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Figures et tableaux

Figure 1. Développement de la teigne de la pomme de terre P. operculella. 1a : ceufs (chorion
transparent) et larve de stade 1. 2b : larve (stade 4), 2c : pupe, 2d : adulte. Photo : X. Léry.

Figure 2. Développement de la teigne du Guatemala T. solanivora. 3a: ceufs, 3b : larve (stade
4) et pupe, 3c : Adulte. Photo : C. Espinel

Figure 3. Dégats produits par les larves de T. solanivora : formation de galeries et
pourrissement a cause de l'infection secondaire par des microorganismes. Photo : C.
Espinel; P. Cuartas.

Figure 4. 1a : Route invasive de T. solanivora en Amérique. 1b : Invasion de la teigne du
Guatemala en Colombie. En bleu, les principales zones productrices de pomme de terre.

Figure 5. Morphologie des baculovirus. NPV a enveloppement multiple (MNPV), NPV a
enveloppement simple (SNPV), et granulovirus (GV).

Figure 6. Structure des virions : ODV, la forme incluse du virus et BV, le virus
bourgeonnant. Adapté de Slack et Arif (2007).

Figure 7. Cycle de réplication des baculovirus. MP : membrane péritrophique. BV : virion
bourgeonnant (budded virion). ODV : virion occlus (occlusion derived virion). D’apres
Slack et Arif, 2007.

Figure 8. Signes de l'infection du PhopGV sur les larves des teignes de la pomme de terre :
P. operculella (1 : Larve saine, 2 : Larve infectée) (Photo : X. Léry) et T. solanivora (3 : Larve
saine, 4 : Larve infectée) (Photo : C. Espinel).

Figure 9. Marché global des biopesticides en 2005. (B.t : Bacillus thuringiensis serotypes)
(Mc.Spadden 2005).

Figure 10. Marché mondial des agents de contrdle biologique, participation par continent en
2005. (NAFTA : Etats-Unis, Canada, Mexique) (Guillon 2005)

Figure 11. Zones géographiques ot les PhopGV colombiens ont été isolés. En bleu, les
principales zones productrices de la pomme de terre.

Figure 12. Schéma des essais de l’activité biologique des mélanges artificiels des isolats
Pérou (A) et VG003 (B). Dans chaque essai biologique, on évalue les trois mélanges
artificiels. P = passage.

Figure 13. Electrophoreses sur gel d’agarose 1% de I’ADN des isolats colombiens (VG001,
VG002, VG003, VG004, VGO005) et référence #1346 digéré par ’enzyme Smal. L’étoile
indique la bande submolaire. M : Marqueur de poids moléculaire A/HindIIlL bp : paires de
bases.
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Figure 14. PCR semi-quantitative des isolats colombiens du PhopGV et référence #1346.
Geénes 90-91. M (Marker).

Figure 15. Vue d’alignement des deux polymorphismes trouvés dans la région ORF 90-91.
Type 1 correspond a la séquence compléte publiée (accession numéro NC004062). Le
fragment de 840 pb représenté sur la figure correspond a la région des nucléotides (nt)

78 001 a 78 840 sur la séquence complete.

Figure 16. PCR semi-quantitative des isolats colombiens du PhopGV et référence #1346.
Geéne 129. M (Marker).

Figure 17. Vue d’alignement des différents variants du gene egt trouvés dans PhopGV.
Type 1 correspond a la séquence compléte publiée (accession numéro NC004062). Le
fragment de 1900 pb représenté sur la figure correspond a la région des nucléotides (nt)
116 301 a 118 200 de la séquence complete.

Figure 18. Comparaison de la pathogénicité des isolats Pérou et VG003 sur les hotes P.
operculella et T. solanivora.

Figure 19. Mortalité en fonction de la concentration en PhopGV colombiens et référence, sur
T. solanivora.

Figure 20. Mortalité en fonction de la concentration en PhopGV colombiens et référence, sur
P. operculella.

Figure 21. Activité biologique des passages de I'isolat VG001 et de l'isolat Pérou, appliqués
sur P. operculella. P1 : Passage 1 ; P2 : Passage 2 ; P6 : Passage 6.

Figure 22. Activité biologique des passages de I'isolat VG005 et de l'isolat Pérou, appliqués
sur P. operculella. P1: Passage 1; P2 : Passage 2 ; P6 : Passage 6.

Figure 23. Comparaison de I’activité biologique des isolats VG001 et VG005 pour chaque
passage sur P. operculella. A) Passage 1 ; B) Passage 2 ; C) Passage 6.

Figure 24. Comparaison de 'activité biologique des isolats VG001 et VG005 sur T.
solanivora.

Figure 25. PCR semi-quantitative de I’ADN (Genes 90-91) des cycles de réplication de
I'isolat VG001 et dynamique de la composition génotypique au cours des passages sur
larves de P. operculella. M : Marqueur ; P : Passage.

Figure 26. PCR semi-quantitative de I’ADN (Genes 90-91) des cycles de réplication de
lI'isolat VG005 et dynamique de la composition génotypique au cours des passages sur
larves de P. operculella. M : Marqueur ; P : Passage.

Figure 27. PCR semi-quantitative de I’ADN (Genes 90-91) des cycles de réplication de

l'isolat VG001 et dynamique de la composition génotypique au cours des passages sur
larves de T. solanivora. M : Marqueur ; P : Passage.
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Figure 28. PCR semi-quantitative de I’ADN (Genes 90-91) des cycles de réplication de
l'isolat VG005 et dynamique de la composition génotypique au cours des passages sur
larves de T. solanivora. M : Marqueur ; P : Passage.

Figure 29. PCR semi-quantitative de I’ADN (Gene 129) des cycles de réplication de l'isolat
VG001 et dynamique de la composition génotypique au cours des passages sur larves de P.
operculella. M : Marqueur ; P : Passage.

Figure 30. PCR semi-quantitative de I’ADN (Gene 129) des cycles de réplication de I'isolat
VG005 et dynamique de la composition génotypique au cours des passages sur larves de P.
operculella. M : Marqueur ; P : Passage.

Figure 31. PCR semi-quantitative de I’ADN (Gene 129) des cycles de réplication de l'isolat
VG001 et dynamique de la composition génotypique au cours des passages sur larves de T.
solanivora. M : Marqueur ; P : Passage.

Figure 32. PCR semi-quantitative de I’ADN (Gene 129) des cycles de réplication de l'isolat
VG005 et dynamique de la composition génotypique au cours des passages sur larves de T.
solanivora. M : Marqueur ; P : Passage.

Figure 33. Activité biologique des passages de la population 10 : 90, et des isolats Pérou et
VG003 appliqués individuellement sur P. operculella. PO : Passage 0 ; P1 : Passage 1; P2:
Passage 2 ; P5 : Passage 5

Figure 34. Activité biologique des passages de la population expérimentale 50 : 50, et des
isolats Pérou et VG003 appliqués individuellement sur P. operculella. PO : Passage 0 ; P1 :
Passage 1 ; P2 : Passage 2 ; P5 : Passage 5.

Figure 35. Activité biologique des passages de la population expérimentale 90 : 10, et des
isolats Pérou et VG003 appliqués individuellement sur P. operculella. PO : Passage 0 ; P1 :
Passage 1 ; P2 : Passage 2 ; P5 : Passage 5.

Figure 36. Comparaison de ’activité biologique des populations expérimentales 10 : 90, 50 :
50 et 90 : 10, des isolats Pérou et VG003 pour chaque passage sur P. operculella. A) Passage 0;
B) Passage 1; C) Passage 2 ; D) Passage 5.

Figure 37. Activité biologique des passages de la population expérimentale 10 : 90, et des
isolats Pérou et VG003 appliqués individuellement sur T. solanivora. PO : Passage 0 ; P1 :
Passage 1 ; P2 : Passage 2 ; P5 : Passage 5.

Figure 38. Activité biologique des passages de la population expérimentale 50 : 50, et des
isolats Pérou et VG003 appliqués individuellement sur T. solanivora. PO : Passage 0 ; P1 :
Passage 1 ; P2 : Passage 2 ; P5 : Passage 5.

Figure 39. Activité biologique des passages du mélange 90 : 10, et des isolats Pérou et

VG003 appliqués individuellement sur T. solanivora. PO : Passage 0 ; P1 : Passage 1; P2:
Passage 2 ; P5 : Passage 5.
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Figure 40. Comparaison de I'activité biologique des mélanges 10 : 90, 50 : 50 et 90 : 10, des
isolats Pérou et VG003 pour chaque passage sur T. solanivora. A) Passage 0; B) Passage 1; C)
Passage 2 ; D) Passage 5.

Figure 41. Comparaison de Iactivité biologique du passage 0 des mélanges artificiels sur les
deux hotes, P. operculella et T. solanivora. A) Mix 10 : 90 ; B) Mix 50 : 50 ; C) Mix 90 : 10.

Figure 42. Comparaison de I’activité biologique du passage 1 des mélanges artificiels sur les
deux hotes, P. operculella et T. solanivora. A) Mix 10 : 90 ; B) Mix 50 : 50 ; C) Mix 90 : 10.

Figure 43. Comparaison de 'activité biologique du passage 2 des populations
expérimentales sur les deux hotes, P. operculella et T. solanivora. A) 10 : 90 ; B) 50 : 50 ; C) 90 :
10.

Figure 44. Comparaison de I'activité biologique des passages 3 et 5 des populations
expérimentales sur les deux hotes, P. operculella et T. solanivora, respectivement. A) 10: 90 ;
B)50:50; C)90:10.

Figure 45. Activité biologique du Mix Retro par rapport a la population 50 : 50, PO sur P.
operculella et P1 sur T. solanivora. P= passage.

Figure 46. PCR semi-quantitative de I’ADN (Genes 90-91) des cycles de réplication du Mix 10 :
90 et dynamique de la composition génotypique au cours des passages sur larves de P.
operculella. M : Marqueur ; P : Passage.

Figure 47. PCR semi-quantitative de I’ADN (Genes 90-91) des cycles de réplication du Mix 50 :
50 et dynamique de la composition génotypique au cours des passages sur larves de P.
operculella. M : Marqueur ; P : Passage.

Figure 48. PCR semi-quantitative de I’ADN (Genes 90-91) des cycles de réplication du Mix 90 :
10 et dynamique de la composition génotypique au cours des passages sur larves de P.
operculella.

Figure 49. PCR semi-quantitative de I’ADN (Genes 90-91) des cycles de réplication du Mix 10 :
90 et dynamique de la composition génotypique au cours des passages sur larves de T.
solanivora.

Figure 50. PCR semi-quantitative de I’ADN (Genes 90-91) des cycles de réplication du Mix 50 :
50 et dynamique de la composition génotypique au cours des passages sur larves de T.
solanivora.

Figure 51. PCR semi-quantitative de I’ADN (Genes 90-91) des cycles de réplication du Mix 90 :
10 et dynamique de la composition génotypique au cours des passages sur larves de T.
solanivora.

Figure 52. PCR semi-quantitative de I’ADN (Gene 129) des cycles de réplication du Mix 10 : 90

et dynamique de la composition génotypique au cours des passages sur larves de P. operculella.

M : Marqueur ; P : Passage.
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Figure 53. PCR semi-quantitative de I’ADN (Gene 129) des cycles de réplication du Mix 50 : 50
et dynamique de la composition génotypique au cours des passages sur larves de P. operculella.
M : Marqueur ; P : Passage.

Figure 54. PCR semi-quantitative de I’ADN (Gene 129) des cycles de réplication du Mix 90 : 10
et dynamique de la composition génotypique au cours des passages sur larves de P. operculella.
M : Marqueur ; P : Passage.

Figure 55. PCR semi-quantitative de I’ADN (Gene 129) des cycles de réplication du Mix 10 : 90
et dynamique de la composition génotypique au cours des passages sur larves de T. solanivora.
M : Marqueur ; P : Passage.

Figure 56. PCR semi-quantitative de I’ADN (Gene 129) des cycles de réplication du Mix 50 : 50
et dynamique de la composition génotypique au cours des passages sur larves de T. solanivora.
M : Marqueur ; P : Passage.

Figure 57. PCR semi-quantitative de ' ADN (Geéne 129) des cycles de réplication du Mix 90 : 10
et dynamique de la composition génotypique au cours des passages sur larves de T. solanivora.
M : Marqueur ; P : Passage.

Figure 58. Productivité des isolats sauvages VG001 et VG005 au cours des passages sur
larves de P. operculella. Les colonnes partageant la méme lettre ne sont pas significativement
différentes (Tukey, a=0,05).

Figure 59. Productivité virale (OB/mg de poids larvaire) des populations expérimentales
obtenues par mélange des isolats Pérou et VG003 au cours des passages sur P. operculella. A)
Mix 10 : 90 ; B) Mix 50 : 50 ; C) Mix 90 : 10. P : Passage. Les colonnes partageant la méme
lettre ne sont pas significativement différentes (Tukey, a=0,05).

Figure 60. Productivité virale (OB/mg de poids larvaire) des populations expérimentales
obtenues par mélange des isolats Pérou et VG003 au cours des passages sur T. solanivora. A)
Mix 10 : 90 ; B) Mix 50 : 50 ; C) Mix 90 : 10. P : Passage. Les colonnes partageant la méme
lettre ne sont pas significativement différentes (Tukey, a=0,05).

Figure 61. Comparaison de la productivité virale (OB/mg de poids larvaire) des populations
expérimentales obtenues par mélange des isolats Pérou et VG003 au cours des passages sur
les deux hotes. A) Passage 0 ; B) Passage 2 ; C) Passage 3. Mix : Mélange. Po : P. operculella ;
Ts : T. solanivora. Les colonnes partageant la méme lettre ne sont pas significativement
différentes (Tukey, a=0,05).
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Tableau 2. Comparaison des fragments de restriction Nsil, Nrul, Hpal, Bst API et Mlul de
I”ADN des isolats colombiens et référence #1346. Les isolats VG001, VG002, VG003 et
VG004, sont mis dans la colonne 2, du fait qu’il n’y a pas de différences parmi eux.
Tableau 3. Comparaison des fragments de restriction BstEIl, Dralll, BamHI, Ndel et HindIII
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Tableau 4. Activité biologique des isolats Pérou et VG003 sur T. solanivora et P. operculella.
Entre parenthéses : intervalles. x2 : Chi carré. ddl : degrés de liberté.

Tableau 5. Activité biologique au cours des passages des isolats mélangés naturellement
VG001 et VGOO5, et des isolats VG003 et Pérou sur P. operculella. Entre parentheses :
intervalles. x2 : Chi carré. ddl : degrés de liberté.

