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CUANTIFICACION DE LA PRODUCCION VIRAL Y TASAS DE APLICACION DE UN VIRUS
DE GRANULOSIS USADO PARA EL CONTROL BIOLOGICO DE LAS POLILLAS DE LA
PAPA, PHTHORIMAEA OPERCULELLAY TECIA SOLANIVORA (LEPIDOPTERA:

GELECHIIDAE).
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RESUMEN

Las polillas de la papa Phthorimaea operculella y Tecia solanivora estén entre las plagas més perjudiciales
para el cultivo y almacenamiento de papa en paises en desarrollo, y se distribuyen ampliamente en América
Latina.. El virus de granulosis PoGV controla ambas especies en forma eficaz y es considerado el componen-
te principal de los programas de manejo integrado desarrollados contra estas plagas. En este trabajo se cuan-
tific6 la produccion del virus en larvas de las dos especies y dosificé la formulacién viral del bio-plaguicida.
Se establecio que una solucion viral con una absorbancia de 1 DO, contenfa 679, 9 53,9 x 10° CI (cuerpos
de inclusion)/mL y que un CI pesaba aprox. 65 x 10~ pg y luego que la produccién de CI por unidad de peso
fue casi el doble en P. operculella (2,35 1,26 x 10° CI/mg) que en T. solanivora, pero que la diferencia de
tamaiio entre ambas larvas hizo que la cantidad de Cl recuperada por larva no fuera diferente estadisticamente.
Finalmente, las tasas de aplicacion del PoGV utilizado en los programas de bio-control llegaron a 1, 5 x 10"
Cl/tonelada de tubérculos en almacén tradicional y 3 x 10" Cl/ha en el campo
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ABSTRACT

Potato moths Phthorimaea operculella y Tecia solanivora are among the most damaging pest for this crop and
during storage of potato in developing countries, and are widely distributed in Latin America. The PoGV
(granulosis virus) controls both species efficiently, and is the main component in integrated management
programs developed against these pests. This work reports on virus production on larvae from both species,
and determination of dosage of the viral formulation of the biopesticide. It was determined that a viral solution
with an absorbance of 1 DO, contained 679, 9 £ 53.9 x 10° IB (inclusion bodies)/mL, that an IB weighed
approx. 65 x 10~ pg, and that IB production per weight unit was almost twice in P. operculella (2,35 + 1,26 x
10° Cl/mg) than T. solanivora, but because their different size, the amounts of IB recovered per larva were not
significantly different between species. Finally, application rates of the PoGV used in the biocontrol programs
reached 1, 5 x 10" CBI/ton of tubers stored traditionally, and 3 x 10'> IB/ha in the field.

Key-words: Baculoviridae, biological control, granulovirus, Phthorimaea operculella, potato tuber moths,
Tecia solanivora, virus dosage.

INTRODUCCION

Se conocen cuatro especies principales de poli-
llas de la papa en América Latina: Phthorimaea
operculella (Zeller), Tecia solanivora (Povolny),
Symmestrichema tangolias (Gyen) y Tuta absolu-
ta (Meyrick) (antes Scrobipalpuloides absoluta ).

'"IRD, 213 rue La Fayette, 75480 Parfs (Francia).

2CIP (International Potato Center), Apartado 1558, Lima
12 (Pert).

(Recibido: 16 de noviembre del 2001. Aceptado: 9 de
octubre del 2002).

Estas especies de lepidopteros, que pertenecen a la
familia Gelechiidae, constantemente extienden su
area de distribucidn, constituyendo importantes
plagas de papa en nuevas regiones (Raman, 1988).
Los dafios y perjuicios producidos por las larvas
son muy altos, sobre todo en paises en desarrollo,
y el empleo masivo del control quimico no repre-
senta una alternativa sostenible. Por estas razones,
el Centro Internacional de la Papa (CIP) estd desa-
rrollando programas de manejo integrado de pla-
gas (MIP) para controlar dichas especies
(CIP,1995). Un virus de granulosis (GV), uno de
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los mayores componentes del MIP, puede infectar
tanto a P. operculella (o PTM: potato tuber moth)
como a T. solanivora (Taha et al.; 2000). Los tra-
bajos presentados aqui se llevaron a cabo con el
objetivo de obtener informacién necesaria para
mejorar la cuantificacién del virus que es usado en
la formulacién del bio-plaguicida, asi como, para
determinar la cantidad de patégeno producido in
V1VO.

