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ULTRAESTRUCTURA DE BACULOVIRUS
DIONE EN LARVAS DE DIONE JUNO
ANDICOLA (BATES, 1864) (LEPIDOPTERA) EN
ECUADOR.

Por Natalia MOLINA MOREIRA*
& Roberto JIMENEZ SANTIESTEVAN*.

RESUMEN

Este trabajo reporta la presencia de Baculovirus dione en larvas de Dione juno
andicola en Ecuador. También se realiza una estimacion del porcentaje de mortalidad
que ocasiond el Baculovirus dione en la poblacion de Dione juno observada en el
Jardin Botanico de Guayaquil durante los afios 2001 y 2002.

ABSTRACT

This paper reports the presence of Baculovirus dione in larvae of Dione juno andicola in
Ecuador. It also makes an estimate of the percentage of mortality resulting by the
Baculovirus dione on populations of Dione juno observed in the Botanical Garden of
Guayaquil during the years 2001 and 2002.
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INTRODUCCION

En el Jardin Botanico de Guayaquil, se registr6 en noviembre del afio 2000, la
mortalidad masiva de larvas de Dione juno andicola (Bates, 1864) conocido como
gusano de los cuernos defoliador de Passiflora edulis var. flavicarpa Degener
(maracuya o fruta de la pasion). En los afios 2001 y 2002 en los meses de noviembre
y diciembre se repitio este evento, el desarrollo del ciclo vital de Dione juno fue normal
mientras la temperatura se mantuvo entre 25 a 27°C, pero cuando se incrementd la
temperatura, se produjo la muerte de toda la poblacion. Para conocer las posibles
causas de la mortalidad, se hicieron estudios histopatolégicos, observaciones en
microscopia electrénica y se realizd una revision bibliografica sobre el tema.

Los estudios histopatoldgicos evidenciaron la presencia de cuerpos de inclusién con la
tincion de Steiner y Steiner, a pesar de ello no se pudo definir si estas inclusiones
estaban asociadas a bacterias intracelulares virus o a otros patégenos. Debido a las
dificultades mencionadas se recurrid a estudios con el microscépio electrénico de
transmisién (MET), que permitieron determinar la presencia del Baculovirus dione. Este
virus fue caracterizado por Ribeiro, Zanotto, De Soza, Mcdowell,S y Kitajimo (1997) en
larvas de Dione juno juno en Brasil. Los cuerpos de inclusion denominados virus de la
poliedrosis nuclear (Nucleopolyhedrovirus NPV) pertenecen a la Familia Baculoviridae.
Los viriones presentan cuatro estructuras diferenciadas: capside, nucleocapside,
envoltura tienen doble ebra con polaridad positiva y negativa de ADN.

La familia Baculoviridae estd conformada por un grupo de virus muy numeroso,
especifico para insectos y uno de los mas estudiado, la mayoria tiene como
hospederos insectos del orden Lepidoptera, los NPV se han aislado de 500 especies
de este orden. Muchos de ellos son utilizados como bioinsecticidas en el control de
insectos plagas en cultivos de importancia econdmica (Granados y Federici,1986),
aunque debido a las técnicas usadas en laboratorio el costo es mas alto que el uso de
insecticidas quimicos.

A pesar de todos los estudios realizados en este campo, aun se desconoce la forma
como se infectan los insectos, algunos autores piensan que la infeccidon se produce por
ingestion, mientras otros creen que los insectos pueden portar el virus y replicarse
cuando las condiciones son favorables (Adams y Bonami, 1991).

El propdsito de este trabajo es: (1) Reportar la presencia de B. dione en larvas de D.
Jjuno andicola en Ecuador (2) Estimar el porcentaje de mortalidad que ocasiond el B.
dione en la poblacién de D. juno observada en el Jardin Botanico de Guayaquil
durante los afios 2001 y 2002.

MATERIALES Y METODOS

En noviembre y diciembre de los afos 2001 y 2002 se colectaron en el Jardin
Botanico de Guayaquil un total de 15 larvas de D. juno en diferentes instars, para
observarlas en microscopio de éptico y en microscopio electrénico.

Para estimar la mortalidad se registr6 el niumero de huevos puestos por las hembras

de D. juno dentro del lepidoptario del Jardin Botanico que posee un area de 304m?, se
observo diariamente el desarrollo de las larvas hasta que empez6 la mortalidad.
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Figura 1. Fstados hiologicos de Dime juno andicola Rates. m)Huevo (Smm), b)Larva y capsula cefillica |, ) Larva y capsuls oefaiica Il (12mm),
d) Larva y caipsula cefilica 111, ¢) Larva v capsula cefilica IV, f) Larva y cépsula ceféiics V.