Tableau 6. Activité biologique des isolats VG001, VG005, VG003 et Pérou sur T. solanivora.
Entre parenthéses : intervalles. x2 : Chi carré. ddl : degrés de liberté.

Tableau 7. Activité biologique au cours des passages des populations expérimentales sur P.
operculella. Entre parentheses : intervalles. x2 : Chi carré. ddl : degrés de liberté.

Tableau 8. Activité biologique au cours des passages des mélanges artificiels de Pérou et
VG003 sur T. solanivora. Entre parentheses : intervalles. x2 : Chi carré. ddl : degrés de liberté.

Tableau 9. Activité biologique du Mix Retro sur T. solanivora. Les résultats sont comparés
avec les efficacités de la population 50 : 50 PO sur P. operculella et P1 sur T. solanivora. Entre
parentheses : intervalles. x2 : Chi carré. ddl : degrés de liberté.

Tableau 10. Productivité virale et efficacité des isolats VG001 et VG005 sur P. operculella.
CL=Concentration létale. OB=Corps d’inclusion.

Tableau 11. Parallele entre les valeurs de la productivité virale et I'efficacité (CLso et CLo0)
des populations expérimentales et des isolats Pérou et VG003 sur les deux hotes.
CL=Concentration létale. OB=Corps d’inclusion.
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Introduction

La pomme de terre est 'une des ressources alimentaires majeures en Amérique
Centrale et en Amérique du sud. En Colombie, sa culture représente une importante
source d’emploi. Environ 180 000 hectares sont cultivés, fournissant les ressources a
95000 familles. La production se distribue entre la consommation familiale, le
commerce de proximité et une partie importante pour la transformation industrielle et

'exportation.

Plusieurs centaines de milliers de fermiers sont touchés annuellement par les ravages
causés aux pommes de terre par les ravageurs de cette culture. Parmi les insectes, le
complexe des teignes de la pomme de terre occasionne les pertes plus importantes. Les
deux teignes principales sont Phthorimaea operculella (Zeller, 1873) (Lepidoptera:
Gelechiidae) et Tecia (Scrobipalpopsis) solanivora (Povolny, 1973) (Lepidoptera :
Gelechiidae). La premiere est distribuée dans plusieurs régions tropicales et
subtropicales du monde et cause des dégats au feuillage en champ et aux tubercules

principalement en conditions de stockage.

La teigne du Guatemala, T. solanivora, est récemment devenue le principal ravageur de
cette culture en Amérique centrale et au nord de ’Amérique du sud (Venezuela,
Colombie, Equateur). Cet insecte a été introduit au Venezuela a partir de I'importation
de semence infestée, et a envahi progressivement la Colombie et 1’Equateur,

principalement via le commerce de semences.

Les insecticides chimiques sont la principale stratégie du contrdle. Cependant, leur
utilisation massive et continue a provoqué divers inconvénients, comme les risques de
contamination ou accumulation dans le sol, I'eau et les denrées récoltées, le
développement de résistances ou encore les risques pour la santé des travailleurs
agricoles. C’est ainsi que le développement de méthodes alternatives (moins

polluantes) de contrdle de ces ravageurs est envisagé.
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Les baculovirus, et spécialement les granulovirus, présentent un intérét considérable
comme outil pour le contrdle des teignes la pomme de terre. Un virus de granulose a
été trouvé sur Phthorimaea operculella. Il a été appelle Phthorimaea operculella granulovirus
(PhopGV). Ce virus a été utilisé avec succes pour le controle des infestations de P.
operculella. Des études précédentes ont montré une variabilité génétique des isolats
provenant de différentes populations du monde. D'un autre coté, 1'absence de
méthodes de contrdle appropriées pour T. solanivora a orienté I'échantillonnage des

granulovirus isolés de cet insecte.

La Corporation Colombienne de la Recherche Agricole, CORPOICA, a conduit une
campagne de prospection et a récolté 5 isolats de granulovirus sur des larves de T.
solanivora de différentes régions géographiques de Colombie. Ces isolats se sont avérés
génétiquement proches du PhopGV. Le fait de trouver des isolats de PhopGV nous
conduit a utiliser le complexe granulovirus/teignes de la pomme de terre comme
modele d’analyse de I'évolution des populations virales, au niveau de leur variabilité
génotypique et de leurs caractéristiques biologiques, au cours de 1'adaptation a une

espece alternative invasive.

Les résultats de ce travail prennent en compte deux approches, le point de vue des
recherches en biologie évolutive des interactions pathogene-hote, et celui, beaucoup
plus appliqué, de la protection des cultures par l'utilisation individuelle ou en
mélange de ces isolats pour la lutte biologique comme principe actif d'un agent de
contrdle biologique —autrement appelé biopesticide- (BCA dans le reste du manuscrit,
pour Biological Control Agent, en suivant la terminologie de I’Organisation

Internationale de Contrdle Biologique, OILB/IOBC) pour le contrdle de ces ravageurs.

Apres un chapitre bibliographique ol seront exposés des généralités sur les especes
envahissantes, la description des teignes de la pomme de terre, les baculovirus dans la
lutte biologique, ainsi que des données sur les BCA, nous exposerons dans les quatre

chapitres suivants les méthodes et les résultats du travail de ce mémoire.
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Dans le premier chapitre de résultats, Chapitre 3, 'analyse de la variabilité génétique et
de la pathogénicité des isolats colombiens issus de T. solanivora a été réalisée. A partir
des données d'une étude préalable, nous avons suivi et confirmé la variabilité des
isolats par analyse des profils de restriction, par PCR, puis par le séquencage de deux
régions du génome viral. En parallele, des essais biologiques de laboratoire avec une
méthode d’application par aspersion, ont permis de comparer l'efficacité de ces isolats
sur les deux hotes, P. operculella et T. solanivora. La mise en perspective de ces deux
types de résultats, variabilité¢ génétique et pathogénicité constitue le coeur de ce
chapitre, qui amene comme possibilité la sélection d'un isolat comme principe actif

pour un BCA.

Dans le chapitre suivant, Chapitre 4, a partir des résultats de 1’activité biologique des
isolats mélangés naturellement, I'étude de l'interaction pathogene-hote a été abordée.
L’ objectif était de répondre a la question : Lors de mélanges (naturels ou artificiels), de
deux génotypes adaptés a des especes hotes différentes, quelle est I’évolution au cours
des cycles de réplication sur I'un ou l'autre des hotes ? A partir des isolats viraux
naturels trouvés en Colombie, et de populations virales construites au laboratoire, nous
avons tenté de répondre a cette question en termes de proportion génotypique et

d’activité biologique.

Le Chapitre 5 présente 1'étude de la productivité virale des PhopGVs sur les deux
hotes. Nous avons effectué l'analyse de la production de granules par mg de tissu
larvaire et l'influence du nombre de cycles de réplication et de 1'hote sur cette
productivité. Ce facteur est un aspect tres important dans le cadre du développement

de BCA et est considéré comme un point critique dans la production industrielle.

Le chapitre 6 est consacré a une discussion générale de nos résultats, aux conclusions et

aux perspectives ouvertes par ce travail.
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Chapitre I. Données bibliographiques

1. 1. Dynamique des populations des espéces invasives
1.1.1. Définition d’espéce invasive

Une espece invasive ou envahissante peut étre définie comme une espece introduite
qui cause des impacts négatifs sur 'environnement, les activités ou la santé humaine.
Dans la population de 'espece introduite, seule une petite proportion s’établit et se
disperse. Donc, une invasion biologique peut étre considérée comme l'événement
durant lequel une population est mobilisée au dela de son seuil naturel de densité de
population ou de sa zone naturelle de dispersion potentielle (Lee 2002). Un
envahisseur n’est pas forcément un « nouveau venu », mais un individu qui cause un

nouvel impact dans I'environnement considéré (Davis et Thompson 2000).

1.1.2. Conséquences écologiques et évolutives d’'une invasion

Les especes envahissantes sont une menace pour les écosystemes en affectant leur
biodiversité (especes natives), la structure de leurs communautés et l'intégrité de
I’écosysteme. Cet effet ne se réduit pas aux écosystemes « naturels », mais s’étend aussi
aux écosystemes exploités (agriculture, ou péche), pouvant avoir des effets sur la santé
publique. Les especes envahissantes induisent des cofits économiques pour les
éradiquer. Par exemple, les cofits associés aux invasions les plus connues (mauvaises
herbes, ravageurs et pathogenes des plantes) sont de 137 milliards de dollars

américains par an aux Etats-Unis (Lee 2002).

Les interactions entre especes natives et envahissantes peuvent étre directes (prédation,
parasitisme, compétition, mutualisme) ou indirectes (altération de I'habitat, activation
d’interactions trophiques) et peuvent occasionner des changements dans la biologie
des populations (naissances, mortalité, migration, disparition) des especes natives
(Sakai et al. 2001). De la méme maniere, elles peuvent induire des changements
génétiques et évolutifs. La dérive génétique et la sélection naturelle a cause des

interactions biotiques et des facteurs abiotiques dans le nouvel environnement peuvent
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causer une évolution rapide chez les especes envahissantes, mais aussi chez les especes
natives. Dans les cas extrémes, cela peut aboutir a une hybridation inter ou intra
spécifique, occasionnant l'extinction de l'espece native (Sakai et al. 2001) ou la
génération de nouveaux génotypes. Ces modifications peuvent avoir comme effets un
développement plus rapide, une taille plus grande ou un accroissement de I’agressivité

(Lee 2002).

Une caractéristique habituelle concomitante au processus de colonisation est
I'apparition de goulots d’étranglement dans la population (« bottleneck!») en raison de
la faible quantité de colonialistes initiale (Sakai et al. 2001). Quel que soit le moyen
d’introduction de 'espece invasive (dispersion naturelle ou par vecteur humain), la
population introduite est composée par un échantillon limité de génotypes originaires
d’une ou plusieurs populations de la zone d’origine, (Pulliandre et al. 2007). De plus, la
dérive subie pendant la colonisation peut réduire encore davantage la diversité
génétique de la population récemment établie. La réduction de la diversité génétique
peut occasionner une endogamie, éventuellement limitant la croissance de la population
et réduisant sa probabilité de persistance. Elle peut aussi limiter sa capacité d’évolution
car une espece envahissante peut étre pré-adaptée a certains aspects de son nouvel

environnement (Sakai ef al. 2001).

1.1.3. Les étapes d’une invasion

Plusieurs étapes sont nécessaires pour qu'une introduction se fasse avec succes (Sakai

et al. 2001):

Introduction de I'espéce dans le nouvel habitat: La majorité des introductions d’especes
envahissantes sur des zones géographiques fortement éloignées est le résultat
direct ou indirect d’activités humaines. Les facteurs sociaux et économiques sont

souvent aussi critiques que les facteurs biologiques dans l'introduction d’especes

' Bottelneck effet: Lorsqu'une population expérimente une réduction drastique du nombre
d’individus, la descendance de cette population aura une variabilité génétique faible comparée
a la population d’origine. Ceci est comparable a un effet d’échantillonnage d’un faible nombre
d’individus.
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exotiques. Les introductions accidentelles peuvent se faire via les opérateurs de
commerce (navires, avions, camions), via les hotes (transport de végétaux ou semis
infectés ou infestés, d’animaux,), ou des produits dérivés (farines, terreaux, ...). De
méme, les pratiques agricoles (pature, élevage) peuvent favoriser 1'établissement
des especes envahissantes car elles créent des zones perturbées pour les
colonisateurs. Lorsque dans les agro-écosystémes les ravageurs sont exposés a ces
pratiques agronomiques durant plusieurs générations, il en résulte une sélection
des caractéristiques qui rendent les envahisseurs plus persistants et nocifs.

Colonisation initiale et établissement de I’espéce envahissante : Il est important que 1'espece
colonisatrice ait une plasticité phénotypique, car elle doit s’adapter a différentes
conditions environnementales. Apres la colonisation initiale, une population viable
auto suffisante doit impérativement avoir une bonne compétitivité pour exploiter
les ressources locales.

Dispersion a de nouveaux habitats: Une fois 1’établissement pérennisé, les especes
envahissantes doivent se disséminer en utilisant deux types de dispersion:
dispersion par diffusion entre environnements adjacents ou proches (courte distance)
et dispersion par sauts, entre zones largement séparées par une barriere (longue

distance) (Davis et Thompson 2000).

En absence d’interactions interspécifiques entre les especes envahissantes et des
especes natives, les premieres peuvent prospérer dans leur nouvel habitat et devenir
des ravageurs. S'il y a absence de prédateurs ou de pathogenes d’une espece
envahissante, une croissance rapide de la population se produit, car les ressources
disponibles s’accroissent ainsi que la compétitivité et la capacité d’envahissement du

colonisateur (Sakai et al. 2000).

1.2. Les teignes de la pomme de terre

Le complexe des teignes de la pomme de terre occasionne des pertes importantes dans
cette culture. Les dégats sont faits sur les tubercules et réduisent sa valeur
commerciale, car ils ne peuvent étre utilisés ni comme semences ni pour la

consommation humaine ou animale. Ces teignes sont des lépidopteres de petite taille
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de la famille Gelechiidae. Phthorimaea operculella (Zeller, 1873) et Tecia solanivora
(Povolny, 1973) sont les plus importantes du point de vue économique et de
distribution mondiale ; tandis que Symmestrichema (tangolias) plaesiosema (Gyen, 1913 ;

Turner, 1919), est endémique des Andes.

1.2.1. La teigne de la pomme de terre Phthorimaea operculella
1.2.1.1. Introduction

La teigne de la pomme de terre Phthorimaea (Gelechia) operculella (Zeller, 1873)
(Lepidoptera : Gelechiidae) est un des insectes ravageurs les plus importants sur cette
culture dans plusieurs régions tropicales et subtropicales du monde. Elle cause des
dégats aux feuilles et aux tubercules de la plante en plein champ, mais les principaux

dégats sont observés dans les stockages des tubercules (Sporleder et al. 2005).

En 1845, elle a été mentionnée pour la premiere fois en Tasmanie, ou des dégats sur des
tubercules de la pomme de terre ont été observés. La premiere description en a été faite
par Zeller (1873) a partir d’un spécimen trouvé au Texas. Puis, sa présence a été relevée

en Californie (EU) a partir de 1881 (Ortega et Fernandez 2000).

Le premier rapport mentionnant la présence de P. operculella en Colombie a été fait par
Gallegos en 1946 sur une culture de tabac, mais des dégats ont aussi été trouvés sur des

cultures de pomme de terre au nord-ouest du pays (Ortega et Fernandez 2000).