MATERIALES Y METODOS

1. Multiplicacién y purificacion del virus de
granulosis.

Tanto para P. operculella como para T.
solanivora se hicieron infecciones en el primer
estadio larval, contaminando la superficie del tu-
bérculo de papa con un homogeneizado de larvas
infectadas con PoGV (Alcazar er al., 1992a). Des-
pués de aproximadamente dos semanas, el virus
mat6 a las larvas, las cuales exhibian los sintomas
tipicos de la enfermedad por granulosis. Se les co-
lecté y pesé individualmente para luego
almacenarlas en microtubos a -20°C.

Los cuerpos de inclusién (CI) del virus fueron
purificados a partir de larvas de PTM infectadas
con el PoGV (Alcazar et al. (1978). Estos autores
determinaron que a 450 nm los CI de PoGV puroy
en suspension en agua obedecen a la Ley de Beer,
es decir, que existe una relacién lineal entre las
absorbencias (expresadas como el nimero de den-
sidades Opticas o DO,s,) y las concentraciones de
los CI. Es asi, que empleando esta propiedad se
estandarizaron todas las suspensiones de PoGV
usadas en las pruebas posteriores. Las absorbencias
de los CI en suspensiones acuosas fueron tomadas
a 450 nm de longitud de onda empleando un
espectrofotometro Bio-Rad (modelo 2550);

2. Conteos y estimacién del contenido de pro-
teinas de los CI.

Se contaron los CI contenidos en dos dilucio-
nes diferentes de una misma suspensién pura de
PoGV. Los conteos de los CI se realizaron a una
amplificacién de 600x, empleando un hemato-
citémetro (tipo Neubauer) y un microscopio de luz
Olympus (modelo BH-2) equipado con un campo

oscuro. Cada valor obtenido correspondié al pro-
medio de 10 conteos realizados sobre 5 cuadrados
secundarios del hematocitémetro.

Se realizaron cuantificaciones del contenido
protéico de los CI purificados, empledndose para
ello suspensiones virales de concentraciones co-
nocidas (expresadas en unidades de absorbencia a
450 nm). Se utilizé el kit de dosaje de proteinas
comercializado por Bio-Rad, el cual se basa en el
método de Bradford (1976). Se empled la albimi-
na del suero bovino (BSA) como proteina de refe-
rencia, siguiéndose el procedimiento normal suge-
rido por el fabricante. Los valores de absorbencia,
obtenidos después de la reaccion colorimétrica usa-
da para el dosaje de proteinas, fueron leidos a 595
nm con el mismo espectrofotometro Bio-Rad.

Una serie de pruebas de calibracién (datos no
presentados) permitieron determinar las diluciones
Optimas para los CI, las cuales deben encontrarse
en la zona logaritmica de la regresion establecida
en el ensayo con la BSA (entre 0,2 y 0,9 mg/ml).
Asf se determiné que para dosificar la cantidad de
virus, las diluciones debian encontrarse entre el
rango de 7,5 x 10%a 2,5 x 10! DO,,. Los valores
de las DOyys obtenidos para las diferentes concen-
traciones de virus (expresadas como DO,s,) fue-
ron usados para determinar graficamente la canti-
dad de proteinas virales contenidas en cada mues-
tra. También, esta cantidad se calcul6 basdndose
en la ecuacion de regresién establecida a partir de
los valores obtenidos en el caso de la proteina
estdndar (BSA).

