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Resumen y Abstract IX

Resumen

Con el fin de contribuir con estudio de las interacciones insecto-patdgeno como un factor
crucial para la optimizacion del uso de patégenos para el control de plagas, se estudiaron
los mecanismos que favorecen la persistencia del baculovirus en las poblaciones naturales
del gusano cogollero del tomate, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae). Se
propusieron los siguientes objetivos: 1. Determinar los efectos de las infecciones no letales
del aislamiento nativo del granulovirus de Phtorimaea operculella (PhopGV) sobre los
parametros poblacionales de T. absoluta, 2. Identificar los mecanismos de transmision de
PhopGV en poblaciones de T. absoluta y 3. Determinar el efecto de la densidad
poblacional de T. absoluta por unidad de area sobre la letalidad de PhopGV. Larvas recién
eclosionadas fueron sometidas a diferentes concentraciones del virus para determinar la
persistencia de éste entre estados, mecanismos de dispersion y el efecto a través de una
generacion. Se evalu6 la mortalidad, longevidad, tasa de desarrollo, fecundidad y fertilidad.
Todas las muestras fueron analizadas por qPCR para determinar prevalencia de la
infeccién. La administracién de dosis del virus por debajo de la concentracion letal media
tuvo un efecto prometedor debido a que pueden reducir de manera significativa el potencial
de crecimiento de las poblaciones plaga a mediano y largo plazo. Se detectaron
infecciones encubiertas en adultos que sobrevivieron la infeccion durante el estado de
larva, pero su fecundidad y fertilidad se vieron reducidas en comparacion con adultos
sanos. En este trabajo se reporta por primera vez la transmision de infecciones encubiertas
de baculovirus en adultos de T. absoluta a su progenie y su potencial letalidad
dependiendo de la densidad poblacional. Las infecciones no letales y encubiertas de
baculovirus proveen una amplia gama de oportunidades para examinar la complejidad de
los patosistemas insecto-virus y para explorar las relaciones ecoldgicas y evolutivas de

estos patdgenos con plagas agricolas.

Palabras clave: Bioplaguicidas, Granulovirus, Mecanismos de transmision,

Infecciones encubiertas.
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Abstract

In order to contribute to the study of insect-pathogen interactions as a critical factor for
optimizing the use of pathogens as pest control agents, the mechanisms that favor the
persistence of baculovirus in natural populations of the tomato leaf miner, Tuta absoluta
(Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), were studied. The following objectives were
proposed: 1. To determine the effects of non-lethal infections of the native Phtorimaea
operculella granulovirus (PhopGV) isolate on the population parameters of T. absoluta. 2.
To identify the transmission mechanisms of PhopGV in T. absoluta populations, and 3. To
determine the effect of T. absoluta population density per unit area on the lethality of
PhopGV. Neonate larvae were subjected to different concentrations of the virus to
determine the persistence of the virus between stages, dispersal mechanisms and the
effect through a generation. Mortality, longevity, development rate, fecundity and fertility
were evaluated. All samples were analyzed by gPCR to determine prevalence of the
infection. Doses below the mean lethal concentration had a promising effect because they
can significantly reduce the growth potential of pest populations for the medium and long-
term. Covert infections were detected in adults that survived larval infection, but their
fecundity and fertility were reduced in comparison with healthy adults. In this work, the
persistence of covert baculovirus infections in adults of T. absoluta, the potential
transmission to their progeny and the density-dependent lethality is reported for the first
time. Nonlethal and covert baculovirus infections provide a wide range of opportunities to
examine the complexity of insect-virus pathosystems and to explore the ecological and

evolutionary relationships of these pathogens with agricultural pests.

Keywords: Biopesticides, Granuloviruses, transmission mechanisms, Covert

infections.
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Introduccioén

Los Baculovirus (Baculoviridae) son una familia de virus que poseen ADN de doble cadena
y son patdgenos de los estados larvales de algunos lepidépteros, mosquitos y avispas
sierra (Miller 1997; Caballero et al., 2001). Algunos baculovirus tienen un papel protagénico
en la dinamica poblacional de su hospedero (Myers 1988) y su potencial como agentes
para el control de plagas ha sido ampliamente explorado (Moscardi 1999). El efecto de los
baculovirus en los insectos hospederos va desde maodificacion del comportamiento de los
individuos infectados (Steinhaus 1967; Vasconcelos et al., 1996; Goulson 1997; Cory y
Myers 2003), hasta alteraciones en tiempos de desarrollo, tamafio (Myers et al 2000;
Rothman y Myers 1996), fecundidad, viabilidad de los huevos y vigor (Duan y Otvos 2001).
Las relaciones tedricas entre la dinamica de los virus y poblaciones de insectos han sido
estudiadas principalmente con modelos matematicos (Anderson y May 1980, 1981). Con
frecuencia, tales modelos tienen en cuenta la variacién en las tasas de transmisién (Getz
y Pickering 1983), métodos de transmisién y densidad del hospedero (Vezina 'y Peterman
1985; Bonsall et al., 1999), heterogeneidad en la susceptibilidad (Dwyer et al., 1997) e
infecciones subletales (Boots y Norman 2000). Sin embargo, el sustento empirico de la
mayoria de los modelos que exploran las dinamicas entre poblaciones de insectos y

baculovirus es pobre.

Los virus de la familia Baculoviridae se caracterizan por la formacién de cuerpos de
inclusion (Cl), que son matrices proteicas en cuyo interior se encuentran los viriones y que
confieren proteccién contra las condiciones ambientales cuando estos se encuentran por
fuera del insecto hospedero (Gomez Valderrama et al., 2018). La forma de los Cl y los taxa
de los insectos que sirven de hospederos sirven para clasificar a los Baculovirus. Se
distinguen cuatro géneros: Alphabaculovirus (nucleopoliedrovirus de lepidopteros);
Betabaculovirus (granulovirus de lepidopteros); Gammabaculovirus (nucleopoliedrovirus
de himenopteros) y Deltabaculovirus (nucleopoliedrovirus de dipetros) (Jehle et al., 2006;
Thiem y Cheng 2009; Gémez-Valderrama et al., 2018).
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El ciclo de infeccién inicia cuando las larvas del insecto consumen los Cls que se
encuentran en el ambiente. El pH alcalino del intestino medio del insecto hospedero (que
oscila entre 9 y 11) disuelve la matriz proteica de los Cl, liberando los viriones derivados
de cuerpos de inclusién (VDO) (Caballero et al., 2001; Gomez-Valderrama y Villamizar
2013). Una vez liberados los VDO, éstos atraviesan la membrana peritrofica del intestino
(Wang y Granados 2000; Williams et al., 2017) e ingresan a las células del intestino medio
(Gomez-Valderramay Villamizar 2013). Luego, las nucleocapsides entran en el citoplasma
y se dirigen al nacleo para comenzar con la liberacion y transcripcion del genoma viral que
dara lugar a alteraciones fisioldgicas del insecto (Caballero et al., 2001). A este proceso se
le denomina infeccion primaria. Las nucleocpsides que se forman, son transportadas
hasta la membrana celular donde brotan y adquieren la envoltura de la misma membrana
para formar los viriones brotados (VB). Posteriormente, los VB circulan en la hemolinfa o
a través del sistema traqueal dispersando la infeccién a las demas células y tejidos del
insecto, proceso denominado infeccién secundaria (Caballero et al., 2001; Rohrmann
2011). Los VB entran a las células por endocitosis. Una vez que la vesicula endosomal se
libera en el citosol, se produce una acidificacion del endosoma y su membrana con la del

VB se fusionan liberando la nucleocapside en el citoplasma.

Los viriones que permanecen en el nacleo obtienen una membrana de microvesiculas
provenientes de la membrana nuclear interna (Braunagel y Summers, 2007). Las
nucleocapsides recién ensambladas pueden brotar fuera de la célula o envolverse para
formar VDO que se ocluyen en la matriz proteica de poliedrina o granulina para formar
nuevamente Cl. Al final del ciclo infectivo, los Cl se acumulan en el nacleo de las células 'y
cuando la mayor parte de los tejidos susceptibles estan afectados, el insecto muere
(Williams et al., 2017). El tegumento de la larva se rompe por la accion de una quitinasa
codificada por el propio virus (Hawtin et al., 1995; Wang et al., 2005) para liberar los Cl en

el ambiente.

Los baculovirus, junto con la bacteria Bacillus thurigiensis y algunas especies de hongos,
constituyen los entomopatégenos que mas se han estudiado con el fin de desarrollar
bioinsecticidas (Del Rincén-Castro et al., 1997). En Estados Unidos y Canad4, el uso de
virus entomopatdgenos se ha enfocado en el control de plagas forestales y frutales

(Caballero et al., 2001). En Brasil, se ha llevado a cabo de manera exitosa el control de
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Anticarsia gemmatalis por mas de veinte afios usando baculovirus (Moscardi y Sosa
Gomez, 2007).

A nivel mundial, el Betabaculovirus, Phthorimaea operculella granulovirus (PhopGV) (King
et al., 2012) ha demostrado tener una gran capacidad para controlar lepidépteros de la
familia Gelechiidae como Phthorimaea operculella (Zeller), Tecia solanivora (Povolny) y el
gusano cogollero del tomate (GCT), Tuta absoluta (Meyrick) (Mascarin et al., 2010; Gémez
Valderrama et al., 2016), debido a su alta actividad patogénica, compatibilidad con
organismos benéficos y su alta especificidad. Varios aislados del PhopGV se han colectado
y evaluado, encontrando varias diferencias en su origen geografico y hospederos (Carpio
et al., 2012; Chaparro et al., 2010; Espinel-Correal et al., 2010). Gbmez-Valderrama et al.
(2018) reportaron la clasificacion y caracterizacion morfolégica de un granulovirus
colombiano aislado del GCT denominado VG013. Algunos biopesticidas basados en esas
variantes se han desarrollado para controlar poblaciones plaga de T. solanivora y P.
operculella (Espinel-Correal et al., 2010), mientras que actualmente se encuentra en

desarrollo un bioplaguicida a base de VG013 para controlar poblaciones de GCT.

Por otro lado, el aislamiento mexicano genéticamente homogéneo del granulovirus de
Cydia pomonella (CpGV) fue usado en los huertos de Europa para controlar la polilla. Sin
embargo, se reportaron varios casos de resistencia (Asser-Kaiser et al., 2007; Espinel-
Correal et al., 2010). La actividad patogénica y la variabilidad genética, el rango de
hospederos, la tolerancia a rayos UV parecen ser factores claves para seleccionar un
aislamiento como ingrediente activo. Sin embargo, otra caracteristica como el método de

aplicacion, debe ser estudiada para tener un control seguro, sostenible y eficaz.

En la gran mayoria de casos, los aislamientos de baculovirus usados como ingrediente
activo de un biopesticida son seleccionados por su alta patogenicidad cuyo propésito es
causar la mas alta mortalidad posible en un momento puntual como cualquier insecticida.
Sin embargo, una alta patogenicidad implica la reduccién de otros parametros que deben
ser tenidos en cuenta (Espinel-Correal et al., 2010). Los baculovirus presentan una
estrategia de transmision mixta que puede ser horizontal o vertical tal y como es el caso
de parasitos, simbiontes y microbiota (Ebert, 2013 en Williams et al., 2017). En
lepidépteros, la transmision horizontal de Baculovirus generalmente ocurre cuando los

estados susceptibles del insecto se alimentan de material contaminado y luego del proceso
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de replicacién dentro del hospedero, la larva eventualmente muere liberando CI al exterior
para que sean consumidos por otras larvas susceptibles (Williams et al., 2017; Cory y
Myers, 2003; Cory et al., 2015). La transmisién vertical ocurre cuando hay una infeccién
encubierta del virus que pasa de una generacion a la siguiente sin expresar sintomas
aparentes (Olofsson, 1989; Sood et al., 2010; Cory et al., 2015; Williams et al., 2017).

Cada tipo de transmision (vertical u horizontal) se vuelve ventajosa segun la situacion. La
transmisiéon horizontal es en general riesgosa si los hospederos son escasos y las tasas
de contacto son bajas, mientras que la transmision vertical depende de la supervivencia y
el éxito reproductivo del hospedero (Cory et al.,, 2015). Por lo tanto, la transmision
horizontal es 6ptima cuando hay una alta densidad de hospederos, mientras que la vertical
se ve favorecida cuando la densidad del hospedero es baja (Steineke y Jhale, 2004; Cory
y Myers, 2003; Cory et al., 2015).

