas regiones
(RAMAN, 1988). Así, T solanivora recién se

estableció en las Canarias (1998) donde la
papa es uno de los pilares de la agricultura de
subsistencia. Las pérdidas superen el 50% de
la producción de papa en determinadas
zonas (D. Ríos, como pers.). Los daños y per­
juicios producidos por las larvas de polillas
son muy altos, sobre todo en países en desa­
rrollo, y el empleo masivo del control quími­
co no representa una alternativa sostenible.
Por estas razones, el Centro Internacional de
la Papa (CIP) está desarrollando programas
de manejo integrado de plagas (MIP) para
controlar dichas especies (CIP, 1995). Un
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virus de granulosis (Phthorimaea operculella
granulovirus 0 PhopGV), es uno de los mayo­
res componentes dei MIP. Este virus pertene­
ce al género Granulovirus de la familia Bacu­
loviridae (ICTV, 2000) y puede infectar tanto
a P. operculella (0 PTM: Potato Tuber Moth)
coma a T. solanivora (ZEDDAM et al., 1994).
Recientemente, se publicaron datos sobre la
multiplicacion de este virus en cultivos de
tejidos (LERY et al; 1997) y se reportaron
secuencias virales parciales (TAHA et al.,
2000) Y completas (LOPEZ-FERBER, corn.
pers.). Los trabajos presentados aqui se lleva­
ron a cabo con el objetivo de obtener infor­
macion necesaria para mejorar la cuantifica­
cion dei virus que es usado en la formulacion
dei bio-plaguicida, asi como, para determinar
la cantidad de patogeno producido in vivo.

MATERIALES y MÉTOnOS

1- Multiplicacion y purificacion dei
virus de granulosis.

Tanto para P. operculella coma para T.
solanivora se hicieron infecciones en el pri­
mer estadio larval, contaminando la superfi­
cie dei tubérculo de papa con un homogenei­
zado de larvas infectadas con PhopGV
(ALCAZAR et al., 1992a). Después de aproxi­
madamente dos semanas el virus mato a las
larvas, las cuales exhibian los sintomas tipi­
cos de la enfermedad por granulosis. Se
colecto y peso individualmente para luego
almacenarlas en microtubos a -20°C.

Los cuerpos de inclusion (CI) dei virus
fueron purificados a partir de larvas de PTM
infectadas con el PhopGV a través de centri­
fugaciones empleando gradientes de sacaro­
sa, coma 10 menciona MATTHIESSEN et al.
(1978). Estos autores determinaron que a 450
nm los CI de PhopGV puro y en suspension
en agua obedecen a la Ley de Beer, es decir,
que existe una relacion lineal entre las absor­
bencias (expresadas coma el numero de den­
sidades opticas 0 D0450) Y las concentracio­
nes de los CI. Es asi, que empleando esta pro­
piedad se estandarizaron todas las suspensio­
nes de PhopGV usadas en las pruebas poste­
riores. Las absorbencias de los CI en suspen-

siones acuosas fueron tomadas a 450 nm de
longitud de onda empleando un espectrofoto­
metro Bio-Rad (modelo 2550).

2- Conteos y estimacion dei contenido
de proteinas de los CI.

Se contaron los CI contenidos en dos dilu­
ciones diferentes de una misma suspension
pura de PhopGY. Los conteos de los CI se
realizaron a una amplificacion de 600x,
empleando un hematocit6metro (tipo Neu­
bauer) y un microscopio de luz OIympus
(modelo BH-2) equipado con un campo
oscuro. Cada valor obtenido correspondi6 al
promedio de 10 conteos realizados sobre 5
cuadrados secundarios dei hematocit6metro.

Se realizaron cuantificaciones dei conte­
nido proteico de los CI purificados, emple­
andose para ello suspensiones virales de
concentraciones conocidas (expresadas en
unidades de absorbencia a 450 nm). Se utili­
zo el kit de dosaje de protefnas comerciali­
zado por Bio-Rad, el cual se basa en el méto­
do de BRADFORD (1976). Se emple6 la albu­
mina dei suero bovino (BSA) coma protefna
de referencia, siguiéndose el procedimiento
normal sugerido por el fabricante. Los valo­
res de absorbencia, obtenidos después de la
reacci6n colorimétrica usada para el dosaje
de proteinas, fueron leidos a 595 nm con el
mismo espectrofotometro Bio-Rad.