Cet insecte est une espece cosmopolite originaire d’Amérique du sud, point d’origine

de la pomme de terre et du tabac (CIP 1992). P. operculella est adaptée aux régions

tropicales et subtropicales du monde (http://www.nhm.ac.uk/jdsml/research-

curation/research/projects/lepindex/detail. dsml?TaxonNo=103748%2e0). Elle se trouve

du sud de I'Europe jusqu'a I'Australie et la Nouvelle- Zélande, et des FEtats-Unis
jusqu'au Japon. Les populations se rencontrent en champ jusqu'a des températures
voisines de 16°C et jusqu'a des altitudes de 2 000 metres. Des informations
d’infestations séveres sont aussi mentionnées dans des zones plus froides, comme les

terres hautes de Colombie, du Kenya, du Népal, du Pérou et du Venezuela (Ortega et
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Fernandez 2000).

2a '.'4 Q . 2b

il ey

1 mm : 0

Figure 1. Développement de la teigne de la pomme de terre P. operculella. 1a : ceufs (chorion
transparent) et larve de stade 1. 2b : larve (stade 4), 2¢ : pupe, 2d : adulte. Photo : X. Léry.

1.2.1.2. Description

L’adulte est considéré comme un micro-lépidoptere. Le papillon mesure 10 mm de
longueur avec une envergure de 12 a 15 mm. L’abdomen est gris. Ses ailes antérieures
de couleur gris-brunatre terne, sont étroites, lancéolées et maculées de petites
mouchetures. Les ailes postérieures sont plus courtes que les antérieures et présentent

des bordures frangées (http://www.inra.fr/hyvppz/RAVAGEUR/3phtope.htm).

Les ceufs tres légerement ovoides mesurent environ 0,45 mm de diametre. Ils ont une
surface lisse et leur texture est molle. Au moment de l'oviposition, la coloration est
blanche nacrée et vire progressivement au jaune au orange, puis au brun avant

I’éclosion.

L’état larvaire comporte 4 stades (Cuartas et al. 2009). La larve de stade 1 récemment
émergée mesure environ 1,30 mm pour atteindre 10 a 12 mm au stade L4 de son
développement. La couleur générale est jaunatre avec la téte et le prothorax marron.
Cette coloration reste pendant la plus grande partie de son développement mais peut
varier en fonction de son type d’alimentation. Une fois la période larvaire terminée,
commence la phase de pré-pupe ou la larve prend une coloration rosée puis verdatre.
La pupe de couleur jaune a brun-rouge en phase terminale mesure 7 a 10 mm (Estrada

et Sierra 1997) (Figure 1).
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1.2.1.3. Biologie

P. operculella effectue une métamorphose compléete en quatre étapes de
développement; ceuf, larve, pupe et adulte. La durée de chaque étape dépend
largement des conditions environnementales dont la température et I’'humidité sont les
facteurs les plus influents. Le cycle de vie total peut varier de 22 a 55 jours, ce qui
aboutit a 'obtention de 2 a 12 générations par an. Pendant le jour, les adultes se
cachent sous le feuillage et au début de la nuit leur activité commence avec des vols
saccadés pour aboutir a I'accouplement. La fécondité de la femelle est d’environ 200
ceufs pendant sa vie. Les ceufs sont pondus en plusieurs endroits ; les feuilles, la tige
ou les tubercules ; et peuvent étre aussi déposés sur un substrat quelconque, comme
les sacs de fibre dans lesquels sont stockés les tubercules, une motte de terre ou
différents débris. Les ceufs éclosent et les larves pénetrent dans les organes végétatifs

de la plante (Lépez-Avila, 1996 ; Estrada et Sierra, 1997).

1.2.1.4. Dégats

En Colombie, avant l'arrivée de la teigne du Guatemala, T. solanivora, P. operculella était
un des principaux ravageurs de cette culture. La teigne est un ravageur qui, a I'état de
larve, occasionne des dégats sur le feuillage, les tiges, les pétioles et les tubercules. En
plein champ, les larves font la premiere attaque des la germination du plant. La larve
abime initialement les bourgeons terminaux, en les liants avec des fils de soie, se
nourrit des pétioles par forage. La larve peut aussi vivre en forant la tige (Estrada et

Sierra 1997).

On observe de fortes infestations en moins de 90 jours. La premiere attaque se fait sur
les feuilles initiales et au point de croissance du tubercule-semence lorsque ces
dernieres n’ont pas été couvertes proprement. La seconde attaque se produit entre le
buttage et la floraison sans conséquence négatives sur le rendement, et la troisieme
attaque a lieu juste avant la récolte, sur les tubercules exposés, ce qui entrainera

Iinfestation dans les entrepots (Ortega et Fernandez 2000).
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Lorsque l'infestation se produit sur le feuillage, les dégats affaiblissent les plantes, ce
qui peut entrainer la mort du plant dans les cas extrémes. Ces attaques causent de
toute facon des baisses du rendement de la culture. On a pu montrer qu’il y a une
corrélation positive entre la perte du rendement et le niveau des dégats. Il a été
déterminé que lorsque 100% de feuillage est détruit durant I'étape de floraison, la perte
du rendement commercial est de 50%, avec 80% de perte de tubercules de premiere
catégorie. Avec des dégats supérieurs a 25%, la qualité finale des tubercules est affectée

(Ortega et Fernandez 2000).

Les dégats les plus significatifs sont occasionnés sur les tubercules en stockage, ce qui
affecte la qualité et le poids des tubercules. Les dégats sont un rétrécissement des
tubercules causé par l'accroissement de la transpiration, et l'infection secondaire par
des microorganismes. Les études sur les dégats potentiels en stockage indiquent
qu'une population faible de P. operculella (60 larves pour 20 Kg de pomme de terre)

peut attaquer 100% des tubercules en seulement 110 jours (Ortega et Fernandez 2000).

1.2.2. La teigne du Guatemala Tecia solanivora
1.2.2.1. Introduction

La teigne du Guatemala, Tecia (Scrobipalpopsis) solanivora (Povolny, 1973) est devenue le
principal ravageur de la culture de la pomme de terre en Amérique centrale et dans le
nord des Andes, au Venezuela, en Colombie et en Equateur. Les caractéristiques
biologiques de T. solanivora font également de cette espece un ravageur potentiel pour
les productions européennes de pommes de terre

(http://www.eppo.org/QUARANTINE/insects/Tecia_solanivora/DS Tecia solanivora.p

df).
1.2.2.2. Description

T. solanivora a été décrite pour la premiere fois par Povolny (1973) comme
Scrobipalpopsis solanivora, a partir de larves collectées au Costa Rica. Comme P.
operculella, la teigne du Guatemala est considérée comme un micro-lépidoptere. Un

dimorphisme sexuel évident est observé, aussi bien en taille qu'en coloration. Le
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papillon femelle mesure 12 mm de long et le male environ 10 mm. La téte et le thorax
sont marrons (male) et gris brunatre (femelle). Les ailes antérieures sont de couleur
marron sombre (male) et marron clair (femelle) avec une trame de trois macules
longitudinales brillantes, plus marquée chez les femelles. Les ailes postérieures sont
gris clair chez les males et les femelles avec des franges marginales grises a noires

(OEPP/EPPO 2005).

3 gy T

5

Figure 2. Développement de la teigne du Guatemala 7. solanivora. 3a: ceufs, 3b : larve (stade 4) et pupe,
3c : Adulte. Photo : C. Espinel.

Les ceufs, de forme ovale, mesurent 0,46 a 0,6 mm de long et 0,39 a 0,43 de large. Ils

sont de coloration blanche perlée au moment de 1'oviposition, et virent au blanc mat

jusqu’a brun au moment de I’éclosion (Lépez-Avila et Espitia 2000).

T. solanivora passe par quatre stades larvaires (Espinel et al. 2009a). La larve de premier
stade mesurant 1,2 a 1,4 mm est tres claire avec la téte et le prothorax marron. Au 4¢me
stade, la larve mesure 12,4 a 14,2 mm de long. Sa couleur générale est rouge écarlate
dans la région dorsale, s’atténuant au rose pale latéralement. Lorsque la larve se
change en pupe, la coloration devient verte pour finir en brun-rouge. La pupe femelle

mesure environ 8,52 mm de long et la pupe male 7,83 mm (Sotelo 1997) (Figure 2).
1.2.2.3. Biologie

Le cycle de vie de T. solanivora varie en fonction de la température ambiante et peut
durer de 55 a 93 jours. Les adultes sont difficiles a observer a cause de leur mimétisme.

Pendant le jour, ils restent cachés sous le feuillage ou les mottes de terre et volent
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uniquement dans la pénombre aux premieres heures du jour ou de la nuit, heures
auxquelles ils copulent et posent les ceufs sur les tubercules ou a proximité. La
fécondité de la femelle est de 180 a 235 ceufs environ pendant sa vie et 80% des ceufs
sont pondus dans les 10 premiers jours. En champ, ils sont pondus en masse sur la base
de la tige, ou l'aire de tubérisation, alors qu’en stockage, ils sont pondus directement

sur les tubercules (Araque et Garcia 1999).

Figure 3. Dégats produits par les larves de 7. solanivora : formation de galeries et pourrissement a cause
de I’infection secondaire par des microorganismes. Photo : C. Espinel ; P. Cuartas.

Dans le champ, les larves issues des ceufs pondus a la base des tiges pénetrent dans la
terre et se déplacent jusqu’a trouver les tubercules. Si la terre est craquelée, suite a des
périodes de sécheresse, les adultes peuvent pondre les ceufs plus proches des
tubercules, facilitant d’autant I'infestation par les larves neonates (Barreto et al., 2003b).
Les ceufs éclosent et les larves pénetrent dans les tubercules a I'intérieur desquels elles
se nourrissent. Elles ne se nourrissent pas de la tige ou des feuilles, comme c’est le cas
pour P. operculella. Les pré-pupes sortent du tubercule et construisent un cocon a

I'intérieur duquel se forme la pupe (Sotelo 1997).

La variation de la densité de la population dépend des conditions climatiques parmi
lesquelles les précipitations sont la donnée la plus importante. Selon les études
réalisées, la densité d’adultes est fonction inverse des précipitations et de l'altitude

(Barreto et al. 2003a).

1.2.2.4. Dégats

Les larves peuvent occasionner de gros dégats aux tubercules, en champ et dans les

stockages. On ne connait pas de plante hote alternative.
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Lorsque la larve émerge, elle se dirige vers les tubercules pour se nourrir. Elle forme
des galeries a l'intérieur desquelles elle laisse excréments et exuvies. Les dégats
augmentent en fonction de la taille de la larve, finissant par provoquer des infections

secondaires par microorganismes (Figure 3).

En champ, l'infestation commence au début de la tubérisation et augmente en fonction
de l'augmentation de la taille des tubercules. Les dégats sont plus importants au bord
de la parcelle. Cependant, a mesure que la culture se développe, la population de la
teigne augmente et les dégats sont aussi présents au centre de la parcelle (Galindo et

Espariol 2003).

Les dégats les plus significatifs sont occasionnés sur les tubercules stockés en entrepots
rustiques a température ambiante durant 60 jours et plus. Dans ce cas, les pertes sont

évaluées entre 30 et 86%, et peuvent méme atteindre 100% (Sotelo, 1997).

1.2.2.5. La teigne du Guatemala comme espece envahissante

La premiere description de T. solanivora fiit au Costa Rica (Povolny, 1973). Les larves
ont été introduites au Costa Rica dans un chargement de semences de pommes de terre
provenant du Guatemala en 1970. Nifio (2004) décrit des dégats produits sur des
pommes de terre par cet insecte au Guatemala des 1956. A partir des données et des
rapports existants, 'aire d’origine estimée de T. solanivora se trouve entre 1'isthme de
Tehuantepec au Mexique et le nord du Honduras et du Guatemala (Puillandre et al.

2007).

Apres l'introduction accidentelle au Costa Rica en 1970, cet insecte a été introduit au
Panamad en 1973. En méme temps, des populations de la teigne ont été détectées au
Honduras et au Salvador (Nino 2004). En 1983, T. solanivora a été introduite au
Venezuela par l'importation de semences de pommes de terre hautement infestées
provenant du Costa Rica ; en 1985, elle a été détecté en Colombie, a la frontiere nord-est
avec le Venezuela ; puis, en 1991, sa présence a été rapportée dans les départements du

centre de la Colombie (principaux producteurs de pomme de terre du pays). En 1996
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cet insecte est arrivé en Equateur (Puillandre et al. 2007). Il n'y a pas pour l'instant de
rapport d’invasion au Pérou. En 1999, T. solanivora a été trouvée localement aux Iles

Canaries en Espagne (Carnero et al. 2008) (Figure 4).
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Figure 4. 1a : Route invasive de T. solanivora en Amérique. 1b : Invasion de la teigne du Guatemala en
Colombie. En bleu, les principales zones productrices de pomme de terre.

En Colombie, T. solanivora s’est adaptée aux différentes conditions agricoles et
écologiques présentes dans toutes les régions de production de la pomme de terre. Les
zones se situent entre 1800 m et 3200 m d’altitude, avec des températures comprises
entre 6°C et 24°C. Les précipitations se situent entre 500 et 2500 mm avec une humidité

relative entre 60% et 100% (Araque et Garcia 1999).

1.3. Méthodes de contréle des teignes de la pomme de terre
Phthorimaea operculella et Tecia solanivora

Plusieurs méthodes sont possibles pour le controle des teignes de la pomme de terre.
Elles peuvent étre classées en fonction des technologies utilisées en approches
culturales, éthologiques, chimiques et biologiques. Souvent, un bon controle est obtenu
par l'association de plusieurs de ces approches, mais ces approches ne sont pas

toujours compatibles entre elles.
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1.3.1. Controle cultural

Ce type de pratique est destiné a détruire les sources d’infestation des ravageurs, en
créant des conditions défavorables a leur développement, pour stopper la génération
de descendance.

Une des meilleures pratiques pour le controle de T. solanivora consiste en une
plantation profonde en couvrant les semences apres une bonne préparation du sol, un
buttage haut afin d’avoir une distance suffisante entre la terre et les tubercules pour
éviter l'attaque des insectes, et enfin un maintien du sol humide afin d’éviter la
formation de fissures qui permettent le refuge des teignes et la ponte des ceufs

(Corredor et Florez, 2003)

Un point important est de faire la récolte a temps en séparant les tubercules sains de
ceux abimés et de détruire immédiatement ces derniers afin d’éviter que les tubercules

infectés ne soient la source d’infestations ultérieures (Ortega et Fernandez 2000).

