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ARTICULO DE INVESTIGACION

PCR en tiempo real: una metodologia util
para la deteccion y cuantificacion de granulovirus

Real Time PCR: a useful methodology for detection
and quantitation of granulovirus

. * % , .« * L, * * %
Gloria Barrera > Jazmin Murcia’, Jorge Cerén , Paola Cuartas” ",

. e , * . . *%
Cristian Guzmdn’, Laura Villamizar

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v18n2.61514

Resumen

El uso de baculovirus como agentes de control bioldgico de insectos plaga, se ha convertido en una estrategia efectiva
que se ha implementado gradualmente en diferentes sistemas productivos a nivel mundial. Para el desarrollo de un bio-
plaguicida a base de baculovirus, es necesario contar con una metodologia para determinar el titulo viral en el producto
en proceso y terminado. Para tal fin, en este trabajo se disend y optimizé una técnica de cuantificacién viral (Betabacu-
lovirus) mediante PCR cuantitativo (g-PCR). Se utiliz6 una sonda TagMan disenada sobre el gen de granulina, altamente
conservado. Para la técnica de g-PCR se determiné la especificidad, sensibilidad y reproducibilidad, encontrando que
puede detectar y cuantificar aislamientos del género Betabaculovirus provenientes de cinco especies diferentes de in-
sectos (granulovirus de Tecia solanivora, Phthorimaea operculella, Erinnyis ello, Tuta absoluta y Spodoptera frugiperda)
incluso de diferente origen geogréfico, pero no detecta aislamientos del género Alphabaculovirus (nucleopoliedrovirus
de Spodoptera ornithogalli, Diatraea saccharalis o S. frugiperda). El limite minimo de deteccién de la técnica fue de 6,4 x
10* ng de ADN, lo que equivale a 1,25 x 10° copias del gen. Asi mismo, la variacién intra e inter ensayos fue minima, de-
mostrando la reproducibilidad de la misma. La aplicabilidad de la técnica fue evaluada para la deteccion de granulovirus
en muestras de larva, suelo, y para determinar la concentracion viral en un bioplaguicida formulado como concentrado
emulsionable. En conclusién, la técnica de g-PCR desarrollada fue reproducible, sensible y especifica, con aplicabilidad
en estudios de persistencia viral en campo, control de infecciones en crias de insectos y control de calidad de biopla-
guicidas a base de betabaculovirus.

Palabras clave: granulovirus, PCR cuantitativa, persistencia viral, control de calidad.

Abstract

The use of baculovirus as a biocontrol agent is an effective strategy, which has been gradually implemented in different
production systems worldwide. For the development of a biopesticide based on baculovirus, it is necessary to have a
methodology to determine the viral concentration in the process and in the finished product. In this study, a technique
for viral quantification by quantitative PCR (g-PCR) was designed and optimized; therefore we used a TagMan probe de-
signed on granulin gene which is highly conserved. The specificity, sensitivity and reproducibility of the technique were
determined. The g-PCR was able to detect and quantify isolates from the genus Betabaculovirus from five different insects
species (granulovirus from Tecia solanivora, Phthorimaea operculella, Erinnys ello, Tuta absoluta and Spodoptera frugiper-
da) even from different geographic origins, while other isolates of baculovirus as from the genus Alphabaculovirus (nu-
cleopolyhedrovirus from Spodoptera ornithogalli, Diatraea saccharallis or S. frugiperda) were not detected. The minimum
detection limit of the technique was 6.4 x 10-4 ng /ul of DNA, equivalent to 1.25 x 10° gene copies. Additionally, intra-
and inter-assays variation was minimal, demonstrating the reproducibility of technique. The applicability of the technique
was evaluated for detecting granulovirus from samples of larva and soil, and to determine the virus concentration in
the biopesticide formulated as emulsifiable concentrate. In conclusion, quantitative PCR was a technique reproducible,
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sensitive and specific to allow viral persistence studies in field, viral infection control in rearing and quality control of a

biopesticide based on betabaculovirus.

