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Resumen

El gusano cachon Erinnyis ello (L.) es una plaga polifaga que puede causar graves pérdidas en cultivos de caucho. El uso de
granulovirus representa una alternativa interesante para el control biolégico de este insecto. Tres aislamientos colombianos
del granulovirus de E. ello (EeGV) recuperados en larvas de campo, fueron caracterizados morfolégica y molecularmente.
Los cuerpos de inclusién de los tres aislamientos presentaron forma ovoide con una unica nucleocapside, con tamano
promedio de 302,9 + 22 x 181,5 = 16 nm. El andlisis de los perfiles de restriccion con diferentes endonucleasas no mostré
diferencias entre los tres aislamientos, lo cual sugiere que son muestras de la misma cepa viral, denominada VG010, cuyo
tamano del genoma se estimé en 88,7 Kb. El andlisis de las relaciones filogenéticas basado en las secuencias de lef-8, lef-
9 y gran mostré con alta consistencia la estrecha relacion entre VG010 y un aislamiento de EeGV (M34-4) previamente
descrito, lo cual sugiere que son variantes genotipicas de la misma especie viral. La eficacia del aislamiento VG010 en
condiciones de laboratorio sobre larvas de segundo y cuarto estadio fue de 100 % y 64 % respectivamente, mientras que
la concentracion letal media (Clso) fue 4,3 x 10° Cl/mL. La productividad viral, oscil6 entre 2,1 x 10° y 3,8 x 10° Cl/gramo
de larva. Estos resultados representan la base para el desarrollo de un nuevo bioinsecticida para el control de la plaga en
campo.
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Abstract

Erinnyis ello (L.) is a polyphagous lepidopteran pest that may cause serious annual losses in the rubber industry. The use
of granulovirus represents an interesting alternative as a biological control agent for this insect. Three Colombian isolates
of granulovirus for E. ello (EeGV) were obtained from field larvae and characterized at morphological, biological and mo-
lecular level. Occlusion bodies (OB) of the three isolates showed an oval morphology with a unique nucleocapsid, with a
size of 302.9 £ 22 x 181.5 £ 16 nm. Analysis of DNA endonuclease restriction profiles did not showed differences among
the three viral isolates, which means that they correspond to samples of the same viral strain, denominated VG010. The
VG010 viral genome size was estimated to be approximately 88.7 kb. The analysis of the phylogenetic relationships based
on selected gene sequences lef-8, lef-9 and gran showed a close relationship between VG010 and the previously described
isolate EeGV (M34-4). These sequence similarities suggest that the three isolates are genotypic variants of the same viral
species. The in vitro efficacy of the VG010 isolate against second and fourth instar larvae was 100 and 64%, respectively,
while the mean lethal concentration (LCso) was 4,3 x 10° OB/mL. The viral productivity ranged between 2.1 x 10° and 3.8
x 10° OB/g of larvae. These results represent the basis to develop a new biopesticide control agent for the pest in the field.
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Introduccién

Erinnys ello (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Sphingidae)
es una plaga polifaga con amplia distribucién en zonas
tropicales y subtropicales de América desde el sureste
de Brasil, Argentina y Paraguay hasta el sureste de Es-
tados Unidos (Bellotti et al., 1999). Esta especie posee
un amplio rango de hospederos con descripciones en
mas de 35 plantas diferentes, los cuales incluyen culti-
vOs con importancia econémica como tomate, tabaco
y algodon, siendo muy frecuentes los ataques a planta-
ciones de yuca y caucho (Winder, 1976).

En caucho, las larvas de E. ello también conocido
como gusano cachén, se alimentan inicialmente de las
hojas mas jévenes de las plantas y en casos severos de
infestacion pasan a hojas de mayor edad, causando
defoliaciones totales con reduccion en la produccion
de latex. El impacto econémico negativo que puede
causar la plaga en el cultivo de caucho en Colombia es
de gran relevancia, teniendo en cuenta que se encuen-
tra dentro de la apuesta exportadora del pais y que sus
areas cultivadas se han incrementado vertiginosamen-
te durante los dltimos 10 afos. Aproximadamente 40
enemigos naturales de E. ello han sido identificados
incluyendo parasitoides de huevos y larvas, depreda-
dores en huevos, larvas y pupas, ademas de hongos,
bacterias y virus. Sin embargo, debido al comporta-
miento migratorio de los adultos, la abundancia de
enemigos naturales no previene las explosiones perio-
dicas de la plaga (Bellotti et al., 1992).

Entre los organismos entomopatdgenos que afectan
este insecto, se encuentra el Granulovirus de E. ello
(EeGV), el cual presenta alta especificidad y virulen-
cia. El virus EeGV pertenece a la familia Baculoviridae,
que incluye el género Betabaculovirus, (ICTV, 2012)
correspondientes a granulovirus que infectan insectos
del orden Lepidoptera. Su ADN es circular de doble
cadena, cuyo tamafo se encuentra entre 99 y 178 Kb.
Los granulovirus se caracterizan por formar cuerpos
de inclusion (Cl) proteicos con forma de granulo y ge-
neralmente, un tnico virién ocluido, lo cual lo protege
de las condiciones medioambientales, favoreciendo la
transmision horizontal del virus (Rohrmann, 2010).

La diversidad de los granulovirus ha sido ampliamen-
te estudiada, principalmente en virus que infectan
insectos plaga de cultivos agricolas de importancia
econdémica. Existen varios reportes acerca del analisis
con endonucleasas de restriccion (REN) de diversos
granulovirus y en la actualidad 15 especies tienen se-
cuenciado su genoma completo. El perfil REN es una
metodologia sencilla, ampliamente utilizada para dife-
renciar cepas o aislamientos geograficos de Baculovi-
rus (Barrera et al., 2011; Berretta et al., 1998; Escribano
et al.,, 1999), los cuales a pesar de ser de la misma
especie pueden variar su perfil REN por mutaciones
puntuales o pequenas inserciones o deleciones (Er-
landson, 2009). Estas diferencias a nivel genémico

frecuentemente influyen en la patogenicidad y la viru-
lencia de los diferentes aislamientos (Cory and Myers,
2003; Erlandson et al., 2007).