Il est aussi important de faire un nettoyage et une désinfection systématique de
I'entrepdt prévu pour le stockage et d’opérer une surveillance soigneuse durant la
durée d’entreposage pour éviter tout développement des insectes. Le vol d’adultes
dans l'entrepdt est un critere d’alerte. L’utilisation de trappes a phéromones est

préconisée dans ces conditions.

Une autre pratique culturale est l'alternance de cultures pour éviter la production
continue de générations de teignes pendant ’année. Par exemple, en Colombie, la
culture de la pomme de terre s’effectue en alternance avec des cultures de mais, de
légumes ou d’herbe de paturage. Dans le cas de T. solanivora, la seule plante hote
connue est la pomme de terre (OEPP/EPPO, 2005), tandis que pour P. operculella, 60
autres plantes hotes existent, tant sauvages que cultivées, la plupart appartenant aux

Solanacées (Das and Raman, 1994).

1.3.2. Controle éthologique

Des pieges contenant la phéromone sexuelle synthétique de la femelle sont utilisés
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pour capturer les adultes. Ils se placent autour et a lintérieur de la culture.
Généralement les agriculteurs les utilisent aussi pour surveiller le taux de teignes et
ainsi obtenir les informations nécessaires pour prendre des décisions de contrdle

comme l'usage des insecticides (Nifio 2004).

Une variante aux piéges a phéromone est l'interruption de la copulation des adultes.
Elle consiste en l'introduction de multiples émetteurs d’'une phéromone a de hautes
concentrations dans l'intention de saturer 'air et de confondre les males (confusion
sexuelle). En Colombie, des essais ont été faits pour évaluer cette technique pour le
contrdle de la population de T. solanivora en champ et en stockage, avec des résultats

prometteurs (Bosa et al. 2005).

1.3.3. Lutte chimique

La lutte chimique a été employée par pulvérisations du feuillage et du sol, et par
pulvérisations ou fumigations des tubercules pendant leur stockage. Il n’existe pas
d’insecticides chimiques spécifiques pour les teignes de la pomme de terre. En
Colombie, différentes molécules actives ont été utilisées, mais la majorité avec un bas
niveau de contrdle. Apres évaluations en champ,? il ne reste que 4 insecticides utilisés
avec un relatif succes, mais présentant des résultats variables. Les plus utilisés sont a
base de Pyrethroides, Acéphate, Chlorpyrifos et Profenofos, avec des caractéristiques
toxicologiques allant de modérément a extrémement toxique. L’utilisation de ces
insecticides peut occasionner des problemes environnementaux pour la faune utile,
I'eau, le sol, et pour la santé humaine due aux effets cancérogenes de ces insecticides
chimiques. Leur utilisation dans le long terme peut aussi conduire a la sélection de
populations d’insectes résistants (phénoméne souvent appelé «apparition» ou
« développement » de résistances) impliquant l'utilisation de doses de plus en plus

élevées (Arévalo et Castro 2003).

1.3.4. Lutte biologique

Le contrdle biologique est un des principaux moyens de lutte intégrée. P. operculella est
attaquée par différentes especes de parasitoides, appartenant a quatre familles,

Braconidae (11 especes), Ichneumonidae (4 especes), Encyrtidae (3 especes) et
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Trichogrammatidae (1 espece). La présence de cette diversité (19 especes au total) dans
I’aire andine est cohérente avec une origine de P. operculella dans les Andes (Ortega et
Fernandez 2000). Dans le cas de T. solanivora, les travaux de Rubio et collaborateurs
(Rubio et al. 2004) décrivent l'utilisation de la guépe Thrichogramma lopezandinensis
(Hymenoptera : Trichogrammatidae) en condition de stockage avec un relatif succes,
bien que cet insecte ne soit pas un parasitoide originel de T. solanivora. De la méme
maniere, il existe des études du contrdle biologique de T. solanivora avec les nématodes
Steinernema feltiae (Filipjev, 1934) Wouts, Mracek, Gerdin & Bedding, 1982 (Rhabditida:
Steinernematidae), et Heterorhabditis spp. (Rhabditida: Heterorhabditidae). On a pu
obtenir des mortalités de 50 a 100% apres 24 heures d’exposition a S. feltiae et il a été
démontré que les deux nématodes peuvent compléter leur cycle de vie dans I'hote

(Xuejuan et al. 2000 ; Saenz 2003).

Une autre méthode de contrdle biologique est l'utilisation de micro-organismes
entomopathogenes, la bactérie Bacillus thuringiensis et le virus de la granulose ou

granulovirus (Baculovirus) (Ortega et Fernandez 2000).

Dans le cas de B. thuringiensis, l'efficacité des formulations commerciales sur P.
operculella en tubercules en conservation a été démontrée, méme-si leur cotit et leur
faible stabilité en font une alternative peu intéressante pour une utilisation a grande
échelle (Ortega et Fernandez 2000). L'utilisation des baculovirus, et notamment des
granulovirus en lutte biologique contre les teignes de la pomme de terre, a été
considérée par 1'Organisation des Nations Unies pour 'alimentation et 1’agriculture
(FAO) et I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), comme une des alternatives

prometteuses pour leur controle (CIP 1992).

1.4. Les baculovirus dans la lutte biologique

Parmi les agents infectieux s’attaquant aux invertébrés, les virus constituent un groupe
important, tant en nombre d’espéces attaquées, qu’en diversité de familles virales. Plus
de 1100 virus pathogenes d’invertébrés ont été décrits a ce jour. Parmi les infections

produites par des virus s’attaquant aux arthropodes (insectes, crustacés et arachnides),
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celles a baculovirus sont les plus étudices. L'intérét des baculovirus est multiple. IIs
produisent des infections létales chez des insectes de grande importance économique,
qu’il s’agisse d’insectes utiles (comme le ver a soie, Bombyx mori) ou de ravageurs des
cultures (Moscardi, 1999; Caballero et al., 2001). De plus, leur utilisation en
biotechnologie comme vecteur d’expression de protéines recombinantes a révélé leur

intérét hors du champ agronomique (Kost et al., 2005 ; Condreay et Kost, 2007).

1.4.1. Généralités

L’industrie de la soie a eu une grande importance en Europe, depuis le développement
de l'industrie de la soie en Italie vers le XII siecle, et sa diffusion vers la France.
L’'importance de cette industrie a conduit a une observation approfondie des
conditions de 1'élevage du ver a soie, Bombyx mori, ainsi que des maladies et parasites
associés. C’est ainsi que la premiere description d’une maladie a baculovirus vient des
éleveurs du vers a soie. Dans son livre De Bombyce, M. J. Vida (1523) décrit en vers en
latin les symptomes d'une infection a baculovirus, et il établit une hypothese sur

I'origine infectieuse de cette maladie, la flacherie du ver a soie.

Des pullulations cycliques peuvent étre observées chez plusieurs insectes nuisibles, par
exemple chez Lymantria dispar (le bombyx disparate), chez Lymantria monarcha, ou chez
I'hymernoptere Gilpina hercynae (la mouche a scie européenne de I'épinette, european
spruce sawfly). La diminution rapide de la population d’insectes est fréquemment
associée a une mortalité massive dans les stades larvaires (épizootie), conséquence du
développement de maladies a baculovirus. L'idée de mimer ces processus naturels
dans la protection des cultures n’est pas nouvelle. L'utilisation des Baculovirus pour le
contrdle d’insectes a été dirigée majoritairement contre les Lépidopteres, bien qu’il y ait
d’autres exemples de succes contre des Hyménopteres en foréts (notamment Neodiprion
sertifer et Neodiprion lecontei). Les premiers essais pour controler des insectes a 1’aide
des Baculovirus ont eu lieu en 1892, avec l'application d’'un nucléopolyédrovirus
(NPV) pour le controle de Lymantria monacha (Lepidoptera : Lymantridae) dans une
forét de pins en Allemagne (Gehren, 1892), et en 1913, avec le NPV du bombyx

disparate L. dispar (Lepidoptera : Lymantridae) (Moscardi 1999).
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1.4.2. Classification et structure des Baculovirus

La taxinomie des baculovirus évolue rapidement. Nous suivrons ici la derniere
proposition du Comité International de Taxinomie des Virus (ICTV). Les informations
sur la structure et le déroulement du cycle des baculovirus peuvent se trouver
facilement. Le livre de G. Rohrmann « Baculovirus Molecular Biology » de 2008 donne
une vision assez complete et actualisée. Il est librement accessible sur

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=bacvir.

1.4.2. Classification et structure des Baculovirus

La taxinomie des baculovirus évolue rapidement. Nous suivrons ici la derniere
proposition du Comité International de Taxinomie des Virus (ICTV). Les informations
sur la structure et le déroulement du cycle des baculovirus peuvent se trouver
facilement. Le livre de G. Rohrmann « Baculovirus Molecular Biology » de 2008 donne
une vision assez complete et actualisée. Il est librement accessible sur

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=bacvir.

Historiquement, le critere majeur pour établir la classification de la famille des
Baculoviridae a été la morphologie du corps d’inclusion (CI) (ou OB=occlusion body).
Tous les virus regroupés dans la famille des Baculoviridae possédent des OB. Il s’agit
des formes de résistance permettant le passage du virus d’un insecte a un autre, avec
un séjour plus ou moins long dans I'environnement extérieur. Jusqu'a récemment, la
famille Baculoviridae se divisait en deux genres : les nucléopolyédrovirus (NPV) dont le
corps d’inclusion de 1 a 5 um (polyedres) inclut plusieurs virions et les granulovirus
(GV) dont le corps d’inclusion (granule) inclut généralement un seul virion est de
forme ovoide de 450 par 250 nm et de taille moyenne (Caballero et al. 2001) (Figure 5).

Cette classification a été modifiée a partir de 2009, suite a des analyses de comparaison

des génomes (http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp?version=2009). La nouvelle
classification inclut quatre genres dans la famille des Baculoviridae, Alphabaculovirus,
incluant les NPV de lépidopteres, Betabaculovirus, équivalent a l'ancien genre
Granulovirus, Gammabaculovirus, qui regroupe les baculovirus des hyménopteres, et

Deltabaculovirus, qui inclut le seul virus de diptere connu, le Culex nigripalpus

36



nucleopolyhedrovirus. (Jehle et al., 2006 ; van Oers et Vlak, 2007). Les Alphabaculovirus,
Gammabaculovirus et Deltabaculovirus produisent des corps d’inclusion de type

« Polyedre », et les Betabaculovirus de type « Granule ».

2000 nm NPV ke i S ranc 7ol 5 o165
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GV ODV
MNPV ODV (with Granulum cs)
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Figure 5. Morphologie des baculovirus. NPV a enveloppement multiple (MNPV), NPV a enveloppement
simple (SNPV), et granulovirus (GV).

Un polyedre peut contenir plusieurs virions (appelés virions dérivés du corps
d’inclusion, ou « occlusion derived virus », ODV). Chez les Alphabaculovirus, les ODV
peuvent contenir une ou plusieurs nucleocapsides. Ce caractere n’est pas considéré
comme un critere taxinomique, mais est reflété dans le nom des virus (simple NPV ou
Multiple NPV). Les OB des granulovirus (GV) ne contiennent qu’un seul virion, qui ne
contient qu'une seule nucleocapside (Figure 5). Ces différences phénotypiques

conditionnent certaines caractéristiques de la transmission des virus.

Les baculovirus sont des virus a ADN double brin circulaire dont la taille est comprise
entre 90 et 180 Kb selon les especes. Le génome viral est condensé grace a la protéine
P6.9, ou protéine basique (riche en arginine). Ce matériel est enfermé dans une

nucleocapside, dont le composant principal est la protéine VP39. La nucleocapside a une
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structure de symétrie hélicoidale qui confere au baculovirus une forme de batonnet
caractéristique, avec un diametre entre 30 et 60 nm et une longueur entre 250 et 300
nm, qui varie en fonction de la taille du génome des différents virus (Caballero et al.

2001 ; Lopez-Ferber et Devauchelle 2005).

La nucleocapside cylindrique est enveloppée pour former le virion. Une particularité
des baculovirus est I'existence de deux types de virions pendant le cycle viral qui
jouent des roles différents dans l'infection. Les ODV ont été décrits plus haut. Ces
virions sont protégés dans le corps d’inclusion, et ne peuvent étre libérés que dans les
conditions alcalines du tube digestif de l'insecte. Par conséquent, ces structures ne
permettent pas linfection d’une cellule aux cellules voisines a lintérieur de
I'organisme. La deuxieme forme virale a ce rdle de colonisation des cellules a l'intérieur
de l'individu. Cette forme virale n’est pas protégée, mais libre. Elle est produite par
bourgeonnement de la membrane cytoplasmique dans la cellule infectée, d’ou son
nom, virion bourgeonnant (budded virion, BV). (Caballero et al. 2001 ; Lépez-Ferber et

Devauchelle 2005) (Figure 6).
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Figure 6. Structure des virions : ODV, la forme incluse du virus et BV, le virus bourgeonnant. Adapté de
Slack et Arif (2007).
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Les deux formes virales sont produites dans toutes les cellules infectées de fagon
séquentielle. Premierement les BV, pour envahir l'insecte hote, puis, les OB, pour

garantir la transmission entre individus.

BV et ODV contiennent le méme génome mais difféerent dans leur structure et
composition en lipides, acides gras et protéines (Braunagel et Summers, 1994). Les BV
ne contiennent qu’une nucleocapside par virion, ce qui n’est pas toujours le cas pour
les ODV. L’origine de l'’enveloppe est différente en fonction du type viral. La
membrane des ODV est formée a partir de la membrane nucléaire de la cellule hote.
Pour le BV, il s’agit d'une membrane cytoplasmique modifiée par ajout de certaines
protéines codées par le virus, responsables notamment de la pénétration dans les

cellules.

L’enveloppe des ODV contient des protéines uniques, notamment celles responsables
de T'entrée dans les cellules intestinales. Ces protéines ont été collectivement appelés
PIF (« per os infectivity factors »). La mieux caractérisée est P74 (ou PIF-0) (Kuzio et al.,
1989; Slack et al., 2010). L’entrée des virions dans les cellules intestinales se fait par
fusion directe de la membrane de I'enveloppe virale et la membrane cytoplasmique au
niveau des microvillosités intestinales de la bordure en brosse. Cette fusion a lieu dans
un environnement basique. Jusqu’a présent, 4 genes viraux ont été décrits comme pif.
Ces genes sont conservés dans tous les baculovirus, ce qui rend ce mécanisme distinctif

de la famille Baculoviridae (cf. 4.3) (Caballero et al. 2001).