3. Determinacién de la produccion viral en lar-
vas de diferentes especies de polillas de la papa.

Quince larvas de P. operculella muertas por la
infeccién con el GV (bajo condiciones controla-
das a nivel de laboratorio) fueron pesadas y el ni-
mero de CI presente en cada una fue determinado.
Se procedié de igual manera con 15 larvas de T.
solanivora muertas por el mismo virus. Por cada
larva de ambas especies se determind la cantidad
de CI producido por mg de peso larval. Se compa-
16 estadisticamente los rendimientos promedios
obtenidos en cada especie por medio de una prue-
ba de homogeneidad de varianza.

Las larvas usadas para los andisis se colectaron
muertas y exhibian los sintomas clésicos de la in-
feccién por GV, sobre todo el tegumento de color
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blanco, pero estos sintomas no siempre excluyen
la posible presencia de otros patégenos, por lo que
se analiz6 individualmente cada larva por
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE). No
se detectaron bandas de proteinas correspondien-
tes a otros virus diferentes del PoGV, con lo que se
asume que la muerte fue tnicamente debido a la
enfermedad causada por el PoGV.

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 produccién masal del virus, se re-
colecté material biolégico en la unidad piloto del
CIP-Lima. Se tomaron muestras de los homogenei-
zados de larvas de P. operculella empleados para
formular el bio-plaguicida (el cual es distribuido a
los agricultores). Se realizé el conteo de los CI pre-
sentes en cada uno de 6 lotes diferentes. Cada lote
contenfa 600 larvas infectadas por el virus.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Estimacién del contenido protéico de los CI
de PoGV.

Pruebas preliminares (datos no presentados) de-
mostraron que realizando la dosificacién de las
proteinas virales empleando CI sin disolver, se ob-
tuvo claramente menos del valor real (aproxima-

damente 50% por debajo de los valores obtenidos
después de la disolucién de los CI), probablemen-
te debido a la accesibilidad restringida del reactivo
(azul de Coomassie) a los aminoacidos localiza-
dos dentro de la estructura para-cristalina formada
por la condensacién de la granulina; siendo nece-
saria la disolucién de los CI antes de aplicar la prue-
ba. Esta fue obtenida incubando la suspensién de
los CI del PoGV durante 30 minutos a 37°C en pre-
sencia de un igual volumen de Na,CO; (1M, pH
10).

Pruebas complementarias demostraron también
que omitiendo la neutralizacion del pH alcalino pro-
ducido por la adjuncién de la solucién de carbona-
to de sodio, conllevé a obtener absorbencias un
poco mas bajas cuando se realiz6 la dosificacién
de la proteinas. Esta observacién estd en concor-
dancia con Bradford (1976), quién informé que
aparece una coloracién débil en presencia de bufers
altamente alcalinos. Por lo que después de com-
pletar la disolucién, el pH de las muestras de PoGV
se bajé hasta la neutralidad agregandoles acido clor-
hidrico concentrado (HCI). Ademas, se contd con
un control (Na’CO*+HCI) que sélo dio un valor de
absorbencia muy reducido a 595 nm (méds bajo que
0,058 unidades), el cual fue sustraido de las lectu-
ras de las muestras.

Las absorbencias obtenidas con el kit para el
dosaje de diferentes cantidades de la proteina refe-
rencia (BSA) asi como de los CI de PoGV se pre-
sentan en la Tabla 1.

Cantidad de BSA | Absorbencias Cantidad de PoGV Absorbencias
(en ug de proteinas) (en DO,;) (enDO,;,) (en DOy,;)
0 0,001 7,75 x 102 0,114
2 0,094 12,40 x 102 0,262
5 0,244 18,75 x 102 0,426
10 0,452 24,80 x 1072 0,561
20 0,809