En este sentido, el tipo de transmision modula la diversidad genética y puede ser
fundamental para la persistencia de los baculovirus en el ambiente. Por un lado, las
estrategias que tienen los virus para mantener una infecciébn encubierta (ligada a la
transmisién vertical) son la seleccién de células especiales para mantener el genoma viral,
moderar la expresion de genes virales y evadir el sistema inmune del hospedero (Kane y
Golovikina, 2010). Por ejemplo, el nucleopoliedrovirus SeMNPV aislado de adultos de
Spodoptera exigua colectados en campo y adaptado para la trasmision vertical es menos
patogénico y tom6 mas tiempo en matar al hospedero que la variante adaptada para la
transmisién horizontal (Cabodevilla et al., 2011). Por otro lado, la tasa de trasmision
horizontal de baculovirus puede disminuir en ciertos ambientes, debido a que éstos son
susceptibles a la radiacion UV. De hecho, Rothman y Roland (1998) encontraron que las
larvas de Malacosoma disstria que se alimentan en los bordes del bosque presentan una
menor infeccién viral que las que lo hacen al interior. Pese a que el suelo parece proteger
al baculovirus de la radiacién UV y funcionar como reservorio en algunos sistemas, la
trasmision vertical y las infecciones encubiertas deben jugar un papel clave en la
persistencia del patégeno en el ambiente (Thompson et al., 1981; Fuxa y Ritcher, 2001;
Cabodevilla et al., 2011). Aunque hasta el momento no hay evidencia de que insectos con
infecciones encubiertas liberen Cl que puedan ser transmitidos horizontalmente, los
baculovirus son viables y competentes como para ser usados en el control de poblaciones
plaga (Burden et al., 2006; Williams et al., 2013).
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Enfoque de investigacion

Los agricultores realizan rutinariamente aplicaciones peridédicas de insecticidas no
especificos para controlar al GCT (Lietti et al., 2005; Oliveira et al., 2009; Guedes y
Picango, 2011), muchas veces sin tener en cuenta los periodos de carencia (Siqueira et
al., 2000, 2001; De Vis et al., 2001). Esta estrategia facilita la implementacién de medidas
preventivas y simplifica los protocolos de uso de los insumos, pero favorece su aplicacion
cuando no son necesarios y el deterioro general de la sostenibilidad del sistema por cuenta

del incremento en la dependencia en insecticidas quimicos (Lewis et al., 1997).

Pese a que los patdégenos tienen propiedades que favorecen su persistencia en el
ambiente, tales como la trasmisibilidad y la capacidad de evolucionar, la mayoria de los
bio-plaguicidas son disefiados con el mismo enfoque de los insecticidas quimicos. Esta
investigacion pretende explorar los mecanismos de transmision de un Baculovirus entre
individuos de una plaga de importancia econémica en Colombia y el mundo. El propésito
es comprender la complejidad de la coexistencia entre patdgenos e insectos desde un
enfoque evolutivo y poder replicar, con una perspectiva del control de plagas, las dinamicas
patégeno-hospedero que se han mantenido naturalmente a través del tiempo. El presente
trabajo busca generar informacion basica relacionada con los mecanismos asociados a la
trasmisién de virus entre insectos, que permita el desarrollo de estrategias de control

sostenido de plagas, con una minima necesidad de introducir insumos en el sistema.
Sistema de estudio

La presente investigacién usard como modelo de estudio el sistema conformado por la
planta de tomate, el gusano cogollero del tomate y el Baculovirus PhopGV VG013. A
continuacion, se describe cada uno en detalle.

Planta de tomate

La planta de tomate es herbacea con un sistema radicular amplio entre los 50-60 cm de

profundidad. Se compone de una raiz principal desde la que parte una gran cantidad de

ramificaciones (Almanza-Merchan et al., 2016). El tallo es anguloso y recubierto de una
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vellosidad visible de origen glandular que dota a la planta de un olor caracteristico. Las
hojas son compuestas e imparipinnadas. Generalmente se constituyen por 7-9 foliolos que

también estan recubiertos de pequefias vellosidades (Bertin, 2005).

El tomate, Solanum lycopersicum L. (Solanaceae), es el segundo cultivo de hortalizas méas
consumido después de la papa (Baracaldo et al., 2014). En el afio 2018, la produccion
mundial de tomates fue de 182,256,458 toneladas (FAO, 2019). China, el principal
productor, representé el 33,8% de la produccion total con una produccion de 61,631,581
ton y un rendimiento de 59,225 ton/ha. India, con una produccién de 19,377,000 ton y un
rendimiento de 24,65 ton/ha, y Estados Unidos con una produccién de 12,612,139 ton y
un rendimiento de 96,8 ton/ha, le siguen con la segunda y tercera posicion (FAO, 2019).
Colombia cuenta con méas de 4.000 ha cultivadas en 18 departamentos y una produccion
cercana a las 377,000 ton y un rendimiento de 46,96 ton/ha (Agronet, 2019; FAO, 2019).
El departamento de Antioquia se caracteriza por ser el mayor productor del pais en los
Gltimos 6 afios con una produccién promedio de 130,594 ton y un rendimiento de 112,41
ton/ha. Le siguen los departamentos de Boyaca con una produccion de 36,433 ton y un
rendimiento de 97,94 ton/ha; Cundinamarca con 45,419 ton y 67,40 ton/ha; Narifio 36,483
ton y 107,45 ton/ha; Quindio 24,179 ton y 88,63 ton/ha (Agronet, 2019).

Entre las principales plagas que atacan el cultivo de tomate bajo invernadero se encuentran
los nematodos (Meloidogyne spp.) que causan heridas y dafios en las raices, esta es la
puerta de entrada a hongos y se forman nédulos o tumores que generan pudricion y
reduccion de raicillas (Mahgoob, AA. El- Tayeb, 2010). Los Afidos (Aphis spp, Mizus spp,
Aulacorthum spp, Macrosiphum spp) normalmente se ubican en los brotes, succionan la
savia de las hojas ocasionando deformaciones y un leve enrrollamiento que limita el
crecimiento de la planta, ademas, son transmisores de virus. Diferentes especies de
moscablanca, Bemisia tabaci (Gennadius) o Trialeurodes vaporariorum Westwood, en su
estado de ninfa, qgue normalmente no se monitorea, se alimentan del tejido de las hojas
reduciendo el crecimiento de la planta y produciendo fumagina que puede cubrir la totalidad
de la planta. Las moscas blancas son transmisoras de virus, especialmente Begomovirus
y Crinivirus para los que se recomienda usa variedades resistentes (Barreto et al., 2002;
Rodriguez et al.,, 1994; Vaca-Vaca et al.,, 2012). Entre los minadores de hojas se
encuentran el GCT y la mosca minadora Liriomyza trifolli que, en sus estados larvales, se

alimentas de los tejidos vegetales realizando tuneles que reducen la tasa fotosintética de
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la planta. El principal método de control de estas plagas es la aplicacion de insecticidas
quimicos (Endersby N.M. y Morgan W.C., 1991; Endersby N.M. et al., 1992; Silvay Correa,
2009; Chen et al., 2010; Gilden et al., 2010; Mdellel et al., 2015; Martinez-Mera et al., 2019;
Manoj et al., 2020). En Colombia, el uso intensivo de estos productos ha incrementado la
degradaciéon de los suelos (Silva y Correa, 2009; Martinez-Mera et al.,, 2009),
principalmente porque se aumenta considerablemente su concentracion de metales
pesados (Kabata-Pendias, 2011; Wu et al., 2012).

Gusano cogollero del tomate (GCT), Tuta absoluta

El GCT es una plaga limitante del cultivo de tomate (Desneux et al., 2010) nativa de
Suramérica, originalmente descrita como Phthorimaea absoluta por el entomdlogo inglés
E. Meyrick en 1917, de un ejemplar colectado en la localidad de Huancayo, Pera (L6pez,
2003). Fue reportada como Gnorimoschema absoluta (Clarke), Scobipalpula absoluta
(Povolny) y Scrobipalpuloides absoluta (Povolny) antes de ser ubicada finalmente en el
género Tuta por Povolny en 1994 (Desheux et al., 2010). Posteriormente se reporté en
Chile, Brasil, Bolivia, Colombia, Ecuador, Uruguay, Venezuela y Argentina (Gémez
Valderrama, 2017). En 2006, la plaga fue reportada en Espafia y se disperso6 hacia el sur
de Europa y norte de Africa donde es considerada la plaga mas importante del tomate
(Desneux et al., 2010).

T. absoluta es una especie multivoltina que presenta un alto potencial reproductivo lo que
le permite incrementar el tamafio de la poblacion rapidamente (Pereyra 'y Sdnchez, 2006).
Las hembras ovipositan preferencialmente sobre hojas (73%) y, en un grado menor, sobre
tallos nuevos (21%), sépalos (5%) o frutos verdes (1%) (Estay, 2000; Desneux et al., 2010).
Al someter a las hembras a condiciones forzadas, por ejemplo, plantas deshojadas, débiles
y con alta infestacion, las polillas pueden ovipositar sobre la superficie de los frutos verdes,
pero no en los maduros (Estay, 2003; Monserrat, 2009). Las larvas se alimentan de hojas,
frutos y tallos en los que cavan galerias 0 minas y causan dafios severos (Pereyra, 2002).
Cuando las larvas se alimentan del meristemo apical (cogollo), se detiene el desarrollo de
la planta (Bajracharya et al., 2018). En las hojas, disminuye la capacidad fotosintética de
la planta y, por ende, disminuye la produccién (Urbaneja et al., 2012). En los tallos, las
galerias causan necrosis (Desneux et al., 2010). En los frutos, las galerias hacen que estos

no sean aptos para el mercado (Cely et al., 2006), ademés de la potencial invasiéon de
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patégenos secundarios que causan la pérdida total del fruto (Pereyra y Sanchez, 2006;
Morales et al., 2013). La duracién de la fase larval y la longevidad y fecundidad de los
adultos varia con la temperatura (Duarte et al., 2015). En condiciones de laboratorio a 20-
25°C, la fase larval (desde huevo a pupa) es de 15 a 17 dias, lo cual representa
aproximadamente el 50% del ciclo entero del GCT (Duarte et al., 2015). La mayoria de los
entomopatoégenos usados en el control biolégico del GCT atacan larvas debido a que es la
fase en la que hay mas actividad alimenticia (Urbaneja et al., 2012). Su principal hospedero
son las plantas de tomate; sin embargo, se ha reportado en hojas y tallos de papa (CIP,
1996; Notz, 1992), y especies de solanaceas silvestres como Solanum nigrum, Solanum
puberulum, Datura ferox, Solanum elaeadnifolium, y Nicotiana glauca (CIP, 1996). En
Argentina, también se ha reportado en tabaco (Nicotiana tabacum) (Mallea et al., 1972) y
en berenjena (Solanum melongena), pero Unicamente en ensayos de laboratorio (Galarza,
1984). Desde su llegada a Europa, T. absoluta se ha reportado en cultivos de uchuva
(Physalis peruviana) (Tropea Garzia, 2009), en Lycium sp. y Malva sp. (Caponero, 2009).

En Suramérica, el principal método de control es el uso de insecticidas quimicos (Lietti et
al., 2005; Desneux et al., 2010). En un principio se utilizaron organofosforados, los cuales
se reemplazaron por piretroides y otros como el Thyocyclam, un organosulfurado
heterciclico (Desnheux et al., 2010). Luego se introdujeron insecticidas nuevos como
abamectinas, acylurea, spinosad y tebufonozide, los cuales pueden causar un 100% de
mortalidad de larvas (Silvérico et al., 2009). Sin embargo, desde la década de los 80, se
han reportado casos de resistencia a insecticidas como abamectina, cartap y permethrin
en Bolivia, Brasil y Chile, lo cual ha generado disminucién en su eficacia (Salazar y Araya,
1997; Siqueira et al., 2000). El esquema de uso de insecticidas se basa en feromonas
sintéticas para monitorear niveles poblacionales de la plaga y efectuar las aplicaciones
(Salas, 2004; Desneux et al., 2010). Otros métodos de control incluyen practicas culturales
como la rotacién de plantaciones con cultivos diferentes a solanaceas, arado periédico,
fertilizacién adecuada, irrigacién, eliminar las plantas infestadas, etc. (Torres et al., 2002).
Ademads, el CGT en tomate tiene umbrales econdmicos relativamente altos. Por ejemplo,
en Chile (Estay y Bruna, 2002) se han establecido umbrales en campo que dependen del
numero de machos capturados en trampas con feromonas y muestreos de nivel de ataque
en planta (porcentaje de plantas con huevos o larvas). Se aplica el control quimico cuando
se superen los 70 machos/trampa/dia y 0% de plantas atacadas, 50 machos/ trampa y dia

y 6% de plantas atacadas o 25 machos/trampa y dia y 10% de plantas atacadas. En
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cultivos bajo cubiertas se recomienda realizar tratamientos con capturas superiores a 40
machos/trampa/dia (Estay, 2000). En Argentina se ha establecido como umbral: dos
foliolos de dafio fresco por planta (Polak, 1996; Polack y Brambilla, 2000; Vercher, 2010).
Estos umbrales son lo suficientemente altos como para poder disefiar estrategias

novedosas que impliquen la tolerancia de ciertos niveles de poblacion en los cultivos.

Un gran nimero de parasitoides se han reportado atacando huevos, larvas y pupas de T.
absoluta, algunos de ellos presentan distribucién amplia en Suramérica y otros, estan
restringidos a ciertas localidades (Desheux et al., 2010).Los parasitoides de huevos se
registran en las familias Encyrtidae (Arrhenophagus sp, Copidosoma desantisi,
Copidosoma koehleri) (Ripa et al., 1995), Eupelmidae (Anastatus sp) (Oatman y Planer,
1989), Trichogrammatidae (Trichogramma bactrae, T. exiguum, T. narudai, T. pretiosum)
(Botto et al., 2000; Riquelme y Botto, 2003). En parasitoides de larvas, se han reportado
especies de las familias Bethylidae, Braconidae, Eulophidae, Ichneumonidae y Tachinidae.
En Argentina Pseudapanteles dignus (Braconidae) y Dineulophus phtorimaeae
(Eulophidae) se han usado como controladores en cultivos comerciales de tomate con
niveles de parasitismo del 70% (Sanchez et al., 2009). En Colombia, la atencién se ha
centrado el bracénido Apanteles gelechiidivoris con un porcentaje de control de hasta 70%

en laboratorio (Morales et al., 2013).

