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DETERMINACION DE UN PATOGENO (VIRUS) Y DESCRIPCION
DE SU SINTOMATOLOGIA EN LARVAS DE Agraulis Vanillae
Linn. (LEPIDOPTERA: NYMPHALIDAE). EN EL VALLE
DEL CAUCA, COLOMBIA. (%)

Por Rodrigo Tello Diago y Marco Tulio Barona Tascén
I — INTRODUCCION

A medida que el hombre ha mejorado su {iecnica tendiente a
causar la muerte de insectos plagas, hasta obtener los productos co-
nocidos como insecticidas, ha sido necesario llegar a la clasificacién
de ellos buscando una mayor efectividad, facilidad de tratamiento,
aplicacién e inocuidad para los animales y el hombre. Dentro de di-
cha clasificacién encontramos los llamados “insecticidas biolégicos™.

Empero, no debe creerse, que el solo uso de insecticidas biologi-
cos ha de resolver todos los problemas inherentes al control de los
insectos-plagas. Este método formaria parte de su control integrado
(cultural, biolégico, quimico, legal), que necesariamente tendrian que
llevarse a efecto sino se quieren sufrir peores consecuencias. Ade-
mas, nuestro medio ecolégico facilita enormemente este control, pues
dispone de una gran entomofauna benéfica natural. Actualmente hay
anotadas més de 120 especies de insectos benéficos.

Muchos insectos plagas presentan gran dificultad a su control
con los productos quimicos tradicionalmente empleados, porque han
desarroilado resistencia, o porque el uso de escs insecticidas pueden
afectar igualmente a insccws daibinos y beneficos o dejar residuos
toxicos indeseables.

Gran cantidad de insectos sucumben ante sus enemigos natura-
les. El control biolégico consiste en reclutar, precisamente a aque-
llos organismos que atacan el insecto plaga. El moderno concepto
de Entomologia Econémica tiende, con un interés cada vez mayor, al
uso de microorganismos en el control, para su mayor efectividad e
inocuidad a hombres, animales y plantas.

Entre los insectos plagas que atacan al cultivo del Maracuyé
(Passiflora edulis var. flavicarpa Deneger), se anotan en forma pre-
ferencial ciertos lepidéptercs, cuyas larvas comedoras de hojas rea-
lizan verdaderas devastaciones dentro de la plantacién.

(*) Tesis presentada como requisito parcial para optar al titulo de Ingeniero
Agrénomo, bajo la presidencia del Dr. Alvaro Figueroa E., I. A, a quien
los autores expresan su agradecimiento.



112 ACTA AGRONOMICA XX

Castellar (8), determina para el Valle del Cauca dichos lepi-
dopteros como el Agraulis vanillae Linn. y el Mechanitis veritabilis
Buttler.

Puesto que en una investigacién anterior (Castellar, 8) sobre la
biclogia del Agraulis vanillae Linn, se encontré consistenteinente
una afeccion de las larvas, la que posteriormente se determiné co-
mo ocasionada por un virus, que producia una alta mortalidad de las
larvas en estudio, se decidié a estudiar mas a fondo el fenémeno,
por cuanto conociendo el agente causal, es posible pensar en utili-
zarlo como centro de los insectos mencionados, aprovechandose asi
de las ventajas que son propias del Control Biolégico.

II,— REVISION DE LITERATURA

El método de combatir enfermedades por medio de microorga-
nismos es uno de los mas promisorios para el control biologico de
muchos insectos-plagas. (Stelzer, 25).

Las posibilidades de emplear agentes de enfermedades para
combatir los insectos plagas, han motivado a los entomélogos y otras
gentes periédicamente, ya que los organismos infecciosos produe-
tores de las enfermedades de los insectos pertenecen a los mismos
grandes grupos que los que causan enfermedades en otros animales:
bacterias, hongos, virus, protozoos, nematodos, etc. (Steinhaus, 23).

En agosto de 1935 Paillot, citado por Steinhaus (22), descubrio
una poiiedrosis en Vanessa urticae (Linn.) Lepidoptera; Nymphali-
dae) en La Rousses, regién de Francia, Esta epizootia fue tan severa,
que la larva fue incapaz de empuparse. En los estados tempranos de
la enfermedad, Paillot, encontré dificultad en distinguir las larvas
enfermas de las sanas. La larva muerta sin embargo licuaba muy
rapidamente.

Collier, citado por Steinhaus (22), descubrié en 1934 una infec.
cién poliedral en Argynnis lathomia Linn. Una bateria bipolar simi-
lar en morfologia a aquella del grupo de la Pasteurella, es un invasor
secundario en la enfermedad observada.

Krassilstschik, citado por Steinhaus (22), en 1896, atribuyé la
causa de la poliedrosis a una bacteria Micrococcus lardarius que é1
encontré en el tracto alimenticio de gusanos de seda (Bombyx mori
Linn.), enfermos.

En los ultimos anos del siglo XIX la enfermedad “jaundice” del
Gusano de Seda (Bombyx mori Linn.) se confundia con otras comu-
nes en él. En 1890, sin embargo, muchos sericultores fueron recono-
ciéndpla como enfermedad diferente aGn cuando no estuvieron de
acuerdo en su etiologia. Entre los factores que se consideran como
causales se cuentan: una deficiente nutricién, descuido de las pos-



1972 TELLO Y VARONA — DETERMINACION DE UN PATOGENO 113

turas en e] invierno, variaciones de temperatura, aire himedo, po-
nre ventilacion y excesiva humedad. Hcy en dia se sabe que a(n
cuando estas condiciones no son la causa especifica de la enfermedad,
!nfluygig)y constituyen una importante predisposicién a ella. (Stein-
haus, 22).

Esta poliedrosis se conoce con una gran variedad de nombres,
dependiendo del pais. Se llama “jaundice” en América, “grasserie”
en Francia, “giallume” en Italia, “gelbsucht” en Alemania, etc. El
nombre indica el calor amarillento del insecto enfermo y su tempo-
ral dilatacion, hinchamiento y apariencia grasosa. Una larva en la
altima condicion estd “engraisse”, de aqui el nombre francés “gras-
serie”, que es tan comin como el de “jaundice”.

Otros sintomas del “jaundice” incluyen la disminucion del apeti-
io de la larva y su marcada inactividad. Antes de la muerte el inte-
gumenio comienza a opacarse y asume un brillo amarillo o celor
pardo. La larva es enteramente flacida y usualmente inodora; el te-
fido interno presenta un estado de desintegracién. Es dificil mani-
pular la larva sin romper la epidermis y liberar el contenido licua-
do. El tiempo de infeccién a muerte es en promedio de 6 a 8 dizas.

La enfermedad era ccnocida, pero frecuentemente confundida
con otras enfermedades de dicho Lepidoptero, y solo se consideré como
una enfermedad aislada cuando se conocieron las caracteristicas ce
les cuerpos poliédricos. Ej italiano Vida en 1527, probaklemente se
vefiere a esta enfermedad en su poema “De Bombyce”, cuando
menciona las aflicciones del gusano de seda. Esta se menciona tam-
bién en un libro sobre mariposas escrito en 1679 por Maria Sybilla
Merian. Una de las descripciones mas antiguas de la enfermedad es
la de System en 1808. (Steinhaus, 22).

Steinhaus (22), cencluye que el “jaundice” es causada por un
virus ultramicroscépico, que es un parasito principaimente del nu-
cleo de ciertas células, y que inicia un proceso moérbido que termina
en la elaboracion de cuerpos poliédricos.

Practicamente la nomenclatura de los agentes causaies de las
enfermedades virales en los insectos fue propuesta por Bolle en 1894
al dar el ncmbre de Microsporidum poliedricum, a la poliedrosis que
caracterizaba la enfermedad del gusano de seda (Bombyx mori, Linn.)
(Steinhaus, 22).