La pénétration des BV dans les cellules se fait via la fusion des membranes virales et
cellulaires en milieu acide, dans des vésicules de pinocytose. La protéine F (enveloppe
fusion protein) est le produit d’un gene conservé chez tous les baculovirus, responsable
de cette fusion. Dans certains Alphabaculovirus, un gene codant pour une deuxiéme
protéine, beaucoup plus active, est présent. Il s’agit de la protéine GP64. Le gene gp64
permet de séparer les Alphabaculovirus en deux groupes, le groupe 1, possédant le gene,
et le groupe II, ne le possédant pas (Herniou et al., 2003). La concentration des
protéines de fusion dans la partie apicale du BV donne origine a des structures

clairement visibles en microscopie électronique, les peplomeres, sortes de spicules
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(Gutiérrez et Lopez-Ferber 2004).

1.4.3. Pathologie de I'infection

Le cycle d’infection commence lorsque les larves de I'insecte ingerent les OB présents
dans leur alimentation (feuilles, fruits, ...), puis se poursuit avec la dispersion a
I'intérieur de l'insecte et se termine avec la libération des nouveaux CI qui contiennent
les particules infectieuses. Le processus peut se diviser en deux étapes principales en
fonction du type cellulaire infecté et de la forme virale qui infecte, infection primaire, et
infection secondaire. En fonction de la séquence d’expression des genes viraux dans la
cellule infectée, on distingue quatre phases, tres précoce, précoce, tardive et tres tardive

(ou a, B, v, et d, respectivement).

Ingestion par
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Figure 7. Cycle de réplication des baculovirus. MP : membrane péritrophique. BV : virion bourgeonnant
(budded virion). OB : occlusion bodies.
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Infection primaire : Une fois ingérés, les OB se dissolvent tres vite dans I'intestin moyen
des larves en raison d’un pH fortement basique (pH>10) et les virions (ODV) et
les protéines constituant les OB sont ainsi libérés (Sciocco de Cap 2001) (Figure
7A). La premiere barriere a franchir pour atteindre les cellules épithéliales est la
membrane péritrophique, composée de chitine et de mucines (Wang et Granados
2001). Cette structure est a la fois une protection contre 1’abrasion due aux
particules ingérées et une barriere contre le passage des agents pathogenes
(Lopez-Ferber et Devauchelle 2005). Chez certains baculovirus il a été décrit une
protéine nommeée enhancine (métalloprotéase) qui dégrade la mucine présente
dans la membrane péritrophique. Des genes codant pour ce type de protéine ont
été retrouvés dans la plupart des granulovirus et dans certains NPV notamment
ceux de Lymantria dispar et Mamestra configurata (Lepidoptera : Noctuidae) (Li et
al 2003). D’autres genes, sans homologie de séquence avec ceux déja décrits,

peuvent se trouver dans les génomes des baculovirus.

J Apres avoir traversé la membrane péritrophique, les ODV se fixent aux
microvillosités des cellules cylindriques de 1’épithélium de 'intestin moyen et les
nucléocapsides entrent ensuite dans le cytoplasme par une fusion directe de
I'enveloppe virale avec la membrane cellulaire (Horton et Burand 1993) (Figure
7B). Les protéines appelées PIF décrites jusqu’a présent sont la P74 (PIF-0), PIF-1,
PIE-2, PIE-3 et PIF 4. Les quatre premieres ont bien été localisées dans 1'enveloppe
des ODVs (Kikhno et al. 2002; van Oers et Vlak 2007).PIE-1, PIF-2 et PIF-3
forment des complexes tres stables dispersés a la surface de 1'ODV. PIF-0
s’associe a ces complexes, de facon moins stable (Peng et al., 2010). Apres fusion
avec la membrane cellulaire des microvillosités, la nucléocapside atteint le noyau
dans un intervalle de temps court, temps nécessaire a 'induction de la formation
de cables d’actine qui se dirigent souvent vers le noyau (Charlton et Volkman
1993), grace a l'action de deux protéines de la nucléocapside (P39 et P78/83) qui

fixent ’actine.
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Les travaux de Washburn et al. (2003) montrent que, dans les MNPV, une partie
des nucléocapsides migrerait directement vers la région basale de la cellule, sans
passer par le noyau, tandis que les autres migreraient vers le noyau ou la
réplication virale a lieu (Figure 7B). Parmi les premieres protéines virales
produites dans le noyau on trouve les glycoprotéines de fusion responsables du
pouvoir infectieux des BV. Les protéines migrent vers la membrane cellulaire
pour permettre la formation de nouveaux BV a partir des nucleocapsides ayant
traversé la cellule sans réplication. Ce mécanisme permet ainsi le démarrage
rapide des infections secondaires, avant la fin de la réplication virale de
I'infection primaire. Les BV ainsi générés peuvent étre considérés comme des
virions pseudotypés, car les protéines présentes dans leur enveloppe n’ont pas
été codifiées par leur génome. Ce processus confere un avantage sélectif du au
renouvellement treés rapide des cellules de la bordure en brosse du tube digestif
de la larve. Ces cellules, soumises a des niveaux d’activité métabolique
importants, et a des fortes agressions physiques (abrasion par le déplacement du
bol alimentaire) se renouvellent rapidement par desquamation. Le virus a donc

un temps limité pour dépasser le stade de I'infection primaire.

Pour que ce processus puisse avoir lieu il faut qu'une cellule intestinale puisse
recevoir plus d'une nucleocapside. Chez les MNPV, la présence de plusieurs

nucleocapsides dans un méme virion garantit cette multiplicité.

Infection secondaire : 1l existe certains points d’interrogation sur la voie principale de
dissémination de linfection dans I'hémocoele de la larve. Certains auteurs
pensent que des BV pourraient passer directement dans I'hémolymphe. Or, la
lame basale qui enveloppe l'intestin, formé de fibres de chitine a des pores trop
petits pour le passage des BV. Par contre, les cellules trachéennes traversent cette
lame pour oxygéner l'intestin. La propagation des BV vers les différents tissus
pourrait se faire par l'intermédiaire de ce systeme (Engelhard et al. 1994) (Figure
7B). Pratiquement tous les tissus de la larve sont infectés, notamment les
hémocytes, et les niveaux d’infection les plus importants se trouvent dans les

cellules des corps gras.
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La réplication du génome viral se fait dans le noyau des cellules. Lorsque les
nucléocapsides (provenant des BV ou des ODV) arrivent au niveau des pores
nucléaires, I'’ADN viral est libéré et 'expression des genes commence, structurée en
quatre phases (Durantel et al. 1998) : une phase tres précoce, une phase précoce, une
phase tardive et une phase tres tardive. Le déroulement chez le mieux étudié des
baculovirus, Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus, en cultures cellulaires

est le suivant.

® Dans la phase tres précoce, (0 a 15 min apres infection) des genes viraux impliqués
dans le controle des activités de la cellule sont exprimés. Il s’agit de
transactivateurs viraux, dont les promoteurs sont de type cellulaire, et donc
reconnus par I’ARN polymerase II cellulaire. Leur role est de dévier la

reconnaissance des promoteurs cellulaires vers celle des promoteurs viraux.

¢ Dans la phase précoce (15 min a 8 heures apres infection) sont synthétisées les
protéines virales nécessaires a la formation des BV (EFP, gp64, protéine F), la
plupart des protéines inhibitrices de réactions cellulaires et de l’organisme
(inhibiteurs d’apoptose, inhibiteurs de la mue de la larve, ...) ainsi que les protéines
nécessaires a la régulation du cycle viral, et notamment a 1’expression des genes
tardifs. En effet, les genes tardifs et tres tardifs sont sous le contr6le de promoteurs
non reconnus par I’ARN polymérase II de la cellule, et une polymérase virale est

synthétisée. A la fin de cette phase a lieu la réplication du génome viral.

® Dans la phase tardive (8 a 20 heures apres infection) les protéines entrant dans la
structure des nucleocapsides et des BV sont exprimées. Dans le stroma virogene,
visible dans le noyau des cellules, les nucléocapsides s’assemblent. Les
nucléocapsides nouvellement formées sont exportées en dehors du noyau vers la

membrane basale pour former des BV et commencer l'infection secondaire.
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® Environ 20 heures apres l'infection, le stroma virogene se condense et l'infection
évolue vers la production des OB. Les nucléocapsides arrétent leur migration vers
la membrane cytoplasmique, et restent dans le noyau. L’inclusion des virions dans
leur enveloppe protéique de granuline ou de polyédrine, démarre environ 24
heures apres l'infection (Slack et Arif, 2007) (Figure 7C). A la fin de I'infection (48 a
72 heures apres l'infection), les cellules se désintegrent, libérant les OB dans le
milieu (dans la cavité interne s’il s’agit d’une larve) et une liquéfaction de tous les
tissus se produit (Figure 7D). Dans le cas des granulovirus, les larves prennent une
coloration blanchatre sur tout le corps (Figure 8) (Sciocco de Cap 2001). Le
tégument larvaire est détruit grace aux chitinases et catepsines codées par les virus,
et les corps d’inclusion sont répandus dans l'environnement, permettant le

démarrage d'un nouveau cycle (Lopez-Ferber et Devauchelle 2005).

Figure 8. Signes de I’infection du PhopGYV sur les larves des teignes de la pomme de terre : P. operculella
(1 : Larve saine, 2 : Larve infectée) (Photo : X. Léry) et T. solanivora (3 : Larve saine, 4 : Larve infectée)
(Photo : C. Espinel).

Durant le processus d’infection, des changements métaboliques se produisent chez les
larves infectées : un délai dans le développement de la larve (du a I'inhibition de la
mue), 'augmentation du poids, 'augmentation de la durée des stades larvaires et
I'inhibition de l'ecdysis (Sciocco de Cap 2001). De plus, des changements du
comportement de la larve sont clairement perceptibles. Chez les insectes foreurs, en fin
d’infection les larves sortent a l’air. Chez L. monarcha, les larves montent au sommet

des arbres (au lieu de descendre pour faire leur chrysalide), et explosent dans les

branches supérieures dans une position caractéristique, qui permet la dispersion des
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OB dans les branches subjacentes. Ce comportement a donné le nom de la maladie en

allemand, le « wipfelkranheit ».

Il existe des différences dans les processus d’infection de NPVs et GVs. Chez les NPVs,
la réplication se produit dans le noyau en formant au centre le stroma virogene (une
structure dense similaire a la chromatine), puis il y a formation des BVs et plus tard,
des ODVs, toujours dans le noyau, dont la membrane reste visible. Chez les GVs, la
réplication commence dans le noyau, mais le stroma se concentre a sa périphérie,
immédiatement apres, la membrane nucléaire se désintegre et un mélange entre le
nucléoplasme et le cytoplasme s’opere. La réplication continue dans 1'ensemble de la

cellule (Sciocco de Cap 2001).

D’apres Federici (1997), trois types de GV ont été décrits en fonction du tropisme

d’infection que présentent les tissus infectés:

J Le type 1, est représenté par le Trichoplusia ni GV (TnGV), ainsi que d’autres
granulovirus qui infectent des lépidopteres Noctuidés. Il envahit I'intestin moyen
transitoirement et reste dans le corps gras. Il n’y a pas de rupture du tégument

larvaire et le virus tue son hote entre 10 et 35 jours.

J Le type II, représenté par Cydia pomonelln GV (CpGV) est caractérisé par une
infection généralisée et des caractéristiques pathologiques similaires a celles
produites par les NPVs chez les 1épidopteres. Les tissus les plus affectés sont le
corps gras, les trachées et I'épiderme. Le type II tue son hote entre 5 et 6 jours et

produit la liquéfaction et la rupture de tégument.

e Le type IIl, représenté par le seul Harrisinia brillians GV (HbGV) infectant la
famille des Zygaenidae, produit des infections limitées a l'intestin moyen aussi
bien chez la larve que chez l’adulte. La mort de l'insecte se produit entre 4 et 7

jours.
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1.4.4. Composition génétique des populations virales

La présence de bandes inframolaires dans les gels apres digestion du génome par des
endonucleases de restriction chez les souches sauvages des baculovirus, indiquant une
hétérogénéité génétique dans les populations virales, a été constatée depuis longtemps,
que cela soit chez les NPV (Harvey et Volkman 1983), ou chez les GV (Crook et al.,
1985), chez les derniers avec une plus faible étendue. Néanmoins les études récentes
confirment que l'existence d’une variabilité génétique est généralisée, qu’il s’agisse de
populations d'une méme espece virale de GVs isolées chez des insectes différents
(isolats géographiques ou temporels), ou chez un méme insecte (Léry et al. 1998;

Rezapanah et al. 2008 ; Eberle et al. 2009 ; Erlandson 2009).

La variabilité génétique parmi les especes de baculovirus est fréquemment observée
sur des virus isolés a partir de populations d’insectes géographiquement ou
temporellement distantes, mais on peut aussi I'observer entre des insectes collectés en
méme temps et sur une méme localisation (van Oers et Vlak 2007). Les études sur le
baculovirus de Operophtera brumata (Lepidoptera: Geometridae), OpbrNPV, dans les
iles Orkney (Grande Bretagne) ont montré une grande variabilité génétique (26
génotypes dans 200 cadavres analysés provenant de 11 sites géographiques).
Cependant, un seul génotype était présent dans chaque individu dans la majorité des
échantillons (Graham et al., 2004). En contraste, chez le baculovirus de Panolis flamea,
PafINPV, jusqu’a 24 génotypes ont été isolés d'une seule larve infectée (Cory et al.,

2005).

Cette variabilité est attendue pour les populations virales en raison des périodes entre
chaque génération trés courtes qui produisent une progénie tres importante a chaque
cycle de réplication ou passage [1 seul génome entrant dans une larve d’insecte conduit
a 10 génomes en sortie ; 5x107 polyedres (Simon et al., 2008) ou 4-5x10° (Zeddam et al.,
1999) granules, en moyenne]. En raison du nombre élevé de ces réplications au cours
d’un cycle d’infection, les possibilités de I'occurrence de mutations sont nombreuses,
meéme si le génome des baculovirus, a ADN, est aussi stable que celui des cellules hote.

Une autre source de variabilité est la recombinaison, conduisant a des délétions, des
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inversions, des duplications et/ou a I’acquisition de I'’ADN de 'héte ou d’organismes
internes (Munoz et Caballero 2001). Les baculovirus ont montré une grande capacité de
recombinaison. Ainsi, Croizier and Ribeiro (1992) ont montré que l'infection dune
culture cellulaire avec un mélange de virus génétiquement marqués conduisait a
I'apparition de presque toutes les combinaisons possibles en un seul cycle de
réplication cellulaire. Des résultats similaires ont été obtenus in vivo. Ce processus de
recombinaisons semble lié au mécanisme de réplication de I’ADN circulaire du virus,

faisant intervenir des helicases et endonucléases (Kamita et al., 2003).