Baculovirus

A nivel mundial, el Betabaculovirus Phthorimaea operculella granulovirus (PhopGV) (King
et al., 2012) ha demostrado tener una gran capacidad para controlar lepidépteros de la
familia Gelechiidae como Phthorimaea operculella (Zeller), Tecia solanivora (Povolny) y el
GCT (Mascarin et al., 2010; Gomez Valderrama et al., 2018). Con el fin de encontrar
aislamientos especificos y efectivos para el GCT, Gomez-Valderrama et al. (2014) hicieron
varios muestreos de larvas del GCT en los departamentos de Boyaca, Caldas,
Cundinamarca y Santander. Se reportaron por primera vez dos aislamientos geograficos
del GCT (nombrados VG012 y VG013) aislados de poblaciones infectadas naturalmente.
Posteriormente, GOmez-Valderrama et al. (2018) hicieron la caracterizacion y un andlisis
de restriccion de endonucleasas del aislamiento VG013. Como resultado, se encontr6 que

el aislamiento es una variante del PhopGV.
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El aislamiento VG013 ha demostrado causar una mortalidad del 90% de larvas del GCT
con una concentracién de 7.0 x 10% Cl/ml bajo condiciones de laboratorio (Gémez
Valderrama et al., 2018). Como consecuencia, este aislamiento se seleccion6 para andlisis
como potencial agente de control biolégico del GCT y actualmente se esta trabajando en

la formulacion como plaguicida.

Objetivos

Con el fin de disefiar una estrategia sostenible que mantenga las poblaciones del GCT por
debajo de los niveles econémicos con minima intervencion, es necesario comprender los
mecanismos que favorecen la permanencia del baculovirus en las poblaciones naturales
del GCT.

Objetivo general

Determinar los mecanismos que favorecen la persistencia de VG013 en poblaciones del
GCT.

Objetivos especificos

e Determinar los efectos de las infecciones no-letales de VG013 sobre los parametros

poblacionales del GCT.

e Identificar la potencial transmision vertical y los mecanismos de transmisiéon

horizontal de infecciones del aislamiento VG013 en poblaciones del GCT.

o Determinar el efecto de la densidad poblacional del GCT por unidad de area sobre

la letalidad de la infeccion del aislamiento VG013.



Introduccién 11

Hipotesis de investigacion

Williams et al. (2007) plantearon un modelo tedrico de las rutas de transmisién, modo de
infeccién y dispersion de baculovirus en el ambiente. Luego de que las larvas ingieren los
Cl mientras se alimentan de follaje contaminado, una porcion de los individuos infectados
desarrolla una enfermedad letal y liberan Cl en la planta donde pueden ser transmitidos a
un hospedero susceptible. Los ClI en las plantas son transportados al suelo por accién de
las lluvias o viento, desde donde pueden ser trasladados de vuelta a la planta por factores
bidticos o abiéticos. Alternativamente, los insectos que consumen los Cl pero sobreviven,
siguen con su desarrollo, pupan y emergen como adultos con infecciones encubiertas.
Estos adultos migran y dispersan el baculovirus antes de ovipositar y transmitir la infeccion
a su descendencia. Esta transmision vertical se puede sostener durante varias
generaciones hasta que algun elicitor o factor de estrés convierta a la infeccion encubierta

en enfermedades letales que generen un nuevo ciclo de transmision horizontal.

Mi tesis es que el sistema tomate-GCT-VG013 sigue el modelo planteado por Williams et
al. (2017). En este sistema, las infecciones encubiertas requieren de una respuesta inmune
por parte del GCT que reduce los recursos disponibles para la reproduccién y la
supervivencia (efectos subletales). El estrés asociado al incremento en la densidad del
GCT reduce su respuesta inmune y su capacidad para combatir la infeccion. Ademas, una
baja densidad reducira la probabilidad de trasmision horizontal, por lo que se favorecen las

infecciones encubiertas y la trasmision vertical. En este sentido, las hipotesis son:

Hipotesis 1: Las infecciones encubiertas del aislamiento VG013 se transmiten

verticalmente y reducen la tasa de crecimiento de las poblaciones del GCT.

Hipotesis 2: El virus VG013 se transmite a individuos sanos del GCT a través de la ingesta
de excreciones de individuos con infecciones encubiertas que comparten el mismo sustrato

de alimentacion.

Hipotesis 3: La letalidad del aislamiento VG013 se incrementa con la cantidad de individuos

del GCT por unidad de area.
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1.Capitulo 1

Parametros bioldgicos de poblaciones de Tuta
absoluta afectadas por infecciones de

Baculovirus
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1.1 Resumen

El granulovirus de Phtorimaea operculella (PhopGV) representa un agente de control muy
prometedor para el gusano cogollero del tomate (GCT), Tuta absoluta. Basado en un
aislamiento nativo de Baculovirus dominado VG013, se desarrolld6 un prototipo del
biopesticida que produjo una mortalidad de mas del 90% en laboratorio. Teniendo en
cuenta laimportancia de estudiar las interacciones insecto-patdégeno como un factor crucial
para la optimizacion de bioplaguicidas, el objetivo de este estudio fue evaluar los efectos
subletales de PhopGV VG013 sobre los parametros bioldgicos de estados inmaduros y
adultos del GCT. Larvas recién eclosionadas fueron sometidas a diferentes
concentraciones del aislamiento VG013 para determinar la persistencia del virus entre
estados del insecto y efecto a través de una generacion. Se evalué la mortalidad,
longevidad y tasa de desarrollo. Los adultos sobrevivientes fueron apareados y se
determind la fecundidad y fertilidad. Las dosis por debajo de la concentracion letal media
(1,08 x 10* CI/ml) tuvieron un efecto muy prometedor ya que pueden reducir de manera
significativa el potencial de crecimiento de las poblaciones plaga a mediano y largo plazo.
Los efectos subletales en adultos sobrevivientes a la infeccion, fueron evidentes. Mediante
gPCR se detectaron infecciones encubiertas en el 75% de adultos sobrevivientes a un

indculo (1 x 10* Cl/ml) que mat6 el 46,6% de individuos en su estado larval.

Palabras clave: Efectos subletales, Persistencia, Infecciones encubiertas.

1.2 Introduccién

La gran mayoria de estudios de patégenos en poblaciones de Lepidoptera se concentran
en las tasas de mortalidad y sus causas directas. En este sentido, pocas veces se abordan
aspectos relacionados con reproduccién o la supervivencia de los individuos infectados
(Fuxa y Tanada 1987) y se asume que el patdgeno se comporta de la misma manera que
un depredador (Boots y Norman 2000; Anderson y May 1981). Sin embargo, hay evidencia
que sustenta que los individuos sobrevivientes a un patdgeno rara vez eliminan el patégeno
por completo y que las infecciones, con frecuencia causan efectos sub-letales
considerables (Lipsitch et al., 1995; Simén et al., 2008; Vilaplana et al., 2008; Vilaplana et

al., 2010). Estos efectos subletales pueden ser fecundidad reducida, tiempo de desarrollo
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mayor, menor habilidad competitiva y alteraciéon en la proporcion de sexos (Vail and Hall
1969; Santiago- Alvarez y Vargas-Osuna 1986; Bell y Romine 1986; Sait et al., 1994; Patil
et al. 1989; Myers J. 2001; Duan y Otvos 2001; Sorrel et al., 2009).

Los efectos subletales de las infecciones por patdgenos, pueden ser cruciales en la
dindmica poblacional de los lepidépteros (Anderson y May 1981; Myers 1993) y la gran
mayoria de veces se pasan por alto a la hora de probar el potencial de la enfermedad como
control de plagas agricolas. Por ejemplo, el virus de la polilla gitana, Lymantria dispar, se
considera el principal regulador natural de las densas poblaciones de esta polilla
(Podgwaite 1981). Asimismo, los Baculovirus (BV) de la polilla del abeto Douglas, Orgyia
pseudotsugata, constituyen un factor importante en el control de este insecto (Thompson
1978). Una vez que se entendid el papel que desempefiaban estos virus en el control de
las poblaciones de insectos naturales, fueron tenidos en cuenta para una variedad de
programas de control de insectos, particularmente de plagas forestales (Huber 1986) ya
gue inducen infecciones letales con una alta patogenicidad (Caballero et al., 2001; Cory y
Myers 2003; Carpio et al., 2012; Cory 2015). Por esto, han recibido una atencion
considerable como candidatos de control biolégico y bio-insecticidas (Rothman y Myers
1996).

El granulovirus PhopGV, aislado de individuos de Phthorimaea operculella es uno de los
BV que se ha examinado para controlar esa plaga en varios paises del mundo (Reed y
Springett 1971; Lacey et al., 2010). En Peru, un aislado de PhopGV se desarroll6 como
insecticida para controlar poblaciones de P. operculella en papa almacenada (Raman et
al., 1987, 1992). En Bolivia, se desarroll6 el bioinsecticida Matapol® en una planta piloto,
cuyo ingrediente activo es PhopGV. El producto fue efectivo para control de P. operculella
y posteriormente se desarroll6 una nueva formulacion con PhopGV y Bacillus thurigensis
(Matapol Plus®) (Barea et al., 2002). En Brasil, un PhopGV nativo se evalué para P.
operculella y el gusano cogollero del tomate (GCT) Tuta absoluta. Este aislamiento se
formulé como una suspensién liguida que, combinado con los productos NeemAzal™ y
DalNeem™, produjeron una alta mortalidad de larvas y se usa para control en papa
almacenada (Mascarin et al., 2010). En Colombia, al estar bien documentada la accion
infectiva del PhopGV en el GCT y Tecia solanivora (Angeles y Alcazar 1995; Cuartas et

al.,, 2009), se desarroll6 una formulacion de PhopGV denominada “Baculovirus
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CORPOICA”, a partir de la identificacion de cinco aislamientos nativos de T. solanivora
(Espinel-Correal et al., 2010), recomendada para el control de T. solanivora en papa
almacenada. La formulaciéon de PhopGV para control del GCT en Colombia contindia en

desarrollo.

La implementacion de técnicas sensibles como la prueba de reaccion en cadena de la
polimerasa convencional (PCR) y PCR en tiempo real y (QPCR), ha permitido evidenciar
gue los BV a menudo adquieren una estrategia de “baja virulencia” para transmitirse
verticalmente cuando las condiciones para una transmisién horizontal son limitadas
(Longworth & Cunningham 1968; Jurkovicova 1979; Hughes et al., 1993, 1997; Kukan y
Myers 1999; Lin et al., 1999; Burden et al., 2002, 2003, 2006; Sorrel et al., 2009; Barrera
etal., 2016). Esto les permite persistir dentro del hospedero sin mostrar sintomas evidentes
(Williams et al., 2017). Por esto, se considera que las infecciones sub-letales tienen un

papel importante en la persistencia de los virus entre poblaciones de Lepidoptera.

No obstante, la atencién que recibieron los BV como agentes de control de plagas ha sido
bajo la misma ldgica de los insecticidas quimicos. Las aplicaciones de los productos se
disefian con el fin de causar una mortalidad alta en un momento puntual, esto es, solo
cuando la densidad poblacional de la plaga alcanza un punto critico (Altieri y Nicholls,
2003). Lo que se pretende con esta investigacion es determinar los efectos subletales de
infecciones del aislamiento nativo del PhopGV (VG013) en poblaciones del GCT, con miras
a generar epidemias persistentes que mantengan en equilibrio, a mediano y largo plazo,
las poblaciones de la plaga. En este contexto, el objetivo de este capitulo es determinar el
efecto de las diferentes infecciones sub-letales sobre los pardmetros bioldgicos de
poblaciones del GCT. Para esto se hicieron varios bioensayos con los que se construyeron
tablas de vida, tablas de fecundidad y fertilidad de poblaciones del GCT sometidas a varias

concentraciones del virus.
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1.3 Materiales y métodos

1.3.1 Cria de insectos

Se obtuvo una colonia sana (sin virus) del GCT de la cria masiva del laboratorio de
entomologia localizada en el Centro de investigacion Tibaitatd de Agrosavia, Mosquera,
(Colombia, 4°41'31.3"N 74°12'08.3"W). Los insectos se criaron a 25 + 3C° y un fotoperiodo

de 12:12 h (luz: oscuridad) con dieta natural (plantas de tomate).

1.3.2 Deteccion del virus

Amplificacion aislamiento de granulovirus

El granulovirus del GCT, codificado como VG013, fue aislado previamente de larvas
infectadas naturalmente y colectadas de cultivos de tomate (Espinel-Correal et al., 2010;
Gdmez-Valderrama et al., 2014). El aislamiento fue amplificado por la Planta de
bioproductos del Centro de investigacion TibaitatA de Agrosavia en larvas de Tecia
solanivora. Los Cl del granulovirus a una concentracion de 1 x 108 Cl/ml fueron asperjados
sobre papel absorbente con huevos de T. solanivora (Gomez-Valderrama et al., 2018).
Posteriormente, los huevos se incubaron y ubicaron en tubérculos de papa. Pasados 25
dias, las larvas que presentaran sintomas (apariencia lechosa) fueron seleccionadas para
la extraccion viral. Los cadaveres de las larvas seleccionadas se homogeneizaron en una
solucion de dodecilsulfato sodico (SDS) al 0.1%. Las larvas se mezclaron y licuaron para
liberar la mayor cantidad de particulas virales posibles. Se purificé la mezcla por filtracion
y centrifugacion en solucion salina (15000 rpm — 20 min). La suspension viral se cuantifico
por medidas de absorbancia a 280nm (NanoDrop 2000, ThermoFisher) usando una curva
estandar previamente calibrada con stocks del granulovirus contados en un microscopio
Optico y camara de Neubauer (Gémez-Valderrama et al., 2018). La suspensién viral se

almacené a 4C° y se us6 como stock para los experimentos subsiguientes.