Key words: granulovirus, quantitative PCR, viral persistence, quality control.

Recibido: abril 5 de 2016

Introduccién

Dentro de los virus entomopatégenos, uno de los gru-
pos mas estudiados es la familia Baculoviridae, la cual
se encuentra dividida en cuatro géneros: Alphabacu-
lovirus donde se clasifican nucleopoliedrovirus (NPV),
Betabaculovirus donde se clasifican granulovirus (GV),
ambos patégenos de insectos del orden Lepidoptera,
Gammabaculovirus y Deltabaculovirus que agrupan GV
y NPV patégenos de insectos del orden Hymenoptera
y Diptera, respectivamente (ICTV, 2012). La mayoria de
baculovirus han sido aislados de insectos lepidopteros
y algunos pocos de dipteros e himendpteros (Martinez
etal, 2012), a pesar de que existen aproximadamente
7600 especies de hospederos descritas para estos vi-
rus (Martignoni & Iwai, 1981).

Dentro de la estructura de los GVs se encuentran los
cuerpos de inclusion (OBs del inglés Occlusion Bo-
dies) con forma de granulo, que contienen los viriones
(particulas infecciosas per os) dentro de una matriz de
proteina que los protege de factores medioambien-
tales deletéreos (Rorhman, 2010). La granulina es la
proteina mayoritaria en estos granulos y posee un
rango de tamafo entre 26.000 y 28.000 daltons. Esta
proteina es codificada por el gen gran (747 pb), alta-
mente conservado en los genomas de los GVs, por lo
que es ampliamente utilizado en estudios filogenéticos
(Rohrman, 1986; Zanotto et al., 1993; De Moraes &
Maruniak, 1997).

A nivel mundial, se ha demostrado ampliamente la
efectividad y el alto potencial de los GVs para el con-
trol biolégico de diversas plagas de insectos (Valicen-
te & Da Costa, 1995; Batista et al, 2001; Barreto et
al,, 2005; Villamizar et al., 2005). Estos virus a base de
GVs poseen un estrecho rango de hospederos, lo cual
representa una estrategia segura para la proteccion de
otros insectos no blanco y organismos benéficos. De
acuerdo con lo anterior, la Corporacion Colombiana
de Investigacion Agropecuaria-CORPOICA desarrollo
un bioplaguicida a base de un granulovirus de Tecia
solanivora, formulado como un concentrado emulsio-
nable (CE) para el control de la polilla guatemalteca de
la papa (Tecia solanivora, Povolny, 1973) en campo.
Este bioplaguicida demostré su potencial reduciendo
la poblacién de larvas en un 96% en experimentos
bajo condiciones controladas en casa malla 'y con una
eficacia del 83% en campo (Gémez et al., 2011).

Como parte del desarrollo de un bioplaguicida a base
de baculovirus, es necesario contar con metodologias
para la identificacion molecular y cuantificacion del
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microorganismo (ingrediente activo) en diferentes
puntos del proceso, metodologias que conforman
parte del control de calidad y que son requeridas
para adelantar también los estudios toxicolégicos de
las formulaciones indispensables para el proceso de
registro (Guillon, 2003). Estas metodologias también
son aplicables en estudios de bioprospeccion que in-
cluyan la buisqueda de nuevos aislamientos asi como
en estudios de persistencia del virus en ensayos de
campo.

Actualmente, para la determinacion y cuantificacion de
granulovirus se utilizan varias metodologias, entre ellas
algunas cualitativas como la microscopia 6ptica de cam-
po oscuro, pruebas de reproduccién de sintomas virales,
electroforesis en geles denaturantes de poliacrilamida y
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) (Parola et
al, 2003). Ademas, existen metodologias de caracter
cuantitativo como la espectrofotometria (Zeddam et al.,
2003) que es poco especifica y posee baja sensibilidad,
ademas de presentar limitaciones para cuantificar virus
en muestras complejas como formulaciones o muestras
de suelo (Graham et al., 2015).