De nombreuses études expérimentales mettent en évidence des échanges génétiques
entre les génomes des baculovirus par recombinaison d’homologue lorsque deux
variants d’especes de baculovirus ou deux especes de baculovirus étroitement liées co-
infectent un hote commun in vivo ou in vitro (Erlandson 2009). Il en est de méme en ce
qui concerne les échanges avec le génome de 1'hote, et peut étre avec ceux d’autres
parasites présents sur le méme hote. La présence d’éléments génétiques mobiles
(transposons) a été confirmée chez les baculovirus (Jehle et al., 1998). Ces éléments
mobiles peuvent transporter des informations génétiques entre deux génomes, celui de
la cellule hote et celui du virus, entre deux virus, ou au sein du méme génome viral,

lors de leur transposition, conduisant a des insertions ou duplications.

Le différent niveau de variabilité génétique entre les NPV et les GV peut étre en
relation avec le mode de transmission entre individus. Le démarrage de l'infection
dans une larve demande en général un nombre limité, voire un seul OB ; la présence de
plusieurs virions dans le méme OB, et l'encapsidation multiple, dans le cas des
MNPVs, permettent l'infection de chaque larve par un échantillon de génotypes
présent dans la population d’origine. Cette stratégie facilite la variabilité a I'intérieur
de la larve, et par conséquent, les échanges entre génomes viraux par recombinaison.
Par contre, chez les GV, la regle est que chaque génome est isolé dans un granule.
Quelques exceptions a cette regle ont été décrites (Falcon et Hess 1985 ; Vargas-Osuna
et al. 1994) ; leur importance dans le processus de génération et maintien de la diversité
génétique reste a évaluer. La variabilité disponible serait nécessairement moindre, et

les échanges possibles entre génomes seraient réduits, surtout hors des périodes de
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pandémie, ou la densité des OB dans l'environnement est faible, et les probabilités

pour une larve de rencontrer plusieurs OB sont réduites.

Du point de vue des populations virales, deux structurations extrémes sont possibles,
une structuration dans laquelle chaque génotype se trouve isolé dans un hote, et
développe une lignée de descendants ; et une distribution en population mixte, dans
laquelle les génotypes se mélangent en continu a chaque génération, en générant en
continu de nouveaux variants, qui se retrouvent éventuellement en compétition au sein
de chaque larve. Ces deux types extrémes, avec toutes les possibilités intermédiaires,

conduisent a des stratégies d’évolution virale différentes. (Domingo et al., 1998).

Comme les OB sont produits a l'intérieur de la cellule, pour qu’il puisse y avoir un
brassage des génomes viraux il est nécessaire que plusieurs génotypes puissent rentrer
dans la méme cellule. Cette infection multiple avait été soupgonnée, car des
phénomenes de sauvetage avaient été décrits: un génotype génétiquement modifié
défectif dans le gene de la polyhédrine pouvait se transmettre par voie orale, ce qui
implique son intégration dans des OB dans des conditions de laboratoire, c'est-a-dire,
avec des multiplicités d’infection élevées (Hamblin et al., 1990). Dans les conditions
naturelles, deux sortes de multiplicité d’infection (multiplicity of infection, MOI)
doivent étre distinguées, celle au niveau de la larve, - c'est-a-dire, combien d’OB, ou
plus précisément, combien de virions et de génotypes sont a 'origine de l'infection
dans I'individu ?, et celle au niveau de chaque cellule —combien de BV ou combien de
génotype infectent, en moyenne, chaque cellule de l'insecte ?-. C’est seulement si ces
deux MOI sont supérieures a 1 qu'une variabilité par échange peut étre envisagée. Des
analyses ont été faites sur larve pour déterminer le nombre moyen de virions entrant
dans une cellule. Le travail de Bull, Godfray et O’Reilly (2001) a permis d’établir que la
MOI moyenne est de 4,3. Cette multiplicité permet le maintien de génotypes défectifs
au cours du temps (Bull, Godfray and O'Reilly, 2003). Récemment il a été possible de
démontrer que de fait, les différents génotypes se trouvent dans le méme OB, voire
dans le méme virion (Clavijo et al., 2010), ce qui permet de garantir la variabilité a

I'intérieur de chaque larve.
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Une fois cette variabilité générée, la question de son maintien doit étre posée. S’agit-il
de la génération continue des variants au long de chaque cycle de réplication, et d'un
échantillonnage extréme (goulot d’étranglement) lors du passage d'un individu a
’autre ? ou au contraire, y a-t-il une structure de la population qui se maintient, et dans

ce cas, quelles en sont les raisons ?

Une population d’origine naturelle du Spodoptera  frugiperda  multiple
nucleopolyhedrovirus (SEMNPV) (Escribano et al.,, 1999) a été étudiée in extenso. Neuf
génotypes, dont certains défectifs, ont été identifiés puis isolés (Simén et al., 2004). Des
combinaisons de deux ou plusieurs génotypes ont été analysées en ce qui concerne leur
efficacité biologique, et les changements des fréquences de chaque génotype au cours
des cycles d’infection. La structure génétique de la population se maintient au cours du
temps. Lorsque des populations expérimentales ont été faites avec deux génotypes, une
coopération entre génotypes a été démontrée: 'ensemble arrivant a infecter I'hote
mieux que chaque génotype séparément (Lopez-Ferber et al., 2003). Lors de
modification des fréquences de chacun des génotypes, ces fréquences tendent a un seul
point d’équilibre, correspondant a leur fréquence dans la population virale d’origine
(Simon et al., 2006). Dans cet exemple, le maintien d’au moins une partie de la diversité

génétique est important pour l'efficacité maximale de cette population.

Dans d’autres cas, l'image n’est pas aussi claire. Chez Spodoptera exigua
nucleopolyhedrovirus, virus proche de SEIMNPV, des variants génétiques ont aussi été
détectées, mais leur éventuelle contribution a une augmentation de !'efficacité

biologique n’a pas pu étre trouvée (Mufioz et al., 1998).

1.4.5. Le granulovirus de Phthorimaea operculella (PhopGV): Un
virus contre les teignes de la pomme de terre

1.4.5.1. Découverte et isolement

De nombreux granulovirus isolés chez P. operculella ont été testés contre ce ravageur
dans le monde et en général avec succes. A partir du premier rapport d’infection de

larves de P. operculella au Sri Lanka (Steinhaus et Marsh 1967), d’autres isolats ont été
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trouvés dans différents pays, comme en Australie (1969), en Afrique du Sud (1974), en
Nouvelle-Zélande et en Inde (1979), au Pérou (1988), au Yémen (1990), au Kenya
(1992), en Tunisie (1992), en Bolivie (1995) en Indonésie (1999) (Zeddam et al.1999) et au
Costa Rica (Gomez et al. 2008). Depuis la derniere décennie, des GV ont été isolés a
partir de T. solanivora et ont été testés au Costa Rica (Com. Pers. Gomez, Y.), au
Venezuela (Nifio et al. 2005), en Equateur (Zeddam et al. 2005) et en Colombie
(Villamizar et al. 2008). Les études biologiques et moléculaires menées sur les isolats
montrent que tous ces GVs ont des caractéristiques similaires au PhopGV isolé de P.

operculella (Com. Pers. Léry, X.).

Le PhopGV fait partie des 41 génomes de baculovirus completement séquencés (a la
date de juin 2007) (van Oers et Vlak 2007). Le PhopGV a été séquencé a partir d'un
isolat provenant de Tunisie, référencé dans nos collections comme isolat #1346. La
séquence a été déposée dans GenBank (NC004062) (Croizier et al. 2004). 11 contient
119217 pb et 130 ORFs potentielles ont été identifiées.

1.4.5.2. Efficacité

Les données publiées sur l'efficacité du PhopGV sur P. operculella ont été tres variables
jusqu’a ces dernieres années, en grande partie car les isolats utilisés étaient différents et
mal caractérisés. Les protocoles d’évaluation étaient différents, incluant la méthode
d’application du virus (immersion des tubercules dans une suspension virale,
aspersion des feuilles), 1'état de développement des larves de l'insecte, le mode de
calcul des doses utilisées, et la description précise de l'isolat viral. Souvent, la dose
virale était exprimée en équivalent larvaires (EqL) (le virus contenu dans x larves
dispersé dans un volume y d’eau), ou en corps d’inclusion (OB)/ml dont la
concentration est calculée apres purification et comptage par spectrophotométrie. Ces
approches donnent des résultats approximatifs et peu reproductibles (variabilité dans
la taille des larves et dans la quantité de virus adsorbé a la surface des tubercules ou

des feuilles lors du trempage).

Avec P. operculella, en utilisant la méthode d’aspersion de feuilles contaminées d’un
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PhopGV péruvien, la concentration létale 50 (CLso) est de 0,016 EqL/l sur larves
néonates. Sur larves L2 — L3, la mortalité induite par trois isolats différents de PhopGV
d’Indonésie varie entre 82 et 87% avec une CLso entre 15 et 18 EqL/100 ml, estimée par

immersion des tubercules dans une suspension virale (Zeddam et al 1999).

Kroschel et al. (1996a) ont obtenu une CLso de 7,3x10* OB/ml sur des tubercules apres
immersion en laboratoire dans une suspension contenant un PhopGV isolé au Yémen.

Lorsque I'évaluation a été faite en champ, la mortalité des larves de P. operculella a été

de 82,5 a 85,3% (Kroschel et al. 1996b).

Dans des essais faits en Indonésie en conditions de stockage, I'infestation des larves de
P. operculella a été réduite de 90%, par rapport au controle, avec une formulation de

PhopGYV utilisée a 40 EqL/l d’eau additionnée de talc (Setiawati et al. 2000).

Au Pérou, le PhopGV a été utilisé en suspension aqueuse pour l'appliquer par
aspersion et en poudre séche pour l'appliquer par saupoudrage. Cette formulation a
été utilisée pour des traitements en champ. Il en résulte une mortalité larvaire de 70 a
100% et une persistance du virus jusqu'a 60 jours apres l'application (CIP, 1992). En
Colombie, Pérez et al. (1988) ont obtenu 96% de mortalité sur des larves au laboratoire,

avec un PhopGV appliqué a une concentration de 4,89x10° CI/ml.

En Bolivie, I'effet de plusieurs formulations et d'un produit commercial développé par
le Centre International de la Pomme de terre (CIP) appelé MATAPOL®, ont été
évalués sur P. operculella. La meilleure efficacité a été obtenue avec le MATAPOL® sur

des stockages de tubercules (Crespo et al. 2005).

Pour le contrdle de la teigne du Guatemala, différents isolats viraux obtenus aussi bien
sur P. operculella que T. solanivora ont été utilisés. Au Venezuela, un variant isolé sur T.
solanivora a été évalué en champ. Un mélange du virus avec de 'eau (20 larves/l d’eau)
et un agent dispersant, a été appliqué par aspersion (3 applications par cycle de culture

de pomme de terre) et a occasionné des niveaux de mortalité des larves entre 32 et 82%
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(Nifio ef al. 2005). En conditions de laboratoire, Nifio et Notz (2000) ont essayé une
formulation avec du talc appliquée sur les tubercules, et obtenu entre 98 et 100% de

mortalité des larves.

En Colombie, en appliquant un insecticide biologique basé sur un isolat péruvien
provenant de P. operculella, la mortalité a été supérieure a 90% (CLso 3,4 OB/mm?).
D’autres études avaient cependant montré une absence d’efficacité des PhopGV isolés
de P. operculella lorsque ces essais avaient été faits sur des hotes alternatifs, comme T.
solanivora (Pollet et al. 2003 ; Rebaudo et al. 2006). Des études ultérieures ont démontré
que la haute efficacité sur T. solanivora dans ce cas particulier était due a la présence
d’au moins deux génotypes viraux différents dans le principe actif du biopesticide, le
génotype péruvien et un génotype issu probablement de populations virales adaptées

a T. solanivora en champ (Espinel et al. 2009b).

La disparité des résultats obtenus précédemment provenait de 1’absence d’une
caractérisation de chacun des isolats utilisés (dans les publications on parle souvent du
baculovirus de Phthorimaea, sans plus de précisions), ainsi que de I'absence d’'une
méthode précise d’évaluation de l'efficacité biologique du PhopGV sur les teignes de la
pomme de terre. La mise au point d'une méthode faite par Carrera et al. (2008), qui
consiste en un dispositif de contamination des tubercules par nébulisation pour
évaluer l'infection des larves par voie orale, a permis d’obtenir des résultats fiables et
reproductibles dans différents laboratoires, en France, en Equateur, au Costa Rica et en
Colombie. Par exemple, la CLso de 1'isolat de référence #1346 sur P. operculella a été de
16,68 CI/ml en France, de 16,62 CI/ml en Equateur et de 17,76 CI/ml au Costa Rica (X.

Léry, Communication personnelle).

Ces deux contraintes levées, une étude systématique de la capacité de chaque isolat a

contrdler I'un ou I’autre des hotes alternatifs devient possible.
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1.5. Les insecticides biologiques

1.5.1. Le marché

La demande en insecticides biologiques est en train d’augmenter significativement
dans le monde. En effet, il y a une conscience publique de I'environnement et des
restrictions qui portent sur la diminution de déchets que les agences régulatrices ont
imposées en particulier a cause du risque que représentent les produits chimiques

synthétiques sur la santé (Agronews 2010).

Le marché global des pesticides chimiques de syntheses estimé a 26,7 milliards de
dollars américains en 2005 a baissé a 25,3 milliards de dollars en 2010, avec un taux de
croissance annuelle moyen (TCAM) de 1,1%. Le marché des biopesticides croit
rapidement, de 672 millions de dollars en 2005 a un peu plus de 1 milliard de dollars
en 2010, avec un TCAM de 9,9%. La croissance maximale a eu lieu en Europe avec un
TCAM de 15% (de 135 millions de dollars en 2005 a 270 millions en 2010), suivi par
I’Asie avec un TCAM de 12% et I’Amérique Latine avec un TCAM de 5% (de 70
millions de dollars en 2005 a 88 millions en 2010) (Agronews 2010) (Figure 9 et 10).