Para realizar los estudios de histopatologia, en microscopio de o6ptico, se colectaron
larvas de diferentes instars que presentaban sintomas de la infeccion y mortalidad.
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Estas larvas fueron fijadas con Davison’s AFA, los tejidos de las larvas de D. juno se
procesaron de acuerdo a la metodologia de Bell & Lightner (1998). Las tinciones para
histologia utilizadas incluyen Mayer Bennet hematoxilina y eosina (H&E), Brown y
Brenn (Luna 1968) Steiner y Steiner (Steiner & Steiner 1994), Machiavello (Luna 1968)
y Giemsa (Luna 1968).

Para la observacion en microscopio electronico, se seleccioné una larva de D. juno en
tercer instar que presentaba los sintomas de la infeccion, puesto que las larvas de
cuarto y quinto instar presentaron dificultad para realizar los cortes, por la consistencia
mas elastica de la cuticula y el tamafo de las setas, caracteristicas de esta familia de
Lepidoptera. Se cortaron fragmentos de 0,1mm.

Los tejidos fueron fijados en gluteraldehido al 3% en una solucién buffer de pH 7 por
90 minutos, tetra oxido de Osmio(OsO4) al 1% por una hora a temperatura ambiente,
se procedio a deshidratar las muestras con diferentes porcentajes de alcoholes desde
30 a 100%, se encapsulé en resina Spurr, se realizaron cortes con ultramicrétomo,
se hizo la tincién con azul de toluidina para observar al microscopio optico para
escoger el area de estudio, se obtuvieron cortes ultrafinos de 50 um, se colocaron en
mesh previamente recubiertos con oro, la tincién se hizo con citrato de uranilo por 30
minutos y citrato de plomo 20 minutos, se observd al microscépio electrénico de
transmision JEOL/JEM 1010 desde 10K a 25K.

En condiciones de campo para estimar el porcentaje de mortalidad ocasionada por
este patdgeno, se registré diariamente el numero de individuos muertos y parametros
ambientales como humedad y temperatura.

RESULTADOS
SIGNOS CLINICOS

Los sintomas de la infecciéon por NPV en Dione juno aparece generalmente a partir del
tercer instar larval, el comportamiento y el color de las larvas cambia. Los primeros
sintomas son; el aislamiento, la disminuciéon del apetito, el cambio de color. Las
larvas que normalmente permanecen agrupadas empiezan a separarse, comen poco Yy
la coloracion café oscura con finas lineas longitudinales rojizas, se torna ligeramente
mas intensa y brillante dandoles una apariencia grasosa, se las ve largas y flacidas al
tacto pero poco robustas. A medida que avanza la infeccion los sintomas son mas
acentuados y las setas se vuelven fragiles, finalmente se aislan, dejan de comer, se
ven mas brillantes y terminan colgadas, algunas como si fuesen a entrar en crisalida,
otras se ven sujetas de las pseudopatas, en forma de una V invertida y al minimo
contacto se rompen y dejan caer la hemolinfa, que presenta un aspecto viscoso de
color café verdoso, sin olor intenso.
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POSIBLE CICLO

Durante dos afios consecutivos (2001-2002) de observacion no se determind como se
infectan las larvas, la mortalidad se produjo cuando la temperatura promedio mensual
oscild entre 28 y 29°C, es importante resaltar dos aspectos; la cantidad de larvas que
produjo la escasez de alimento, pudo ocasionarles estrés y hacerlas susceptibles a la
invasién del virus y la presencia de un diptero pequefio que succiona la hemolinfa de
las larvas, que fue abundante antes de la mortalidad masiva, abre la posibilidad que
este sea un vector intermedio.

Para tener alguna pista sobre la forma de la infestacion se realizé un sencillo ensayo
preliminar: Se colecté una colonia de 20 huevos, se esterilizaron en 10% de
formaldehido por una hora, se lavaron con agua destilada por dos horas, a temperatura
de 28°C, (Myers, 2000), la colonia se mantuvo unida hasta el tercer instar, se dividié en
dos grupos al primero se lo infesté sumergiendo las hojas de maracuya en 10ml de
agua mas el contenido hemolinfatico de una larva infectada con el patégeno, el
segundo grupo se mantuvo en condiciones asépticas, sin embargo ambos grupos
murieron durante 5 dias, ninguna logré alcanzar el siguiente instar larval.

HISTOPATOLOGIA

Se observaron inclusiones o agregaciones atipicas que fueron positivas con la tincion
de Steiner y Steiner, en las células del tejido conectivo debajo de la epidermis, las
alteraciones citologicas se presentaban muy similares a las observadas en otros
artropodos como camarones afectados por bacterias intracelulares.

Se realizaron ensayos preliminares tratando a las larvas como se trata a los crustaceos
afectados por Riketsias, se colectaron dos colonias de 10 y 12 individuos de tercer
instar, se los trato con oxitetraciclina en una proporcién de 1 a 1 con agua destilada, al
quinto dia de tratamiento murieron todas las larvas, como bajo la poblacion totalmente,
no se pudo realizar otros ensayos. Se espero el siguiente afio para tomar nuevas
muestras y realizar estudios en microscopia electrénica para determinar con mayor
certeza el patdgeno asociado a la mortalidad mortalidad de las larvas.