Varios aislamientos de EeGV provenientes de cultivos
de yuca se han utilizado para el control de E. ello en
Brasil, Colombia y Venezuela, con eficacias superio-
res al 90% (Schmitt, 1988). El andlisis molecular de
un aislamiento colombiano de EeGV demostré dife-
rencias con respecto a otros granulovirus aislados de
diferentes especies de insectos (Finnerty et al.,, 2000)
y el andlisis REN de diferentes aislamientos de EeGV
en una region geografica de Brasil demostro la pre-
sencia de genotipos distintos en diferentes periodos
de tiempo (Costa et al., 2005). El objetivo del presente
estudio fue caracterizar tres aislamientos colombianos
de EeGV, como base para el posible desarrollo de un
bioinsecticida para el control del gusano cachén en
Colombia.

Materiales y métodos

Cria de insectos de E. ello

La cria de larvas de E. ello se establecié en condiciones
controladas en el Centro de Investigacion La Libertad,
de Corpoica (Villavicencio, Colombia), utilizando folla-
je de yuca como fuente de alimentacién. En el interior
de una casa de malla, se establecieron tres médulos de
anjeo de 2m x 3m x 2m, dentro de los cuales se sem-
braron plantas de yuca en diferentes épocas del aio.
Se colectaron huevos de E. ello en campo y se mantu-
vieron en cajas plasticas hasta su eclosion. Las larvas
neonatas se ubicaron en recipientes plasticos dotados
de la fuente alimenticia y se mantuvieron hasta que
alcanzaron el segundo estadio bajo condiciones de la-
boratorio (28 °C y Humedad relativa 75 %). Para com-
pletar las fases siguientes de desarrollo del insecto, las
larvas se ubicaron sobre las plantas de yuca manteni-
das en casa de malla. Las pupas formadas se colecta-
ron en cajas plasticas con aserrin, hasta la emergencia
de los adultos, los cuales se confinaron en los médulos
de anjeo con plantas de yuca para cumplir en ellas sus
etapas de cépula y oviposicién.

Propagacion y purificacion viral

Tres aislamientos virales se multiplicaron en larvas de
tercer estadio (L3) de E. ello. Para tal fin, se inocularon
10 hojas de yuca mediante la aspersion de 10 mL de
una suspension viral ajustada a 1 x 10”7 Cl/mL. Cada
hoja se introdujo en un frasco de vidrio y se infesto
con 10 larvas sanas de E. ello provenientes de la colo-
nia en laboratorio, los cuales se incubaron a 28 °C y
Humedad relativa 75 %. Diariamente se recolectaron
las larvas muertas en cada tratamiento, se codificaron
y se procedio a la extraccion de los Cls. Para la purifi-
cacion de los Cls, las larvas muertas por granulovirus
se homogenizaron con agua destilada en proporcién
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1:1 (1 mL de agua por cada gramo de larva) y la mez-
cla obtenida se filtr6 a través de una muselina para
retirar restos de tejido del insecto. Los Cls se purifica-
ron siguiendo la metodologia descrita por Caballero et
al. (1992) y se resuspendieron en agua ultrapura, para
su posterior cuantificacién por espectrofotometria con
extrapolacion del resultado en una curva de calibra-
cién previamente estandarizada.

Caracterizacion morfoldgica

Para la caracterizacion morfolégica, los tres aislamien-
tos de EeGV fueron procesados para su observacion
bajo el microscopio electronico de transmision. Se fija-
ron 100 pL de suspension viral con igual volumen de fi-
jador (formaldehido 4 %, glutaraldehido 1 % en tampdn
fosfato pH 7,4). Las muestras se colocaron en rejillas de
cobre recubiertas con resina Fomvar y se realizé una
tincion negativa con acido fosfottingstico al 2 % para
su observacion en un microscopio electrénico Philips
CM10. El tamano de los cuerpos de inclusion se deter-
miné mediante el programa NIS-elements (Nikon).

Caracterizacion molecular

Para la extraccion de ADN viral se tomé una suspen-
sién purificada de Cls (1 x 108 Cls/mL) a la cual se afa-
di6 2,5 vol. de agua, 1 vol. de Na.CO; (0,5 M, pH 7,2)
y 0,5 vol. de SDS (10 %) y se incub6 durante 10 min.
a 60°C. La muestra se centrifugé a 2500 g durante 5
min. y se recogio el sobrenadante que contenia los
viriones. Se anadieron 50 pL de proteinasa K (10 mg/
mL) y se incub6 durante 30 min. a 50°C. La extrac-
cion del ADN se realizé6 mediante dos pases con fenol-
cloroformo y la posterior precipitacion con etanol. El
ADN precipitado se resuspendié en 200 yL de tampédn
TE 0,1x (Tris-EDTA) y el ADN se cuantific6 mediante
espectrofotometria.

Para realizar los perfiles de restriccion, se utilizaron 2
ug de ADN viral para la digestion con las enzimas Pstl,
BamHI, Hindlll, EcoRl, Bglll y Kpnl (Takara, Shiga, Ja-
pan) durante 4-12 horas a 37 °C. Las reacciones se
mezclaron con tampon de carga (azul de bromofenol
0,25% p/v, sacarosa 40% p/v) y se cargaron en un gel
de agarosa al 1% en tampon TAE (Tris-acetato 0,04
My EDTA 0,001 M). La electroforesis se realizé a 20
Voltios durante 12 horas. Los geles se tineron con bro-
muro de etidio y se visualizaron en luz UV (Chemi-
Doc, BioRad, California, USA). Para el andlisis de los
tamanos de los fragmentos generados se utilizo6 el pro-
grama QuantityOne version 4.2.1 de Biorad.