Clonacion de ADN

Para la extraccién de ADN de virus puro se utilizé el protocolo descrito por Barrera et al.
(2016), con algunas modificaciones. Para esto, se mezclé 100 ul de una suspension viral
ajustada a 108 Cl/ml con 100 pl de Na,COg3 (0,5 M), 50 pl de SDS al 10% y 250 pl de agua
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ultra pura, luego se incubd durante 10 min a 60°C. El sobrenadante que contenia los
viriones fue tratado con 25 pl de proteinasa K (20 mg/ml) durante 1 hora a 56°C. La
extraccién de ADN viral se realizé6 mediante dos pases con 500 pul de fenol saturado (pH
7.6-7.9) y uno con 500 pl de cloroformo, utilizando centrifugaciones intermedias a 3000

rpm durante 5 min. La precipitacion del ADN se realizé con etanol y acetato de sodio 3 M.

Al extraer el ADN se obtienen todos los genes de virus. Sin embargo, el gen que es de
interés es aquel que codifica la proteina granulina. Para amplificar anicamente el gen

completo de granulina se utilizaron los cebadores disefiados por Barrera et al. (2009):

Gran-F: 5-TCCTCGGTTACCATGTACTG-3'
Gran-R: 5'- CACTTGCGTCATCGACAA- 3

Para esto, se mezclaron 3 pl de ADN con 12,5 pl de GoTag® gPCR Master mix, 1 pl de
Gran-F, 1 gl de Gran-R y 7,5 ul de agua libre de nucleasas. Las condiciones de

amplificacién fueron las del programa Amplitag 360 (Tabla 1.1)

Tabla 1.1 Condiciones de amplificacion gen de granulina.

Temperatura Tiempo Paso
94°C 3 minutos Desnaturalizacion
95°C 30 segundos
55°C 30 segundos x Anillaje
35
72°C 1 minutos Extension
72°C 7 min
4°C %0

Se hizo una purificacion del producto de PCR con el kit de Promega Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System, ya que presentaba restos de primers, dNTPs, enzimas y demas
compuestos usados en la PCR. Se hizo la ligacién del “clean up” (producto de PCR
purificado) directamente a un plasmido vector pCR 4.0-TOPO utilizando el Kit TOPO TA
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(Invitrogen K4500-01). El plasmido con el producto de PCR se insertd en células de
Escherichia coli quimiocompetentes Topl0 (Invitrogen K4500-40) para que las propias
bacterias hicieran la replicacion masiva del plasmido y por ende del gen que codifica

granulina.

Se sembraron varias colonias en medio solido Luria Bertani-LB con agar y ampicilina. Los
clones que sobrevivieron al antibiotico se seleccionaron y se crecieron en medio liquido
Luria Bertani-LB con ampicilina (10 pg/ml) a 37°C por 14 horas. El ADN de los plasmidos
se extrajo con el PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit de Invitrogen. La cuantificacion de
los &cidos nucleicos (ng/ul) se realizé por medidas de absorbancia a 280nm. Se verifico la
presencia del inserto del gen completo de granulina mediante una digestion que consistié
en incubar a 37°C durante 2 horas y 65°C durante 5 minutos de inactivacion, una mix de:
2 pL de Buffer H, 0.5 pL de BSA 10x, 0.5 pL de la Enzima de restriccion EcoRl, 5 uL de
ADN vy 12 pL de agua.

Curva de referencia qPCR

El ADN se utiliz6 para los controles positivos de la técnica q-PCR y el nimero de copias
del gen por pl para las diluciones de ADN plasmidico se estimé mediante la férmula

aportada por el Centro de secuenciacion y gendmica de la universidad de Rhode Island.

Concentraciéon ADN (1:1—‘?)* No de Avogadro

Copias del gen = (1.2)

Longitud del ADN (pb)* 1x10°x650

Las curvas estandar se construyeron a partir de un ciclo umbral (threshold cycle ct)
calculado para log*° copias del gen. La PCR en tiempo real es capaz de amplificar y a la
vez cuantificar de forma absoluta el producto de ADN debido a la fluorescencia
(directamente proporcional a la cantidad). A mayor numero de copias iniciales de la
muestra de ADN, mas rapido se detecta el incremento exponencial de la fluorescencia

(Cerdn, J., 2012). Sin embargo, factores como el tipo de polimerasa y la concentracion de
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la sonda son criticos a la hora de evitar errores en el desarrollo de la prueba, por lo que se

utilizé la metodologia ya estandarizada de Barrera et al., (2016).
Protocolo de deteccion viral en las muestras

Usando pistilos plasticos y tubos eppendorf de 1.5 ml, cada muestra fue macerada en 100
ML de agua ultrapura. Posteriormente, cada muestra se centrifugé a 3.500 rpm por 5 min
para separar el tejido grueso del insecto. Se recuper6 el sobrenadante y se sometié a un
proceso de desnaturalizacion a 95°C por 5 min en bafio serolégico para romper los enlaces
de hidrégeno de los nucledtidos. La reaccién de PCR se realizé a un volumen final de 25
Ml utilizando: 1) 12.5 pl de GoTaq gPCR Master Mix (Promega ®), 2) 6.5 pl de una sonda
especifica para el gen que codifica para granulina, 3) 1 yl de agua ultrapura, y 4) 5 pl de la
suspension diluida en 1: 10 del sobrenadante obtenido de los individuos macerados. Cada
reaccion se montd tres veces y se utilizd la curva patrén desarrollada previamente, la cual
se disefid con 6 concentraciones de ADN plasmidico con un inserto del gen que codifica

para granulina.

1.3.3 Ensayos bioldgicos

Persistencia del granulovirus entre estados

El experimento se realiz6 en un cuarto de laboratorio con temperatura 25 + 2 °C y humedad
relativa 60 + 5%. Se aplicé una concentracion de 1 x 10* CI/ml en foliolos de plantas de
tomate con un nebulizador (Gomez Valderrama et al., 2018; Carrera et al., 2008). Se
ubicaron 3 foliolos inoculados en cajas Petri donde 3 larvas neonatas del GCT se ubicaron
usando un pincel fino. Se hizo un grupo de 10 cajas Petri para el tratamiento y otro para el
control con hojas limpias. Se registré diariamente la mortalidad y desarrollo. Los individuos
se criaron hasta estado adulto. Inmediatamente emergieron los adultos, se les hizo gPCR

para verificar la persistencia del granulovirus entre estados.
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Tabla de vida

El experimento fue establecido en un cuarto de laboratorio con temperatura y humedad
relativa controlada, las cuales fueron fijadas en 25 + 2 °C y 60 * 5%, respectivamente. Se
definieron 7 tratamientos que incluyeron 6 diferentes concentraciones del aislamiento
GV013, méas un control que consistié en una poblacién del GCT libre de virus. Las
concentraciones del virus usadas para este experimento fueron establecidas de acuerdo
con experimentos previos llevados a cabo por Goémez-Valderrama et al. (2018) y fueron
las siguientes: 3.2 x 10% CI/ml (tratamiento 1), 1.6 x 10* CI/ml (tratamiento 2), 8 x 10* Cl/ml
(tratamiento 3), 4 x 10° Cl/ml (tratamiento 4), 2 x 10° CI/ml (tratamiento 5), y 1 x 107 Cl/ml
(tratamiento 6). Para cada tratamiento, se individualizaron 100 larvas recién eclosionadas
en copas de 3 x 3 cm en las que se introdujeron foliolos de plantas de tomate (Figura 1.1).
Los tratamientos se aplicaron directamente sobre los foliolos en dosis de 4 ml por foliolo,
2mlen el hazy 2 mlen el envés con un nebulizador. Se registré diariamente la mortalidad

y el desarrollo entre estados de cada larva.

Figura 1.1 Montaje experimento para determinar los pardmetros biolégicos del gusano
cogollero del tomate, Tuta asbsoluta.
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Fecundidad y fertilidad

Los individuos que llegaron a estado adulto fueron sexados siguiendo los caracteres
propuestos por Geng (2016). Los adultos de cada tratamiento se llevaron a camaras de
cbpula y oviposicién. Se registro diariamente la mortalidad de adultos, el nUmero de huevos
(fecundidad) y la cantidad de larvas que nacieron en la segunda generacion (fertilidad).
Las cAmaras de copula consistian en un frasco de vidrio cubierto en su abertura con malla
fina invertido sobre papel absorbente para que las hembras ovipositaran. Los huevos se
contaron en el papel absorbente con un microscopio 6ptico. Los adultos y las larvas de la
segunda generacion se mantuvieron en refrigeracion. Se les hizo la qPCR a 53 de los
adultos obtenidos de este experimento (10 de cada tratamiento, excepto para los
tratamientos 5y 6 en los que s6lo se obtuvieron dos y un adulto, respectivamente) una vez

murieron.

1.3.4 Analisis de datos

Se seleccion6 un modelo dosis-respuesta en los que la variable independiente es la dosis
0 concentracion mientras que la variable dependiente es la respuesta o efecto. Para
determinar la concentracion letal media (CLso) del aislado VG013 en individuos del GCT,
se ajusto el modelo Log-logistico (Ecuacion 1.2) con 4 parametros donde el coeficiente b
denota la pendiente de la curva, c, d son limites de respuesta inferior y superior, 0y 1
respectivamente, y € es el logaritmo de la CLs (Ritz et al. 2016). Incluir la CLsp como un
parametro explicito del modelo evita incurrir en procedimientos mucho mas elaborados,
como la regresion inversa, para estimarlo. El intervalo de confianza al 95% de la CLso Se
estimo re-escalando el valor de la ecuacion usando una transformacion de vuelta de los

valores estimados en escala logaritmica (Ritz et al., 2016).

d—c
(1+exp(b(log(x)—&)))

f(x, (b,c,d, é)) =c+ (1.2)

Para cada tratamiento, se construyé una tabla de vida que incluyo la supervivencia hasta

cada estado (larva, pupa y adulto), Ix, y dentro de cada estado, Sx. Para los tratamientos
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en los que se obtuvo un namero suficiente de adultos, se calculé la fecundidad por hembra
(Fx). Se obtuvo, ademas, estimados del tiempo promedio, en dias, que tarda un individuo
en alcanzar su edad reproductiva (tiempo desde larva hasta adulto), T, para cada
tratamiento. Con las tablas de vida, se calcul6 la tasa intrinseca de crecimiento, rn, de las
poblaciones del GCT expuestas a los diferentes tratamientos, utilizando métodos

numericos para resolver la siguiente igualdad (Begon et al., 2006):
l.E, exp(—rm (T + 1)) =1 (1.3).

Los valores de rn y T hallados se usaron para comparar la viabilidad de las poblaciones
del GCT, bajo diferentes niveles de estrés bibtico, y el potencial del uso de VG013 para un
control sostenible de la plaga. La estimacion de parametros se llevé a cabo usando el

software R (version 3.5.1) y se utilizd la funcion “optim” para hallar el valor de rm,

Para la tasa de desarrollo, TD [definida como el inverso del tiempo de desarrollo y que, por
tanto, mide la porcién de desarrollo avanzada por unidad de tiempo (Pedigo, 1996)], se
ajustoé un modelo Michaelis-Menten en escala logaritmica (Ecuacién 1.4) con 3 pardmetros,

donde x es la concentracion viral.

TD = ¢ + %5
1+

G (1.4),
X
donde c, d y e son parametros que se estiman de los datos. Se utilizaron los datos de
fecundidad y fertilidad para construir un modelo Michaelis-Menten que explicara la tasa
intrinseca de crecimiento (rn) de la poblacién en funcién de la concentracion viral. La tasa
intrinseca de crecimiento en funcién de la concentracion viral se model6 usando la
Ecuaciéon 1.4. El siguiente (ver Ecuacién (1.5)) es un método alternativo al método

numérico de la Ecuacion (1.2) para calcular ry,

Tm = log (Z IxE)/T (1.5)

Donde [, es la supervivencia, F, corresponde a la fecundidad y T es el tiempo promedio
que tardan los individuos en alcanzar la edad reproductiva (en dias). Para construir el
modelo, la variabilidad de los valores de ry,, en cada concentracion se estimé con la técnica

Jackknife usando los valores de T de cada individuo.
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1.4 Resultados

1.4.1 Deteccion de virus

Los cebadores disefiados para amplificar el gen de granulina de 750 pb, permitieron tener
una amplicon utilizando ADN gendmico de granulovirus proveniente de T. absoluta. En la
Figura 1.2 A se observa la electroforesis en gel de agarosa al 1% con un producto de
amplificacién del gen gran. En el primer carril se muestra el marcador de peso molecular
Thermo Scientific™ de ADN GeneRuler™ de 1 kb, en el segundo carril esta el control
negativo compuesto de agua libre de nucleasas y el tercer carril muestra el producto de
amplificacion del gen gran del ADN extraido. En ambos carriles se observan impurezas de
la PCR en la parte inferior. Se hizo una purificacion del producto de PCR y se verificd con

por medio de una electroforesis (Figura 1.2 B).
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Figura 1.2 (A) Electroforesis en gel de agarosa al 1% con producto de amplificacion del
gen gran. (B): Purificacién de producto de amplificacion gen gran

Se hizo 15 clones a los que se les extrajo el ADN plasmidico. Luego de la digestién se
observa el plasmido de 3956 pb y el inserto de granulina de 750 pb dividido en dos
fragmentos indicando que hay un sitio de reconocimiento de la enzima en el gen de

granulina (Figura 1.3).
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Figura 1.3 Digestion de los plasmidos con enzima de restriccion EcoRl la cual posee dos
sitios de corte.