ULTRAESTRUCTURA

Las observaciones en microscopio electrénico de transmicion (MET) y la revisiéon de
bibliografia especializada permitié determinar que se trata de un virus de la familia
Baculoviridae aislado de Dione juno juno y denominado como Baculovirus dione
caracterizado por Ribeiro ef al (1997). La familia Baculoviridae tiene dos género (1)
Nucleopolyhedrovirus de tipo Multiple (MNPV), porque contiene varios haces de
viriones baciliformes, estos viriones estan envueltos en una proteina cristalina llamada
polyhedrin que forma la oclusion viral o cuerpo de oclusion, el viron es baciliforme,
mide 2um. y (2) Granulovirus (Murphy,F.A., Fauquet,C.M., Bishop, D. H.
L.,Ghabrial,S.A., Jarvis, AW., Martelli, G.P., Mayo,M.A., Summers,M.D., 1995).

En la figura 1 Se aprecia la ultra estructura de los numerosos nucleos hipertrofiados
con cuerpos de inclusion en la cual se nota fuerte grado de infecciéon con grandes
espacios vacuolares en el citoplasma. En la figura 2 la flecha muestra la membrana
nuclear integra a pesar que se encuentra el nucleo fuertemente hipertrofiado se
observan viriones incluidos en el cuerpo de inclusion, en el citoplasma se ven vacuolas
y ribosomas.
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En la figura 3 se observa la virtual ruptura de la membrana nuclear con los cuerpos de
inclusion liberandose en toda la célula y viriones libres que son los que van a infectar
otras células. En la figura 4 se observa los cuerpos de inclusién de los viriones
parcial y totalmente ocluidos, se observa las agrupaciones de viriones dentro del
lattice, en algunos se observa la estructura longitudinal y transversal. La figura 5
muestra la ultraestructura de una parte de la seccién de un cuerpo de oclusion
mostrando el lattice proteinico cristalino, rodeando agrupaciones de viriones. En los
viriones se observa la envoltura y nucleocapside. La figura 6 muestra la ultraestructura
en la que se observa claramente la forma de baculo en un extremo del virion .

ESTIMACION DE LA MORTALIDAD CAUSADA POR EL BACULOVIRUS DIONE

En el Jardin Botanico de Guayaquil se registré el nacimiento de 3154 adultos, en el
mes de octubre y noviembre de 2000, mientras la temperatura promedio fue 26°C, en
diciembre cuando la temperatura alcanzé los 28°C la mortalidad de D. juno fue masiva
alcanzo el 100%. Este mismo evento se repitié durante los afios 2001 y 2002 en el mes
de octubre la temperatura promedio fue 27 y 26°C nacieron 957 y 900 adultos
respectivamente, pero en noviembre de ambos afios el aumento de temperatura a 29 y
28°C nuevamente ocasion6 el 100% de mortalidad sobre la poblacién de Dione juno
andicola.

DISCUSION

Adams y Bonami (1991), refiere dos tipoformas de NPV una simple conocida como
Virus de la poliedrosis nuclear simple (SNPV) cuando contiene una sola nucleocapside
y otra multiple Virus de la poliedrosis nuclear multiple (MNPV) cuando contiene varias.
Los viriones de D. juno andicola observado en nuestras muestras es multiple.

Adams y Bonami (1991), considera que el rango del tamafio de los NPV oscila entre
0.5 a 15 pm, con una predominancia de 0.6 a 2.5 ym en didmetro, los viriones
observados en D. juno andicola esta dentro de este rango frecuente el virién mide
aproximadamente 2 pm.

Con referencia a los grados de infeccion ~ Chacon y Rojas (1994) citados por Aguiar
(s/f) estiman que NPV mata el 100% de la poblacién de Dione juno en Colombia, no
hay informacién sobre las condiciones ambientales especialmente a que temperatura
se ocasiond el 100% de mortalidad en las larvas. Tampoco en el trabajo de Figueiro
(1995) en laboratorio con diferentes dosis de gramos de larvas en 500 litros de agua
no hay referencias en cuanto a la temperatura.

En las observaciones realizadas en el Lepidoptario del Jardin Botanico de Guayaquil
la mortalidad masiva se presentd cuando la temperatura se elevd a 28°C, informacion
que coincide con lo descrito por Adams y Bonami (1991) donde se describe que los
NPV se replican muy bien a temperatura de 282C.

CONCLUSIONES

Por las consideraciones antes mencionadas se puede concluir que Baculovirus dione
es altamente patogeno en las poblaciones larvales de D. juno andicola afectadas por
condiciones de estrés y temperatura promedio de 28°C.
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Baculovirus dione debido a su especificidad es una alternativa en el control de larvas
del género Dione, puesto que el uso de insecticidas para disminuir las poblaciones de
este insecto afecta a los polinizadores y otros insectos benéficos en el cultivo de P.
edulis.
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