Las metodologias basadas en determinacién de ADN
son especificas y sensibles, especialmente la técni-
ca de g-PCR. Algunos sistemas utilizan “agentes in-
tercaladores fluorescentes” de la doble cadena de
ADN, sin embargo, existe la posibilidad de producir
falsos positivos si aparecen productos de PCR ines-
pecificos o dimeros de cebadores (Costa, 2004). Los
sistemas que emplean diversos tipos de sondas fluo-
rescentes (Tagman®, «molecular beacons” y “scor-
pions”) poseen la ventaja de hibridar dnicamente
en la secuencia del ADN diana. Particularmente, la
sonda Tagman® es un oligonucleétido con fluoro-
cromos en los dos extremos que hibrida en regiones
internas y especificas de los productos de PCR (Di-
denko, 2001).

Teniendo en cuenta la importancia de una técnica
sensible y especifica para la deteccién y cuantifica-
cion de granulovirus, el objetivo del presente trabajo
fue disenar una metodologia basada en g-PCR para la
bidsqueda de cepas, seguimiento del virus en suelo y
manufactura de un bioplaguicida. Para demostrar tres
ejemplos de posibles aplicaciones de la técnica, se rea-
lizaron tres ensayos de deteccion, en larvas de la cria
T. solanivora, en el bioplaguicida formulado a base de
este virus y en muestras de suelo con aplicacion del
bioplaguicida.

Deteccidn y cuantificacién de betabaculovirus
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Materiales y métodos

Virus

Se emplearon suspensiones virales puras de los aisla-
mientos utilizados TesoGV (GV de Tecia solanivora),
PhopGV (GV de Phthorimaea. operculella), EeGV (GV
de Erinis ello), StGVBra (GV de Spodoptera frugiperda
de Brasil), StGVCol (GV de S. frugiperda de Colombia),
TuabGV (GV de Tuta absoluta), SONPV (NPV de Spodop-
tera ornithogalli), DsNPV (NPV de Diatraea saccharalis)
y SEIMNPV (NPV de S. frugiperda). La cuantificacion de
los cuerpos de inclusién por mL de los granulovirus
(Cl/mL) se realiz6 por espectrofotometria, empleando
una curva de calibracién previamente estandarizada
(Goémez et al., 2009) y la cuantificacion de Cl/ml de
los nucleopoliedrovirus se realizé mediante recuento
directo en camara de Neubauer en un microscopio
Optico (40 X) (Caballero et al., 2001).

Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN a partir de virus puro se utilizo
el protocolo descrito por Caballero et al. (2001), con al-
gunas modificaciones. Para tal fin, 100 pL de una suspen-
sién viral ajustada a 108 CI/mL se mezclé con 100 pL de
Na:COs (0,5 M) y 50 pL de SDS al 10%, a continuacién
se incub6 durante 10 min a 60°C. El sobrenadante que
contenia los viriones fue tratado con 50 pL de proteinasa
K (10 mg/mL) durante 30 min a 50°C. La extraccion de
ADN viral se realiz6 mediante dos pases con fenol satu-
rado y uno con cloroformo, utilizando centrifugaciones
intermedias a 3000 rpm; la precipitacion del ADN se rea-
liz6 con etanol y acetato de sodio 3 M.

Para la extraccion de ADN a partir de larvas infectadas,
previamente se realizé la purificacion viral mediante
maceracion y homogenizaciéon de larvas con SDS al
0,1% (p/v). A partir de esta suspension, se realizé la pu-
rificacion de los cuerpos de inclusion virales mediante
filtracion por muselina para retirar el tejido grueso del
insecto y centrifugaciones diferenciales utilizando un
gradiente discontinuo de sacarosa (Espinel-Correal et
al., 2010). El ADN se extrajo como se describi6 anterior-
mente. Para las muestras de suelo, la extraccion se reali-
z6 mediante el Kit comercial Power Soil de MOBIO (No.
catdlogo: 12888-50). Para esto, los viriones presentes
en la muestras fueron liberados de los Cl mediante la
adicion de Na>COs (0,5 M), después de la extraccion de
los acidos himicos con el Kit. La recuperaciéon de ADN
se realizé en membrana vy la elucién con Tris 10 mM.