Tabla 1. Absorbencias obtenidas con el kit de dosaje proteico para diferentes cantidades de la

proteina (BSA) de referencia y del virus (PoGV).
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Estos datos permitieron establecer la ecuacién
de regresion que relaciona la absorbencia medida
a 595 nm con la cantidad de BSA presente expre-
sada en microgramos (DO=0,1786+0,3043
LnBSA). Se aplico esta ecuacion a los valores de
la DOsgs obtenidos por el virus para determinar ma-
tematicamente la cantidad de proteinas virales pre-
sente en cada muestra (Tabla 2, primera columna).
Paralelamente, estos valores de las DOsos corres-
pondiendo a las diferentes concentraciones de vi-
rus fueron reportados sobre la curva real DO=
f(BSA) para la determinacién grifica directa de
estas mismas cantidades de protefnas virales (Ta-
bla 2, segunda columna; grafico no presentado).
De hecho, era necesario comparar los dos métodos
entre si, ya que con este protocolo de dosificacién
de proteinas, Bradford (1976) mencioné que exis-
tia una leve distorsion de la linearidad en el patrén
de respuesta. Sin embargo, se observé que los va-
lores obtenidos eran muy similares en ambos ca-
sos, lo que valida los resultados generados.

mente 177ug de PoGV. Se puede explicar esta di-
ferencia quizds por el hecho de que usaron un mé-
todo indirecto para determinar las concentraciohes
de los CI. De hecho las estimaciones las obtuvie-
ron al mezclar una suspension calibrada de parti-
culas de latex con la suspension del virus, para lue-
go determinar la proporcién de los dos componen-
tes después de rociar la mezcla en un grid de
microscopia electrénica. Entre posibles factores
que podrian interferir, estarfa la capacidad desigual
de las particulas de latex y los CI de poder fijarse a
los grids, lo que podria explicar la diferencia que
existe con el valor que obtuvimos al aplicar un mé-
todo mds directo.

2. Determinacion del niimero de CI contenidos
en una suspension viral del PoGV a 1 DO450 de
concentracion.

Se determiné que el nimero de CI presentes en
I ml de una suspensién viral con una absorbencia
de 1 DO, es de aproximadamente 679,9 + 53,9 x
103 (Tabla 3).

Cantidad de proteinas virales
(en ug/DO450)
Cantidad Estimacion | Estimacion
POGYV Matematica Grafica

(en DOys)

7,75 x 10° 33,7 30,97
12,40 x 10° 34,3 44,35
18,75 x 10° 45,8 52,02

Concentracion | Conteo del Estimacion del
del PoGV nimero namero
(en DO ) (x 10°) de CI/DO;,

(X 109
2,5 X 10? 18,0+ 0,9 733,8+34,1
10? 6,3+0,4 626,0 £38,8

Tabla 2. Estimaciones graficas y matemdticas, a partir
de diferentes concentraciones de suspension viral, de las
cantidades de protefnas contenidas en 1 DO,

Estos resultados nos permitieron estimar que a
1 DO,5, de PoGV le corresponde aproximadamen-
te de 38,18 £ 5,59 ug (valor promedio basado en
los célculos obtenidos usando la ecuacién de re-
gresion) a44,37 + 8,23 ug de proteinas virales (va-
lor promedio basado en la determinacién grafica),
que puede considerarse como la cantidad de virus
total, asumiendo que las protefnas representan mas
del 97% del peso del CI (Zeddam er al., en prepa-
racion).

Nuestros valores son aproximadamente 4 veces
mds bajos que los estimados por Matthiessen et al.
(1978). Segtin los datos de estos autores, a 0,45
DO, le corresponderfa 0,08 mg de virus/ml, es
decir que 1 DO, serie equivalente a aproximada-

Tabla 3. Estimacién del nimero de CI presentes en 1
DO,s, de suspensién viral.

3. Estimacién del peso de un CI del PoGV.

Matthiessen et al. (1978) estimaron que en 35 g
del PoGV puro y liofilizado habia aproximadamen-
te 1,35 x 10" particulas, lo que daba un peso pro-
medio aproximado de 26 x 107 picogramos (pg)
por CI. Con nuestros datos (44,4 ug de virus/DO,s,
y 679,9 x 10° CI/DO,5,) hallamos 65 x 10~ pg/CI,
que es poco menos del doble que el valor calcula-
do por los autores mencionados.