Amplificacion y secuenciacion genes gran, lef-8 y lef-9

Se amplificaron fragmentos parciales de los genes gran,
lef-8 y lef-9 utilizando parejas de cebadores degenera-
dos. Para el gen gran se utilizaron los cebadores directo

Gran-F (5 -ATGGGATAYAAYAAAWCDYT-3") y reverso
Gran-R (5"-TYARTANGCBGGDCCVGTRAA-3") (Barre-
ra et al.,, 2009). Para lef-8 se utilizaron los cebadores
prL8-1 (5°- CAGGAAACAGCTATGACCCAYGGHGARA-
TGAC -37)y prL8-2 (5"-CAGGAAACAGCTATGACCAYR-
TASGGRTCYTCSGC-37), para lef-9 se utilizaron los
cebadores prL9-1 (5°- CAGGAAACAGCTATGACCAA-
RAAYGGITAYGCBG-3') y prlL9-2 (5 -TGTAAAACGACG-
GCCAGTTTGTCDCCRTCRCARTC-3) (Jehle et al., 2006).
El programa de amplificacién por PCR consistié de un
ciclo inicial de denaturacién a 95°C por 4 min y 35
ciclos asi: 95 °C por 30 seg, anillamiento a 52 °C por 1
min, extension a 72 °C por 90 seg. Se realiz6é un paso
final de extensién a 72 °C por 10 min. Cada 25 pl de
reaccion de PCR contenian 50-100 ng de ADN geno-
mico, dNTPs 200 pM, 0,5 uM de cada cebador, MgCl,
2,0 mM y tampdn 10X (50 mMKCI, 10 mM Tris HCI,
pH 9.0, 0.1% Nonidet). La reaccién se llevé a cabo
con 2U de Taq polimerasa (Promega M1665). Se veri-
fico cada producto de amplificacion mediante gel de
agarosa al 1% tenido con SYBR-safe (Invitrogen). Los
productos de PCR fueron purificados y secuenciados
directamente para las dos hebras.

Aundlisis filogenético

Las secuencias parciales de nucleétidos de los tres ge-
nes secuenciados (gran, lef-8 y lef-9) se alinearon in-
dependientemente con secuencias homoélogas de 26
granulovirus depositadas en el Genbank, mediante el
programa CLUSTAL W (Larkin et al., 2007). Los alinea-
mientos de las secuencias se concatenaron y analiza-
ron mediante el programa MEGA version 4 (Tamura et
al., 2011). Para el célculo de la distancia genética se
utiliz6 el modelo de substitucion nucleotidica Kimu-
ra-2 parametros(Tamura et al., 2011). Se construyd un
fenograma de relaciones filogenéticas basado en las
secuencias peptidicas concatenadas de los tres genes
secuenciados.

Perfil de proteinas SDS-PAGE

Se tomaron 7 plL de viriones de una suspension de 10°
Cls/mL y se mezclaron con 5 pL de tampén de carga
(Tris-HCI 125 mM; SDS 2 %; pH 6,2; glicerol 10 %; azul
de bromofenol 0,004 % y 2-mercaptoetanol 5 %). La
mezcla se calenté hasta ebullicion durante tres minu-
tos. Posteriormente, las muestras se separaron en un
gel de poliacrilamida desnaturalizante (gradiente 10-
12 %), corrido a 80 v durante 4 h. La tincién de las
bandas de proteinas se realizé con azul brillante de
Commassie 0,1 % (Laemmli, 1970).

Caracterizacion bioldgica

Se determiné la patogenicidad en términos de concen-
tracion letal media del aislamiento VG010 mediante
un bioensayo en laboratorio. A partir de virus purifi-
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cado se prepararon suspensiones ajustadas a cinco
concentraciones desde 2 x 10 hasta 2 x 10® Cl/mL,
empleando una curva de calibracion estandarizada
previamente (Datos no mostrados). Se tomaron 200
uL de cada suspension y se mezclaron con 200 pL de
una solucién de sacarosa al 4% con un colorante azul
de alimentos Tuska ® (Azul No. 1y Azul No. 2) al 1%.
Con cada concentracién se inocularon 24 larvas neo-
natas de E. ello colocadas previamente en una copa
plastica de 2 onzas siguiendo el método de la gota
descrito previamente por Hughes y Wood (1981).
Para la inoculacién de los insectos, se dispensaron go-
tas de 2 pL dentro de cada copa y se esperd hasta
que la larva bebié la suspension de virus, lo que se
evidencio por la coloracién azul en el cuerpo de la lar-
va como consecuencia de la ingestion del tratamiento
(virus + solucién colorante). Una vez se observo la co-
loracion azul en el cuerpo de las larvas, se alimentaron
con un fragmento de hoja de yuca previamente des-
infectada (NaClO al 0,5%). Se conté con un testigo
absoluto correspondiente a larvas neonatas alimenta-
das con dieta natural sin aplicar ningin tratamiento.
Las larvas se mantuvieron bajo condiciones controla-
das de laboratorio (28 °C y 75 % HR). La mortalidad
de las larvas se registr6 a los siete dias después del
montaje del bioensayo. Las larvas muertas se recolec-
taron y almacenaron a -20 °C. El disefo experimental
fue completamente al azar y con cuatro repeticiones
por tratamiento, cada una compuesta por 6 larvas. Los
resultados de mortalidad fueron sometidos a un anali-
sis Probit (Finney, 1952) mediante el programa BioStat
(2007) para la determinacion de la concentracién letal
media (CLso) y noventa (CLoo).