Una serie de pruebas de calibraci6n (datos
no presentados) permitieron determinar las
diluciones 6ptimas para los CI, las cuales
deben encontrarse en la zona logaritmica de
la regresi6n establecida en el ensayo con la
BSA (entre 0,2 y 0,9 mg/ml). Asf se deter­
mino que para dosificar la cantidad de virus,
las diluciones debfan encontrarse entre el
rango de 7,5 x 10-2 a 2,5 x 10-1 D0450. Los
valores de las D0595 obtenidos para las dife­
rentes concentraciones de virus (expresadas
coma D0450) fueron usados para determinar
graficamente la cantidad de protefnas virales
contenidas en cada muestra. También, esta
cantidad se calculo basandose en la ecuaci6n
de regresion establecida a partir de los valo­
res obtenidos en el casa de la proteina estan­
dar (BSA).
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3- Determinacion de la produccion
viral en larvas de diferentes especies de
polillas de la papa

Se pesô larvas de P operculella muertas
por la infecciôn con el GV (bajo condiciones
controladas al nivel de laboratorio). Se deter­
minô el numero de CI presentes en cada una.
Se procediô de igual manera con 15 larvas de
T. solanivora muertas por el mismo virus.
Por cada larva de ambas especies se determi­
nô la cantidad de CI producida por miligra­
mo de peso larval. Se comparô estadistica­
mente los rendimientos promedios obtenidos
en cada especie por media de una prueba de
homogeneidad de varianza.

Las larvas usadas para los analisis se colec­
taron muertas y exhibfan los sintomas c1asi­
cos de la infecciôn por GV, sobre todo el tegu­
mento de color blanco, pero estos sintomas no
siempre exc1uyen la posible presencia de
otros patôgenos, por 10 que se analizô indivi­
dualmente cada larva por electroforesis en gel
de poliacrilamida (PAGE). No se detectaron
bandas de proteinas correspondientes a otros
virus diferentes dei PhopGV, con 10 que se
asume que la muerte fue unicamente debido a
la enfermedad causada por el PhopGY.

4· Estimacion de las cantidades de CI
usadas en los programas de bio-control de
las polillas de la papa

Para determinar la cantidad de CI obtenida
bajo condiciones de producciôn masal deI
virus, se recolectô material biolôgico en la
unidad piloto deI CIP-Lima. Se tomaron
muestras de los homogeneizados de larvas de
P operculella empleados para formular el
bio-plaguicida (el cual es distribuido a los
agricultores). Se realizô el contea de los CI
presentes en cada uno de 6 lotes diferentes.
Cada lote contenia 600 larvas infectadas por
el virus.

RESULTADOS y DISCUSION

1· Estimacion dei contenido proteico de
los CI de PhopGV.

Pruebas preliminares (datos no presenta­
dos) demostraron que realizando la dosifica-

ciôn de las proteinas virales empleando CI
sin disolver, se obtuvo claramente menos dei
valor real (aproximadamente 50% por deba­
jo de los valores obtenidos después de la
disoluciôn de los CI), probablemente debido
a la accesibilidad restringida dei reactivo
(azul de Coomassie) a los amino acidos loca­
lizados dentro de la estructura para-cristalina
formada por la condensaciôn de la granulina;
siendo necesaria la disoluciôn de los CI
antes de aplicar la prueba. Esta fue obtenida
incubando la suspensiôn de los CI dei
PhopGV durante 30 minutos a 37 oC en pre­
sencia de un igual volumen de Na2C03 (lM,
pH 10).

Pruebas complementarias demostraron
también que omitiendo la neutralizaciôn dei
pH alcalino producido por la adjunciôn de la
soluciôn de carbonato de sodio, conlIevô a
obtener absorbencias un poco mas bajas
cuando se realizô la dosificaciôn de las pro­
teinas. Esta observaciôn esta en concordan­
cia con BRADFORD (1976), quien informô
que aparece una coloraciôn débil en presen­
cia de bufers altamente alcalinos. Por 10 que
después de completar la disoluciôn, el pH de
las muestras de PhopGV se bajô hasta la
neutralidad agregandoles acido c1orhfdrico
concentrado (HCI). Ademas, se contô con un
control (Na2C03+ HCI) que sôlo dio un
valor de absorbencia muy reducido a 595 nm
(mas bajo que 0,058 unidades), el cual fue
sustraido de las lecturas de las muestras.