Los virus causan enfermedades principalmente en larvas de los
¢rdenes Lepidéptera, Hymenéptera y Diptera. Varias clases de virus
pueden infectar insectos; por lo menos se observan diferentes tipos de
reaccién en lcs tejidos que infestan. El grupo mejor conocido es aquel
en que se observan en los nicleos de las células infectadas, inclusio-
nes caracteristicas llamadas “poliedras” las enfermedades causadas
por estos virus se llaman “poliedrosis”, y los virus mismos han sido
incluidos en el género BORRELINA. Vistos al microscopio electrd-
nico los virus se aprecian como bastoncitos de un tamado de 4 x 300
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milimicras agrupados en manojos que constan de varios individuos
cada uno. En su mayor parte estan situados dentro de las inclusiones
poliédricas visibles al microscopio (Steinhaus, 23).

En la mayoria de los insectos que sufren una poliedrosis hay
depilitamiento general y el integumento se decolora poco antes de la
muerte y después de ella. La larva esta flicida y al momento de la
muerte los tejidos internos (en particular el cuerpo graso y la hi-
podermis), se descomponen y los contenidos del cuerpo toman una
consistencia fluida.

Otro grupo se caracteriza por la formacion de pequefias inclu-
siones granulares en las células infectadas del huésped. Dentro de
cada granulo hay una particula de virus. Las enfermedades causa-
das por estos virus han sido llamadas provisionalmente “Granulo-
sis”, v los agentes se han incluido en el género “BERGGLDIA”. La
granulosis puede ser menos virulenta y propagada que la poliedro-
sis, en base a la docena de casos hasta la presente estudiados. El
insecto infectado se muestra cada vez mas inactivo y pierde el ape-
tito y en algunas especies toma un tono blanquecino anormal. La
muerte puede retrasarse pero suele ocurrir antes de que el insecto
entre en la fase de pupa (Steinhaus, 23),

Una enfermedad de etiologia virosa, del tipo de la poliedrosis
nuclear, se ha diagnosticado en 70 ejemplares del gusano rosado del
algodonero, Laphygma exigua Hbn., en Mexico en el ano de 1967. El
efecto destructor del virus se manifiesta por una accion lisante de tal
manera que al cabo de unas cuantas horas, solamente se localizan
manchas de aspecto pastoso o seco de color café negruzco (Alcocer
Gomez, 1).

Hay evidencias de que los virus que atacan insectos pueden per-
manecer ocultos y causar infecciones latentes en sus huéspedes. Al-
gunos investigadores creen que un virus puede sobrevivir en su
huesped por varias generaciones sin causar sintomas aparentes, pero
Jue bajo la acecién de ciertos estimulantes pueden volverse activos y
causar infecciones. La existencia de estos virus latentes puede ser
la causa de resultados confusos en la experimentacion virolégica.

Varios factores se han reportado como capaces de transformar un
virus latente como un agente infeccioso capaz de causar una aguda
enfermedad. Entre estos factores, se cita el calor, el frio, la hume-
dad excesiva, estimulos quimicos, rayos ultravioleta y tipo de ali-
mentacién (Castanos, 7).

Castafio (7), anuncia la siguiente nomenclatura y clasificacion,
de los virus que atacan a los insectos, como adoptada por el Comité
Internacional de Nomenclatura, agregando el sufijo “virus” a los
nombres genéricos:

PORRELINAVIRUS Paillot Virus de la poliedrosis nuclear.

SMITHIAVIRUS Bergeld  Virus de la poliedrosis citoplasma-
tica.

BERGOLDIAVIRUS Steinhaus Virus de la granulosis.

MORATORVIRUS Holmes Virus sin inclusiones.
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Weiser citado por Castafios (7), ha designado los géneros BIR-
DIA (que es el virus de la poliedrosis nuclear del epitelio del intes-
tino medio), XEROSIA (virus con forma de poliedro algo circular)
y STEINHAUSIA (virus de la granulosis nuclear).

Steinhaus (22), determina las siguientes caracteristicas conocidas
acerca de los cuerpos poliédricos:

A.—No necesariamente estan presentes al iniciarse la enfermedad.

B.—FEl virus es infeccioso en ausencia de los poliedros y puede ser
separado de ellos por filtrado o por disolucion de la poliedra pro-
teinica con alkalis débiles.

C.—El microscopio electronico ha determinado la identidad del virus
diferente de la poliedra. La poliedra nunca se ha considerado

completamente aislada del virus, y los conceptos iniciales en este

sentido han sido luego refutados. La explicacién de ésto es muy va-

riable. Algunos creen que los poliedros estan compuestos de par-
ticulas de virus; otros piensan que las particulas de virus son incor-
poradas fortuitamente dentro de la estructura cristalina del polie-
dro, cuando éste se forma y aln otros asumen que es simplemente

un caso de una fuerte absorciéon de particulas de virus sobre el po-'
liedro: Ultimamente se considera que las particulas de virus en nu-

mero considerable, se encuentran aisladas o en manocjos dentro del

mismo cuerpo del poliedro. El poliedro varia en tamano entre 0,5
a 15 micras, mientrag que las particulas de virus, se encuentran en.

tre los limites de 200 a 400 milimicras de longitud por 40 a 80 mili-

micras de ancho.

Seria de gran interés biolégico el conocer qué ocurre en los te-
jidos de los insectos al cambiar de susceptibles a no susceptibles
cuando llegan al estado adulto (Steinhaus, 22).

En 1924 Paillot citado por Hughes (14), usando un microscopio
de campo oscuro, estudié células de la hemolinfa de un gusano de
seda (Bombyx meri Linn.) durante un estado intermedio de infec-
cién causada por un virus de la poliedrosis. El describe una zona pe-
riférica del nucleo infectado en que observaba pequefas particulas
brillantes.

Chapman y Glaser (9), hacen la descripcién de un secamiento
caracterizado por la formacién en el cuerpo de las larvas de insec-
tos infectadas de formas poliédricas altamente refractivas, cuerpos
angulares, que han tenido su origen en el nicleo de la traquea ma-
triz, células hipodérmicas, células grasas y corpuasculos de la hemo-
linfa. Mas tarde algunos de éstas se revientan y la poliedra se en-
cuentra libre en la linfa, Cuando la larva muere se encuentra for-
mando parte de los tejidos saponificados de la misma. La larva se
cuelga por sus patas abdominales, se vuelve flacida y su integumen-
to se rompe al mas ligero roce. Un examen inmediato después de
muerta la larva revela pocas o ninguna bacteria y ausencia de olor.
Aparece luego un secamiento estructural en forma crénica y aguda.
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Sin emiargo, una larva muerta, al examinarla al miercseopio, no
muesira poliedros si no se ha secado, atiin cuando todas las caracteris-
ticas estén presentes. Un punto en que se debe de hacer énfasis es
en que las caracteristicas externas y de la poliedra son esenciales
rara el completo diagnosis en casos aislados o crénicos de secamien-
to; debido a que existen un nimero de enfermedades de larvas tales
como las causadas por hongos, protozoarios y posiblemente enfer-
medades bacteriales, con las que se puede facilmente confundir. Si
el secamiento se presenta en forma epidémica, es altamente impro-
bablg que se pueda confundir con cualquiera de las enfermedades a-
notadas.

La hemclinfa de una larva excesivamente enferma, por infec-
cién virosa, es lechosa turbia en apariencia y los hemocitos contienen
poliedres.. La forma de estos cuerpos aparentemente no es regular
o bien definida, siendo mas ¢ menos cuadrada, triangular, poligonal
o angular redondeada. La poliedra aparece sélo en los hemocitos, en
las células de la epidermis, tejido graso, matriz tragueal y algunas
veces en la capsula genital. Los virus infectan principalmente los
nuicleos y destruyen la sustancia cromatica y los nucleolos.

La enfermedad es muy contagiosa y experimentalmente puede
ser transmitida por el tubo digestivo ¢ por inoculaciones directas en
la cavidad corporal. La transmision transovarica es probable, pero
hasta hoy no ha podido ser demostrada con certeza. (Steinhaus, 22).

Las enfermedades causadas por virus son en general muy simi-
lares, no obstante algunas caracteristicas particulares gque las dife.
rencian de las demads; en unas ocurre la produccion de cuerpos cris
talinos llamados “poliedros™, en las células de los tejides afectados
por el virus. En otras en vez de produccion de pcliedros algunos
virus se manifiestan con la produccion de inclusiones refringentes
de diferentes tamaiios y formas. Otra manera de manifestarse es en
forma de inclusiones granulares ¢ capsulas que encierran el virus
y se mezclan con el citoplasma de las células infectadas, la cual es-
taba acompanada de una descomposicién del contenido celular in-
cluyendo el nucleo. Por ultimo se manifiesta por ausencia total de
inclusiones de cualquier tipo.