Se determiné la productividad del aislamiento VG010,
como el promedio de Cls producidos por gramo de
peso larval. Para tal fin, se tomaron hojas de yuca y se
asperjaron con una suspension viral ajustada a 7,2 x
107 Cls/mL, utilizando un volumen de 1 mL por hoja.
Las hojas inoculadas fueron dispuestas en recipientes
plasticos de 4 L y se infestaron con 30 larvas de E.
ello de tercer estadio provenientes de la cria. Los re-
cipientes se incubaron bajo condiciones controladas
de humedad (75 %) y temperatura (28 °C). Cada larva
muerta por infeccion viral fue pesada individualmen-
te, macerada y diluida en un volumen de agua estéril
conocido. Las suspensiones virales se pasaron por una
capa de muselina para retirar los restos de tejido larval.
A partir del filtrado obtenido se realizaron diluciones
para su cuantificaciéon a 280 nm, con un espectrofoté-
metro Nanodrop®. La concentracion viral se estimo
por extrapolacién de las mediciones en una curva de
calibracién previamente estandarizada.

Se determindé la eficacia de VG010 bajo condiciones
de laboratorio, en larvas de segundo (L2) y cuarto esta-
dio (L4). Cinco hojas de yuca, previamente asperjadas
con una suspension de VG010 (7.2 x 107 Cls/mL) se
colocaron en un recipiente de vidrio y se infestaron
con 10 larvas, lo cual se tomé como unidad experi-

mental. Se realizaron tres repeticiones por tratamien-
to. Se conté con un tratamiento control consistente
en larvas alimentadas con hojas sin inocular. La eva-
luacion de mortalidad se realiz6 3 y 5 dias después de
la inoculacion. La mortalidad en los tratamientos fue
corregida con respecto al testigo mediante el calcu-
lo del porcentaje de eficacia utilizando la férmula de
Schneider-Orelli (Schneider-Orelli, 1947).

Eficacia= ((A-B)/(100-B)) x 100
donde, A es la mortalidad larval obtenida en el trata-

miento y B es la mortalidad obtenida en el control ne-
gativo.

La eficacia en campo se determiné en una planta-
cion comercial de caucho (MAVALLE S.A), en un area
de 16,4 ha y con presencia de larvas de E. ello entre
primer y tercer estadio. Se asperjaron 2.9 x1 07 Cls/
ha del aislamiento viral VG010, suspendidos en 250 L
de agua, mediante una pulverizadora Jacto AJ-401LH.
El disefo fue completamente al azar y cada unidad
experimental consistié en 4 surcos, cada uno con 50
arboles, de los cuales se escogieron 20 arboles al azar
con presencia de larvas para hacer los muestreos. De
los 20 arboles por repeticién, 18 se evaluaron en el
tercio medio del arbol y 2 en el tercio superior, conta-
bilizando la poblacién natural de larvas vivas antes de
la aplicacion. Posteriormente se contabilizé el nimero
de larvas vivas y el nimero de larvas muertas con sin-
tomatologia viral, 1, 3 y 5 dias después de la aplica-
cién. El tratamiento control se realizé sobre un érea
de 2 ha, en la cual no se aplicé virus. Los resultados
fueron transformados mediante la férmula Henderson
y Tilton (1955) para el calculo de la eficacia.

Resultados y discusién

Caracterizacion morfologica

Los cuerpos de inclusién presentaron forma tipica de
granulo con un Unico virién interno. El tamaio de los
granulos fue de 302,9 + 22 x 181,5 £ 16 nm sin pre-
sentarse diferencias significativas entre los tres aisla-
mientos de EeGV analizados (P>0,05). La morfologia
y el tamano coincide con lo observado por Finnerty y
colaboradores (2000) en un aislamiento colombiano
recuperado en plantas de yuca (figura 1)

Caracterizacion molecular

Los perfiles de restriccion de los tres aislamientos de
granulovirus de E. ello fueron similares, sin diferencias
evidentes en el tamafno y nimero de bandas genera-
dos, por lo cual se consideraron pertenecientes a la
misma cepa viral, la cual se denominé VGO010. Los per-
files de restriccion con diferentes enzimas mostraron
entre 6 y 16 fragmentos de diferente tamano, los cua-
les se designaron alfabéticamente asignando la letra A
a los de mayor tamaio para cada endonucleasa (figura
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Figura 1. Micrografia electrénica de granulos de un aisla-
miento colombiano de EeGV. La micrografia interna muestra
en mayor aumento un granulo con unico virién interno y ba-
rra de 100 nm de longitud.

2; tabla 1). Los fragmentos con migracion similar se
detectaron por la intensidad de la banda generada y
se encontraron en los perfiles generados con Pstl (A-B
y C-D), Hindlll (A-B), Bglll (A-B y EF) y EcoRI (C-D).
De acuerdo con lo anterior se calculé el tamano del
genoma total de aproximadamente 88,7 Kb, el cual es
pequefo, comparado con los tamafos de los betaba-
culovirus secuenciados a la fecha y similar al estimado
por perfiles REN para otro aislamiento de granulovi-
rus de E. ello proveniente de Colombia (Finnerty et al.,

Kb Pstl  Hindlll
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2000). Las diferencias entre el aislamiento VG010 y
el aislamiento previamente publicado se presentaron
en el nimero y tamano de bandas generadas con las
enzimas Kpnl, EcoRl y Hindlll, lo que sugiere que se
trata de variantes genotipicas de la misma especie
viral. Trabajos previos con perfiles de restriccion en
baculovirus han servido para determinar la diversidad
genética entre aislamientos de la misma especie que
provienen de diferentes regiones geogréaficas e inclu-
sive para determinar la variedad genotipica en aisla-
mientos de un solo individuo hospedero (Barrera et
al., 2011; Rowley et al., 2010). La diversidad genética
observada entre los aislamientos de EeGV puede ser
resultado de procesos de recombinacién en eventos
de infeccion mudltiple o podria ser resultado de la deri-
va genética por mutaciones durante el ciclo infeccioso
y puede ser la fuente para la seleccién natural, debido
a que los cambios en el genoma producen cambios en
patogenicidad y virulencia (Erlandson, 2009).