Las absorbencias obtenidas con el kit para
el dosaje de diferentes cantidades de la pro­
tefna referencia (BSA) asi coma de los CI de
PhopGV se presentan en la tabla 1.

Estos datos permitieron establecer la
ecuaciôn de regresiôn que relaciona la absor­
bencia medida a 595 nm con la cantidad de
BSA presente expresada en microgramos
(DO= 0,1786+0,3043 LnBSA). Se aplicô
esta ecuaciôn a los valores de la D0595 obte­
nidos por el virus para determinar matemati­
camente la cantidad de proteinas virales pre­
sente en cada muestra (Tabla 2, primera
columna). Paralelamente, estos valores de
las D0595 correspondiendo a las diferentes
concentraciones de virus fueron reportados
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Tabla 1. Absorbencias obtenidas con el kit de dosaje proteico para diferentes cantidades de la proteina 1
(BSA) de referencia y dei virus (PhopGV).

Cantidad de BSA
(en ,..g de proteina)

o
2

5

10

20

Absorbencias
(en D0595)

0,001

0,094

0,244

0,452

0,809

Cantidad de PhopGV
(en D0450)

7,75 x W-2

12,40 x 10-2

18,75 x 10-2

24,80 x 10-2

Absorbencias
(en D0595)

0,114

0,262

0,426

0,561

1
1

sobre la curva real DO= f(BSA) para la
detenninacion gnifica directa de estas mis­
mas cantidades de protefnas vfrales (Tabla 2,
segunda columna; gnifico no presentado).
De hecho, era necesario comparar los dos
métodos entre si ya que con este protocolo
de dosificacion de protefnas, BRADFORD
(1976) menciono que existfa una leve distor­
sion de la linearidad en el patron de repues­
ta. Sin embargo, se observo que los valores
obtenidos eran muy similares en ambos
casos 10 que valida los resultados generados.

Estos resultados nos permitieron estimar
que a 1 D045Ü de PhopGV le corresponde
aproximadamente de 38,18 ± 5,59 flg (valor
promedio basado en los câlculos obtenidos
usando la ecuacion de regresion) a 44,37 ±
8,23 flg de protefnas vfrales (valor promedio
basado en la detenninacion grâfica), que
puede considerarse coma la cantidad de
virus total, asumiendo que las protefnas
representan mâs dei 97% deI peso dei CI
(ZEDDAM et al., en preparacion).

Nuestros valores son aproximadamente 4
veces mâs bajos que los estimados por

MATTHIESSEN et al. (1978). Seglin los datos
de estos autores, a 0,45 D045ü le correspon­
deria 0,08 mg de virus/ml, es decir que 1
D045ü seria equivalente a aproximadamente
177 !-tg de PhopGY. Se puede explicar esta
diferencia quizâs por el hecho de que usaron
un método indirecto para deterrninar las con­
centraciones de los CI. De hecho las estima­
ciones las obtuvieron al mezclar un suspen­
sion calibrada de partfculas de lâtex con la
suspension dei virus, para luego detenninar la
proporcion de los dos componentes después
de rociar la mezcla en un grid de microscopfa
electronica. Entre posibles factores que podrf­
an interferir, estaria la capacidad desigual de
las partfculas de lâtex y los CI de poder fijar­
se a los grids, 10 que podrfa explicar la dife­
rencia que existe con el valor que obtuvimos
al aplicar un método mâs directo.

2- Determinacion dei numero de CI
contenidos en una suspension viral dei
PhopGVa 1 D0450 de concentracion.

Se detennino que el nlimero de CI pre­
sentes en 1 ml de una suspension viral con

1
1
1
1
1
1
1
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Tabla 2. Estimaciones grâtica y matematica, a partir de diferentes concentraciones de suspension viral, de las
cantidades de proteinas contenidas en 1 D0450.