Las dos primeras de estos grupos y algunas apartes del tercero
son llamados por algunos autores “enfermedades nucleares”, ya que
en el nucleo es donde primero se presenta la infeccion y porque al-
gunos cambios patolégicos tienen lugar en el niucleo (Steinhaus, 22).

En julio de 1960. J. M. Ferris del departamento de Entomologia
de la Universidad de Purdue, sometié a diagnosis una larva del or-
den Lepidoptera, muerta, en el laboratorio, La larva colectada en
Indiana, al tiempo de la recepcién fue imposible su identificacién
cemo resultado del brotamiento del contenido corporal y la decolo-
racion del integumento, pero un examen del contenido corporal in-
dicé una poliedrosis. El Trichoplusia ni, también fue colectado en el
campo y el examen dio igualmente una poliedrosis nuclear. Gould
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en 1960, determiné que una reduccién en la densidad de la poblacién
de dicho insecto concurrio como resultado de una enfermedad vi-
rosa, pero la naturaleza del virus no fue determinada (Pasohkey y
Hamur, 15).

Steinhaus en 1957, recuerda una poliedrosis de Rachiplusia ou
Guenee celectada en Chile, pero enfermedades virosas especificas no
se recuerdan en tal insecto. Es bueno llamar la atencién acerca de
que ni el R. ou ni el T. ni en el laboratorio fueron de buen éxito por-
que ambas especies sucumbieron a la enfermedad. Sin embargo, dias
maés tarde la coleccion de una hembra de R. ou resulté satisfactoria
en la iniciacidn de un cultivo de virus aislado en el laboratorio. Un
examen preliminar usando larvas de R, ou en el laboratorio indico
que ellas podrian ser experimentalmente infectadas por alimenta-
cion con hojas las cuales habian sido depositadas en una suspension
de poliedra a partir de larvas muertas de R. ou. Ellas demostra-
Ton sintomas tipicos de una poliedrosis nuclear: 3 a 5 dias después
de la ingestién del alimento contaminado, las larvas empiezan a mos-
trarse perezosas y no responden a estimulos externos como sucede
con las larvas sanas, esto es definitivo en cuanto al apetito de la lar-
va con eventual cesacion de consumo del alimento. Durante este
tiempo la coloraciéon externa gradualmente empieza a cambiar y al
acercarse la muerte va tomando un color amarillo-blancuzco, pero pa-
lido comparade con el color oscuro de la larva sana. Antes de la
muerte tiende a moverse a posicién mas alta colgada cabeza-abajo
hasta colorearse casi de negro, el integumento se rompe facilmente
en este momento.

El hecho de que el T. ni y el R. ou estén sujetos a la poliedrosis
nuclear presenta el interrogante de que los virus sean diferentes o
se trata del mismo virus. Examenes de cruces de efectividad también
como un estudio de la patogénesis de las enfermedades son indicadas
para aceptar las relaciones de ambos virus de cada especie (Pashke,
y Hamur, 15).

El modo de transmisiéon o diseminacién de virus en insectos fue
discutido por Steinhaus 1954. Este puede ser:

a) Sobre la superficie del cuerpo de agentes comunes, tales como
insectos sanos pero susceptibles o sobre escarabajos y otros in-
sectos no susceptibles.

b) Por insectos parésitos y predatores.

¢) Por canibalismo del insecto hospedante.

d) Por agentes fisicos tales como el viento, lluvia, agua de irriga-
cién y particulas de polvo.

e) Dentro o sobre la superficie del huevo (transmision transovari-
ca) (Tanada, 27).
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Bird (5), denuncia como de aceptacién general que los virus de
los insectos son transmitidos a través de los huevos de familias in-
fectadas como contaminantes externos o dentro de ellos.

Yamafuji et al presentaron en los afios de 1947 y 1951, la hipé-
tesis de que el virus del insecto puede ser producido de genes o ma-
terial genético (de origen genético) por la accion de ciertos facto-
rec gquimicos o ambientales (Tanada, 27).

La poliedrosis nuclear del gusano medidor, .Tricheplusia mi. es
prcbablemente dispersada por medios naturales.

En 1960 surgi6 la idea de asperjar el virus de portadores. El in-
terés de esta idea fue estimulado por examenes de laboratorio repor-
tados por C. G. Thompson, de la Division de Investigaciones Ento-
mologicas en Beltsville, Maryland. Thompson reporta que el gusano
medidor meses atras habia recibido dosis subletales de virus de la
poliedrosis produciendo progenies, toda la cual murié de enfermedad
virosa dentro de los cuatro dias de incubacion. Reporté también que
iguales resultadcs se obtuvieron en {ransmisiones virosas de adultos
a progenies por sumersion de los abdémenes en una suspen-
sion de virus.

Les métodos de transmision de poliedrosis nuclear del gusano de se-
da (Bombyx meri Linn.) y otros insectos fueron discutidos por Bergold
1953 a 1958. El aceptd la idea de una poliedrosis nuclear que ocurrié
en forma oculta y persistio a través de varias generaciones. Sin em-
bargo, admitic el que podrian ser necesarias investigaciones poste-
riores para establecer definitivamente la transmision del virus den-
'ro del huevo, agrega que el virus podia ser transmitido en esta for-
ma (Elmore y Hawland, 10).

Dos métodos principales de transmision de virus de insectos fue-
ron sugeridos por Smith 1959, asi: (1) Ingestién de alimentos con-
taminados y (2) patrimonio de infeccion a pregenie. Indicé que ha-
nia causado mucha confusiéon el estudio del estado latente por mal
uso del vocablo y que seria un mejor término el de “infeccién na a-
parente”, para aplicarlo al grupo entero de infecciones que exhiben
evidencia no patolégica de su presencia.

Puntualiz6, mas tarde que la poliedra podria ser capaz de rete-
ner viable el virus dentro de ella misma, por muchos anos y que era
probable que el material infectivo sobreviviera en invierno con plan-
1as contaminadas. El catalogé el segundo meétodo, como el mas im-
portante en la diseminacién de virus y lo consideré como el pasaje
o tinel del virus a través del huevo, pero indicé algiin desacuerdo
sobre el modo exacto de transmisién transovarica. El no estaba seguro
si el virus existe interno en el huevo ¢ si es llevado mecanicamente
anexo al exterior de la cascara.

Ctros descubrimientos y puntos de vista relativos a la transmision
de virus de insectos han sido revelados someramente por Tanada en
1963 como conclusiones de algunas de sus investigaciones (Elmore y
Hawland, 10).
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Hughes (14), por medio de observaciones al microscopio e-
lectronico de diferentes estados en el desarrcllo de un virus, Borre-
lina campeoles Steinhaus, que causa la poliedrosis de una larva de la
alfalfa, Colias philodice eurytheme Bdvl.,, determina la presencia de
particulas de virus en forma de bastén que aparecen en un gran na-
mero en el nGclec de una célula infectada. Los bastones forman ma-
nojos de dos 0 mas miembros, aparentemente rodeados por una mem-
orana. Una sustancia densa aparece dentro de la membrana que vuel-
ve la estructura opaca. Acumulacién de proteina poliédrica alrede-
dor y entre un nimero de manojos resulta en la formaciéon de un pe-
queno poliedro que contiene manojos de particulas de virus. El po-
liedro aparentemente crece con la acumulacion de proteina poliédri-
ca en su periférica y por el entrampe de manojos adyacentes dentro
de su masa.

La variabilidad en el tamario de la poliedra de los insectos se ob-
serva usualmente en las células del individuc hospedero. Chapman y
tilaser en 1915 reportan un tamafio promedio de poliedrosis nuclea-
res en las larvas de Pseudaletia unipuncta (Haworth), de 2,3 micro-
nes y 1,88 micrones y Steinhaus en 1949 reporta un tamafio que va-
via de 1.2 a 3.5 micrones (Steinhaus, 22).