Luego de confirmar que la clonacién se realiz6 correctamente, se mezclaron todos los
clones y se midi6 la concentracion de ADN plasmidico por espectrofotometria que fue de
40.4 nanogramos por microlitro (ng/pl), como la longitud del vector PCR 4.0-TOPO es de
3956 pb, el nimero total de copias del gen es de 4.73 x10%°

Curva de referencia gqPCR

En los resultados de la PCR en tiempo real se observan las curvas de amplificacién dadas
por el crecimiento exponencial de las copias del gen ubicadas en el eje de las ordenadas
vs el numero de los ciclos de la reaccion en el eje de las abscisas (Figura 1.4). La curva
de amplificacién cuenta con una linea paralela al eje de las abscisas conocida como linea
base, esta linea corta la curva de amplificacion en el punto en el que la fluorescencia

provocada por la reaccion alcanza el nivel exponencial.

Para cuantificar el gen gran se utilizaron diluciones seriadas del ADN plasmidico con el
inserto del gen completo, con las que se estandarizé una recta estandar o patrén (Figura
1.5). Con esta recta se determiné la minima dilucién en la cual se observé amplificacion,
la cual es 4,73 x 102 copias del gen que corresponden a 0.000004 ng de ADN. Este valor
fue usado para establecer el limite de 32 ciclos; todas las muestras con un valor de Cq

mayor se considerd negativo, mientras que todas las muestras con un nimero menor de
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ciclos y que mostraran un solo pico a la temperatura de fusion (72°C) se consideraron

positivas

Amplification

RFU (10%3)

Cycles

Figura 1.4 Curva de amplificiacion gPCR de diluciones seriadas de ADN plasmidico con
un inserto del gen de granulina
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Figura 1.5 Curva patrén de qPCR basada en 6 estandares del gen de granulina

La curva de calibracion fue verificada mediante el valor de coeficiente de correlacion (R? =
0,99, eficiencia mayor a 90% y el valor de la pendiente (-3,572) segun lo recomendado por
Bustin (2002) y Whelan et al., (2003). La reproducibilidad de la curva se evalué haciendo
4 ensayos de amplificacion, ademéas de 3 réplicas de cada ADN en cada prueba. La
desviacion estandar fue baja y no mayor a 1 (Tabla 1.2), lo cual evidencié que la técnica

fue reproducible.

1.4.2 Persistencia del granulovirus entre estados

De los 30 individuos sometidos al virus en el primer ensayo, 14 murieron a causa de la
infeccion evidente del virus y los 16 restantes alcanzaron el estado adulto sin presentar
ningun tipo de sintoma asociado a la infeccion viral. En el control, la mortalidad fue mucho

menor, Unicamente 6 de los 30 individuos no alcanzaron el estado adulto.
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La gPCR se les aplico a todos los individuos que lograron llegar a estado adulto. A ninguno
de los adultos del control se le detect6 presencia viral mientras que a 12 de los 16 adultos

obtenidos del tratamiento, se les detectd persistencia del virus.

Con el fin de determinar si la infeccidn persiste en los adultos durante todo su periodo de
vida, se seleccionaron al azar 10 adultos de cada tratamiento del experimento de tabla de
vida una vez estos murieron por causas naturales relacionadas con la senescencia (9 a 11
dias). De los 53 individuos a los que se les hizo la gPCR, solo a 1 del tratamiento 1 (3.2 x

102 Cl/ml) se le detecté persistencia del virus.

Estos resultados sustentan la prediccion de que las infecciones encubiertas de PhopGV
en larvas de T. absoluta se conservan hasta el estado adulto. Sin embargo, el virus no fue
detectado en individuos que murieron 10 dias en promedio después de la emergencia.
Esto se puede deber a que el virus no puede replicarse en los adultos de T. absoluta, por
lo que la concentracion se va perdiendo con el tiempo de vida del insecto infectado. Esta,

sin embargo, es una hipotesis que requiere ser probada.

1.4.3 Efecto de concentraciones virales sobre poblaciones de
Tuta absoluta

El aislamiento de PhopGV produjo los sintomas tipicos de infeccibn como pérdida de
capacidad de movimiento, una tasa de alimentacion reducida, cambio de color verde a un
blanco lechoso y cuerpo flacido (Lacey et al., 2011; GOmez-Valderrama et al., 2018)
(Figura 1.6). La concentracion letal media del virus fue de 1,08 x 10* CI/ml (intervalo de
confianza [9,6 x 103, 1,2 x 10°)) (Figura 1.7). El efecto de la dosis sobre la mortalidad es
estadisticamente significativo (P = 0,00012) (Tabla 1.3). Es importante mencionar que la
mortalidad natural del control fue del 25%, valores muy similares a los reportados por
Mascarin et al. (2010) (27,8 £ 10,1%) indicando la confianza del método de nuestros

bioensayos.
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Tabla 1.2 Desviacion estandar de Ct de las corridas para los estandares de granulina en
tres repeticiones en el tiempo

Estandar o Ct o Ct o Ct o Ct
Copias del gen/ul | Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3 Repeticion 4
4,73 x 10° 0,401 0,542 0,140 0,052
4,73 x 108 0,294 0,624 0,119 0,119
4,73 x 107 0,473 0,401 0,223 0,108
4,73 x 10° 0,244 0,406 0,040 0,123
4,73 x 10° 0,336 0,560 0,225 0,140
4,73 x 104 0,176 0,271 0,072 0,113
4,73 x 103 0,537 0,218 0,113 0,117

Figura 1.6 Larvas de Tuta absoluta sana (izq) e infectada (der) con VG013
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Figura 1.7 Efecto de la concentracion de VG013 sobre la mortalidad de individuos de Tuta
absoluta. La linea continua representa el modelo log-logistico de dosis-respuesta, y la
intercepcion de las dos lineas punteadas denota la CL50 estimada por el modelo.

Tabla 1.3 Estimaciones de parametros del modelo log-logistico de dosis-respuesta.

Parametro Estimado Std. Error Valor - t Valor - p
b: intercepto -0.517 0.493 -1.05 2.9e-01
e: intercepto 9.290 2.410 3.86 1.2e-04 ***

Signif. Codes 0 “*** le-03 ** le-02 ™ 5e-02 *’ 0.1 1
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Ademés de la supervivencia, se encontré que la fecundidad de los individuos del GCT
sobrevivientes a la infeccion de PhopGV se ve afectada significativamente por la
concentracion de virus al gue son expuestos (Tabla 1.4). En general, se observa que el
estado mas susceptible a la infeccion es el de larva, en el cual se observa una mayor
mortalidad a través de todas las concentraciones. Sin embargo, la reduccion abrupta en la
supervivencia entre el tratamiento 2 y 3, se debe esencialmente a una alta mortalidad

durante el estado de pupa (Tabla 1.4).

No se logré obtener informacion relacionada a la fecundidad en los tratamientos 5y 6
debido a la baja cantidad de adultos que sobrevivieron (Tabla 1.4). No obstante, se observé
gue la tendencia es a una reduccion apreciable de la cantidad de huevos por hembra
(Figura 1.8) y las larvas de la segunda generacién, a concentraciones por encima de 8 x
10* Cl/ml (Figura 1.9).

Tabla 1.4 Tablas de vida de poblaciones de Tuta absoluta expuestas a diferentes
concentraciones de cuerpos de inclusion (CI) del granulovirus VG013 a25+2°Cy
humedad relativa 60 + 5 %. Nx: Nimero de individuos en el estado x, Ix: proporcién de
sobrevivientes

Estado Control T1(3.2x 103 Cl/ml) T2 (1.6 x 10*Cl/ml) T3 (8 x 10* Cl/ml)

NxIx Sx Fx Nx Ix Sx Fx Nx Ix Sx Fx Nx Ix Sx Fx
Larva 1001.00 0.80 - 100 1.00 0.71 - 100 1.00 0.71 - 100 1.00 0.40 -
Pupa 80 0.80 0.94 - 71 0.71 0.80 - 71 0.71 0.68 - 40 0.40 0.93 -
Adulto 75 0.75 0.00 57.8757 0.57 0.00 59.4248 0.48 0.00 31.3937 0.37 0.00 40.04

Estado T4 (4 x 10° Cl/ml) T5 (2 x 10° Cl/ml) T6 (1 x 107 Cl/ml)
Nx Ix Sx Fx Nx Ix Sx Fx Nx Ix Sx  FXx

Larva 1001.00 0.23 - 100 1.00 0.06 - 100 1.00 0.04 -
Pupa 23 0.23 0.61 - 6 0.06 0.33 - 4 0.04 0.25 -
Adulto 14 0.14 0.00 33.632 0.02 0.00 - 1 0.01 0.00 -
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Figura 1.8 Relacion entre la concentracion viral (Cl/ml) y la fecundidad de las hembras de
Tuta absoluta que sobrevivieron a la infeccion de VG013.
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Figura 1.9 Relacién entre concentracion (Cl/ml) y fertilidad de las hembras de Tuta
absoluta que sobrevivieron a la infeccion de VG013

Se encontré que el tiempo de desarrollo desde larva hasta adulto se ve afectado por la
concentracion viral a la que fueron expuestas las larvas del CGT. Pese a que se encontrd
gue el patrén general es una relacion directa entre la concentracion y el tiempo de
desarrollo, se observéd que concentraciones bajas (tratamientos 1 y 2) pueden causar una
reduccion en el tiempo de desarrollo del insecto. Este fendmeno de respuesta sigue un
patrén de hormesis (Luckey 1991; Calabrese E. J. y Baldwin L. A., 1999; Calabrese E. J. y

Baldwin L. A 2002), el cual se caracteriza por una estimulacion a dosis bajas.

Para ajustar el modelo Michaelis-Menten se usé el tiempo de desarrollo de cada individuo
ya que existe variabilidad en cada punto, esto es, entre individuos. La Figura 1.10 muestra
los promedios y los errores estandar de las tasas de desarrollo por tratamiento. En la Figura
1.11 se muestra el modelo Michaelis-Menten ajustado a los datos en escala logaritmica
debido a que hace mas facil visualizar la tendencia. Este modelo se escogio debido a que

modela respuestas a estimulos con hormesis.
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Figura 1.10 Tasa de desarrollo promedio de individuos de Tuta absoluta sometidos a
diferentes concentraciones de VG013.
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Figura 1.11 Modelo Michaelis-Menten ajustado a la tasa de desarrollo de individuos de
Tuta absoluta en funcién de las concentraciones del aislamiento VG013. Los puntos
representan los promedios por tratamiento.
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Tabla 1.5 Estimacion de pardmetros modelo Michaelis-Menten ajustado a la tasa de
desarrollo de poblaciones del GCT a diferentes concentraciones de VG013

Parametro Estimado Error stnd Valor- t Valor- p
5.3638e-02 6.7094e-04 79.9450 <2e-16 ***
4.8292e-02 1.2298e-03 39.2679 <2e-16 ***

e: 2.0355e+04 1.1364e+04 1.7912 0.0741

Signif. codes: 0 “**** 0.001 *** 0.01 “** 0.05 ‘. 0.1 " 1
Error estandar residual:: 0.008619711 (363 grados de libertad)

Tasa intrinseca de crecimiento

A pesar de no poder construir un modelo para explicar la fecundidad y fertilidad, estos
datos se pudieron utilizar para construir uno que describiera el ritmo de crecimiento de la
poblacion en funcion de la concentracion del virus en escala logaritmica. La rm no tiene
desviacién debido a que posee s6lo un punto por concentracion y tiene un comportamiento,
al igual que la tasa de desarrollo, de hormesis. Por lo tanto, se ajustd el mismo modelo de
Michaelis-Menten usando la variabilidad de los datos de tiempo de desarrollo de los
individuos (Figura 1.12). Se encontré que la rn disminuye con el incremento en la
concentracion viral a la que fueron expuestas las larvas (P < 0.001) (Tabla 1.6; Figura
1.12).
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Figura 1.12 Modelo Michaelis-Menten ajustado a los datos de tasa intrinseca de
crecimiento de poblaciones de Tuta absoluta en funcién de la concentracion de VG013 en
escala logaritmica.