Cantidad de PhopGV
(en D0450)

7,75 x 10-2

12,40 x 10-2

18,75 X 10-2

24,80 x 10-2

Estimacion
matematica

33.7

34,3

38,9

45,8

Cantidad de proteinas virales
(en ,..gID0450)

Estimacion
graflca

30,97

44,35

50,13

52.02

1
1
1
1
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Tabla 3. Estimacion deI nûmero de CI presentes en 1 D0450 de suspension viral.1
1

Cantidad de PhopGV
(en D0450)

2.5 x 10-2

10 2

Conteo dei nûmero de CI/ml
(x 106)

18.0 ± D,9

6,3 ± D,4

Estimacion deI nûmero de CI/D0450
(x 106)

733,8 ± 34.1

626,D ± 38,8

1
1
1
1
1
1

una absorbencia de 100450 es de aproxima­
damente 679,9 ± 53,9 x 106 (Tabla 3),

3- Estimacion dei peso de un CI dei
PhopGV

MATTHIESSEN et al (1978) estimaron que
en 35 g deI PhopGV puro y liofilizado habia
aproximadamente 1,35 x 1015 partfculas, 10
que daba un peso promedio aproximado de
26 x 103 picogramos (pg) por CL Con nues­
tras datos (44,4 !-tg de virusfD0450 y 679,9 x
106 CIfD0450) hallamos 65 x 10-3 pg/CI, que
es poco menos deI doble que el calculado
por los autores mencionados.

4- Estimacion de la produccion de virus
en larvas de polillas de la papa.

Los resultados de los conteos de los CI
presentes en larvas de P. operculella y T.

solanivora muertas par la infeccian viral al
nivel deI laboratorio se presentan en la tabla
4.

Basado en bio-ensayos, KROSCHEL (1995)
determina un contenido de 1010 CIIlarva.
Previamente, por observaciones al microsco­
pio electranico, MATTHIESSEN et al., (1978)
asumieron que un equivalente larval corres­
pondia de 4 a 5 x 109 CI, mientras que Ounn
(1971) estima que la cantidad total de virus
que infecta a las larvas de PTM en su ûltimo
estadio era aproximadamente 10 11 CI. La
diferencia entre los valores dados por los pri­
meros dos autores y la ûltima estimacian es
significativa, aunque la cantidad de 1011 par­
tfculas de virus por larva es poco frecuente.
De hecho, basandonos en los datos de OUNN
(1971), aproximadamente 2,6 mg (14,7
00450) de virus puro se hallaria en el ûltimo

1
1
1
1
1
1
1

Tabla 4. Relacion entre el peso de la larva y el nûmero de CI presentes en Iarvas de Phthorimaea operculella (P.
op.) y Tecia solanivora (T. sol.).

Larva Peso de la larva CIIIarva CI/mg de pesg corporal
n° (en mg) (x 109) (x 10 )