En pruebas de inoculacién inyectando larvas de varias especies
de lepidopteros con varios aislamientos de pcliedra nuclear, efectua-
dar por Gershenson, encontré que las formas caracteristicas y el ta-
mano medio de la poliedra nuclear fue determinado exclusivamente
por las propiedades del virus y no por las del hospedero (Ponce y
Jong, 16).

El virus de cada insecto tiene un hospedero especifico; sin em-
bargo, puede multiplicarse en algunos otros insectos hospederos, par-
ticularmente cuando se usa la libre incculacion. Bergold dedujo de
sus investigaciones que el virus de la poliedra nuclear del Bacathra
brassicae (Linn.) se multiplica en Orthosia incerta (Hufnagel) o que
se induce una poliedrosis nuclear latente (Ponce y Jong, 16).

Wallis (28), de un estudio de la incidencia de la poliedrosis en
larvas de Porthefria dispar Linn, sugiere que la humedad relativa
puede ser un factor de considerable importancia en la epizootologia
de la poliedrosis de los Lepidépteros,

Smith, citado por Castellar (8), indica que cambios en la colora-
cién del excremento, las alteraciones de comportamiento larval y la
flacidez corporal, son los primeros sintcmas que se presentan cuan-
do se trata de virosis comprobada, asi como la lisis de los tejidoa y
la ruptura de la epidermis, son los estados finales de la accion de los
virus entomoliticos.

De las numerosas investigaciones realizadas durante el ano 1951
en insectos que eran infectados por virus, se reportan siete casos en
que una sola especie de insecto esti sujeta a infeccién per virus de
la granulosis y uno de la poliedrosis nuclear, En el casc del insscto
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Nephelcdes emmcehnia Cram., una infeccion por un virus de la po-
liedrosis aparecié naturalmente y simultineamente con una infec-
cion causada por un virus de la granulosis en el mismo especimen
(Steinhaus, 21).

En 1915, Chapman y Glaser publican una lista de insectos que
presentan secamiento, posteriormente se presentan adiciones a esta
iista mediante trabajos presentades por Sweetman en 1936, Bergold
en 1943 vy Steinhaus en 1949 quien reporta 100 especies conocidas de
insectos que sufren enfermedades virosas. Martignoni reporta en
1954 mas de 150 especies de insectos como susceptibles a enfermeda-
ies virosas. En el ano de 1957 se registra un total de 197 especies de
insectos, de diferentes ordenes, que presentan susceptibilidades a en-
{ermedades virosas (Hughes, 13).

Steinhaus y Marsh (24), reportan un tofal de 148 enfermedades
Jsircsas de un total de 1199 enfermedades encontradas en inseclos du-
rante el decenio de 1951 a 1961.

III.— MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de
Entomologia de la Facultad de Agronomia de Palmira (Valle del
Cauca) y en ‘errencs del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA),
en la misma localidad, lugares que presentan una temperatura me-
dia de 249C, precipitacion media anual de 1.100 mm. y una altura
de 1.085 metres sobre el nivel del mar.

En el desarrollo de esta investigacion se siguieron las etapas que
a continuacion se detallan:

A). Recolecciéon de larvas en cultivos de pasifloraceas, particular-
mente Maracuya (Passiflora edulis var. flavicarpa Deneger).

La recoleccién de las larvas se efectud en cultivos establecidos
en terrenos del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA). Estas lar-
vas se llevaron al laboratorio y se colocaron en las camaras de cria
utilizadas previamente por Castellar (8), buscando con ésto estable-
cer la presencia del patégeno en ellas, bien fuera porque:

1) Este se enconirase infestindolas, ya que previamente y du-
vante el desarrollo de la citada investigacion (8) se observé muerte
de larvas que presentaban el sindrome de la enfermedad.

2) O bien, por tratar de establecer la contaminacién al traer in-
sectos posiblemente infectados ya que provenian de cultivos en los
que se habian observado larvas muertas que presentaban sintomas
de la enfermedad.

b). Cria del Agraulis vanillae Linn.



1972 TELLO BARONA — DETERMINACION DE UN PATOGENO 121

Se recolectaron posturas de Agraulis vanillae Linn. en el campo,
para llevarlas al Laboratorio y comenzar con el métodc de cria re-
ccmendado por Poveda y Schwitzer (17), hasta que nacjercn las lar-
vas, para continuar con el sistema de cria utilizado por Castellar (8),
con una modificacion, la cual consistié en introducir en las jaulas
plantas jovenes de Maracuya (Passiflora edulis var. flayicarpa De-
neger), de aproximadamente 50 centimetros de altura sobre cuyo fo-
llaje se colocaban las larvas con el cual se alimentaban durante los
diferentes instars hasta empupar y posteriormente emerger los adul-
tos. Las hembras una vez que copularon depositaron sus posturas so-
bre la planta o bien sobre el anjeo que cubria la camara, debido po-
siklemente a la falta de una mayor cantidad de follaje.

El método de Castellar (8), no aseguré una emergencia normal
de los adultos, quiza por la condicién de baja humedad ambiental;
por esta razén se opté por hacer una modificacion, la que consistid
en colccar en la jaula un frasco de 500 ce., con agua hasta la mitad
v cubierto con una tela rala (gasa) que asegurada a la boca de éste
con una banda de caucho formaba una concavidad sobre la cual se
colucacan las pupas. (Figura 1).

Con el sistema de alimentacién de adultos recomendada por Po-
veda y Schwitzer (17), se presenté una alta contaminacién de éste
ocasionada posiblemente por un hongo del género Rhizopus lo que
hacia necesario el cambio de la dieta. Para obviar esta situacion se
empled una dieta a base de miel de panela, con la cual el ataque del
hongo disminuyé.

Para evitar una posible contaminacion en estos materiales, se
tuvo en cuenta los cuidados sugeridos por Emsley (11), Al efecto:

1.—La jaula se colocé en un sitio diferente a aquel en que se pre-
sento la infeccién larval.

2.—Las camaras de cria contaminadas no se usaron duranie este
nuevo periodo de observacion.

3.—El material alimenticio de plantas de la misma edad, suministra-
das por el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), estuvo
exento de la plaga. Las plantas se podaban inicialmente para obtener
brotes jévenes y sanos en un medio completamente aislado de la en-
fermedad, como era el invernadero de la Facultad de Agronomia.

Las larvas de esta generacién se consideraron no infectadas por
el patogeno. Posteriormente éstas se llevaron a las camaras infecta-
das en grupos de 2 y 3 de 29, 3° y 4% y principios del 5% instar. Cada
grupo se enumeré y diariamente se llevaron registros en los cuales
se hacia una detallada observacion de la sintomatolcgia de la en-
fermedad.

Las larvas que morian en las camaras se colocaban en {ukos de
ensayo esterilizados, que contenian una solucién de Formaldehido al
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FIGURA 1.—Sistema usado para colocar las pupas con el fin de obtener una
emergencia normal de adultos,

(Foto: Oriental, Palmira).

10%. Este material debidamente empacado y con los cuidados del ca-
80 se envi6 para la determinacion 'y clasificacién del agente causal a:
Agricultural Research Service, Entomology Research Division, Bel-
tsville, Maryland 20705. U.S.A.

Posteriormente a sugerencia de este Centro Investigativo, se hi-
cieron envios de larvas sin tratamiento alguno.

Para las observaciones se emplearon los materiales de uso fre-
cuente en el laboratorio, indicados por Poveda y Schiwtzer (17).

Durante el proceso inicial de cria se presento la muerte de al-
gunas larvas con sintomatologia diferente a la comunmente observa-
da. Dadas las caracteristicas de ésta, se efectuaron cultivos en La-
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FIGURA 2.— larva de Agraulis vanmillae (Linn.) en su estado normal.

(Foto: Oriental. Palmira).

boratorio para la determinaciéon del posible Bacilus thuringiensis
Berliner, siguiendo las indicaciones de Aragén (2).

C.)— Aplicacién de los postulados de Koch.