Para analizar las relaciones filogenéticas del aislamien-
to VG010 se secuenciaron regiones de tres genes al-
tamente conservados en baculovirus, gran, lef-8 y lef-9
(Jehle et al., 2006). El tamano de la secuencia obtenida
para el gen gran fue de 735pb, representando el 100%
del gen, mientras que los fragmentos secuenciados de
lef-8 y lef-9 fueron de 785 y 311 pb respectivamente,
similares al tamano de los fragmentos obtenidos con
los mismos cebadores en otros granulovirus (Jehle et
al,, 2006).

Bglll EcoRlI Kpnl

Figura 2. Perfiles de restriccién de un aislamiento Colombiano de EeGV (VG010) con las endonucleasas Pstl, Hindlll, BamH]I, Bglll,
EcoRl'y Kpnl como se indica en la parte superior de cada carril. En el primer carril se indica el marcador de peso molecular de 1Kb

(Invitrogen).
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Tabla 1. Tamarfios estimados de los fragmentos de
restriccion generados por la digestién del ADN genémico
de un aislamiento Colombiano de EeGV (VG010) con las
endonucleasas Pstl, Hindlll, Bglll, EcoRI.

Frag- Fragmentos de restriccion

mento Pstl Hind1ll Bglll EcoRI
A 17.900 22.064 15.921 14.750
B 17.369 22.000 14.280 11.740
C 17.200 20.226 8.814 10.070
D 17.000 9.345 7.081 10.000

E 11.120 9.514 7.000 7.548

F 5.490 4.614 7.000 4.781
G 2.594 5.768 4.000
H 5.700 3.583

| 5.572 3.363

J 4.126 3.129

K 3.553 2.974

L 3.077 2.650
M 2.529
N 2.423
O 2.244
P 2.200
Total 88.673 87.763 87.892 87.984

Las principales diferencias entre los aislamientos de
granulovirus de E. ello M34-4 (Jehle et al, 2006) y
VG010 se encontraron en la secuencia del gen lef-8,
donde se observaron 11 substituciones no sinénimas.
El gen gran present6é un alto grado de conservacién

entre los dos aislamientos, con sélo tres substituciones
sindnimas presentes. Debido a su alto grado de con-
servacion y por ser la proteina mayoritaria dentro del
género betabaculovirus, la granulina ha sido de gran
utilidad para el desarrollo de sistemas de deteccién
por técnicas moleculares (Barrera et al., 2011) e inmu-
noenzimaticas (Parola et al., 2003). Adicionalmente,
los genes lef-8, lef-9 y gran son de gran utilidad para
la inferencia filogenética basada en las distancias ge-
néticas (Jehle et al., 2006). Existe un limite estableci-
do de 0,015 como la mayor distancia existente entre
dos aislamientos para ser considerados de la misma
especie. En contraste, distancias superiores a 0,050 se
consideran de diferente especie (Jehle et al., 2006). En
el presente trabajo, las distancias genéticas entre los
aislamientos VG010 y M34-4 fueron bajas (0,014), por
lo cual se puede sugerir que son variantes genotipi-
cas de la misma especie. De forma similar, se observo
que aislamientos pertenecientes a la misma especie de
hospedero como los granulovirus de Agrotis segetum,
Adoxophyes orana y Cydia pomonella presentaron dis-
tancias bajas (<0,01) (tabla 2).

Las diferencias genéticas entre aislamientos de bacu-
lovirus se relaciona con el tipo de planta de la cual se
alimenta el insecto hospedero (Hodgson et al., 2002).
La distancia genética entre VG010 y M34-4 indica que
existen diferencias genéticas para ser considerados ce-
pas diferentes, lo cual podria relacionarse con el tipo
de cultivo de sus hospederos originarios. El aislamiento
VG010 fue obtenido de larvas colectadas en un culti-
vo de caucho, mientras que el aislamiento M34-4 pro-
viene de larvas colectadas en un cultivo de yuca. El
cladograma de relaciones filogenéticas basado en las
secuencias concatenadas de las proteinas granulina,
lef-8 y lef-9 mostré una topologia compatible con la
descrita para baculovirus por otros autores con estos
tres genes (Jehle et al., 2006) y con 31 genes ntcleo
(Miele et al., 2011) (figura 3). El granulovirus de E. ello
VG010 se agrup6 en un clado junto con el aislamiento

Tabla 2. Matriz de distancia de las secuencias de nucleétidos de los genes concatenados gran, lef-8 'y lef-9 calculados en MEGA
(Modelo Kimura-2 pardmetros). Valores en gris son considerados aislamientos de la misma especie.

Aislamientos 1 2 3 4 5 6 7 8
1 ErelGV_VGO010 0 0,014 0,355 0,355 0,355 0,311 0,311 0,311
2 ErelGV_(M34-4) 0,014 0 0,344 0,344 0,344 0,294 0,294 0,294
3 AgexGV_(S46) 0,355 0,344 0 <0,01 <0,01 0,359 0,359 0,359
4 AgseGV_(A17-5) 0,355 0,344 <0,01 0 <0,01 0,359 0,359 0,359
5 AgseGV_(S47) 0355 | 0344 | <001 | <0,01 0 0,359 | 0,359 | 0,359
6 CpGV_(A11-2) 0311 | 0294 | 0,359 | 0359 | 0,359 0 0,001 | 0,001
7 CpGV_(M39-1) 0,311 0,294 0,359 0,359 0,359 0,001 0 <0,01
8 CpGV_(A6-4) 0,311 | 0,294 | 0,359 | 0,359 | 0,359 | 0,001 | <0,01 0
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Figura 3. Cladograma de relaciones filogenéticas (UPGMA) basado en secuencias proteicas concatenadas de granulina, lef-8 y
lef-9. El niimero encima de cada nodo indica el valor de bootstrap (1000 réplicas).