Tabla 1.6 Estimacion de parametros modelo Michaelis-Menten ajustado a la tasa de
desarrollo, fecundidad y mortalidad de poblaciones de Tuta absoluta sometidas a
diferentes concentraciones de VG013

Parametro Estimado Error Std. valor-t valor-p
1.3657e-01 9.4944e-04 143.8419 < 2.2e-16 ***

d: 6.5939¢e-02 2.9779e-03 22.1430 < 2.2e-16 ***

e: 2.8538e+04 4.5009e+03 6.3406 1.214e-09 ***

Signif. codes: 0 “***' 0.001 ** 0.01 “** 0.05 ‘. 0.1 " 1
Error estandar residual: 0.008187398 (228 grados de libertad)
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1.5 Discusion

La implementacion y desarrollo de herramientas moleculares altamente sensibles ha
permitido detectar infecciones encubiertas de baculovirus en insectos tanto en laboratorio
como en poblaciones naturales (Vilaplana et al., 2010). Se ha evidenciado que los
nucleopoliedrovirus y granulovirus pueden desarrollar infecciones subletales y que el
hecho de que se mantengan hasta el estado adulto es dependiente de la dosis (Burden et
al., 2002; Cabodevilla et al., 2001). En el presente estudio se reporta la persistencia entre
estados y los efectos de infecciones subletales del aislamiento VG013 de PhopGV en
poblaciones del GCT. Se detectaron infecciones persistentes en el 75% de adultos
sobrevivientes a un in6culo (1 x 10* CI/ml) que maté el 46,6% de individuos en su estado
larval. A ningun adulto del tratamiento control se le detectdé (mediante gPCR) la presencia

del virus, lo que sugiere que la colonia con la que se llevo a cabo este estudio estaba sana.

La CLso (1,08 x 10* Cl/ml) obtenida en este estudio mostré valores similares a los
reportados por Gémez-Valderrama et al. (2018) de 1,6 x 10* Cl/ml y Mascarin et al. (2010)
de 1,05 x 10* CI/ml. Estos valores evidencian que VG013 es altamente patdgenico al GCT.
La tendencia general es que la tasa de desarrollo disminuy6 a medida que las larvas eran
sometidas a concentraciones cada vez més altas. Se ha demostrado que los Baculovirus
pueden disminuir los niveles de ecdisteroides en la hemolinfa de la larva a través del gen
ecdisteroide UDP-glucosiltransferasa (EGT) causando retraso en la pupacion (O’Reilly,
1995). Sin embargo, se observd que concentraciones muy bajas, tratamientos 1y 2,
pueden causar un aumento en la tasa de desarrollo del insecto (Figura 1.12). Este fue un
resultado interesante ya que los recursos que las larvas deben invertir en fortalecer su
sistema inmune y defenderse del patégeno deberian reducir los recursos y la energia
necesaria para el desarrollo (Klowden, 2013). Los Baculovirus, como el PhopGV, son virus
gue atacan primordialmente células del sistema digestivo (Williams et al., 2017), el cual se
disuelve una vez las larvas entran en estado de pupa (Williams y Adkinsson, 1964;
Klowden, 2013). Es posible que acelerar la entrada en estado de pupa sea un mecanismo
de defensa del insecto para eliminar la infeccién cuando la concentracion de ésta es muy
baja y controlable. Al evitar una mayor duracién del estado de larva, estado con una mayor

exposicion a patdgenos, depredadores y parasitoides (Lewis et al., 1997); se asegura la
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supervivencia y el traspaso de material genético a la siguiente generacidén. No obstante,

esta hipotesis aun requiere ser probada de forma experimental.

El efecto que tienen las concentraciones mas altas (tratamientos 5 y 6) sobre la duracion
del estado inmaduro y tasa de desarrollo del GCT (Figura 1.12) tiene implicaciones muy
importantes para el manejo de la plaga. En primer lugar, un incremento en la duracion del
estado de larva incrementaria de manera significativa la probabilidad de que los individuos
entren en contacto con mas virus, ya sea porque se alimentan de mas hojas contaminadas
0 porque el virus se replica en mayor cantidad dentro del individuo. Una mayor duracion
en este estado también hace que tengan mayor exposicion a controles intrinsecos del
agroecosistema aumentando la mortalidad de la poblacion, debido a que es menos movil
y mas susceptible del insecto (Lewis et al., 1997). En segundo lugar, un incremento en la
duracién del estado de larva retrasaria la emergencia de adultos en el cultivo, reduciendo
o suprimiendo la cantidad de individuos que se generen por la reproduccion de adultos
dentro del cultivo. Ademas, en varias especies de lepidopteros, se sabe que individuos
mas pequefios se ven altamente afectados por competencia intraespecifica, lo que a
mediano y largo plazo es una desventaja. Las larvas afectadas subletalmente, que toman
mas tiempo para desarrollarse, son aln mas propensas a ser excluidas por este tipo de
competencia. La reduccién en la adquisicién de nutrientes ha mostrado un incremento en
la incidencia de enfermedades entre individuos tratados con granulovirus (David y Gardner
1965; David y Taylor 1977; Sait et al., 1994).

El dnico tratamiento que no siguié la tendencia entre tasa de desarrollo y concentracion
viral, fue el tratamiento 4 (4 x 105 Cl/ml). Esto se puede deber a la aleatorizacion vy
heterogeneidad del hecho que Ilos individuos estan consumiendo diferentes
concentraciones de virus. Probablemente una cohorte de larvas al alimentarse, adquirié
una concentracion un poco mas alta de virus. Ademas, este punto estad basado en una
considerable menor cantidad de individuos con respecto a otros tratamientos. El
tratamiento 4 causa mas de un 85% de mortalidad mientras que, los tratamientos 2 y 3

solo causan entre un 50-60% de mortalidad ([ver Ix], Tabla 1.4)
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El pardmetro r, es usando convencionalmente para comparar la viabilidad y la adaptaciéon
de poblaciones en determinados ambientes, debido a que su calculo incluye el tiempo de
desarrollo, la fecundidad y la supervivencia (ver Ecuacion (1.5)) (Begon et al., 2006). Las
dosis altas del virus mostraron una rm del orden de 0.05 (Figura 1.14), lo que representa
una reduccion del 50% respecto a la rm cuando no hubo presencia del virus. Desde la
perspectiva poblacional, el uso de estas concentraciones podria solucionar un problema
de plagas sin tener como fin la erradicacion momentanea o permanente de la plaga. Sin
embargo, concentraciones bajas de VG013 pueden tener un efecto mas grande sobre la
viabilidad del GCT en cultivos de tomate que concentraciones altas, a pesar de que las
altas causen una mortalidad significativamente mas alta. Si un insumo tiene la capacidad
de causar una mortalidad cercana al 100% de la poblacion blanco, el impacto a corto plazo
sera significativo. Sin embargo, a mediano y largo plazo, la inmigracion y los sobrevivientes
con frecuencia conservan la capacidad de repaoblar los cultivos, haciendo necesarias
nuevas y mas frecuentes aplicaciones de insumos. Los resultados de este estudio
presentan la posibilidad de que la aplicacion de entomopatdégenos en cultivos sirva para
reducir las poblaciones a mediano y largo plazo, ya que tales aplicaciones pueden reducir
de manera significativa el potencial de crecimiento de las poblaciones plaga. La gran
ventaja de los entomopatégenos sobre los insumos quimicos como método de control es
gue los primeros cuentan con la adaptacién innata de transmitirse a nuevos individuos de
la plaga. Por ejemplo, si la aplicacion de dosis bajas de VG013 tiene la capacidad de causar
una epidemia entre los individuos de una poblacion del GCT, se podria reducir su
capacidad de crecimiento a niveles similares a los logrados por dosis altas, y promover la
transmisién del entomopatdgenos entre individuos sobrevivientes y entre aquellos que
provienen de otros cultivos. Las infecciones subletales (encubiertas) de baculovirus han
sido descritas previamente para otros sistemas, en los que se ha evidenciado que pueden
transmitirse de madres a hijos y que pueden volverse letales bajo determinadas
condiciones (Williams et al., 2017). Para el caso del PhopGV aislamiento VG013 en
poblaciones del GCT, los resultados que se presentan en este capitulo representan el

primer acercamiento al uso de infecciones no letales para el manejo del CGT.

A pesar de los efectos de las infecciones subletales de VG013 sobre la fecundidad y la
capacidad de crecimiento de las poblaciones del GCT, de los 53 individuos que murieron

por senescencia y que fueron examinados con gPCR para la presencia de virus, solo a 1
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del tratamiento 1 (3.2 x 10 Cl/ml) se le detect6 persistencia del virus. Probablemente la
muestra de adultos no haya sido suficiente para detectar el porcentaje de individuos que
conserva la infeccién una vez alcanzan el estado de pupa. También puede que todos los
efectos reportados en este estudio se deban al gasto de energia y recursos en el que los
individuos sobrevivientes tuvieron que incurrir para eliminar al patégeno. Sin embargo, en
el experimento de persistencia, en el que se examinaron adultos provenientes de larvas
infectadas recién emergidos, se confirmd la presencia del virus en un porcentaje

considerable de individuos.

Esta aparente contradiccion puede deberse a las defensas que presenta el insecto a la
infeccion. Los insectos no poseen una respuesta inmune adquirida, tal como sucede en los
vertebrados (Strand y Pech, 1995; Kane y Golovikina, 2010). Sin embargo, otros autores
afirman que en la parte no celular de la hemolinfa (plasma) se pueden desarrollar factores
de inmunidad natural. Esos factores pueden ser comparables con los anticuerpos,
inmunoglobulinas y antigenos, de los vertebrados (Tanada y Kaya 1993). Las
hemaglutininas conocidas como lectinas se presentan en lepidopteros, y su funcion es
facilitar los procesos de fagocitosis. Sin embargo, en su funcién inmunolégica pueden
actuar por tres caminos: (1) como una membrana receptora, (2) como factores opsonicos
humorales, (3) actuando independientemente de los hemdcitos y aglutinando las bacterias
invasoras (Renwrantz, 1983, 1986; Lacke, 1981 en Tanada y Kaya 1993). Si la infeccion
supera los mecanismos de resistencia innata, se ponen en marcha otros sistemas
especificos de resistencia inmunitarias adquiridas en el adulto, que posee un componente
celular y otro humoral. Esto generaria que la concentracion de particulas virales en el
interior de los adultos disminuya con el tiempo, al punto que, al alcanzar su muerte natural,
la concentracion viral ya no es detectable. Esto, sumado a que el virus no se puede replicar

en tejido de individuos adultos (Haase et al., 2015).
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2.Capitulo 2

Mecanismos de transmisidon de Baculovirus

en individuos de Tuta absoluta.
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2.1 Resumen

Los patdgenos enfrentan numerosos retos para persistir en hospederos con una densidad
poblacional baja o impredecible. Estas estrategias incluyen a la transmision horizontal, a
través de estructuras que les permiten persistir en el ambiente, y a la transmision vertical
mediante infecciones encubiertas de adultos a su descendencia. En este capitulo, se
examinaron los mecanismos de transmision tanto horizontal como vertical de granulovirus
en poblaciones del gusano cogollero del tomate (GCT) Tuta absoluta. EI GCT es una de
las plagas mas importantes del cultivo de tomate en todo el continente. A pesar de los
estudios enfocados en producir bioinsecticidas a base de granulovirus, poco se ha hecho
en entender y demostrar la manera en que estos se transmiten en poblaciones naturales.
Se evidencid la transmision vertical del granulovirus PhopGV en individuos del GCT
sometidos en su estado larval y que las heces no son un mecanismo de transmision de
cuerpos de inclusion virales. Este estudio provee el primer reporte de transmisién vertical
de granulovirus en individuos del GCT, ademas de un primer acercamiento a los
mecanismos de transmisién horizontal que pueden tener implicaciones muy importantes

para el disefio de programas de manejo.

Palabras clave: Persistencia, GV, transmision vertical, transmision horizontal.

2.2 Introduccidn

Un factor importante que contribuye en el éxito de los baculovirus como agentes de control
de plagas, es su habilidad para persistir en el ambiente. Gran parte de esa persistencia se
logra por la proteccion de los viriones mediante la formacion de cuerpos de inclusion (Cl),
gue son matrices proteicas que confieren proteccion contra las condiciones ambientales

cuando estos se encuentran por fuera del insecto hospedero (Goémez Valderrama et al.,
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2018). Sin embargo, hay evidencia de que los baculovirus pueden persistir dentro de la
poblacion de insectos hospederos de forma oculta o latente (Hughes et al., 1997;
Longworth y Cunningham 1968; Burand et al., 2002; Wiliams et al., 2017).

Las poblaciones de baculovirus pueden adoptar dos caminos de transmision para infectar
insectos susceptibles. La transmision horizontal ocurre cuando una larva sana consume
una cantidad suficiente de Cl provenientes de un cadaver infectado. Muchos baculovirus
codifican proteinas que degradan el integumento de las larvas permitiendo la liberacién de
los Cl del cadaver (Blissard y Rohrmann 1990). Este mecanismo de transmision es el mas
estudiado y mejor entendido (Virto et al., 2013). Ademas, se ha documentado en un
considerable nimero de especies de lepidopteros (Del Rincon-Castro et al., 1997; Cory y
Myers, 2003; Asser-Kaiser et al., 2007; Moscardi y Sosa Gomez, 2007; Cabodevilla et al.,
2011; Cory et al., 2015). Por otro lado, poco se conoce sobre la transmision vertical de
baculovirus de padres infectados a su progenie, sin embargo, este tipo de transmision se
ha propuesto como una estrategia de supervivencia cuando la densidad de hospederos es
baja y las oportunidades de transmitirse horizontalmente son escasas (Cory et al., 2003).
Solo las infecciones persistentes sub-letales son capaces de transmitirse verticalmente
mientras que las letales lo hacen de manera horizontal (Williams et al., 2017; Burden et al.,
2002). Las infecciones persistentes y su transmisién vertical se han reportado en varias
especies de lepiddpteros colectados en campo y en laboratorio (Kukan B 1999; Fuxa et al.,
2002; Murillo et al., 2011; Vilaplana et al., 2010).