Para la extraccion de ADN a partir del bioplaguicida
a base del granulovirus VG003 formulado como un
concentrado emulsionable (CE), primero se realizé la
eliminacion de los excipientes de formulacion median-
te la adicion de hexano y posteriormente se realizé
la extraccion de ADN con cloroformo y etanol como
se menciono anteriormente (Caballero et al., 2001). La
concentracion de ADN fue estimada mediante espec-

trofotometria en un equipo Nanodrop 1000 (Thermo
Fisher Scientific).

Cebadores y sonda

La sonda y los cebadores se disefaron basados en
la secuencia del gen de granulina de un aislamien-
to nativo, teniendo en cuenta su alineamiento con
secuencias consignadas en el GENBANK, mediante
la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) y seleccionando una regién completamente
homdloga entre las secuencias analizadas. Para el
disefo de los cebadores y la sonda Tagman en la re-
gion seleccionada, se utilizo la herramienta SciTools
Primer Quest de la empresa Integrated ADN Techno-
logies IDT. Se selecciond la opciéon con mejores ca-
racteristicas de temperatura de anillaje, estabilidad y
porcentaje de GC en los cebadores. La sonda (5’/ 56-
FAM /TCTCAAGAGTTTGGGTTCGGTGCT/ 3IABIk_FQ
/3’) se disend con el 6-carboxi fluoresceina en el ex-
tremo 5’, como fluoréforo reportero y un Quencher
lowa Black (disenado por IDT) en el extremo 3’, el
cual posee un espectro de absorbancia entre 420 a
620 nm, ideal para fluoresceina. Los cebadores fue-
ron: Cebador reverso: 5" TCCTCGGGTACCATGTACTG
3’y Cebador directo: 5 CACTTGCGTCATCGACAA 3/,
los cuales amplifican un segmento de 137 pb del gen
de granulina.

Construccion de controles positivos y curvas estdndar

Para amplificar el gen completo de granulina se utiliza-
ron cebadores degenerados (Barrera et al., 2009):

Gran-F: 5"-ATGGGATAYAAYAAAWCDYT-3~
Gran-R: 5"-TYARTANGCBGGDCCVGTRAA-3~

Los productos de PCR se ligaron directamente a un
plasmido vector pCR 2.1-TOPO utilizando el Kit TOPO
TA (Invitrogen K4500-01). La transformacion se reali-
z6 en células de Escherichia coli quimiocompetentes
Top10 (Invitrogen K4500-40). Las bacterias se crecie-
ron en medio Luria Bertani-LB con ampicilina (50 pg/
ml) a 37°C por 14 horas. Los clones positivos se se-
leccionaron y se confirmaron por secuenciacion me-
diante el método de Sanger. El ADN obtenido de los
plasmidos se utilizé para los controles positivos de la
técnica g-PCR y para determinar la sensibilidad de la
misma. El nimero de copias del gen por uL para las
diluciones de ADN plasmidico se estimé mediante la
formula descrita por Whelan y colaboradores (2003).
Las curvas estandar se construyeron a partir de un ci-
clo umbral (threshold cycle ct) calculado para log'®
copias del gen.

PCR en tiempo real

Para la optimizacion de las condiciones de ¢-PCR se
utilizé un sistema convencional comercial con Taq
Polimerasa, dinucleétidos trifosfatos (dNTPs) y cloru-
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ro de magnesio (MgCl,) marca Promega. Se probaron
diferentes condiciones de amplificacion (gradiente de
temperatura entre 48,7°C y 55,6°C); asimismo dife-
rente nimero de ciclos de 30, 35 y 40, con modifica-
ciones en las concentraciones de cebadores y sonda
(0.24uM, 0.36uM y 0.48uM). Para el desarrollo de este
ensayo, se utilizé ADN viral obtenido a partir de las
suspensiones virales purificadas. La reaccion de ampli-
ficacion consistio en un primer paso de 3 min a 95°C,
seguido por 35 ciclos asi: 10 segundos a 95°C, 45 se-
gundos a 52°Cy 30 segundos a 72°C. La amplificacion,
la deteccion de la sefnal y el andlisis de datos se realiza-
ron en el equipo ICycler 1Q (BioRad).