M34-4 con un alto valor de soporte (100%). A su vez,
los granulovirus de E. ello (Sphingidae) se agruparon
con granulovirus de Andraca bipunctata (Bombycidae)
con alto valor de soporte (79%).

El perfil de proteinas del granulovirus de E. ello VG010
evidencié una banda intensa con peso molecular de
34,50 kDa similar a la observada en el perfil proteico
de un aislamiento del granulovirus de P. operculella
(figura 4). El tamano vy la intensidad de la banda ge-
nerada coincide con la proteina granulina, mayorita-
ria en el género betabaculovirus, la cual oscila entre
29 a 38 kDa (Caballero et al., 2001). El perfil proteico
de un aislamiento colombiano del granulovirus E. ello
previamente descrito, present6 10 bandas de diferente
tamano, una de ellas en mayor cantidad correspondié
a la granulina, con un tamafo similar al encontrado en
VG010 (Finnerty et al., 2000). Esta proteina altamente
conservada ha sido descrita en perfiles proteicos de
diferentes granulovirus (Sciocco-Cap et al., 2001). Adi-
cionalmente, en VG010 se observaron proteinas de
mayor tamafo y menor concentracién, similares a las

descritas por Finnerty et al., (2000) para un aislamiento
de EeGV, una de ellas con tamafno (37 kDa) compati-
ble con una proteina de capside viral.

e e TR

Figura 4. Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida.
Carriles 1 corresponden al granulovirus de Erinnyis ello VG010,
carriles 2 corresponden al granulovirus de Erinnyis ello VGO11,
carriles 3 corresponden al granulovirus de Phthorimaea opercu-
lella VG003 y carril 4 presenta el marcador de peso molecular.
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Caracterizacion biolégica

Patogenicidad

Los valores de P obtenidos del andlisis Probit fueron
superiores a 0,05 (tabla 3), lo cual sugiere que existe
una correlacion linear entre la dosis viral y la mortali-
dad de las larvas. Adicionalmente, los bajos valores de
Chi-cuadrado (y2) indican homogeneidad entre los da-
tos, es decir que la distribucion experimental se ajusté
a la tedrica (Zar, 1999) (tabla 3).

Bajo las condiciones experimentales evaluadas en este
estudio, la mortalidad de las larvas se afecté por la con-
centracion viral utilizada, siendo la concentracion letal
media (Clso) de 4,3 x 10° Cl/mL y la concentracion
letal noventa (Clgo) de 5,5 x 10* ClI/mL (tabla 3). En
todos los tratamientos inoculados con el virus se ob-
servaron larvas con sintomas tipicos de infeccion por
granulovirus como cambio en la coloracion, pérdida
de movimiento y de alimentacion, pérdida de turgen-
cia en el cuerpo de la larva y ruptura de la epidermis,
al igual que lo reportado por otros autores para este
virus (Leon et al., 2010).

Aunque en la literatura no se han reportado valores
de concentraciones letales de aislamientos de gra-
nulovirus de E. ello, si se encuentran datos de otros
aislamientos de granulovirus sobre larvas de otros le-
pidopteros. Sciocco-Cap et al., (2001)utilizando una
técnica de bioensayo similar a la de este trabajo, en-
contraron valores de Clso entre 4 y 5,6 x 10° Cl/mL
empleando un aislamiento de granulovirus de Epino-
tia aporema (Lepidoptera: Tortricidae) sobre larvas de
este insecto; estos valores de CLso fueron similares a
lo encontrado en este trabajo. Por el contrario, para la
mayoria de aislamientos de granulovirus como los de
Spodoptera littoralis (Boisduval, 1833) (Lepidoptera:
Noctuidae), Tecia solanivora (Povolny) (Lepidoptera:
Gelechiidae) y Phthorimaea operculella (Zeller, 1873)
(Lepidoptera: Gelechiidae) se han encontrado rangos
mas altos con valores de CLso de 6,9 x 10° Cl/mL, 3,6 x
10°Cl/mLy 3,4 x 10°Cl/mL, respectivamente (Espinel-
Correal et al., 2009; Hatem et al., 2011).

Las variaciones de Clso entre aislamientos de granulo-
virus de diferentes especies de insectos plaga se pue-
de deber principalmente al hospedero y por ende a la
adaptacion del virus al mismo; adicionalmente dentro
del género betabaculoviridae donde se encuentran
los granulovirus de lepidopteros (Jehle et al., 2006), se

agrupan tres tipos de virus diferentes segtn el tipo de
infeccion que ocasionen vy los tejidos susceptibles del
insecto a la infeccidn; estas variaciones en el proceso
de infeccion repercuten directamente en la patogenici-
dady en la virulencia del aislamiento viral (Caballero et
al., 2001; Rohrmann, 2010; Wang et al., 2008).

Las cepas de alta patogenicidad como VG010 poseen
ventajas como agentes de control y serian muy ade-
cuadas para el control de plagas en cultivos de ciclo
anual. Sin embargo, la patogenicidad no puede ser
considerada de forma aislada, pero si relacionada con
otros aspectos del ciclo de vida del patégeno, como
su tasa de transmision y su capacidad de persistir en el
ambiente (Caballero et al., 2001).