Mematodes,;

wirns: /AN 5.82%

Champignons ;
14,17 % :

Autras bactéries; B, 60,91%

12,20%

Figure 9. Marché global des biopesticides en 2005. (B.t : Bacillus thuringiensis serotypes)
(Mc.Spadden 2005).
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Figure 10. Marché mondial des agents de contrdle biologique, participation par continent en 2005.
(NAFTA : Etats-Unis, Canada, Mexique) (Guillon 2005)

Bien que plus de 1000 différents produits ou technologies soient disponibles au travers
de plus de 350 fabricants dans le monde, 1'utilisation d’agents de contrdle biologique
(ACB) est encore tres faible. Ils représentent environ 2 a 4% du marché de la protection
des cultures. Mais il existe de bonnes opportunités pour inclure des biopesticides non
seulement dans les cultures organiques, mais aussi dans les grosses productions
commerciales, comme outil de protection intégrée de cultures en complément d’autres

approches (notamment chimiques) (Guillon 2005).

Dans le cas des baculovirus, l'utilisation dans les régions tempérées d’Europe, des
Etats-Unis et du Canada dans des systéemes de production extensives, s’est limitée au
contrOle de ravageurs forestiers ou a quelques petits marchés spécialisés. Par contre, la
situation dans les pays en voie de développement parait plus prometteuse (Cherry et
Williams 2001). Le premier agent de contrdle de populations d’insectes a base de
baculovirus (Helicoverpa armigera nucleopolyhedrovirus, HearNPV) a été enregistré aux
Etats-Unis en 1975, le Elcar®, qui controle aussi Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera :
Noctuidae). Ce développement a été a la base de I'’émergence d’autres agents de
contrdle biologique basés sur les baculovirus dans le monde (Moscardi 1999).
Actuellement, plus d'une vingtaine d’especes de baculovirus sont présentes sur le

marché (Tableau 1), et sont commercialisées pour le contrdle des ravageurs de grandes

54



cultures, de cultures maraicheres, fruitieres et forestieres.

L’utilisation du NPV d’Anticarsia gemmatalis (AgMNPV) pour le contrdle de ce
ravageur du soja au Brésil, a été le meilleur exemple de succes documenté (Moscardi
1999 ; Cherry et Williams 2001). Le programme de lutte contre cet insecte a commencé
en 1980, et en 2005 l'aire traitée était de 100 000 hectares en appliquant une dose de

1,5x10" OB/hectare, une seule fois par cycle de culture (Rohrmann 2008).

1.5.2. Contraintes et limitations

L’un des problemes clé pour le développement d’agents de contrdle biologique, et plus
spécifiquement pour les baculovirus, est la comparaison avec les insecticides
chimiques. Les modes de fonctionnement de ces deux agents de controdle, les ACB et les
insecticides chimiques étant différents, la transposition des attentes de 'un vers I’autre
n’est pas toujours possible. Cependant, la demande des agriculteurs est clairement le
reflet de leurs habitudes avec les produits chimiques. Si on veut développer

massivement le controle biologique, il faut pouvoir répondre a ce type d’attente.

Les insecticides chimiques ciblent le systeme nerveux, le systeme digestif ou le systeme
endocrine des insectes. Ils agissent par contact, plus rarement par ingestion, et leur
effet est rapide. Ils ne sont pas spécifiques pour une espece ou un groupe limité

d’especes d’insecte.

Par rapport a ces caractéristiques, les baculovirus ont les caractéristiques suivantes :

Spécificité d’hote élevée : Du fait de cette spécificité, le marché potentiel se restreint.
La spécificité peut étre un atout lorsqu’il s’agit de controler I'insecte nuisible
tout en préservant des insectes utiles, comme les polinisateurs. Par contre,
elle peut étre un handicap lorsqu’il faut contrdler des complexes de
ravageurs comme Helicoverpa / Heliothis spp. dans une méme culture, ou
dans le cas de Geléchiides attaquant la pomme de terre et la tomate
représentés par Tuta absoluta (Meyrick) ou P. operculells, si un seul

baculovirus ne peut pas contrdler toutes les especes présentes. Du point de
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vue industriel, des baculovirus a spectre d’hote le plus large possible
peuvent étre intéressants, une production unique pour plusieurs especes

traitées, ce qui se rapproche des insecticides chimiques. (Guillon 2005).

Mode d’action lent : Une infection a baculovirus prend plusieurs jours pour tuer
I'hote. I est donc impossible de concurrencer un insecticide chimique a
action immédiate. L’utilisation des baculovirus demande une connaissance
du cycle du ravageur, et un suivi détaillé de celui-ci. Il est ainsi possible
d’appliquer le virus avant que le ravageur ne dépasse le seuil économique.
Une autre option est de faire plusieurs applications de doses plus faibles a

des temps rapprochés (Cherry et Williams 2001).

Baisse de la persistance en champ : En particulier a cause de la sensibilité des virus aux
UVs. Cet aspect a été amélioré grace a l'utilisation de substances
photoprotectrices et de formulations de micro encapsulation du virus

(Cherry et Williams 2001).

Production massive in vivo onéreuse et systémes in vitro encore en développement :
Généralement les insectes sont élevés en milieux artificiels ou naturels
(pommes de terre pour P. operculella ou T. solanivora). Dans quelques cas, la
production en champ avec infection généralisée et récolte ultérieure des
insectes infectés a été tentée, mais cela comporte le risque de contamination

avec d’autres pathogenes (Cherry et Williams 2001).

Coiit d’enregistrement tres élevé d'un biopesticide : 0,5 a 2,5 millions d’euros, c’est le
cotit d'une homologation. Cela reste l'obstacle le plus important pour le
développement de nouveaux produits. De plus, la structure globale du
marché des ACB est significativement différente de I'industrie traditionnelle
agrochimique. Dans le cas de production d’ACB, la plupart des entreprises
sont de taille petite ou moyenne par rapport aux marchés agrochimiques
concentrés sur 7 compagnies multinationales (Guillon 2005). Une pratique

commune dans les pays en voie de développement est la vente de
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biopesticides sans licence, a cause de I'absence de ressources pour établir
des politiques appropriées et donner des informations techniques précises
pour la gestion des demandes d’enregistrement des nouveaux biopesticides

(Cherry et Williams 2001).

Résistance : La résistance est un facteur important qui peut limiter l'utilisation de
biopesticides a base de baculovirus. Celle-ci peut étre définie comme « le
développement de la capacité a tolérer des doses d’inoculum qui
normalement provoquent la maladie ou la mort chez la majorité des
individus dans une population normale de la méme espece » (IRAC?). Les
cas de résistance observés dans un systeme virus-hote refletent une histoire
co-évolutive avec acquisition de résistance de la part de 1'hote et acquisition
des genes capables de vaincre ces résistances chez le virus (Sosa-Gomez et

Moscardi 2001).

Il existe 2 cas de résistance bien documentés des systemes ravageur-
baculovirus ; la résistance d’Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera : Noctuidae)
a AgMNPV et la résistance du carpocapse a Cydia pomonella granulovirus

(CpGV).

Des études, réalisées simultanément par le Brésil et les Etats-Unis, ont
montré qu’il est possible d’obtenir en laboratoire des populations d’A.
gemmatalis résistantes a AgMNPYV sous certaines conditions d’isolement et
de pression de sélection (exposition constante a CLso). Les populations du
Brésil ont présenté un facteur de résistance (FR) (quotient entre le CLso de la
population résistante et de la population sensible) de plus de 2000 fois. En
contraste, la population des Etats-Unis, n’atteint qu'un FR d’environ 5. Ces
niveaux de résistance sont dus a la pression de sélection élevée appliquée

durant 16 générations, et/ou peut étre au fait qu’au Brésil, I'insecte a déja été

2 .. . . . . . . N
IRAC: Insecticide Resistance Action Committee. (www.irac-online.org, consulté en aotit 2010)
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exposé naturellement au AgMNPV. Bien que, dans les conditions de
laboratoire, le phénomene de résistance ait été détecté par pression de
sélection, il n’existe pas d’indices de la présence de résistance a I’ AgMNPV
en champ. Cependant, il faut étre vigilant et limiter les méthodes qui
permettent 'augmentation du risque de leur apparition (Sosa-Gomez et

Moscardi 2001).

Le carpocapse de la pomme, Cydia pomonella (L.) (Lepidoptera : Tortricidae)
est le principal insecte ravageur des vergers de pommiers et poiriers. A
partir de l'enregistrement du CpGV, son utilisation a été augmentée en
raison de l'intérét que lui portait 'agriculture biologique et a la résistance
récurrente aux insecticides chimiques. En 2003, la résistance au CpGV a été
confirmée en vergers organiques en Allemagne et en France, puis en Italie,
en Hollande et en Suisse. Cette résistance est due a l'utilisation constante
des produits commerciaux disponibles en Europe a base d’une souche
mexicaine de CpGV ayant une haute homogénéité génétique. A chaque
cycle de production les insectes ont été exposés au méme virus (Asser-
Kaiser et al. 2007). Il est important d’augmenter la vigilance et de surveiller

cette résistance.

Par exemple, 'application de produits a base d’isolats différents ou avec un
mélange d’isolats pour compenser le taux faible de variabilité présent chez
les granulovirus, peut permettre de contourner cette résistance (Berling et al.

2009).

1.5.3. Avantages

Il est utopique d’envisager qu'un biopesticide donné a base de baculovirus ou d’autre

microorganisme sera efficace dans toutes les conditions, contre tous les ravageurs, sur

toutes les cultures et pour tous les systemes agricoles. Néanmoins, leur utilisation sur

différentes cultures comporte des bienfaits comme la réduction ou l'arrét de

l'utilisation d’insecticides chimiques (dans le cas de l'agriculture biologique). Les
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biopesticides sont moins ou pratiquement non toxiques par rapport aux pesticides
chimiques. Ils favorisent I’amélioration de la qualité de vie des travailleurs agricoles, et
permettent d’offrir des produits plus sains aux consommateurs. Ils ont également une
meilleure image aupres des consommateurs, dans le cas d'une entreprise de produits

« Bio». La dégradation rapide des biopesticides diminue aussi les risques de pollution.

La plus grande spécificité d’action peut aider a maintenir la biodiversité des biotopes,
en favorisant la conservation des ennemis naturels de l’insecte-cible. De méme,
l'utilisation des biopesticides diminue les risques de développer une résistance chez les

insectes, si on prend en compte les actions pour la prévenir (cf. 1.5.2. Résistance).

En plus des contraintes pour le développement des biopesticides a base de baculovirus,
il est important de dire que son utilisation intelligente exige une compréhension
intégrée de la biologie, de 'écologie et du comportement de I'insecte que 1’on souhaite

contrOler (Cherry et Williams 2001).

Pour le succes de la stratégie, il faut prendre en compte plusieurs aspects importants,
comme la dose virale appliquée a I'équilibre : la plus faible dose virale qui permet le
meilleur controle; et la quantité optimale a appliquer, et au bon moment, en général
dans les stades plus jeunes, pour profiter d’une plus grande sensibilité au virus. La
fréquence d’application est importante car elle est influencée par la persistance de
I'inoculum en champ et le synchronisme avec les stades de développement du
ravageur. Des applications fréquentes de doses basses au lieu de doses élevées
appliquées moins souvent, peuvent donner de meilleurs résultats de contrdle (Cherry

et Williams 2001), mais risquent aussi de favoriser le développement de résistances.

La formulation du principe actif est tres importante, car il est indispensable d’apporter
les virus aux sites ou les larves sont susceptibles de les ingérer, et garantir leur
conservation pendant un temps suffisant. Donc une formulation doit répondre a des
criteres importants comme la capacité de stabiliser le virus pendant la période de

stockage, et la facilité d’utilisation du produit par l'agriculteur. La formulation doit
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aussi optimiser l’application et l'ingestion du virus par le ravageur, augmenter
'activité insecticide et optimiser la persistance dans l'environnement (Williams et

Cisneros 2001).

1.5.4. Production en masse

L’utilisation des biopesticides a base de baculovirus dans la lutte intégrée requiert de la
production en masse a grande échelle, avec une chaine de production stricte et le

contrdle de qualité du produit final (Lopez-Ferber et Devauchelle 2005).

La production sur cultures cellulaires en fermenteurs, la production sur des larves
dans des unités spécialisées et la production en champ dans des parcelles
naturellement attaquées par les chenilles (cf.1.5.2.Production massive), sont les trois

possibilités de production en masse (Claus et Sciocco de Cap 2001).

La production in vitro demande 1'existence de cultures cellulaires avec des conditions
spécifiques, et peut aboutir a une contrainte, comme dans le cas des PhopGVs, car il

n’y a pas encore de lignées cellulaires suffisamment productrices.

Pour le PhopGV, on utilise la production en larves sur milieu naturel (tubercules de
pomme de terre). L’idéal est la production sur milieu artificiel qui permet un contrdle
précis de l'inoculum de départ, comme dans le cas de la production industrielle de
granulose contre le carpocapse des fruitiers (Lopez-Ferber et Devauchelle 2005). Pour
la production des biopesticides a base de PhopGV contre les teignes de la pomme de
terre, a la date d’aujourd’hui, plusieurs milieux artificiels ont été testés sans succes

(données non publiées).

Le Centre International de la pomme de terre (CIP) au Pérou préconise 'utilisation des
biopesticides a base de PhopGVs produits de fagon artisanale par les agriculteurs. Une
formulation aqueuse préparée par trituration de 20 larves infectées par le virus dans 1
litre d’eau contenant un agent dispersant. Pour la formulation en poudre, on ajoute le
talc a la préparation précédente, on seche et on moud, pour obtenir le produit destiné

a l'application sur les tubercules en stockage (CIP 1992). Dans ce procédé, le contrdle
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de qualité fait défaut car on ne connait pas la souche virale (la composition génétique
de la population virale peut étre variable d’une récolte a I'autre), ni la concentration
virale initiale, et surtout, il existe un risque de contamination avec d’autres

microorganismes.

Dans le cas de la Corporation Colombienne de la Recherche Agricole (CORPOICA), le
procédé de production d'un biopesticide enregistré a base de PhopGV reprend l'idée
de la production artisanale du CIP et l'adapte a un systeme de production semi-
industrielle avec des étapes controlées. La production se compose de I'unité d’élevage,
I'infection des ceufs de I'insecte avec le virus, 'infestation des tubercules avec les ceufs,
I'extraction des larves des tubercules et le mélange des larves infectées avec les
ingrédients propres de la formulation. En plus de la formulation en poudre,
CORPOICA développe deux formulations pour I'application du virus en champ ; une
formulation granulaire a dissoudre dans l'eau et une émulsion (Com. Pers. L.

Villamizar).
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Tableau 1. Pesticides a base de baculovirus dans le monde.