La aplicacion de estos postulados se efectu6o de la manera si-
guiente:

En un frasco de vidrio de 2500 cc., que nunca antes se empled en
desarrollo de programas de Entomologia, y esterilizado, se colocaron
larvas traidas del campo, de una plantacién en la cual se observaron
larvas muertas que presentaban sintomas caracteristicos de la en-
fermedad en estudio. Lo anterior se hizo con el fin de infestar el
frasco. Posteriormente se introdujeron larvas no infestadas. Se hi-
cieron observaciones que determinaron la presencia del patégeno
por la muerte de éstas, acusando sintomatologia tipica y completa de
la enfermedad.

El sistema de alimentacién de este proceso fue utilizado por
Poveda y Schwitzer (17).
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IV — RESULTADOS

En el desarrollo del trabajo se obtuvieron los siguientes resul-
tados:

A). Recoleccién y cria del Agraulis vanillae Linn.

El proceso de infestacion de las camaras de cria, el que se mani-
tiesta en el insecto segun Castellar (8), por “un cambio en la colo-
racién del excremento, larvas que se aquietan y dejan paulatinamen-
te de comer, ocurriendo una progresiva decoloracion acompanada de
una flacidez del cuerpo del insecto. Al cabo de 4 dias de aparecidos
ios primeros sintomas la larva muere al romperse su epidermis. Se
observa una lisis total de los tejidos quedando ésta reducida a una
masa amorfa, inodora y acuosa de color café claro”. Se encontré que
efectivamente tal sintomatologia se presentaba en las larvas de A-
graulis vanillae Linn,, que traidas del campo se habian colocado en
ellas, obteniéndose a los 4 dias el 28,5¢¢ de larvas muertas, el que a
los 9 dias se elevo al 100%.

En esta etapa de la investigacion es necesario destacar el que
aunque se emplearon larvas de las dos plagas mas importantes del
Maracuya (Passiflora edulis var. flavicarpa) Deneger) como son los
lepidopteros Agraulis vanillae Linn. y Mechanitis veritabilis Butler,,
sclo se presentaron los sintomas en Agraulis vanillae Linn., ya que el
100% de las larvas de Mechanitis veritabilis Butler, llegaron al estado
de adulto,

Al recorrer algunos de les cultivos de Maracuya (Passiflora
edulis var. flavicarpa Deneger) y de Granadilla (Passiflora ligularis)
loealizados en los predios del Instituto Colombiano Agropecuario
(ICA) fue posible observar la presencia de larvas muertas que gene-
ralmente pendian de las hojas por las patas abdominales, las que
mestraban una coloracién oscura y formando una masa amorfa. Era
facil cbservar en la hoja inferior, sobre la que se encontraba la lar-
va, una mancha de color amarillento formada por el tejido interno
desintegrado que se derrama al romperse el integumento. Al llevar
a las camaras de cria larvas aparentemente sanas de estos culti-
vos se presentaron cascs en los que la muerte ocurria en menos de
24 horas, sin que las larvas hubiesen intentado consumir el alimen-
to que se les suministro.

A medida que en las camaras de cria utilizadas en el ensayo se
presentaba la muerte de larvas con la sintomatologia caractieristica
de la enfermedad, éstas se remplazaban por otras traidas del campe
en diferentes instars. Este proceso que se realizo con el fin de incre-
mentar la virulencia del patégenc y a la vez efectuar y registrar
cbservaciones, se mantuvo por mas de un mes, al cabo del cual se
considero que el patogeno habia quedado establecido por la infesta-
cion de dichas camaras de cria.
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En algunas de las cAmaras de cria las larvas se desarrollaron nor-
malmente sin mostrar ningin sintoma que indicara la presencia dei
patégeno. Al colocar en dichas camaras, hojas que habian permaneci-
do en aquellas en las cuales se habia presentado la enfermedad, se
obtuviercn buenos resultados al lograr la muerte del insecto con la
sintomatolegia tipica, En otros casos, con la ayuda de una espatula,
se impregnaron larvas normales con el tejido interno desintegrado
que fue derramado al romperse el integumento de aquellos especi-
menes muertos y el resultado obtenido fue similar al antrior.

En dos ocasiones en aquellas larvas, que una vez muertas perma-
necian per algin tiempo en las camaras, se observé que durante el
proceso de decoloraciéon adquirian un color rojo caracteristico que
también se presenté en algunas de aquellas depositadas en tubos de
ensayo no esterilizados en los que se recogio este material. (*).

De las larvas obtenidas al coleccionar las posturas se presentaron
casos de muerte de algunas de ellas pero con variacién en la sintoma-
tologia:

1.—Larvas que al morir presentaban la sintomatologia comun a
aquellas que lo hacian en las camaras de cria infestadas.

2.—Larvas que presentaban una sintomafologia comun a aquellas
muertas per la accion de insecticidas.

Circunstancia ésta que se explica por el uso de un material ali-
menticio (hojas) obtenido de plantas de Maracuya (Passiflora edulis
var. flavicarpa Deneger) que se empleaban en el Instituto Colombia-
no Agropecuario (ICA) en investigacion y en las que lleva un estric-
to control de las plagas a base de insecticidas. Estas hojas antes de
suministrarse a los insectos se lavaron con agua, pero en algunas de
ellas es posible que un efecto residual letal produjera la muerte de
aquellas larvas que la consumieron,

3.—Larvas presentando una sintomatologia similar a la de las que
morian en las cdmaras de cria pero sin que su integumento se
rompiese.

Presumiendo, por la sintomatologia, que algiin tipo de bacteria,
posiblemente el Bacillus thuringiensis, fuese el agente causal (pato-
geno) en este caso se procedid a su determinacion mediante cultivos
de laboratorio en ZDA de acuerdo con la metodologia sefialada por
Aragén (2) para tal fin.

En una primera prueba se emplearon 3 y 4 lupadas del tejido
interno desintegrado de la larva, en la formacién de la suspension a
emplear en el cultivo de ZDA. Cada caso con 5 replicaciones y 1 tes-
tigo.

(*) Ei Dr. Alvaro Figueroa atribuye este fenémeno al proceso de descompo-
sicion de los almidones presente en el insecto por accidn de bacterias. Infor-
macién personal.
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Para una segunda prueba se tomaron 2, 3 y 4 porciones del tejido
interno de la larva para la formacion de la suspension, De cada caso
se eft=ctuaron 3 replicaciones y se tuvieron 3 testigos en total.

Las cajas de Petri una vez instaladas en la estufa eran observa-
das cada 24 horas.

En Ia primera prueba no se obtuvo ningtn resultado y solo fue
posible observar al cabo de 48 horas la presencia de algunos hongos
contaminantes.

Para la segunda prueba, al cabo de 24 horas de colocadas las
cajas de Petri en la estufa, a la temperatura de 35°C se observé que
én algunas de ellas, en las que se usaron suspensiones obtenidas con
2, 3 y 4 lupadas del tejido interno desintegrado, presentaban en par-
te del medio licuado.

De esta segunda prueba se contintian las observaciones de las
camaras de Petri colocadas en la estufa pero, a excepcion de la pre-
sencia de algunas colonias de hongos contaminantes corrientes, nin-
guna nueva variacion se obtuve en el cultivo.

De las posturas de los adultos criados en las jaulas se obtuvie-
ron larvas de] insecto plaga que se consideraron no contaminadas
puesto que se habian obtenido en un medio aislado de la accién del
patogeno, fuera esta natural ¢ inducida. El porceniaje de nacimiento
fue de 100%.

La continua emergencia de adultos permitié tener posturas de
diversa edad con lo cual se mantuvo en buen numero de larvas en
diferentes instars.

Es necesario anotar que este tipo de larvas consideradas como
no infectadas, a pesar de la asepsia que se tenia para evitar una po-
gible infestacion del medio, se presentaron algunas muertez con la
sintomatologia tipica de la enfermedad posiblemente virosa.

Del desarrollo de la primera etapa del Programa elaborado para
la presente investigacion se comprobd que la enfermedad muestra
una mayor incidencia, determinada por el porcentaje de larvas
muertas, del segundo al quinto instar con presencia m&s acentuada
en los 3 nltimos; por lo anterior las larvas no contaminadas que se
escogieron para llevar a las camaras de cria infestadas pertenecian
a estos. (%).