Productividad

Se determind la cantidad promedio de cuerpos de in-
clusion producidos por gramo de tejido larval con el
aislamiento de granulovirus VG010, la cual oscilé en-
tre 2,1 x 10%y 3,8 x 10° Cls/g. El resultado obtenido en
el presente trabajo coincide con lo descrito por Hodg-
son y colaboradores (2001), quienes concluyeron que
para la mayoria de larvas de lepidépteros infectadas
por un virus de la familia Baculoviridae, el rendimiento
promedio es de 10° Cls/g de larvas, presentiandose la
invasion de una gran variedad de tejidos del hospede-
ro durante el ciclo de infeccion. Teniendo en cuenta
que una larva de dltimo estadio de E. ello puede pe-
sar aproximadamente 7 g, una sola larva podria pro-
ducir mas de 10'° Cls, valor significativamente alto si
se compara con los valores descritos para los granu-
lovirus de otras especies de polillas como P. opercu-
lella para la cual la produccion fue de 2,35 x 10° Cls/
larva (Zeddam et al., 2003) y Tecia solanivora para la
cual la productividad se ha estimado en 1 x 10° Cls/
larva (Gomez et al., 2009). Esta alta productividad re-
presenta una ventaja desde el punto de vista tecnolé-
gico para el desarrollo de un bioplaguicida (Vasquez
et al.,, 2002), ya que una de las principales limitantes
de estos bioplaguicidas es la produccion del virus a
gran escala y a un costo aceptable, teniendo en cuenta
que la produccién se hace in vivo sobre el hospedero
susceptible (Caballero et al., 2009), actividad altamen-
te demandante de mano de obra que incrementa los
costos del ingrediente activo. Por otra parte, la alta
productividad viral mejora el potencial econémico de
un bioplaguicida, ya que reduce el nimero de insec-
tos necesarios para producir una dosis de aplicacién

Tabla 3. Concentracién letal media CLso ClI/mLy noventa ClLs Cl/mL del aislamiento de granulovirus de E. ello VG010.

Limites de confianza de la
CL90 Heterogeneidad
Aislamiento | CL50 (ClI/mL) CL50 95% (Cl/mL) P
Inferior Superior (Cl/mL) %2 gl
VG010 4,3 x 103 7,0 x 102 1,1 x 105 5,5x 104 0,99 0,0485 3
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en campo (Grzywacz et al., 2001) y esto disminuye
también el precio del producto por unidad comercial.

El rendimiento de un virus se ve afectado por muchos
factores involucrados en el ciclo de infeccién sobre
el insecto hospedero como el tiempo letal y la viru-
lencia (Kamiya et al., 2004). Por ejemplo, Cherry y
colaboradores (2002) evaluaron entre otros factores,
el rendimiento de un granulovirus en larvas de la po-
lilla dorso de diamante Plutella xylostella (Lepidoptera:
Yponomeutidae), encontrando que a pesar de la alta
patogenicidad del aislamiento de granulovirus em-
pleado, la cual fue reflejada en la dosis letal media, los
rendimientos fueron bajos posiblemente 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 peso y el tamafo inicial, son factores que
pueden afectar el rendimiento del virus, obteniéndo-
se 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).

Otros factores importantes en la productividad viral es-
tan relacionados con el sistema de propagacion, en el
cual se debe tener en cuenta la dosis de inoculacion,
la edad de las larvas, el tiempo de recoleccion y la
temperatura de incubacion de las larvas, entre otros
(Caballero et al., 2001; 2008). En un estudio realizado
por Grzywacz y colaboradores (1998), en el cual se
optimizo el sistema de produccion del nucleopoliedro-
virus de Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae),
determinaron que uno de los factores mas importantes
para la productividad viral es el momento de la reco-
lecciéon de las larvas, el cual se encuentra relacionado
con la cantidad maxima de produccion de particulas
virales y con la presencia de altos niveles de conta-
minacion bacteriana cuando esta actividad se realiza
después de la muerte del insecto.

Con respecto a la temperatura, éste es un factor que
influencia tanto el crecimiento de las larvas como la
replicacion del virus y su capacidad infectiva (Sajap et
al.,, 2007), por tal razén este factor se debe controlar
para aumentar la productividad, siendo recomendada
una temperatura de incubacién entre 25 °C y 28 °C
después de la inoculacién con el virus (Subramanian
et al., 2006).

En el caso del granulovirus de E. ello, a pesar del gran
tamafo de las larvas que permiten obtener grandes
cantidades de virus, es necesario estandarizar las con-
diciones tanto de cria masiva del insecto como de pro-
duccion viral con el fin de aumentar la productividad
y disminuir los costos, factores claves en la viabilidad
economica de un producto comercial.

Evaluacién de eficacia en laboratorio

Los resultados de eficacia (mortalidad corregida) en
condiciones de laboratorio se muestran en la figura 5,

donde se puede observar que se presenté una mayor
mortalidad de larvas cuando éstas fueron inoculadas
en segundo estadio (L2) en comparacién con la mor-
talidad obtenida con larvas de mayor edad (L4) (figura
5). La mortalidad de individuos a los tres dias después
de la infeccion fue del 23% para larvas L2 y del 20 %
para larvas L4. Cinco dias después de la inoculacion
estos valores aumentaron alcanzando el 100 % para
larvas L2 y el 64 % para larvas L4.

La mayor susceptibilidad de larvas mas jovenes a
la infeccién viral ha sido descrita por otros autores
como Schmitt (1988), quien recomendé la infecciéon
de larvas en segundo y tercer estadio para asegurar
la infeccion eficiente de las mismas. Las diferencias
en susceptibilidad a los baculovirus dependiendo de
la edad de las larvas también han sido evidenciadas
en varios trabajos (Hochberg, 1991; Sporleder et al.,
2007; Teakle et al.,, 1986) y para otros patdégenos
de este insecto como la bacteria Bacillus thuringiensis
(CIAT, 1989).