Aundlisis de especificidad, sensibilidad

y reproducibilidad

Para determinar la especificidad de la técnica de PCR
en tiempo real, se utilizaron muestras de diferentes
aislamientos de baculovirus: un aislamiento nativo de
granulovirus de T. solanivora, un aislamiento perua-
no del granulovirus de P. operculella y un aislamiento
colombiano de nucleopoliedrovirus de S. frugiperda.
La sensibilidad de la PCR se determiné usando dilu-
ciones seriadas de ADN plasmidico con un factor de
dilucién 1/5, desde 1,96 x10? hasta 1,25 x 10° copias
del gen por reaccion. Este ensayo se repitié tres ve-
ces en el tiempo para demostrar la reproducibilidad
de la técnica con tres réplicas intra-corrida de cada
estandar.

Aplicaciones de la técnica de PCR en tiempo real

Cria de insectos: Se analizaron tres muestras de larvas
sin infeccion aparente, provenientes de la cria del [abo-
ratorio de Control Biol6gico de CORPOICA.

Cuantificacion de granulovirus en bioplaguicida

Se evaluaron dos lotes de produccién del concentrado
emulsionable a base de granulovirus de T. solanivora,
elaborado siguiendo la metodologia descrita por Go-
mez et al. (2011). Cada lote fue preparado con 3,5 L
de suspension viral con una concentracion de 1,2 x
10% Cls/mL. La extraccion de ADN de cada concen-
trado emulsionable se realizé como se describié ante-
riormente. La cuantificacion del ingrediente activo se
realizé por triplicado en cada lote.

Seguimiento del virus en campo: Se utiliz6 una parce-
la experimental (1.411 m? aprox.) en una finca pro-
ductora de papa, en la vereda El Alizal, municipio de
Carmen de Carupa (Cundinamarca), sembrada con
la variedad Parda Pastusa. La parcela fue manejada
segln las recomendaciones agronomicas generales,
sin aplicacion de plaguicidas de sintesis quimica para
el manejo de la polilla guatemalteca. Quince dias des-
pués del aporque se realizo la aplicacion del concen-
trado emulsionable a base del GV de T. solanivora en

una concentracion de 1 x 10% CI/mL utilizando un
volumen de aplicacion de 400 L/ha. El bioplaguicida
fue reconstituido en agua y aplicado por aspersion
con bomba convencional de espalda (20 L) de cono
hueco, dirigido a la base de las plantas (30 mL aprox.
por planta), y abarcando un area circular con un ra-
dio aproximado de 25 cm alrededor del tallo. Se to-
maron muestras de aproximadamente 8 g de suelo
superficial con ayuda de una brocha, alrededor del
tallo de tres plantas seleccionadas al azar. Los mues-
treos se realizaron una hora después de la aplicacién
y pasados 5, 10 y 15 dias. Las mezclas se trituraron
hasta obtener un polvo fino, se mezclaron y se tomo
una muestra para la extraccion de ADN segtn la me-
todologia descrita anteriormente.

Resultados y discusién

Andlisis de especificidad, sensibilidad
y reproducibilidad

Los cebadores disenados en este trabajo para ampli-
ficar un fragmento del gen de granulina de 137 pb,
permitieron obtener amplicones utilizando ADN geno-
mico de granulovirus provenientes de cinco especies
diferentes de insectos, uno de T. solanivora, uno de P.
operculella, uno de E. ello, uno de T. absoluta y dos de
S. frugiperda (figura 1). Por otra parte, no se observa-
ron fragmentos de amplificaciéon en muestras de NPVs
de S. ornithogalli, D. sacharallis o S. frugiperda.