P. op. T. sol. P. op. T. sol. P. op. T. sol.
[ 10,0 45,39 D,70 ± D,02 7,22 ± 0,25 0,70 ± 0,02 1,50 ± 0.D3

2 4,2 42,78 D,41 ± 0,14 4,98 ± 0,11 0,98 ± 0,03 1,16 ± 0.02

3 12,8 26,49 3,46 ± 0,19 6,5D ± D,32 2,70 ± O,Dl 2,46 ± 0,12

4 15,4 33.6D [,84 ± 0,18 6,64 ± D,41 1,19 ± D,Ol 1,96 ± D,Dl

5 10,2 31,95 3,94±0,15 7,16 ± D,29 3.86 ± D,[5 2,24 ± D,D9

6 8,6 15,30 2,12 ± 0.D8 2,73 ± D,2D 2,46 ± 0,09 1.79 ± D,13

7 10,6 30,92 3,97 ± 0.19 5,08 ± 0.27 3,75±D,18 1,64 ± D,09

8 9,3 24,9 [ 2.29 ± 0,17 3,45 ± D,2D 2,46 ± 0,12 [,38 ± 0,D8

9 [2,9 37,10 4,59 ± 0,34 2,20 ± D,12 3,56 ± 0,03 0,59 ± 0,03

10 7,D 37.27 2,16 ±0,17 1.72 ± D,18 3,D8 ± D,D2 0,46 ± D,05

[ 1 10,2 18.53 3.94 ± D, 15 2,45 ± D,D5 3.86 ± 0,[5 1,32 ± D,m

12 Il,2 30,92 4,17±D,14 4,75 ± D,26 3,72 ± D,12 1,54 ± D.D8

13 4,2 31,69 1,94 ± 0,12 1,25 ± D,13 1,37 ± 0,08 D,39 ± D,D4

14 [8,7 8,80 4,98 ± 0,23 D,II ±D,OI 2,66 ± 0,12 0.[2 ±D,DI

15 20,4 7,25 2,06 ± 0,[ [ D,20 ±0,02 l,Dl ± D,D5 0,28 ± D,D2
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estadfo larval, él que generalmente no exce­
de de 10 a 15 mg de peso corporal. Esta can­
tidad de virus es equivalente al 20% deI peso
fresco total de la larva, 10 que es un poco ele­
vado considerando el contenido en agua deI
insecto. Al contrario, los datos que se obtu­
vieron durante nuestro estudio, aunque no
son idénticos, son coherentes con los repor­
tados por MATTHIESSEN et al. (1978).

Finalmente, la aplicacion de una prueba
de homogeneidad de varianzas (p=0,05) a
los valares obtenidos durante nuestro estudio
demostro que la produccion deI virus es pro­
porcionalmente mas importante en larvas de
P operculella que en T solanivora, siendo la
produccion de CI por mg de peso corporal de
2,35 ± 1,26 x 109 CI/mg par la primera espe­
cie y 1,27 ± 0,74 x 109 CI/mg para la otra.

Al contrario, la misma prueba estadfstica
aplicada a los 13 individuos mas grandes de
cada grupo, no permitio establecer que para
los ultimos estadfos larvales, el numero de
CI obtenido en T solanivora fuera mas
importante que el obtenido en P operculella
(3,76 ± 2,47 x 109 y 2,84 ± 1,41 x 109

CI/larva, respectivamente), aunque esta pri­
mera especie sea mas grande que la ultima.
Sin embargo, para confirmar definitivamente
este resultado, seria necesario repetir sobre
una muestra numéricamente mas importante.

5- Estimacion de las cantidades de CI
deI PhopGV empleadas en la formulacion
deI bio-plaguicida.

Basandose en la tecnologfa desarrollada
par el CIP, dos fOfffiulaciones diferentes deI
bio-plaguicida se pueden producir teniendo
coma base al PhopGV, cada una usada bajo
condiciones especfficas. Una de ellas es la
preparacion de suspensiones acuosas deI
PhopGV para aplicaciones en campo,
empleandose 20 larvas infectadas con el
virus para un litro de agua destilada conte­
niendo un agente dispersante al 0,2% (Tri­
ton, Pegasol). Para aplicar una hectarea se
requiere aproximadamente de 2000 larvas
(ALCAZAR & RAMAN, 1992b).

La otra es la formulacion en polya seco
producida para aplicaciones en almacén,

empleandose un material inerte (talco) mez­
dado con 20 larvas homogeneizadas por
kilogramo, afiadiendo también el dispersante
al 0,2% de concentracion final. Se usan apro­
ximadamente 5 kg de esta formulacion para
proteger 1 tonelada de tubérculos (ALCAZAR
& RAMAN, 1992b). Ambas fOfffiulaciones
dieron resultados satisfactorios a nivel de
agricultar, mientras que KROSHEL (1995)
usando solo 100 larvas/ha en campo no obtu­
vo resultados satisfactarios.

a- Calculos teoricos de las cantidades
de virus aplicadas en los programas de
bio-control basandose en el contenido en
CI de las larvas infectadas a nivel de un
laboratorio

Basandonos en nuestros datos, la cantidad
de CI que se aplico debe corresponder a
aproximadamente 3,48 x 1012 CI/tonelada de
tubérculos (considerando un peso promedio
de 14,8 mg por cada larva infectada con
PhopGV usada en la preparacion deI bio-pla­
guicida) para la fOfffiulaci6n en polya seco.
Para la farmulaci6n acuosa, le corresponde
aproximadamente 6,96 x 10 13 CI/ha. Esta
cantidad de pat6geno esta en concordancia
con informes previos dados por diferentes
autores quienes realizaron aplicaciones de
otros virus de granulosis para controlar lepi­
d6pteros plaga. Por ejemplo, TATCHELL &
PAYNE (1984) hallaron que cantidades entre
10 12 y 1014 CI/ha eran necesarias para con­
trolar Pieris rapae en campos de col en Gran
Bretafia. En otros casos, se obtuvieron bue­
nos resultados con dosis muy inferiores. Asf,
GLEN y PAYNE (1984) encontraron que, para
obtener un 90% de reduccion deI dafio pro­
ducido par Cydia pomonella en huertos de
manzanos en el Reino Unido, eran necesa­
rios de 1,8 x 1010 a 1,3 x 10 11 CIl ha.