En trabajos realizados por el Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT) en los afos 80s se obtuvie-
ron resultados similares a los del presente estudio en
laboratorio, alcanzandose un 100% de mortalidad de
larvas de los primeros estadios, tres dias después de la
inoculacién del sustrato de alimentacion consistente
en hojas de yuca (CIAT, 1989). La mortalidad de las
larvas aumento progresivamente a medida que paso el
tiempo después de la inoculaciéon. Se obtuvo una efica-
cia significativamente superior a los cinco dias después
de la inoculacién con respecto a las mediciones ante-
riores, tanto para larvas en segundo como en cuarto
estadio (F=94,2; P=0,0001; gl=17). La rapida mortali-
dad de las larvas infectadas con este virus, que alcanza
el 100% a los cinco dias de la inoculacion de larvas
L2, demuestra una alta virulencia, en comparacién con
granulovirus de otras especies que requieren un mayor
tiempo para evidenciar su letalidad. Por ejemplo, un
aislamiento del granulovirus de Adoxophyes orana (Le-
pidoptera: Tortricidae) mostré un tiempo letal medio
de 37 dias en larvas de primer estadio segun lo deter-
minaron Hilton y Winstanley (2008). Para el granulo-
virus de Spodoptera littoralis (Boisduval) (Lepidoptera:
Noctuidae) también se han establecido tiempos letales
medios prolongados que oscilan entre 15 y 27 dias
dependiendo de la edad de larvas al ser inoculadas
(Hatem et al.,, 2011). En el caso del granulovirus de
Plodia interpunctella (Hibner) (Lepidoptera: Pyralidea)
se estimaron tiempos letales medios entre 15y 21 dias
dependiendo de la calidad de la dieta de alimentacién
(McVean et al., 2002).

Las cepas muy virulentas naturalmente poseen venta-
jas como agentes de control y serian muy adecuadas
para el control de plagas en cultivos de ciclo anual.
Sin embargo, la virulencia no puede ser considerada
de forma aislada, pero si relacionada con otros aspec-
tos del ciclo de vida del patégeno, como su tasa de

Granulovirus de E. ello

137



% W Segundo istar

N 0O Cuarto instar

10 b
L]
50
40
30

S ¢
20
10 cd
d
o , :

1 dia 3 dias 5 dias

Eficacia (%)

Figura 5. Eficacia en laboratorio del aislamiento VG010 de
EeGV sobre larvas del gusano cachén, diferentes dias des-
pués de la inoculacién. Tratamientos con la misma letra no
presentan diferencias significativas segiin DMS (95%).

transmision y su capacidad de persistir en el ambiente
(Caballero et al., 2002).

Evaluacion de eficacia en campo

En las evaluaciones realizadas en cultivos de caucho
después de aplicar el aislamiento de granulovirus
VG010 se encontraron larvas con sintomatologia tipi-
ca de la infeccion (Figura 6), la cual se caracteriza por
la presencia de larvas muertas colgando de las ramas
por sus pseudopatas anales y evidenciando un tegu-
mento fragil con licuefaccién de los tejidos internos
(Mukhopadhyay and Dev, 2009).

Cuando el aislamiento viral fue aplicado en un culti-
vo de caucho se observé mortalidad de las larvas a
partir de las 24 horas post inoculacién con valores
de eficacia entre el 7 % y el 30 % para el tercio su-
perior y medio respectivamente (figura 7). Pasados
tres dias se detecté un incremento significativo de
la eficacia (F=8,23; P=0,0001; gl=31), con valores
del 54 % y 71 % para los tercios superior y medio
respectivamente. La poblacién de larvas en el tercio
medio de los arboles fue mayor (18 a 66 larvas/ar-
bol) a la encontrada en el tercio superior de estos
(entre 6 y 17 larvas/arbol), lo cual sugiere que las lar-
vas prefieren alimentarse de hojas del tercio medio
de los arboles. A medida que transcurrié el tiempo,
la mortalidad de los individuos aumenté progresiva-
mente sin presentar diferencias estadisticas entre los
valores de eficacia obtenidos en las dos alturas de
los arboles a los tres, cinco y siete dias después de
la aspersion del virus.

Después de siete dias de haber realizado la aspersion
del tratamiento, la eficacia oscilé entre el 76 %y el 83
% para los tercios medio y superior respectivamente,
sin detectarse diferencias significativas entre las dos al-
turas, lo que podria sugerir que la aspersion del virus
fue homogénea a lo largo de los arboles. La homo-
geneidad en la aplicaciéon en campo es de gran im-
portancia para estos organismos debido a su actividad

Figura 6. Larva de Erinnyis ello (L.) mostrando los sintomas
tipicos de muerte por causa del EeGV

mediante infeccion oral, que requiere una alta cober-
tura para aumentar la posibilidad de infeccién de los
individuos susceptibles (Caballero et al., 2002).

La alta eficacia de este virus sobre larvas del gusano
cachon también ha sido demostrada en campo en cul-
tivos de yuca, en los cuales se han alcanzado mortali-
dades del 100 %, cinco dias después de la aplicacion
con bomba de espalda (CIAT, 1989).

El uso de este baculovirus se generalizé en paises
como Brasil, donde tuvo un gran auge en la década de
los 80s y luego decay6, aunque adn se pueden conse-
guir algunos productos a nivel semicomercial para el
control del gusano cachoén en cultivos de yuca princi-
palmente (Souza, 2001).
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Figura 7. Eficacia en campo del baculovirus de E. ello aisla-
miento VG010 sobre larvas del gusano cachén, a diferentes
dias después de la inoculacién. Tratamientos con la misma le-
tra no presentan diferencias significativas segtin Tukey (95 %).
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Conclusiones

El andlisis de la morfologia de los cuerpos de inclusion
de los aislamientos analizados demostré que pertene-
cen al género betabaculovirus por sus caracteristicas
tipicas de granulo y virién dnico. Los perfiles de res-
triccion de los tres aislamientos colombianos de E. ello
analizados en el presente trabajo, no presentaron dife-
rencias entre ellos, por lo cual se consideraron como
una misma especie viral. Los perfiles de restriccion y el
andlisis de la secuencia de genes altamente conservados
de VG010 demostro diferencias genéticas comparadas
con aislamientos de Granulovirus de E. ello previamente
reportados, lo cual sugiere que se trata de un aislamien-
to nuevo. La caracterizacién biolégica del aislamiento
VG010 demostré su efectividad para el control de la
plaga en condiciones de laboratorio y campo, especial-
mente en los primeros estadios larvales. Estos resultados
representan la base para el desarrollo de un bioinsectici-
da para el control de E. ello en caucho.
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