B). Identificacion del agente causal (Patégeno).
(*) La determinacion del instar en que se encontraba la larva en el momento

de ser colocada en la cAmara de cria se efectud con la colaberacion del Dr.
Nelson Castellar.
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FIGURA 3.— [Larvas de Agradlis vamillae Linn. muerias a causa de la infec-
cion. Puede notarse claramente el dafo inicial del insecto, re-
presentado por las manchas blancas que se observan en la fo-
to sobre Ia parte posterior de la hoja; cl dafio final, represen-
tado en el festoneado que se observa en la misma; y finalmen-
te la larva muerta que empieza a tomar una coloracién oscura
se encuentra sobre el contenido corporal desintegrado que se
ha derramado sobre la hoja al romperse el integumento,

(Foto: Oriental. Palmira).

En base a los resultados negativos obtenidos en las observacio-
nes de microscopia electrénica debido al desconocimiento de una
téenica especifica para el aislamiento del posible virus, durante el
desarrolle de la investigacion de Castellar (8), se opté por el envio
de las muestras recolectadas al Agricultural Research Service de los
fstados Unidos, para su determinacién y clasificacion.

Del citado Instituto en una primera comunicacion, el doctor J.
V. Thompson (*) se determina como agente causal de la infeccién a
un “VIRUS DE LA POLIEDROSIS”, a la vez que sugiere el envio

(*) Comunicacién personal del Dr. J. V. Thompson,
Apgricultural Research Service, Research Entomologist (Julio y Noviem-
bre 12/1/69).
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FIGURA 4.— Muerte de las larvas de Agraulis vinillze Linn. en las chma-
ras de cria. Puede observarse como el insecto antes de morir,
se ha colocado en la parte superior de la clmara para poste-
riormente a ésta quedar <on la cabeza hacia abajo y pendien-
do de las patas abdominales.

(Foto: Oriental. Palmira),

de nueve material, larvas de Agraulis vanillae Linn., muertas por la
infeccion, sin ningUn tratamiento con el fin de proceder a su estu-
dio debido a que posiblemente el material inicialmente enviado su-
fri¢ alteraciones por dilaciones involuntarias e imprevistas en trans-
porte y en aduanas para llegar al destinatario.

En posterior comunicacién en Noviembre 12 de 1969 el doctor J.
V. Thompson nos informa:

“Una suspensiéon del virus parcialmente purificada se preparé
del material, larvas de Agraulis vanillae Linn., infectadas que ustedes
nos enviaron. Con esta suspension tratamos solamente los insectos de
prueba que teniamos disponibles, Bombyx mori y Trichoplusia ni.
ambos fueron expuestos a fuertes dosis del virus, pero no fueron in-
fectados. Evidentemente, el virus es especifico solo de Agraulis vani-
llae 0 de especies estrechamente relacionadas. Desafortunadamente,
no nos {ue posible obtener ninguna de tales especies.
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Nosotros, por consiguiente, les sugerimos que ustedes prueben el
virus en larvas sanas del primero y segundo instar por exposicién de
estas a varias concentraciones del virus .Esto se puede efectuar por
sumersion del follaje que servira de alimento al insecto en suspen-
siones de agua que contengan diferente nimero de poliedros. Los po-
liedros son visibles a un aumento de 400 x y se pueden contar en
un hemocitometro corriente de sangre. Las suspensiones a inocular
pueden llevarse a cualquier concentracion deseada de los poliedros
por dilucién con agua. El follaje sumergido en la suspension del
virus debera dejarse secar antes de ser suministrado a las larvas jo-
venes. Si ustedes crian los insectos con una dieta artificial o semi-
artificial, la prueba es ain més facil. Simplemente trate la superficie
de la dieta con la suficiente suspensiéon como para humedecerla, déje-
la secar, y expdongala a los insectos. Un testigo podria tratarse de
la misma manera pero humedeciendo la superficie solamente con
agua destilada estéril.

Si ustedes no tienen a mano cualquier material infectado por el
virus, podriamos suministrarle suficiente de este virus que hemos pu-
rificado para efectuar las pruebas de infeccién, coloque varias de las
larvas infectadas vivas en un recipiente que contenga el fijador
Bouin-Budoceq y envienoslo. Con especimenes asi tratados, podemos
efectuar estudios histolégicos para determinar si el virus es defini-
tivamente nuclear o citoplasmatico y conocer qué tejidos invade”.

De invaluable importancia e innegable interés son los datos a-
portados por la anterior comunicacion. Porque si bien es cierto que
el programa propuesto inicialmente para la presente investigacion so-
lo se cumple parcialmente en virtud al desconocimiento de una téc-
nica especifica para tal fin, también lo es el que los resultados de
esta y en base a la comunicacién adjunta se brinda a futuros investi-
gadores en este campo una metodologia antes desconocida en nuestro
medio para esta clase de trabajos.

C.) Sintomatologia de la enfermedad.

El proceso infectivo del patégeno se manifiesta inicialmente por
un cambio gradual en la ccloracion del excremento, lo que hace po-
sible observar “pellets” normales de color café oscuro y otros cuya
coloracion varia de un verde claro a un verde oscuro.

Esta coloracion se manifiesta de manera gradual a partir del ter-
cero o cuarto dia de permanecer las larvas en las camaras infesta-
das; sin embargo fue posible observar el caso de larvas no contami-
nadas (en 49 instars), en cuyo excremento se distinguié al dia si-
guiente de colocadas en ellas “pellets” que presentaban rasgos de
este color o eran totalmente verdes. Estas larvas comian de manera
corriente ain cuando presentaban una brillantez mas anormal en
su coloracion,

La mayor incidencia de “pellets” verdes en el excremento se
manifesté en todas las camaras a partir del tercer dia de permanen-
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FIGURA 5.— Larva de Colias philodice eurytheme Boisd.,, muerta de polie-
drosis. (Tomado de Steinhaus, 22).
(Foto: Reproduccién. Oriental. Palmira).

cia de las larvas no contaminadas en ellas. Esto se determina por la
presencia de pintas verdes en el excremento normal o de “pellets”
con una coloracién gue va desde el verde palido a oscuro.

Simultanamente la larva exterioriza una quietud manifiesta
junto con la disminucién paulatina de su apetito; a veces permanece
sobre la hoja que le sirve de alimento y otras se instala en las pare-
des o parte superior de la camara de cria. Una flacidez total en su
cuerpo se observa cuando trata de efectuar movimientos, los cuales
son claramente torpes.

Durante este estado del desarrollo de la infeccion en el insecto
fue posible observar larvas que presentaban diarreas y regurgita-
cién anormal; también algunas que tratan de empupar, estado que
solo un bajo porcentaje alcanza. Este Gltimo hecho fue comin en lar-
vas que se encontraban entre el 3° y 5? instar y tuvo su mayor inei-
dencia en la primera etapa de la investigacién, caso contrario ocu-
rrié al trabajar con larvas no contaminadas, cuando s6lo una de ellas

logré empupar.
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Generalmente la muerte de las larvas ocurre en los cuatro dias
subsiguientes a la aparicion de los primeros sintomas de la enfer-
medad. Comunmente se encuentran sobre las hojas que les servian
de alimento o colgando de éstas o de las paredes de las camaras,
pendiendo de las patas abdominales. En este caso es facil observar
la aglomeracion de los tejidos desintegrados en la parte inferior col-
gante del insecto (ver Figura 5); esos tejidos desintegrados se derra-
man cuando el fragil integumento se rompe por si solo o al mas mi-
nimo roce. En este estado de larva ha adquirido una coloracién café
oscura (casi negra) y no presenta olor desagradable (inodora).

Finalmente la larva queda reducida a una masa amorfa acuosa
que por ultimo se deseca.

Los tejidos internos desintegrados y posteriormente derramados
al romperse el integumento forman una suspension de color oliva.

El tiempo transcurrido desde el momento en que las larvas no
infectadas se introdujeron en las camaras de cria hasta que se obtu-
vo un 100% de muertos varié de 6 a 8 dias,

D.) Aplicacién de los postulados de Koch,

En la primera parte de la aplicacion de estos postulados, el ali-
mento procedia del campo de cultivos en los que se hubiese obser-
vado la presencia de la enfermedad al encontrar en ellos larvas
muertas con sinfomas de la infeccion.