b- Determinacion de la cantidad real de
virus aplicada basandose en el contenido
en CI de las larvas infectadas a nivel de
una unidad de produccion masal

El promedio deI peso fresco unitario de

1
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1 Tabla 5. Estimacion de las cantidades de CI empleadas en la formulacion deI bio-plaguicida viral y aplicadas
sobre tubérculos de papa.

1
1

Lote
n°

2

3

4

5

CII\ote
(x 1011)

7,72 ± 0,47

9,24 ± 0,55

9,51 ± 0,58

9,23 ± 0,61

8,74 ± 0,38

Promedio de
CII\arva (x 109)

1,29 ± 0,07

l,54 ± 0,09

1,58±0,1O

l,53 ± 0,10

1,46 ± 0,06

Promedio de CI/mg Promedio de CI/kg
de larva (x lOS) de bio-plaguicida (x 109)

0,87 ± 0,05 25,8 ± 1,4

1,04 ± 0,06 30,8 ± 1,8

1,07 ± 0,06 31,6 ± 2,0

1,04 ± 0,07 30,6 ± 2,0

0,98 ± 0,04 29,2 ± 1,2

Promedio de CI aplicadosJkg
de tubérculos (x lOS)

1,29 ± 0,07

l,54 ± 0,09

1,58±0,IO

l,53 ± 0, \0

1,46 ± 0,06

0,92 ± 0,05 27,2 ± \,6

las larvas que fueron colectadas al nivel de la
unidad de producci6n masal era aproximada­
mente de 14,8 mg (valor determinado a par­
tir deI peso de 100 individuos). Los conteos
realizados sobre los 6 lotes de 600 larvas
cada uno permitieron establecer que las can­
tidades de CI presentes en los diferentes
lotes fueron deI mismo orden: las variacio­
nes entre los lotes los mas y los menos con­
centrados no superaban aproximadamente el
20% (Tabla 5).

Un punta esencial a mencionar es que la
producci6n estimada de CI por larva se
encontr6 muy debajo (casi 20 veces menos)
dei rango previamente determinado al anali­
zar individualmente las larvas muertas por
PhopGY. La primera hip6tesis que explicarfa
esta baja producci6n (0,99 ± 0, 06 x 108

CUmg de larva) puede ser que al reducir los
costos de labor se conduce a recolectar toda
larva que presente sfntomas de la enferme­
dad viral, este muerta 0 s610 enferma; es
16gico suponer que para un mismo tamai'io,
las larvas enfermas contienen probablemen­
te menos virus que las muertas. La segunda
hip6tesis seria una inadecuada homogenei­
zaci6n de las larvas, debido a que la tritura­
ci6n de éstas se realiza con mortero manual,
el cual es menos eficiente que un homoge­
neizador de tejidos. Con el mortero proba­
blemente se dejen agregados CI sin salir de
los tejidos larvales 0 sin dispersar.

En base a los resultados presentados, se
determin6 que es baja la cantidad de material
activo (virus) en la formulaci6n cuando se
expresa coma peso: en promedio 45,2 mg de
virus/kg. Con este nuevo valor, basado a 10

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

6 8,19 ± 0,50 1,36 ± 0,08 1,36 ± 0,08

que sale de la unidad de producci6n, serian
aproximadamente 1,5 x 1011 CUtonelada de
tubérculos y 3 x 1012 CUba las cantidades de
virus realmente aplicadas, en almacén y
campo respectivamente.