Todos los aislamientos pertenecientes al género Beta-
baculovirus se caracterizan por presentar la proteina
mayoritaria granulina en sus cuerpos de inclusion. El
gen que codifica esta proteina presenta muy poca
variabilidad entre los granulovirus (Garavaglia et al.,

SoNPV DsNPV SMNPV  TesoGV PhopGV EeGV SfGvBra  SfGVCol  TuabGV

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1% con produc-
tos de amplificacién de un fragmento del gen gran. SONPV
(NPV de S. ornithogalli), DsNPV (NPV de D. saccharallis), SfM-
NPV (NPV de S. frugiperda), TesoGV (GV de T. solanivora), Pho-
pGV (GV de P. operculella), EeGV (GV de E. ello), SfGVBra (GV
de S. frugiperda de Brasil), SfGVCol (GV de S. frugiperda de Co-
lombia) y TuabGV (GV de T. absoluta). En el primer carril se
indica el marcador de peso molecular de 1Kb (Invitrogen).

Deteccién y cuantificacién de betabaculovirus

27



900

800

700

600

500

400

300

200

Unidad de fluorescencia relativa

100

Ciclos de amplificacién

Figura 2. Andlisis de especificidad de la sonda Tagman de
granulina. GVs (granulovirus), NPVs (nucleopoliedrovirus).

2012), por lo cual la metodologia fue capaz de amplifi-
car muestras de diferentes especies dentro del género.

En los resultados de la PCR en tiempo real se observan
las curvas de amplificacion dadas por el crecimiento
exponencial de las copias del gen (fluorescencia) ubi-
cadas en el eje de las ordenadas versus el nimero de
ciclos de la reaccién ubicado en el eje de las absci-
sas. La especificidad de la sonda Tagman se observé
en la amplificacion por PCR en tiempo real, donde se
utilizaron ADNs de los nueve aislamientos de GVs em-
pleados en la PCR convencional (figura 2). Se observo
senal de fluorescencia para los aislamientos de GVs
mientras que la sefal fue nula para los aislamientos
de NPVs.

La PCR en tiempo real o cuantitativa (g-PCR), es una
herramienta capaz de amplificar y simultaneamente
cuantificar de forma absoluta el producto de ADN
debido a la fluorescencia, la cual esta correlacio-
nada con la cantidad. A mayor nimero de copias
iniciales de la muestra de ADN, mas rapido se de-
tectarda un incremento en la fluorescencia dada en
la g-PCR, como consecuencia de la acumulacion de
productos de PCR. De esta forma, es posible reali-
zar la cuantificacion de ADN de una forma exacta y
reproducible. Sin embargo, existen algunos factores
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Figura 3. Curva patrén de g-PCR basada en 7 estdndares del
gen de granulina.

inherentes al desarrollo de la PCR que pueden in-
fluir en la especificidad de la técnica, los cuales se
encuentran asociados con los niveles de astringen-
cia de la misma; componentes como el cloruro de
magnesio, el tipo de polimerasa y la concentracion
de las sondas son criticos (Espy, 2006), por lo cual
la optimizacién de estos factores fue clave en los
resultados obtenidos.

Para la cuantificacion absoluta del gen gran por PCR en
tiempo real se utilizaron diluciones seriadas del ADN
plasmidico con un inserto del gen completo, con las
cuales se grafico una recta estandar o patrén (figura 3).
A partir de esta recta se determiné la minima dilucion
en la cual se observé amplificacion, la cual correspon-
dié a 1,25 x 10° copias del gen correspondientes a
0,00064 ng de ADN.