Durante quince dias se tuvo un periodo de infestacién del fras-
co esterilizado usado con base en larvas de Agraulis vanillae Linn.,
que procedian de los mismos cultivos en los cuales se recolectaba el
alimento. Estas larvas generalmente morian en un periodo de 3 a 10
dias, presentando la sintomatologia tipica de la enfermedad.

Posteriormente al periodo de infestacion se colocaron en el fras-
co larvas de Agraulis vanillae Linn., no infectadas en diferentes ins-
tars y se procedié a observar su comportamiento. Como resultado se
obtuvo la muerte del 100% de ellas en un tiempo no mayor de 10 dfas,
manifestandose la presencia de un agente causal de la enfermedad
cuyo sindrome era el ya previsto observado en las camaras de cria.

El material alimenticio para esta segunda etapa procedia de las
plantas de Maracuya (Passiflora eduli var. flavicarpa Deneger) que
se mantenia en el medio “aislado” del invernadero de la Facultad de
Agronomia.

E.) Observaciones referentes al Agraulis vanillae Linn., en su estado
natural.

Durante la recoleccién de las posturas en el campo, que coinci-
dié con un periodo seco, se observé una mayor incidencia de larvas
de Mechanitis veritabilis Butler. Con la iniciacién de las lluvias la
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poblacion de los insectos plagas aumento y el nimero da larvas de
Agraulis vanillae Linn. fue mayor, presentandose diferentes genera-
ciones manifiestas por la presencia en e] cultivo de todos los estados
del insecto.

En las posturas recolectadas se observo:

1.—Se presentaban en coloraciones diferentes, que varian de un co-
lor blanco a uno oscura (casi negro). Son de forma conoidal
truncados en el apice y con estrias longitudinales.

2.—La coloracién blanca es tipica de las posturas recientes.

3.—Las posturas se encueniran generalmente en forma individual
sobre las hojas (indistintamente en el haz o en el envés), el ta-
Jlo o los zarcillos de la planta.

4.—Un alto porcentaje de las posturas presentan parasitismo.

Cada postura se colocaba sobre un papel de filtro himedo v en
frascos individuales cubiertos con una tela rala. La postura se deja-
ba sobre el area que ocupaba en la hoja, recortada del total. Median-
te este sistema fue posible obtener especimenes de Trichograma minu-
tum (*) y de otro Microhymenoéptero cuya clasificacion no fue posible
por los pocos individuos que se lograron recolectar.

5.—El dia siguiente a una lluvia intensa el numero de posturas dis-
minuye, debido posiblemente a que son lavadas del follaje por
el agua.

En los frascos anteriormente anunciades asi como en la aplica-~
cion del método de Poveda y Schwitzer (17) usados para obtener la
eclosion de las posturas, se presenté un hongo contaminante debi-
do a la excesiva humedad que presentaba el papel de filtro.

La conservacion de los insectos parasitos se efectud en una so-
lucién de alcohol al 30%.

V.— DISCUSION

La persistencia de la infestacion en las camaras de cria luego
de scis meses de no haberse usado puede explicarse por la presencia
de “poliedros” que son capaces de retener viable el virus dntro de
ellas por muchos afos” (Smith, 26).

Castellar (8), estima la propiedad de los poliedros o capsulas, de

(*) Determinacién y clasificacion efectuada en el Laboratorio de la Facultad
de Agronomia de Palmira, por el doctor Alvaro Figueroa E., 1. A.
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ser resistentes a la accién de los desinfectantes comunes y del calor
moderado, asi como el ser corriente su formacién por parte de la ma-
yoria de los virus entomoliticos.

En el caso del uso de los desinfectantes quimicos, es necesario
tener en cuenta que algunos de estos productos pueden actuar como
“stressors” artificiales que activan el virus (Wallis, 28).

Como factor determinante de la infestacién inicial en las cama-
ras de cria podrian tenerse como hechos el que la infeccion ya se
hubiese presentado en el campo y precisamente se hubiere llevado
a ellas una larva infestada, o que el patégeno existiese “latente” en
las poblaciones de Agraulis vanillae Linn, Esta ultima condicion se
ha reportado en el gusano de seda (Bombyx mori) y se da como mé-
todo para activar la infeccion “latente” el sometimiento de las larvas
a condiciones adversas (Tanada, 27, Wallis, 28).

La observacién en el campo de larvas muertas presentando sin-
tomas caracteristicos de la infeccion, determina la presencia del pa-
tégeno en el medio natural ecolégico de Palmira, concepto que pre-
viamente emitié Castellar (8), lo que a la vez indica la existencia
de agentes de transmisién (vectores) que pueden estar representados
por parasitos, predatores, etc., alimento contaminado o patrimonio
de infeccidn (Smith, 26; Wallis, 28; Elmore y Hawland, 10).

El hecho de que la infeccion no se presente en forma muy seve-
ra en el campo puede indicar:

1.—El brote natura] de patégeno en forma epizobtica se presenta en
un estado inicial, puesto que para su expresion en forma devas-

tadora se requiere que “las poblaciones de plagas hayan existido en

niveles epidémicos por varios anos consecutivos” (Stelzer, 25).

2.—La ausencia de un adecuado agente diseminante de la infeccién.

Es necesario anotar que los autores tuvieron la oportunidad de
observar la presencia de la infeccion en larvas de Agraulis vanillae
Linn., en un cultivo de Granadilla (Passiflora ligularis) distante a-
preximadamente 30 kilometros de la ciudad de Palmira.

La muerte de larvas por ingestion de hojas sobre las que se hu-
bo derramado el contenido interno desintegrado de aquellas muertas
por €l patdgeno, indica la efectividad que podria tener el empleo de
un mtéodo de control de esta plaga del Maracuya (Passiflora edulis
var. flavicarpa Deneger) por medio de la aspersién del follaje con
una solucién del virus.

La presencia de parasitos y de algunos predatores de este insec
to-plaga habia sido anteriormente determinada por Castellar (8).

La muerte de larvas en el medio no contaminada, con la sinto-
matologia tipica de la infeccién, puede indicar la existencia de un
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mecanismo de transmisién transovarica del patogeno, lo que concor-
daria con casos similares de diseminacion de enfermedades entomeo-
liticas causadas por virus (Steinhaus, 20; Tanada, 27; Elmore y
Hawland, 10).

Uno de los aspectos de las enfermedades causadas por virus en-
tomoliticos en el que se diverge en cuanto a su incidencia es aquel
que hace referencia €I estado larvario “instars” en el que es mas fre-
cuente la infeccién,

Tanada (27), determiné la presencia de la infeccion entre el 19
y 49 instar para la mitad de las poblaciones de Spodoptera por él es-
tudiadas y entre el 52 y ultimo instar para la otra mitad. Segin
Aruga et al (3) la mayor virulencia del patéogeno se presenta en lar-
vas de Bombyx mori en los ultimos instars. Stair (18), determina que
la susceptibilidad decrece marcadamente en instars avanzados de Ma-
lacosoma sp.

En el desarrollo de la presente investigacién, a pesar de que la
infeccidén se presentd en todos los estados de la larva, su mayor inci-
dencia ocurrié a partir del 2° instar alcanzando una mayor virulen-
cia en los tres tiltimos, lo cual indica que para el caso del Agraulis
vanillae Linn., la susceptibilidad aumenta marcadamente en instars
avanzados.

La descripcion de la sintomatologia de la enfermedad que se pre-
senta, concuerda con la que expresan varios autores al referirse a la
llamada “Polidrosis” de los Lepidépteros. Tipo de infeccién que tie-
ne como agente causal de los Lepidopteros. Tipo de infeccion que tie-
man, 29; Steinhaus, 23; Chapman y Glaser, 9; Castanos Martinez, 7;
Emsley, 11).

Smiil, cilado por Castellar (8), indica que los cambios en la colo-
racién del excremento, las alteraciones del comportamiento larval y
la 1lacidez corporal, son los primeros sintomas que se piesentan
cuando se trata de una virosis comprobada, asi como la lisis de los
tejidos internos y la ruptura del integumento, son los estados finales
de la accion de los virus entomoliitcos.