El granulovirus de Phthorimaea opercullela (PhopGV) es un prometedor agente de control
para el GCT, Tuta absoluta. Se ha identificado y caracterizado la actividad insecticida del
aislamiento VG013, dando excelentes resultados en laboratorio (Gémez Valderrama et al.,
2018). Sin embargo, poco se sabe acerca de sus mecanismos de transmisién entre
individuos. A diferencia de muchos otros baculovirus, PhopGV no posee lo genes auxiliares
v-chiA y v-cath que codifican proteinas encargadas de romper el integumento de la larva 'y
facilitar la dispersién de CI (Mahy y Van 2010; D°'Amico et al., 2013). Esto indica que
PhopGV puede tener otro tipo de mecanismos de transmision y persistencia en

poblaciones hospederas. El presente capitulo tiene por objeto evaluar diferentes
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estrategias de transmision del aislamiento VG013 entre individuos de una poblacién del
GCT. Mediante gPCR se determiné si adultos con infecciones persistentes, le pueden
transmitir el granulovirus a su progenie (transmision vertical) y si excreciones como heces
de larvas infectadas con el granulovirus, dispersan y transmiten horizontalmente de

aislamiento viral.

2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Transmision horizontal del virus por heces de larvas
infectadas

Se determiné si las heces de las larvas infectadas con el granulovirus VG013 son un
mecanismo de transmision horizontal del granulovirus. El experimento se realizdé en un
cuarto de laboratorio con temperatura 25 + 2 °C y humedad relativa 60 £ 5%. Se aplicé una
concentracion de 1,6 x 10* Cl/ml del aislamiento VG013 en foliolos de plantas de tomate
con un nebulizador (Gémez Valderrama et al., 2018; Carrera et al., 2008). Se definieron 2
tratamientos, el primero con los foliolos inoculados con el virus y el otro de hojas libres de
virus. Cada tratamiento tuvo 4 réplicas y cada réplica consisti6 en 30 larvas
individualizadas en copas de 3 x 3 cm en las que se introdujo un foliolo de tomate. Luego
de 5 dias, tiempo necesario para que las larvas adquirieran el granulovirus, todas las larvas
fueron trasladadas a nuevas copas con foliolos libres de virus y se registro diariamente la
mortalidad y desarrollo. Cada 2 dias se colectaron las heces de cada una de las larvas y
se conservaron a -20°C. Cada larva que presentara sintomas de infeccién y muriera,
inmediatamente era conservada a -20°C. Los individuos que sobrevivieron la infeccion del

virus, fueron colectados y conservados a -20°C, en prepupa.

Deteccion de virus

Se seleccionaron al azar 42 muestras de cada tratamiento, las cuales estaban divididas
asi: 1) 11 larvas que murieron antes de pupar, 2) 11 individuos que superaron el estado
larval y lograron llegar a prepupa, 3) 10 muestras de heces de larvas que murieron en este
estado y 4) 10 muestras de individuos que superaron el estado larval. Se llevaron a cabo

pruebas de gPCR para determinar la presencia de baculovirus. Usando pistilos plasticos y
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tubos eppendorf de 1.5 ml, cada muestra fue macerada en 100 ul de agua ultrapura.
Posteriormente, cada muestra se centrifugé a 3.500 rpm por 5 min para separar el tejido
grueso del insecto. Se recuperd el sobrenadante y se someti® a un proceso de
denaturalizacion a 95°C por 5 min en bafo serolégico para romper los enlaces de
hidrégeno de los nucleétidos. La reaccién de PCR se realizé a un volumen final de 25
utilizando: 1) 12.5 yl de GoTaq gPCR Master Mix (Promega ®), 2) 6.5 pl de una sonda
especifica para el gen que codifica para granulina, 3) 1 pl de agua ultrapura, y 4) 5 pl de la
suspension diluida en 1: 10 del sobrenadante obtenido de los individuos macerados. Cada
reaccion se monto tres veces y se utilizé la curva patrén desarrollada previamente, la cual
se disefié con 6 concentraciones de ADN plasmidico con un inserto del gen que codifica

para granulina.

2.3.2 Transmision vertical del virus

Para determinar si hay transmision vertical del aislamiento VG013 en el GCT, se tomaron
al azar 10 larvas de cada tratamiento (tratamientos 1, 2, 3 y 4) de la segunda generacion
del ensayo de tabla de vida del Capitulo 1. Posteriormente se llevé a cabo una prueba de
gPCR para detectar el aislamiento VG013 en las larvas recolectadas. El procedimiento de
deteccion fue similar al que se describe para las muestra de transmision horizontal con

heces, pero en este caso se analizaron las muestras individuales de larvas.

2.4 Resultados

2.4.1 Transmision horizontal del virus por heces de larvas
infectadas

Los andlisis por qPCR del tratamiento con el indéculo de 1,6 x 10* CI/ml de VG013

evidenciaron que al 100% de las muestras de larvas que murieron antes de superar este

estado, se les detect6 el virus. Por otra parte, a la mitad de los individuos seleccionados

gue superaron la infeccién viral y pasaron el estado larval, se les detectd presencia viral.

A ninguna muestra del tratamiento con indéculo viral se le detecto presencia viral.
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Ninguna de las gPCR mostrd presencia viral para las muestras de heces de ningun
individuo independiente de si habia sido expuesto a foliolos con virus o0 no. Con el fin de
determinar si las heces, al contener gran cantidad de material vegetal o por algun otro
motivo desconocido, podian inhibir la deteccion viral por gPCR, se tomé una parte de las
heces ya seleccionadas, se maceraron en 50 ul del stock de virus y se les hizo la gPCR
normalmente. Al 100% de estas muestras de heces se les detecto el virus, lo que confirma
gue las heces no inhiben la deteccién viral por g°PCR y que las heces no son un mecanismo

de transmision horizontal o dispersion del aislamiento VG013 en larvas del GCT.

2.4.2 Transmision vertical

Se evidencié transmision vertical del aislamiento VG013 en el GCT. De los 40 individuos
de la segunda generacion seleccionados del bioensayo del Capitulo 1, Unicamente a 5
muestras se les detect6 el virus. De estas 5 muestras 2 pertenecian al tratamiento 1 (3.2 x
102 Cl/ml), 2 mas al tratamiento 2 (1.6 x 10* CI/ml) y 1 del tratamiento 3 (4 x 10° CI/ml).

2.5 Discusion

El desarrollo de herramientas moleculares altamente sensibles ha permitido entender
mejor el papel que tienen las estrategias de transmision de virus en las dinamicas insecto-
patégeno (Vilaplana et al., 2010; Virto et al., 2013). En este estudio, gracias a esas
herramientas, se evidencié que las heces no son un mecanismo de dispersion del
aislamiento VG013 de PhopGV en larvas del GCT. Lo cual fue un resultado inesperado ya
gue es en las células del intestino medio por donde ingresan los CI y ocurre la infeccién
primaria (Williams et al., 2017). Adicionalmente, PhopGV no posee lo genes auxiliares v-
chiA y v-cath que codifican proteinas encargadas de romper y licuar el integumento de la
larva muerta (Valicente et al., 2008; Mahy y Van 2010; D" Amico et al., 2013), lo que sugiere
que el virus debe poseer otros métodos de transmisién horizontal. La razén por la que
PhopGV no posee el gen v-chiA puede deberse a su origen filogenético. Hawtin et al (1995)
investigaron el origen de este gen en el nucleopoliedrovirus de Autographa californica y

reportaron que pertenece a un linaje bacteriano. Los baculovirus que no presentan v-chiA,
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tampoco tienen v-cath (Slack J., 2013). Sin embargo, este tipo de granulovirus han
adoptado otras estrategias para poder transmitirse. El oscurecimiento o melanizacion de
los tejidos después de la muerte del insecto ha demostrado ser una proteccion contra los
rayos UV (Shapiro 1984), que depende de factores abiéticos como las lluvias, el viento y
la radiacion para salir del cadaver (Dougherty 1995; Shapiro y Robertson 1990; D'Amico y
Elkinton 1995). Otros mecanismos como los constantes vomitos inducidos como
mecanismo de defensa por la infeccion de virus (Haas-Stapleton et al.,, 2005), el
exoesqueleto desechado por las larvas al cambiar de instar y demas secreciones, pueden

ser potenciales mecanismos de dispersién que deberan ser estudiados.

Desde una perspectiva del control de plagas agricolas, que no se rompa el integumento
del individuo puede ser una ventaja. Esta condicion es muy eficiente a la hora de establecer
un sistema de produccién a gran escala de baculovirus ya que las larvas deben ser
congeladas antes de colectar el virus (Valicente et al., 2008). Baculovirus que rompan el
integumento implican mayor trabajo en laboratorio, incrementando el precio del

biopesticida (Valicente et al., 2008).

Recientemente, Larem et al., (2019) demostraron la infeccién persistente del PhopGV en
larvas de P. opercullela naturales y su impacto en la dinamica poblacional ya que pueden
suprimir o permitir la co-infeccién con otros aislamientos virales de la misma especie. En
este estudio al 13% de los individuos de segunda generacion seleccionados, se les
detectaron infecciones encubiertas. Pese a que es solo una pequefia parte de la poblacion
sometida a la infeccién del baculovirus, es el primer reporte de transmision vertical de -
PhopGV en el GCT. Los individuos a los que se les detecto el virus son descendencia de
adultos provenientes de los tratamientos con menor concentracion viral. Esto cobra sentido
ya que la transmision vertical es una estrategia de largo plazo para la persistencia en las
poblaciones hospederas (Burden et al., 2003) y esta relacionada con una baja virulencia
(Williams et al., 2017). La persistencia de virus entre generaciones del hospedero son una
parte crucial y poco explorada de las dinamicas de la infeccion viral (Beukema 1992; Kukan
1999). Por esto, incrementar el conocimiento en los factores que afectan los mecanismos

de transmision horizontal y vertical del sistema VG013-GCT, contribuird al desarrollo de
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estrategias 6ptimas y sostenibles de insecticidas basados en virus. Estudios adicionales
sobre la relacion del de los adultos con la transmision vertical, la edad de infeccion de las
larvas y los mecanismos que regulan la letalidad de las infecciones proveeran informaciéon

atil para reducir la frecuencia en la que se aplican los biopesticidas en los cultivos.
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3.Capitulo 3

Efecto de la densidad poblacional de Tuta
absoluta en l|la activacion de Baculovirus

encubiertos.



70 Infecciones de baculovirus en poblaciones del gusano cogollero del tomate,
Tuta absoluta: Mecanismos de transmision y efecto sobre poblaciones
hospederas

3.1 Resumen

Las infecciones persistentes de baculovirus en lepidopteros son algo comuin en
poblaciones naturales. Generalmente después del aumento en la poblacion de insectos,
se presenta un dramatico descenso debido a varios factores limitantes que influyen en las
dindmicas poblacionales. Varios estudios han demostrado el aumento de mortalidad de
insectos con infecciones encubiertas dependiendo de su densidad, sin embargo, la forma
exacta de esta relacion es demasiado variable entre especies. Se ha postulado la hipotesis
de que los insectos que normalmente experimentan densidades poblacionales altas,
utilizan mayor energia en superar la infeccion que a bajas densidades debido a que es
mas probable para ellos enfrentarse a patégenos denso-dependientes. Por otro lado, el
estrés de las condiciones de alta densidad poblacional, deberia dejar a los insectos mas
vulnerables a la infeccion. Ambos caminos han sido reportados en varias especies de
Lepidoptera. En este estudio se evalu6 la relacion entre la densidad larval y la activacion
de infecciones encubiertas del granulovirus PhopGV en Tuta absoluta. Las larvas fueron
alimentadas con el virus, se seleccionaron aquellas que presentaban infecciones
encubiertas y se criaron a diferentes densidades. En este sistema, se presentd una

mortalidad adicional a medida que la densidad larval aumentaba.

Palabras clave: Infecciones encubiertas, Patdogenos denso-dependientes,

Activacion.

3.2 Introduccidn

En los insectos es comun que haya poblaciones que fluctien de manera drastica por
diversas razones (Schowalter 2006; Burden 2002). Factores como la depredacion o el
parasitismo, tienen un papel protagonico en la dinamica poblacional de los insectos y
varian a diferentes densidades poblacionales (Myers 1998). Las epizootias naturales de
baculovirus en insectos han sido documentadas cuando la densidad poblacion es lo
suficientemente alta para que la transmision horizontal se dé con mayor frecuencia (Myers

1998; McCallum et al., 2001). Por ejemplo, en los afios 1964 y 1995 se reportaron
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epizootias de granulovirus que redujeron drasticamente la poblacion de la polilla del Larice
Zeiraphera diniana (Baltensweiler y Fischlin 1988). En los afios 2003-2004 y 2012 se
reportaron varios brotes de infecciones de nucleopoliedrovirus en larvas de la polilla otofial
Epirritia autumnata (Myers y Cory 2013). Otros estudios han demostrado que larvas criadas
en grupos presentan una mayor susceptibilidad a la infeccion de baculovirus. La eficiencia
de transmision de nucleopoliedrovirus aumenté con el incremento de la densidad de larvas
de M. brassicae (Vasconcelos 1996), Lymantria dispar (Reilly y Hajek 2008) y de
granulovirus en P. interpunctella (Knell et al., 1998). No obstante, la mayoria de estudios
se han centrado en la relacién que tienen la resistencia y susceptibilidad con la densidad
poblacional. Dejando de lado las infecciones encubiertas asintomaticas las cuales han sido
pobremente estudiadas (Williams et al., 2017; Cory 2015). A pesar de que no esta del todo
claro que las infecciones encubiertas tengan un efecto a nivel poblacional, muchos
estudios recientes indican que el papel de las infecciones encubiertas de baculovirus y su
activacion en los hospederos, es clave en la regulacion de las poblaciones de insectos
(Burden et al., 2003; Vilaplana et al., 2010; Myers y Cory 2015; Williams et al 2017). Las
infecciones encubiertas de baculovirus son capaces de mantener una virulencia con bajos
niveles de replicacion, pueden ser activadas por factores de estrés como temperatura,
humedad, nutricién, infeccion secundaria por otro virus o sobrepoblacion (Burden et al.,
2003; Fuxa et al., 1999; Hughes et al., 1993). El objetivo de este trabajo es determinar el
papel que tiene la densidad poblacional del hospedero en la transicion de una infeccién

asintomatica en una infeccion letal.