La reproducibilidad de la técnica fue evaluada reali-
zando 3 ensayos de amplificacion en diferentes tiem-
pos, ademas de tres réplicas de cada ADN patrén en
cada prueba. La desviacion estandar (o) intra e inter-
ensayos (para cada ADN patron) fue baja y nunca ma-
yor de 1 (tabla 1), lo cual demostré que la técnica fue
reproducible. La variabilidad entre las repeticiones de
una muestra en el sistema Tagman es muy baja y ge-
neralmente se aumenta cuando se trabaja con concen-

Tabla 1. Desviacién estandar de Ct (o) inter-corridas para los estandares de granulina en tres repeticiones en el tiempo.

Estandar o Ct o Ct o Ct o Ct
Copias del gen/pL Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3 inter-corridas
1,96 x 10° 0,30 0,27 0,52 0,24
3,92 x 108 0,14 0,35 0,12 0,82
7,84 x 107 0,15 0,10 0,05 0,83
1,57 x 107 0,14 0,19 0,15 0,89
3,14 x 10° 0,07 0,26 0,05 0,43
6,27 x 10° 0,15 0,40 0,42 0,43
1,25 x 10° 0,60 0,70 0,22 0,57
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traciones muy bajas o con amplicones de gran tamano
(superiores a 150 pb) (Bustin, 2000).

También se debe considerar que la reproducibilidad
de la técnica de PCR en tiempo real se afecta por pe-
quenas variaciones en las concentraciones de los re-
activos y errores de manipulacién (Bustin, 2002), por
lo cual la validacién con estandares basados en el gen
clonado contribuye a asegurar la calidad y los resul-
tados de la cuantificacién de las muestras (Epsy et al.,
2006). Otras variables son importantes para la valida-
cion de la metodologia, el coeficiente de correlacion
R?, la eficiencia y la pendiente de la curva patrén (Sco-
tt, 2006). Las curvas de calibracion en cada corrida
de muestras fueron verificadas mediante el valor de
coeficiente de correlacion superior a 0,99 y eficiencias
mayores a 95%, segtn lo recomendado por Whelan y
colaboradores (2003).

Avplicaciones de la metodologia
de PCR en tiempo real

Cria de insectos: Las crias de insectos utilizadas para
evaluacion de la actividad insecticida y para la multipli-
cacion de diferentes aislamientos de granulovirus, son
mantenidas en condiciones controladas de laboratorio.
Los individuos que se utilizan para el establecimiento
de cada cria y para su posterior recambio provienen
de muestras de campo. Una metodologia de control
para introducir individuos libres de infeccion consiste
en mantener estos individuos en cuarentena por una
o dos generaciones y la posterior identificacion de
larvas libres de sintomas de enfermedad, lo que hace
dispendioso y demorado el proceso de introduccién
de individuos a las colonias. El andlisis por g-PCR de in-
dividuos de la cria de CORPOICA no mostré amplifica-
cion del gen de granulina en ninguna de las muestras
analizadas. Esta metodologia es altamente sensible,
pues detecta minimas cantidades de copias del gen
que puedan estar presentes en una larva, adn en con-
centraciones subletales o latentes.

Las infecciones subletales son transmitidas vertical-
mente de parentales a su descendencia y son utiliza-
das como mecanismo de supervivencia viral cuando
la infeccion horizontal es limitada; sin embargo, estas
pueden llegar a ser letales en condiciones de estrés
por cambios medioambientales o por la infeccion de
otros patégenos (Cabodevilla et al,, 2011). En el caso
de uso de las crias para ensayos de actividad insec-
ticida, las infecciones subletales se pueden reactivar
y ser letales, causando resultados poco repetibles o
generando falsos positivos.

Cuantificacion de granulovirus en bioplaguicida: En el
presente trabajo se determind la concentracién viral
en dos lotes de un bioplaguicida formulado como un
concentrado emulsionable a base de un aislamiento
nativo de granulovirus. La cuantificacion del ingredien-
te activo en el bioplaguicida formulado por la técnica

de g-PCR mostré concentraciones similares a la con-
centracion tedrica esperada en producto final (1,6 x
10% Cls/mL), la cual se calcula teniendo en cuenta la
concentracion de la suspension viral, la cantidad de soli-
dos adicionados al producto y la humedad final del mis-
mo. Este resultado demuestra que la técnica es dtil para
hacer el control de calidad de la concentracién del virus
durante el proceso de manufactura de un bioplaguicida,
tanto al producto en proceso como al producto termi-
nado. Los resultados obtenidos para los dos lotes de-
muestran ademas, que no existen pérdidas importantes
de principio activo durante el proceso de formulacién.