CONCLUSIONES

Fue previamente demostrado que el
PhopGV aislado primeramente de P. opercu­
lella (STEINHAUS et al., 1967), se halla infec­
tando naturalmente larvas de T. solanivora
(ZEDDAM et al., 1994). Es asf que este virus
puede controlar ambas especies de plagas 10
que incrementa su mercado potencial. Varios
paises en desarrollo (entre ellos Pern, Boli­
via, Colombia, Tunisia, Venezuela, Yemen)
lIevan a cabo programas de MIP usando el
PhopGV (CIP, 1995; BEN SALAH, H. &
AALBU, R., 1992; KROSHEL, 1990; KROSHEL,
1995; ZEDDAM et al., 1999). Por ello, las
necesidades son grandes para establecer una
satisfactoria estandarizaci6n de las formula­
ciones dei virus, asf coma para definir con
precisi6n las dosis eficaces para ser apiica­
das en el control de plagas. Estos puntos son
cruciales y a veces diffciles de lograr en
zonas poco favorecidas, donde el equipo
basico y el personal calificado es escaso 0 no
existe.

Idealmente, la determinaci6n precisa de la
cantidad de virus presente en los lotes de lar­
vas infectadas deberia lIevarse contando los
CI mediante el uso de un microscopio 6ptico
adecuado. Sin embargo, todas las unidades
de producci6n no cuentan con este equipo.
En este caso, los resultados obtenidos en el
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1
1

estudio demuestran que para tener una esti­
maci6n mâs precisa de la cantidad de virus
contenida en un lote de larvas infectadas es
mejor basarse en el peso corporal total que el
equivalente larval. Por 10 tanto, la compara­
ci6n de las cantidades de CI recuperadas al
nivel de una unidad de producci6n piloto clâ­
sica son muy por debajo de 10 que se puede
lograr obtener cuando se realiza la infecci6n
y la preparaci6n de las larvas bajo condicio­
nes mâs controladas (laboratorio), Investiga­
ciones complementarias deberian establecer
cuales son los factores claves a tomar en
cuenta para mejorar la productividad (expre­
sada coma el numero de CI finalmente recu-

perados/ g de larva) de este tipo de unidad y
de ahi, bajar significativamente el costa dei
bio-plaguicida.

Por otro lado, se estableci6 que el
PhopGY se puede producir en un nivel pare­
cido sobre larvas de P operculella y de T.
solanivora, debido a que existe una compen­
saci6n entre la productividad mâs grande de
la primera especie y el tamaîio mâs impor­
tante de la segunda. As! que, en los paises
donde ambas especies estân presentes, la
elecci6n deI hospedero necesario a la multi­
plicaci6n viral podria esencialmente
depender de las facilidades de manejo de las
crianzas.

1
1
1
1
1

ABSTRACT

ZEDDAM J. L.. R. M. VASQUEZ SOBERON, Z. VARGAS RAMOS, A. LAGNAüUI. 2003. Use of
a granulovirus for the microbial control of the potato tuber moths Phthorimaea operculella
and Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae). Bol. San. Veg. Plagas, 29:659-667.

The potato tuber moths Phthorimaea operculella y Tecia solanivora are present in
large areas of Latin America. They are part of the most devastating group of potato pests
in developing countries. and their damages occur both in the tield and under storage con­
ditions. Recently, T. solanivora was introduced to Canaries and is now threatening new
potato-growing regions. A granulovirus named PhopGV (Familia: Bacufoviridae) repre­
sents an efficient microbial agent for controlling both insect species, and is thus regarded
as the main component of Întegrated management programs ([PM) developed to tight
these pests. The work reports on the dosage of virus produced in larvae of both species
and on the doses used for the viral biopesticide. Firstly, it was established that a viral
solution exhibiting an absorbance of 1 OD450 contained 679, 9 ± 53,9 x 106 lB (inclusion
bodies}/ml and that the mean lB weight was about 65 x 10-3 pg. Also, it was found that
the lB production per mg was almost the double in P. operculella (2,35 ± 1,26 x 109

lB/mg) than in T. solanivora larvae but the difference in size between the two species
made the final number of lB obtained per 1arva was not statistically different in both
cases. Finally, it was estimated that the application rates of PhopGV when used in bio­
control programs were reaching l, 5 x 10 11 IBlton of tubers for traditional storage and 3
x 1012 IBlha in potato fields.

Keywords: Granulovirus, Baculoviridae, potato tuber moth, Phthorimaea opercule­
lia, Tecia solanivora, virus dosage, biological control
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