4. Estimacion de la produccién de virus en lar-
vas de polillas de la papa.

Los resultados de los conteos de los CI presen-
tes en larvas de P. operculella 'y T. solanivora
muertas por la infeccién viral al nivel del laborato-
rio se presentan en la Tabla 4.
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Larva Peso de la Cl/larva CI/mg de peso corporal
n° larva (en mg) (x 10%) (x 10%)
P.op. | Tsol P. op. Tsol. Pop. Tsol.
1 10,0 | 4539 ] 0,70+0,02| 7,2+0,25 0,70 £ 0,02 1,50 £ 0,03
2 4,2 42,78 | 0,41+0,14| 498+0,11 0,98 £ 0,03 1,16 £ 0,02
3 12,8 | 2649 | 3,46%0,19| 6,50+0,32 2,70 £ 0,01 2,46 10,12
4 154 | 3360 | 1,84+0,18]| 6,64 +0,41 1,19 £ 0,01 1,96 £ 0,01
5 10,2 | 3195 394+0,15| 7,16 0,29 3,86 0,15 2,24 £ 0,09
6 8,6 1530 | 2,12+£0,08 | 2,73£0,20 2,46 £ 0,09 1,79 £0,13
7 10,6 | 3092 | 397+0,19| 5,08 +0,27 3,75+0,18 1,64 £ 0,09
8 9.3 2491 | 229+0,17| 3,45£0,20 2,46 £0,12 1,38 £0,08
9 129 | 37,10 | 4,59 £0,34| 2,20£0,12 3,56 £0,03 0,59 £ 0,03
10 7,0 3727 | 2,16%£0,17 | 1,72£0,18 3,08 £0,02 0,46 + 0,05
11 10,2 18,53 | 3.,94%0,15| 2,45%0,05 3,860 £0,15 1,32+0,03
12 11,2 | 3092 | 4,17+£0,14| 4,75+0,26 3,72+ 0,12 1,54 + 0,08
13 42 31,69 | 1,94£0,12| 1,25+0,13 1,37 £0,08 0,39 +£ 0,04
14 18,7 8,80 498+0,3 | 0,11 £0,01 2,66 +£0,12 0,12£0,01
15 | 204 7,25 2,06+0,11 | 0,20%0,02 1,01 £ 0,05 0,28 £ 0,02

Tabla 4. Relacién entre el peso de la larva y el nimero de CI presentes en larvas de Phthorimaea

operculella (P. op.) y Tecia solanivora (T. sol)

Basado en bio-ensayos, Kroschel (1995) deter-
miné un contenido de 10'° CI/larva. Previamente,
por observaciones al microscopio electrénico,
Matthiessen et al., (1978) asumieron que un equi-
valente larval correspondia de 4 a 5 x 10° CI, mien-
tras que Dunn (1971) estimé que la cantidad total
de virus que infecta a las larvas de PTM en su dlti-
mo estadio era aproximadamente 10" CI. La dife-
rencia entre los valores dados por los primeros dos
autores y la tltima estimacion es significativa, aun-
que la cantidad de 10" particulas de virus por lar-
vaes poco frecuente. De hecho, basandonos en los
datos de Dunn (1971), aproximadamente 2,6 mg
(14,7 DO,s,) de virus puro se hallaria en el Gltimo
estadio larval, el que generalmente no excede de
10 & 15 mg de peso corporal, el equivalente al 20%
del peso fresco total de la larva, lo que es un poco
elevado considerando el contenido en agua del in-
secto. Al contrario, los datos que se obtuvieron,
aunque no son idénticos, son coherentes con los
reportados por Matthiessen ef al. (1978).

Finalmente, la aplicacién de una prueba de ho-
mogeneidad de varianzas (p=0,05) a los valores ob-
tenidos durante nuestro estudio demostré que la
produccidn del virus es proporcionalmente mas im-
portante 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 10° CI/mg por la
primera especie y 1,27 + 0,74 x 10° CI/mg para la
otra.