Seguimiento del virus en campo: Los resultados de las
cuantificaciones realizadas en las muestras de suelo,
mostraron una disminucién progresiva de las concen-
traciones del virus en el tiempo (tabla 2). La dismi-
nucién de granulovirus durante el tiempo es debida
posiblemente a un proceso natural de degradacion
o posiblemente al movimiento en el suelo debido a
procesos de lixiviacion por la lluvia. Estudios de per-
sistencia de baculovirus mediante ensayos de eficacia,
se han realizado en cultivos de tomate, algodén y soja
para el control de Helicoperva armigera y en cultivos
de manzana para el control de Cydia pomonella, evi-
denciando la presencia viral hasta 14 dias post-aplica-
cion (Tamez et al., 2000; Arthurs & Lacey, 2004). Sin
embargo, técnicas mas sensibles basadas en ADN po-
drian determinar la presencia viral en concentraciones
mas bajas y tiempos mas prolongados.

El suelo representa el mayor reservorio de virus en el
medio ambiente. Los cuerpos de inclusién pueden
persistir en suelos acidos o neutrales durante meses
0 anos antes que sean transportados por el impacto
de las gotas de lluvia, corrientes de aire, o mediante
el movimiento de los artrépodos de la superficie del
suelo (Williams, 2015). Para el andlisis de la presencia
de Baculovirus en suelos se ha utilizado la infeccion
de larvas (Murillo et al., 2006), sin embargo, esta me-
todologia no permite cuantificar la concentracién de
virus presente, ni permite la realizacién de estudios de
seguimiento del virus posterior a su aplicacion.

Tabla 2. Promedios de concentracién viral (Cl/g) detectada
por g-PCR en el suelo de la parcela después de aplicacion de
bioplaguicida a base de granulovirus de T. solanivora.

Tiempo de muestreo después Concentracion
de la aplicacion viral (Cl/g)
1 hora 2,11 x 107
5 dias 4,83 x 10°
10 dias 5,65 x 10°
15 dias 5,96 x 10°
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Conocer la persistencia del granulovirus en condi-
ciones de cultivos de papa es importante para ge-
nerar recomendaciones relacionadas con la forma
y la frecuencia de aplicaciéon del bioplaguicida, asi
como las concentraciones que se deben utilizar
para el manejo integral de la plaga. Los andlisis de
persistencia con la metodologia de g-PCR deben es-
tar acompanados de estudios de eficacia, debido a
que la técnica detecta la presencia de ADN del vi-
rus, lo cual no esta directamente relacionado con su
actividad biolégica, que puede ser modificada por
diferentes factores como luz ultravioleta, suelos al-
calinos, etc.

Conclusiones

La metodologia de g-PCR basada en el gen de gra-
nulina detecta betabaculovirus aislados de diferentes
especies de insectos, debido a la alta conservacion
de este gen dentro del género viral. Este método
de deteccion es de gran utilidad para la deteccién
y cuantificacion de granulovirus en diferentes tipos
de muestras, incluyendo aquellas obtenidas a partir
de tejido larval, suelo y bioplaguicidas a base de este
virus. Lo anterior representa una ventaja sobre otras
técnicas ampliamente utilizadas donde se requieren
muestras de virus purificados para su cuantificacion.
La g-PCR desarrollada en este trabajo, se puede in-
cluir en diferentes etapas del desarrollo de un biopla-
guicida a base de granulovirus, desde la busqueda
de aislamientos con potencialidad para el control
biolégico hasta el control de calidad del proceso de
manufactura del bioplaguicida.
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