El que el excremento adquiera una coloracién verde, podria in.
dicar la no digestién del alimento ingerido, proceso que se efectiia en
las larvas del insecto en el intestino medio, el cual segrega enzimas
digestivas y compuesios “buffer” y absorbe los productos de la di-
gestion (Heimpel, 12). Por lo tanto, esta condicién anormal en la
coloraciéon del excremento puede indicar la presencia del virus en el
intestino medio, causando alteraciones sobre las células epiteliales lo
que posteriormente determine una paralisis intestinal manifiesta en
la pérdida del apetito y de la funcion excretora de la larva.

Segin Heimpel y Angus, citado por Aragon (2), en el caso de
enfermedades causadas por bacterias entomoliticas, se presenta un
cese en la funcion intestinal que es debido a las sustancias que co
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mentan las células entre si, lo cual las expone a la accién de los ju-
gos intestinales, causando autodigestion de las células provenientes
del tejido desorganizado.

La diarrea y regurgitacion observadas en algunas de las larvas
son sintomas caracteristicos que se presentan cuando ocurren infec-
ciones causadas por bacterias entomoliticas (Aragén, 2; Bucher, 6).
Su ocurrencia en el desarrollo del presente trabajo indica la posibi-
lidad de casos de atagque combinado de bacterias y virus en las lar-
vas del Agraulis vanillae Linn.

La muerte de una de las larvas en menos de 12 horas podra ex-
plicarse en lo estipulado por Steinhaus (19), quien determina un in-
cremento del porcentaje de muertes en un tiempo menor en las con-
diciones de atague combinado de bacterias y virus.

Steinhaus (22), explica que cuando el nicleo de las células de]
tejido afectado (células de sangre, hipodermis, cuerpos grasos, cap-
sula genital y trdquea matriz) es completamente destruido, la céluls
entera se desintegra y la poliedra se libera dentro de la cavidad cor-
poral del insecto. Coincidiendo con la desintegraciéon de las células,
pero aparentemente independiente de ellos, ocurre la lisis de todo el
lejido afectado. Solo después de que el insecto muere o cuando esta
moribundo, aparecen cambios significativos en las células de los
miusculos, tubos de Malpighi, glandulas salivares, nervios y otros te-
iidos que no albergan la poliedra.

La apariencia final del insecto muerto esta representando el te-
jido desintegrado y gran nimero de poliedros libres. En algunos ca-
s0s la poliedra continia retenida dentro de la célula muerta.

VI.— CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados y las observaciones realizadas du.
rante el desarrollo de] presente trabajo es posible establecer las si:
guientes conclusiones:

1.—Existen en el medio ecologico regional de Palmira, (Colombia)

un microorganismo patégeno a las larvas del Agraulis vanilla¢
Linn., el cual liega a causar una mortalidad del 100% en un tiempq
relativamente corto.

2.—Tal microorganismo patégenc fue determinado como un “VIRUS
DE LA POLIEDROSIS”.

3.—Las pruebas realizadas por el Dr. J. V. Thompson del Agricultu-

ral Research Service Beltsville, Maryland (U.S.A.), comprue-
ban que es un virus especifico del Agraulis vanillae Linn., o de espe-
cies estrechamente relacionadas.

4.—Bajo las condiciones en las cuales se desarrollé la presente in-
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vestigacion, este microorganismo no es patégeno al Machinitis
veritabilis Butler.

5.—Se constata la presencia de parasitos y predatores observados
por Castellar (8).

8.—Se hacen necesarios estudios tendientes a:

a) La clasificacién del virus y a la determinacion, mediante anali-
sis histologicos de larvas de- Agraulis vanmillae Linn., infectadas,
del tipo de poliedrosis (poliedrosis nuclear o citoplasmatica).

b) Determinar la efectividad del patogeno como un medio de Con:
trol Biologico del Agraulis vanillae Linn., en el campo mediante
el uso de aspersiones del virus en suspension .

¢) La determinacion de los posibles agentes de diseminacion del
virus y el papel de los parasiies 'y predatores observados en ella.

d) Compm'bar la posible existencia de un mecanismo de transmision
transovarica del virus en las larvas de Agraulis vanillae Linn.

e) Demostrar la enunciada especificidad del virus en su medio eco-
légico natural.

VII.— RESUMEN

En este trabajo, referente a la DETERMINACION DE UN PA.
TOGENO (VIRUS) Y DESCRIPCION DE SU SINTOMATOLOGIA
EN LARVAS DE Agraulis vanillae Linn. (LEPIDOPTERA: NYM-
PHALIDAE) EN EL VALLE DEL CAUCA, COLOMBIA, se presen-
ia un comentario inicial acerca del Control Biolégico. Se incluye lue-
go un compendio bibliografico en lo referente a los virus: clasifica-
cién; formas de expresion, etc.

Se efectia posteriormente, con el empleo de larvas traidas del
campo, un incremento en la virulencia del patégeno presente en las
camaras de cria observado por primera vez durante el desarrollo de
un trabajo de investigacion efectuado por Castellar (8) .

De posturas del Agraulis vanillae Linn., recolectadas en el cam-
po se obtienen, en un medio que se considera libre de la presencia
dei patogeno y después de un ciclo de vida completo del insecto, lar-
vas que se consideran no contaminadas, las cuales posteriormente se
llevan a las camaras de cria infectadas con el fin de efectuar la ob-
servacion y descripcion de la infeccion.

En el transcurso de la etapa anterior se determina la presencia
de ciertos Microhimenépteros parasitos de huevos y se observan
hechos que indican la posible existencia de un sistema de transmi-
sién transovarica del patogeno.
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De la sintomatologia observada durante el desarrollo de la in-
feccion (cambio en la coloracién normal del excremento, cese de to-
da actividad, muerte de la larva y rompimiento del integumento de-
rramando los tejidos internos desintegrados) se concluye el caracter
viroso de ésta,

Del material recolectado de las camaras de cria larvas de Agrau-
lis vanillae Linn,, se envio en una solucion de Formaldehido al 10%
a Agricultural Research Service, Beltsville, Maryland (U.S.A.), en
donde el Dr, J. V. Thompson determiné la presencia de un “VIRUS
DF, POLIEDROSIS” como agente causal de la infeccion, comproban-
do mediante pruebas realizadas que es especifico del Agraulis vanillae
Linn., o de especies estrechamente relacionadas.

La existencia de] patégeno (virus) en el medio ecologico de
Palmira, Colombia, se determiné por la observacion de larvas en el
campo que presentaban sintomas tipicos de la infeccion.

VHI.— SUMMARY

In this work, concerning the DETERMINATION OF A PATHO-
GEN (VIRUS) AND THE DESCRIPTION OF ITS SYMPTOMATO-
LOGY IN LARVAE OF Agraulis vanillae Linn. (LEPIDOPTERA:
NIMPHALIDAE), IN THE VALLEY OF CAUCA, COLOMBIA, a
comentary on Biological Control is initially presented, and a bibliogra-
phical compendium concerning the above virus: classification, forms
of expresion, etc., is also included.

Subsequently, with larvaes brought form the field, an increase
in the virulence of the patogen present in the breeding chambers is
effected which are considered uncontamined, which subsequently are
taken to the infested breeding chambers with purpose of effecting
the observation of the infection.

In the course of the preceding stage, it was determined the pre-
sence cf certain Mycrohymenoptercs parasites of eggs and certain
facts are observed which indicate the possible existence of a system
of transovaric transmissicn of the pathogen.

From the symptomatology observed during the development of
the infection (change in the normal coloration of the excrement,
ceasing of all activity, death of the larvae and breaking up of the in-
tegument spilling the internal desintegrated tissues) it is concluded
the viral character of this.

The colected material from the breeding chambers, larvae of
Agraulis vanillae Linn., was sent in a solution of Formaldehide at
10%, to the Agricultural Research Service Beltsville, Maryland
(U.S.A.), where Dr. J. V. Thompson determined the presence of
a Polyhedrical Virus as the causal agent of the infection. It is spe-
cific of Agraulis vanillae Linn, or to closely species.
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The existence of the pathogen (virus) in the ecologic medium
of Palmira was determined by the observation of larvae dead in the
field which represented tipical symtoms of the infection,
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