Al contrario, la misma prueba estadistica apli-
cada a los 13 individuos més grandes de cada gru-
po, no permitiod establecer que para los dltimos es-
tadios larvales, el nimero de CI obtenido en 7.
solanivora fuera mas importante que el obtenido
en P, operculella (3,76 £2,47x 10°y 2,84 £ 1,41
x 10° CI/larva, respectivamente), aunque esta pri-
mera especie sea mas grande que la tdltima. Sin
embargo, para confirmar definitivamente este re-
sultado, serfa necesario repetir sobre una muestra
numéricamente mds importante.
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5. Estimacion de las cantidades de CI del PoGV
empleadas en la formulacién del bio-plaguicida.

Basdndose en la tecnologia desarrollada por el
CIP, dos formulaciones diferentes del bio-
plaguicida se pueden producir teniendo como base
al PoGYV, cada una usada bajo condiciones especi-
ficas. Una de ellas es la preparacién de suspensio-
nes acuosas del PoGV para aplicaciones en cam-
po, empledndose 20 larvas infectadas con el virus
para un litro de agua destilada conteniendo un agen-
te dispersante al 0,2% (Triton, Pegasol). Para apli-
car una hectarea se requiere aproximadamente de
2000 larvas (Alcazar & Raman, 1992b). Ambas
formulaciones dieron resultados satisfactorios a
nivel de agricultor, mientras que Kroshel (1995)
usando s6lo 100 larvas/ha en campo no obtuvo re-
sultados satisfactorios.

a. Calculos tedricos de las cantidades de virus
aplicadas en los programas de bio-control ba-
sandose en el contenido en CI de las larvas in-
fectadas a nivel de laboratorio.

Basandose en nuestros datos, la cantidad de CI
que se aplico debe corresponder a aproximadamen-
te 3,48 x 10" Cl/tonelada de tubérculos (conside-
rando un peso promedio de 14,8 mg por cada larva
infectada con PoGV usada en la preparacién del
bio-plaguicida) para la formulacién en polvo seco.
Para la formulacion acuosa, le corresponde aproxi-

madamente 6,96 x 10" CI/ha. Esta cantidad de
patdégeno estd en concordancia con informes pre-
vios dados por diferentes autores quienes realiza-
ron aplicaciones de otros virus de granulosis para
controlar lepiddpteros plaga. Por ejemplo, Tatchell
y Payne (1984) hallaron que cantidades entre 10"
y 10" CI/ha eran necesarias para controlar Pieris
rapae en campos de col en Gran Bretafia. En otros
casos, se obtuvieron buenos resultados con dosis
muy inferiores. Asi, Glen y Payne (1984) encon-
traron que, para obtener un 90% de reduccién del
dafio producido por Cydia pomonella en huertos
de manzanos en el Reino Unido, eran necesarios
de 1,8 x 10" a 1,3 x 10" Cl/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 pro-
duccién masal.

El promedio del peso fresco unitario de las larvas
que fueron colectadas al nivel de la unidad de pro-
duccién masal era aproximadamente de 14,8 mg
(valor determinado a partir del peso de 100 indivi-
duos). Los conteos realizados sobre los 6 lotes de
600 larvas cada uno permitieron establecer que las
cantidades de CI presentes en los diferentes lotes
fueron del mismo orden: las variaciones entre los
lotes los mds y los menos concentrados, no supe-
raban aproximadamente el 20% (Tabla 5).

Lote CI/lote Promedio Promedio Promedio de | Promedio de CI
n° (x 10™) de Cl/larva | de CI/mg de | CI/kg de Bio- | aplicados/kg de
(x 10°) larva plaguicida tubérculos
(x10°) (x 10°) (x 10%)
1 7.72+0.47 ] 1,29+0,07 | 0,87 £0,05 258+14 1,29 £ 0,07
2 9,24+0,55 | 1,54+0,09 1,04 £ 0,06 30,8+ 1,8 1,54 £ 0,09
3 9,51+£0,58 | 1,58£0,10 1,07 £ 0,06 31,6 £2,0 1,58£0,10
4 9,23£0,61 | 1,53£0,10 1,04 £0,07 30,6 £2,0 1,53£0,10
5 8,74+0,38 | 1,46+£0,06 | 0,98+0,04 29,2+1,2 1,46 £ 0,06
6 8,19+£0,50 | 1,36 £0,08 | 0,92+0,05 272+1,6 1,36 £ 0,08