3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Efecto de la densidad de larvas por unidad de area sobre la
letalidad del virus

Aproximadamente 2000 larvas recién eclosionadas del GCT fueron alimentadas con
foliolos de tomate inoculados con VG013 (1,6 x 10* Cl/ml) (Gémez Valderrama et al., 2017,
Carrera et al., 2008) mediante un nebulizador. Luego de 8 dias (tiempo medio de muerte
del virus) (Gémez Valderrama et al., 2017) se colectaron los individuos que sobrevivieron

a la infeccién y que no presentaban sintomas virales. Para determinar si la densidad de
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larvas por unidad de area influye en la letalidad del VG013, se establecié un experimento
en invernadero a 27 + 2 °C. Se definieron 4 tratamientos con 6 réplicas que incluyeron un
numero diferente de larvas por foliolo de tomate, mas un control que consistio en 1 larva
por foliolo. EI nimero de larvas para este experimento fueron: 2 larvas por foliolo
(tratamiento 1), 4 larvas por foliolo (tratamiento 2) y 8 larvas por foliolo (tratamiento 3). Para
cada tratamiento se seleccionaron plantas de la misma edad, altura y tamafio de hojas.
Las plantas se podaron para que todas tuvieran exactamente 10 foliolos en los cuales se
ubicaron las larvas (Figura 3.1). Cada planta se ubicé en una jaula de malla diferente, se

registro la mortalidad, longevidad y se colectaron tanto larvas muertas como adultos.

Figura 3.1 Montaje larvas GCT en foliolos de tomate

Deteccién de virus

A medida que iban emergiendo los adultos, se tomaron 10 individuos de cada tratamiento
y se llevaron a cabo gPCR para determinar si tenian el baculovirus. Usando pistilos
plasticos y tubos eppendorf de 1.5 ml, cada adulto fue macerado en 100 pl de agua
ultrapura. Posteriormente, cada muestra se centrifugé a 3.500 rpm por 5 min para separar

el tejido grueso del insecto. Se recuperé el sobrenadante y se sometid a un proceso de
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desnaturalizacién a 95°C por 5 min en bafo serolégico para romper los enlaces de
hidrogeno de los nucleétidos. La reaccion de PCR se realizé a un volumen final de 25 ul
utilizando: 1) 12.5 yl de GoTaqg qPCR Master Mix (Promega ®), 2) 6.5 pl de una sonda
especifica para el gen que codifica para granulina, 3) 1 yl de agua ultrapura, y 4) 5 pl de la
suspension diluida en 1: 10 del sobrenadante obtenido de los individuos macerados. Cada
reaccion se monto tres veces y se utilizo la curva patréon desarrollada previamente, la cual
se disefid con 6 concentraciones de ADN plasmidico con un inserto del gen que codifica

para granulina.

3.3.2 Andlisis estadistico

Se us6 un modelo logistico y una distribucion binomial para describir la supervivencia de
larvas infectadas en funcién de la densidad de larvas por foliolo. La estimacién de los
pardmetros se hizo por estimacion por maxima verosimilitud (ver ecuacion 3.1). Donde a'y

b son parametros y x es la densidad de larvas por foliolo.

S = - 3.1
"~ 1+exp(-bx—a) (3.1)

3.4 Resultados

La mortalidad de individuos del GCT infectados con VG013 se ve afectada por la cantidad
de individuos por unidad de area (tabla 3.1). En general se observa una disminucion de la
supervivencia a medida que la densidad poblacional es mayor (Figura 3.2). La tendencia
es menos evidente a densidades muy bajas, pero mas acentuada a medida que la
densidad aumenta. Las gPCR evidenciaron que mas del 50% de los adultos que

sobrevivieron a los factores de estrés, mantuvieron la infeccién de manera encubierta.
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Tabla 3.1 Supervivencia de individuos de T. absoluta infectados subletalmente con
VGO013. R: réplica, L/P: larvas por planta, Adultos: individuos que alcanzaron el estado
adulto por planta

C (1 larva/foliolo)

T1 (2 larvas/foliolo)

L/P Adultos L/P Adultos
R1 10 8 20 15
R2 10 10 20 18
R3 10 8 20 17
R4 10 6 20 11
R5 10 7 20 16
R6 10 6 20 15
T2 (4 larvas/foliolo) T3 (8 larvas/foliolo)
L/P Adultos L/P Adultos
R1 40 23 80 31
R2 40 23 80 35
R3 40 24 80 29
R4 40 17 80 37
R5 40 19 80 34
R6 40 21 80 34
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Figura 3.2 Relacion entre larvas con infecciones encubiertas de VG013 y la densidad
poblacional.

Tabla 3.2 Estimacion parametros modelo logistico y distribucién binomial que describe la
supervivencia de larvas infectadas en funcion de la densidad de larvas por foliolo

Estimado Error stnd Valor z Pr(z)
a 1.180580 0.169484 6.9657 3.267e-12 ***
b -0.195798 0.026798 -7.3063 2.745e-13 ***

Signif. cod: 0 *** 0.001 ** 0.01 *" 0.05°"0.1 “" 1
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3.5 Discusiodn

Los procesos de infeccion de baculovirus pueden influenciar las dinAmicas poblacionales
de reduccion de las poblaciones de insectos (Reilly y Hajek 2008). Existen una gran
cantidad de estudios que demuestran que la resistencia y susceptibilidad a baculovirus es
denso-dependiente, sin embargo, esta dependencia varia de especie a especie. Los
resultados de este estudio mostraron una relacién entre la mortalidad y la densidad de
larvas del GCT infectadas con el aislamiento VG013 de PhopGV. Sin embargo, no se
puede concluir que esta relaciéon es por causa de la infeccién viral ya que no se hicieron
los ensayos sin la presencia del virus. La supervivencia estimada cuando hay 1 larva por
foliolo (0.7280559) es un poco mas alta de lo que se esperaria. Cuando la densidad es de
8 larvas por foliolo, la supervivencia es de solo 40%, lo que quiere decir que la mortalidad
promedio es de 60%. No obstante, los individuos utilizados en este bioensayo fueron los
sobrevivientes a una infeccion viral previa, esto es, los individuos con sintomas de infeccién
y que murieron fueron descartados. Por este motivo, es probable que la densidad del GCT
genere una mortalidad adicional mas que una activacion de la letalidad efecto de la
infeccion de VG013.

La relacion entre la densidad de larvas y el tiempo de muerte fue negativa; las larvas que
murieron por la infeccion, lo hicieron mas rapido a densidades altas. Estos resultados
coinciden con los encontrados en el Capitulo 1. En términos numéricos, las larvas de altas
densidades fueron sometidas a mas concentracion de virus que las larvas solitarias
(Vilaplana et al., 2006).

Como se menciond anteriormente, los resultados de este tipo de estudios varian mucho
entre especies de insectos. Por ejemplo, Kunimi y Yamada (1990) demostraron que
cuando se crian en grupos, Mythimma separata es mucho mas resistente a la infeccion de
baculovirus que insectos criados de manera solitaria (profilaxis denso-dependiente). Reilly
y Hajek (2008) demostraron que la susceptibilidad de L. dispar a los baculovirus aumenta
cuando hay densidades altas del lepidéptero. Goulson y Cory (1995) muestran que los
individuos de Mamestra brassicae que han crecido en condiciones solitarias son poco

resistentes a las infecciones de baculovirus. La gran mayoria de estudios de este tipo,
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incluyendo este, han considerado solo la infeccién viral administrada via oral. Son
necesarios estudios que evallen la densidad de la plaga y su interaccién con infecciones
encubiertas provenientes de transmisiones verticales de padres a descendencia
(Pavlushin et al., 2019).

Los resultados de este estudio indican que el incremento en la densidad poblacional del
GCT, no puede ser considerado un factor, por si mismo, detonante de epizootias del
aislamiento VG013. Al parecer, la activacién de infecciones encubiertas no se relaciona
solo con la densidad de la plaga sino con factores adicionales que son denso-dependientes
(inanicion, profilaxis) (Wilson y Cotter 2008; Pavlushin et al., 2019). El rol de este tipo de

factores debe ser evaluado en estudios posteriores.

Las gPCR mostraron que las larvas que murieron luego de someterlas a diferentes
densidades murieron a causa de la infeccién viral. En todos los tratamientos, el 90% de las
larvas que murieron, presentaron los sintomas visibles de infeccion y se les detectd el virus.
En cuanto a los individuos que llegaron a estado adulto, se confirmé que presentaron el
virus, pero evidentemente no fue letal. En todos los tratamientos mas del 50% de adultos
se les detecto el virus. Los adultos seleccionados para qPCR fueron recolectados apenas
emergieron, lo que confirma una de las conclusiones del Capitulo 1: Probablemente las
particulas virales de los adultos disminuyen con el tiempo al punto que, después de su
muerte natural, la concentracion viral no es detectable. El hecho de que una porcion de
individuos que sobrevive al desafio que presenta la infeccion y se le adicione un factor de
estrés como lo es el aumento de poblacion, abre el espectro para futuras investigaciones
de este tipo. Por ejemplo, 1. Evaluar si estos adultos tienen mayor o menor capacidad de
transmitir el virus verticalmente que adultos que no sufrieron factores de estrés como la
alta densidad poblacional y 2. Evaluar la activacion de infecciones no letales de infecciones

transmitidas verticalmente.
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4.Conclusiones y recomendaciones
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4.1 Conclusiones

El aislamiento VG013 demostré un gran potencial para ser usado como ingrediente activo
en un biopesticida novedoso para el control del GCT. Este aislamiento presenta una gran
ventaja sobre los insumos quimicos ya que estos Ultimos no cuentan con la adaptacion

innata de transmitirse a nuevos individuos de la plaga.

La aplicacion de dosis bajas del aislamiento VG013 causan un aumento en la tasa de
desarrollo de los insectos; sin embargo, pueden reducir a mediano y largo plazo las
poblaciones del GCT en cultivos agricolas. Dicha aplicacion disminuye de manera
significativa el potencial de crecimiento de las poblaciones plaga. Este trabajo constituye

el primer acercamiento al uso de infecciones no letales para el manejo del CGT.

El estudio de los mecanismos de transmision y los efectos subletales del granulovirus
VG013, son una parte fundamental en la obtencién de una estrategia sostenible para
mantener las poblaciones del GCT por debajo de los niveles econémicos. El granulovirus
VG013 sigue un modelo mixto de transmision en poblaciones del GCT. Este trabajo
presenta la primera evidencia de transmision vertical de baculovirus en T. absoluta.
Respecto a los mecanismos de transmision horizontal, se determiné que las heces de

larvas no son un medio de dispersion del granulovirus.

Los resultados de este estudio indican que el incremento en la densidad poblacional del
GCT, no puede ser considerado un factor, por si mismo, detonante de infecciones letales
del aislamiento VG013. Al parecer, la activacion de infecciones encubiertas no se relaciona
solo con la densidad de la plaga sino con factores adicionales que son denso-dependientes

(inanicién, profilaxis).

Las pruebas de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real lograron detectar las

concentraciones de virus encubiertas en los individuos.
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4.2 Recomendaciones

Es importante continuar con estudios que involucren las infecciones encubiertas ya que
brindan informacion valiosa para entender la complejidad de los sistemas insecto-virus,
aspectos sobre su evolucion, biologia y determinan la importancia ecolégica de estos

patdgenos en los cultivos mas importantes.

Se sugiere complementar los estudios de efectos sub-letales de patdgenos con muestreos
continuos en los cultivos, con secuenciacion genética de baculovirus. Esto puede brindar
informacién valiosa sobre la historia de vida de estos patdgenos a la que no se puede llegar

con ensayos convencionales.

Se recomienda llevar a cabo estudios que evallen el efecto que tienen factores abiéticos
(lluvias, viento radiacién) en la transmisién de granulovirus en sistemas donde el patdgeno

no puede romper el integumento del insecto por si mismo.

La transmision vertical de granulovirus en el GCT abre la puerta para mas investigacion.
Se recomienda llevar a cabo estudios que evallen si la transmision vertical esta mediada
por el sexo de los adultos, hasta cuantas generaciones es posible transmitir el virus.
También se sugieren estudios que evallen las partes del cuerpo del adulto donde se
presenta mayor cantidad de virus y si estos pueden adquirir de algiin modo la infeccién en

su etapa reproductiva.

Estudios sobre la dinamica de dispersion viral por parte de los adultos se hacen necesarios

para comprender la estrecha relacion de esta granulovirus con el GCT.

Se sugiere continuar con la metodologia de deteccién de infecciones encubiertas con
gPCR debido a que es una técnica muy sensible, genera resultados rapidamente y es

reproducible.
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