Tabla 5. Estimacion de las cantidades de CI empleadas en la formulacién del bio-plaguicida

viral y aplicadas sobre tubérculos de papa.
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Un punto esencial a mencionar es que la pro-
duccién estimada de CI por larva se encuentra muy
debajo (casi 20 veces menos) del rango previamente
determinado al analizar individualmente las larvas
muertas por PoGV. La primera hipétesis que ex-
plicarfa esta baja produccién (0,99 £ 0,06 x 108
CI/mg de larva) puede ser que al reducir los costos
de labor se conduce a recolectar toda larva que pre-
sente sintomas de la enfermedad viral, esté muerta
o s6lo enferma; es 16gico suponer que para un mis-
mo tamafio, las larvas enfermas contienen proba-
blemente menos virus que las muertas. La segun-
da hipétesis seria una inadecuada homogeneizacién
de las larvas, debido a que la trituracién de éstas se
realiza con mortero manual, el cual es menos efi-
ciente que un homogeneizador de tejidos. Con el
mortero probablemente se dejen agregados CI sin
salir de los tejidos larvales o sin dispersar.

En base a los resultados presentados, se deter-
mind que es baja la cantidad de material activo
(virus) en la formulacién cuando se expresa como
peso: en promedio 1,9 mg de virus/kg. Con este
nuevo valor, basado a lo que sale de la unidad de
produccion, serfan aproximadamente 1,5 x 10" CI/
tonelada de tubérculos y 3 x 10'? Cl/ha las cantida-
des de virus realmente aplicadas, en almacén y
campo respectivamente.

CONCLUSIONES

Fue previamente demostrado que el PoGV ais-
lado primeramente de P. operculella (Steinhaus et
al., 1967), se halla infectando naturalmente larvas
de T. solanivora (Zeddam et al., 1994). Es as{ que
este virus puede controlar ambas especies de pla-
gas lo que incrementa su mercado potencial. Va-
rios paises en desarrollo (entre ellos Pert, Bolivia,
Colombia, Tunisia, Venezuela, Yemen) llevan a
cabo programas de MIP usando el PoGV (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 estadarizacion de las
formulaciones del virus, asi como para definir con
precision las dosis eficaces para ser aplicadas en el
control de plagas. Estos puntos son cruciales y a
veces dificiles de lograr en zonas poco favoreci-
das, donde el equipo bdsico y el personal califica-
do es escaso 0 no existe.

Idealmente, la determinacidn precisa de la can-

tidad de virus presente en los lotes de larvas infec-
tadas deberfa llevarse contando los CI mediante el
uso de un microscopio 6ptico adecuado. Sin em-
bargo, todas las unidades de produccién no cuen-
tan con este equipo. En este caso, los resultados
obtenidos en el estudio demuestran que para tener
una estimacién mds 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 lo tanto, la comparacidn de las cantida-
des de CI recuperadas al nivel de una unidad de
produccién piloto cldsica son muy por debajo de
lo que se puede lograr obtener cuando se realiza la
infeccién y la preparacion de las larvas bajo con-
diciones mas controladas (laboratorio). Investiga-
ciones complementarias deberfan establecer cua-
les son los factores claves a tomar en cuenta para
mejorar la productividad (expresada como el nt-
mero de CI finalmente recuperado/ g de larva) de
este tipo de unidad y de alld, bajar
significativamente el costo del bio-plaguicida.

Por otro lado, se estableci6 que el PoGV se pue-
de producir en un nivel parecido sobre larvas de P
operculella y de T. solanivora, debido a que existe
una compensacion entre la productividad mas gran-
de de la primera especie y el tamafio mds impor-
tante de la segunda. Asi que, en los paises donde
ambas especies estdn presentes, la eleccion del
hospedero necesario a la multiplicacién viral po-
dria esencialmente depender de las facilidades de
manejo de las crianzas.
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