Héte/Ravageurs Baculovirus Culture Nom commercial Pays
Adoxophyes orana GV Pomme Capex 2® Suisse
Adoxophyes sp. NPV Thé Japon
Anagrapha falcifera NPV Coton/Maraichéres Etats-Unis
Anticarsia gemmatalis MNPV Soja Baculoviron ® Brésil

Baculovirus Nitral ® Brésil
Coopervirus ® Brésil
Protege ® Brésil
Autographa californica MNPV Maraicheres VPN 80 ® Guatemala
Plutella xylostella Gusano ® Etats-Unis
Pseudoplusia includens
Spodoptera exigua
Trichoplusia ni
Cydia pomonella GV Pomme, poire Carpovirusine ® France
Carpovirus plus ® Argentine
Cyd-X ® Etats-Unis
Granupom ® Belgique
Madex ® Suisse
Virosoft ® Canada
Erinnyis ello GV Manioc Brésil
Venezuela
Helicoverpa zea NPV Coton Elcar ® Etats-Unis
Helicoverpa virescens Gemstar ® Etats-Unis
Helicoverpa armigera NPV Coton, tomate Heliokill ® Inde
Biovirus ® Inde
Helivax-NPV ® Inde
BioV2 ® Thailande
Virin-HS ® Russie
Hypantrea cunea NPV Forét Virin-ABB ® Russie
Lymantria dispar NPV Forét Gypcheck ® Etats-Unis
Disparvirus ® Canada
Virin-ENSH ® Russie
Mamestra brassicae NPV Chou Mamestrin ® France
Virin-EKS ® Russie
Orgyia pseudotsugata MNPV Forét TM Biocontrol 1 ® Etats-Unis
Virtuss ® Canada
Phthorimaea operculella GV Pomme de terre PTM Baculovirus ® Pérou
PTM Baculovirus ® Egypte
PTM Baculovirus ® Tunisie
Baculovirus Corpoica ® Colombie
Matapol plus ® Bolivie
Plodia interpunctella GV Raisin / amande Etats-Unis
Spodoptera exigua MNPV Maraichéres Spetix ® Suisse
Spod-X ® Etats-Unis
Spodoptera littoralis MNPV Grandes cultures Spodo-cide ® Inde
Maraicheres Littovir ® Guatemala
Coton Spodopterim ® U. Européen
Spodoptera frugiperda NPV Mais Brésil
Spodoptera sunia NPV Maraicheres VPN 82 ® Guatemala
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Chapitre 2. Matériel et Méthodes

2.1. Materiel biologique
2.1.1. Les insectes

Dans ce travail, nous utilisons des larves de deux especes de teignes de la pomme de
terre, Phthorimaea operculella et Tecia solanivora. L’élevage de P. operculella se fait sur des
tubercules de pomme de terre (var. Agatha) a une température constante de 27°C £1°C
et une photopériode de 18 heures. La colonie est élevée au Laboratoire de Recherche
(UR072) de I'Institut de Recherche pour le Développement (IRD) a Saint Christol lez-
ales, France. L’élevage de T. solanivora se fait sur des tubercules de pomme de terre
(var. Parda pastusa) a une température constante de 27°C +1°C et une photopériode de
16 heures. La colonie est élevée au Centre de Biotechnologie et Bioindustries (CBB) de

la Corporation Colombienne de la Recherche Agricole (CORPOICA) en Colombie.

2.1.2. Les isolats viraux de PhopGV

Isolat #1346: Cet isolat viral est utilisé comme référence dans la caractérisation
moléculaire des isolats colombiens. Ce virus est un isolat Tunisien completement

séquencé, GenBank (NC004062) (Croizier et al. 2004).

Isolat Pérou: Cet isolat est utilisé seul ou dans des mélanges pour les essais
biologiques conduits sur les deux hotes. Il est génétiquement tres proche de l'isolat
Tunisien #1346 (Résultat non publié). Ce virus est originaire de La Molina, Pérou, et a
été aimablement fourni par le Centre International de la Pomme de terre (CIP) au
Pérou. Il constitue le principe actif d’un biopesticide utilis€¢ pour le contrdle de T.

solanivora en tubercules stockés.

Isolats colombiens. Ils proviennent d’un échantillonnage fait par CORPOICA dans
différentes zones productrices de la pomme de terre en Colombie. Ces isolats ont été
isolés de larves de la teigne du Guatemala T. solanivora. Leurs codes et origines
géographiques sont VG001 provient de Tuquerres (sud-ouest, a la frontiere avec
I’Equateur) ; VG002, VG003 et VG004, proviennent de Choconta, Funza et Carmen de

Carupa, respectivement (centre de la Colombie) et VG005 de Chitaga (nord-est, a la
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frontiere avec le Venezuela) (Figure 11).

Venezuela

VG005
Chitaga

VG004
Carmen de Carupa

Ameérique du Sud

VG001
Tuguerres

Equateur

Figure 11. Zones géographiques ot les PhopGV colombiens ont été isolés. En bleu, les principales zones
productrices de la pomme de terre.

2.2. Méthodes
2.2.1. Essais biologiques

Les essais pour la détermination de la concentration en virus létale pour 50% des
individus (CLso) sont conduits sur des larves néonates de P. operculella et T. solanivora et
ont été réalisés en utilisant la méthode d’application par nébulisation (Carrera et al.
2008). Huit suspensions purifiées de corps d’inclusion (OB) des différents PhopGVs, en
plus du témoin traité a ’eau distillée, ont été appliquées de facon homogene (1,5x10%;
5x104; 1,5x105; 5x105; 5x10°; 5x107; 5x108; 5x 10° CI/2 ml d’eau). Les concentrations
finales d’OB appliquées sur la surface des pommes de terre sont de 0,015, 0,05, 0,15, 0,5,
5, 50, 500 et 5000 OB/mm?, respectivement. Deux tubercules sont utilisés pour chaque
concentration et au moins trois répliques par concentration sont effectuées. 30 larves
sont déposées par essai, pour un total de 90 larves par concentration. Les larves
néonates sont placées directement sur les tubercules. Les boites contenant les
tubercules sont mises a incuber a 27°C pendant 20 jours. Les larves mortes ou infectées
sont récupérées régulierement durant cette période. Apres 20 jours, les larves infectées,

les pupes et/ou les adultes sont comptabilisés. Les larves infectées sont stockées a -24°C
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jusqu’a la purification des granules.

2.2.2. Etude des mélanges génotypiques
2.2.2.1. Mélanges naturels

A partir des résultats obtenus avec les isolats colombiens VG001 et VG005 isolés de T.
solanivora (Chapitre 3), des études pour suivre une possible évolution des mélanges
naturels ont été réalisées. Neuf passages successifs des isolats sont effectués par
amplification (cf. 2.2.3) sur des larves de chaque hote. Trois essais biologiques sont
réalisés : PO (P : passage), P1 et P5, afin d’évaluer l'effet des passages sur I'activité

biologique en présence de P. operculella.

2.2.2.2. Populations expérimentales

Des mélanges artificiels sont effectués avec l'isolat #Pérou provenant de P. operculella et
#VG003 provenant de T. solanivora, en utilisant trois proportions différentes: 10%
Pérou + 90% VG003 (10 : 90); 50% Pérou + 50% VG003 (50 : 50) et 90% Pérou + 10%
VG003 (90 : 10). La premiere application sur les 2 hotes testés est considérée comme le
passage zéro (mélange des isolats). Afin de suivre une éventuelle évolution des
mélanges des isolats viraux et d’en calculer 'effet, des essais biologiques avec passages
successifs ont été réalisés sur des larves des deux hotes. Les OB provenant des
mélanges sont purifiés et sont utilisés comme inoculum viral pour le passage suivant.
Cinq passages successifs sont effectués et sont représentés comme « AB » (Figure 12).
Chaque cycle viral est initié a partir de I'inoculum viral du cycle précédent, soit a partir
d’un essai biologique, soit par amplification. Le procédé méthodologique utilisé pour

cette évaluation est le méme que celui décrit dans le paragraphe 2.2.1.

Avec P. operculella, quatre essais biologiques ont été effectués : Passage 0 (P0), passage
1 (P1), passage 2 (P2) et passage 5 (P5). Les passages 2 et 4 ont été faits par
amplification (cf. 2.2.3). Avec T. solanivora, des essais biologiques des passages 0, 1, 2 et

3 ont été effectués (Figure 12).
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Activité biologique sur les deux hoétes

P. operculelia T. solanivora
Isolat: Pérou Isolat : VG003
A B 10% A - 90% B (10: 90)
Mélanges artificiels {50% A - 50% B (50: 50)
l 90% A - 10% B (90: 10)
1— Passages Successifs —1
Sur P. operculella Sur T. solanivora
A+B AB AB AB AB AB A+B AB AB AB
(PO)  (P1) (P2) (P3) (P4) (P5) (PO)  (P1) (P2)  (P3)

o & o ™ \& i
V=olalalal  Y=lole)
} } } L | } } | l |

Essai Essai Essai Amplification Essai Essai Essai Essai Essai

Figure 12. Scheéma des essais de I’activité biologique des mélanges artificiels des isolats Pérou (A) et VG003
(B). Dans chaque essai biologique, on évalue les trois mélanges artificiels. P = passage.

2.2.3. Amplification sur larves

L’amplification des virus est réalisée in vivo par multiplication des isolats (seuls ou
mélangés) sur des larves de chaque hote. Environ 120 larves néonates sont placées sur
les tubercules sur lesquels a été appliquée préalablement une suspension virale de
1x10° OB/tubercule de 120 g de poids, a I'aide d'un pinceau. Apres 20 a 25 jours, les
larves infectées sont récupérées et conservées congelées jusqu’a la purification des

virus (cf. 2.2.6.1).
2.2.4. Productivité virale

La production de granules, pour chaque passage des isolats évalués, a été calculée en
collectant les larves mortes lors des essais biologiques (au moins 15 larves par
réplication soit environ 75 larves par traitement) ou des amplifications. Le poids de
chaque groupe de larves du méme stade a été déterminé, puis la purification des OB a
été effectuée (cf.2.2.6.1). En fonction de la concentration d’OB (OB/ml) et le poids des

larves, la productivité en OB par mg de poids larvaire a été estimée.
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2.2.5. Analyse de données

La mortalité des larves dans les essais biologiques est analysée selon une
transformation log-probit afin de déterminer la relation entre la concentration et la

mortalité (Finney 1971) a I’aide du logiciel POLO-Plus 1.0 (LeOra Software, 2002-2010).

Les différences de productivité virale parmi les isolats sont analysées par I'étude de
variance (ANAVA), le test de Tukey et /ou la variante non paramétrique de Kruskal-

Wallis, si nécessaire, a I’aide du logiciel Statistix 1.0 (Analytical software, 1996).

2.2.6. Analyse de I’ADN viral

2.2.6.1. Purification des corps d’inclusion (OB)

Les corps d’inclusion des larves infectées obtenus a partir des essais biologiques ou des
amplifications sont purifiés d’apres la méthode modifiée de Matthiessen et al. (1978).
Les larves sont homogénéisées dans 1'eau distillée avec SDS 0.1%. La suspension est
centrifugée 5 min a 750 g. Le surnageant est centrifugé 20 minutes a 20.000 g. Le culot
est suspendu dans 1 ml d’eau distillé et est placé dans un gradient linaire de sucrose
30-70% et centrifugé 20 minutes a 22.500 g. La bande blanche des OB est collectée et
diluée dans I'eau distillé et centrifugée 20 minutes a 20.000 g. Le culot des OB purifiés
est resuspendu dans 2 ml d’eau distillée et conservé au congélateur a -20°C. La
détermination du titre viral est réalisée par spectrophotométrie (450 nm) Zeddam et al.

(2003) d’apres la formule :

4,8 x DO (450 nm)x dilution x 103 = Corps d’inclusion /ml

2.2.6.2. Purification et extraction de I’ADN viral

Les granules purifiés sont dissous dans 2M Na2COs et '’ADN est extrait par la méthode
au phénol-chloroforme isoamyl alcool. L’ADN est précipité en ajoutant de 1'acétate de
sodium 3M et de I'éthanol 100%. Apres deux cycles de centrifugation a 12.000 g 10
minutes, le culot est dissous dans un tampon Tris-EDTA (10mM Tris, 0.1 mM EDTA) a
56° C durant 2h. La concentration de '’ADN est déterminée par spectrophotométrie a

une absorbance de 260 nm.
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2.2.6.3. Caractérisation par enzymes de restriction

L’analyse du génome viral des isolats colombiens a été faite par 1'étude de
polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP). Les profils de
restriction obtenus avec 11 endonucleases (Bam HI, Bst Ell, Bst API, Dra 111, Hind 1II,
Hpa I, Mlu 1, Nde 1, Nru 1, Nsi I et Sma I) sont réalisés selon les recommandations du
fournisseur (Promega). Les fragments sont séparés par électrophorese sur gel d’agarose
(1%) dans du tampon TAE (0.04M Tris, 0.001 M EDTA, pH 8.0) a 80V pendant 4 heures
environ, en utilisant le marqueur de poids moléculaire Lambda ADN/HindIIl. Les
fragments d’ADN sont visualisés sous une lampe UV apres coloration au bromure

d’éthidium.

2.2.6.4. Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

L’amplification par PCR des 2 régions variables du PhopGV qui ont montré une
variation significative de la séquence (Lery et al. 2005) est faite en utilisant des amorces
spécifiques permettant I'étude des genes variables. Ces régions sont localisées dans
I’OREF viral 129 (gene egt) et dans les ORF 90-91 chevauchantes. Les couples d’amorces
PhpoGV90-1 : 5- GATTTACCGGCGGGCACCAATCTCGAAG -3’ et PhopGV90-2 : 5'—
ACAGACGTAAATGCCAACGATCGTGCAG - 3 et les couples d’amorces
PhopGV129-1: 5 — GCGATGATGAGAATGGCAATGTGAAGAC - 3’ et PhopGV129-
2 : 5 - TGCCTGCTGTGCTCGACAACAATAGACC - 3, sont utilisés pour amplifier

ces régions.

Pour 'analyse des génotypes des mélanges naturels et artificiels (Chapitre 4), en plus
des couples d’amorces PhopGV90-1 et PhopGV90-2, on a utilisé les couples d’amorces
PhopGV129-7 : 5 - CGAGTCGAGCCAATTTTGTTTGCGTAAT -3’ et PhopGV129-2 :
5 - TGCCTGCTGTGCTCGACAACAATAGACC-3'.

L’amplification comprend un cycle de 5 minutes a 95° C, puis 20 cycles de la séquence :
1 minute a 95° C, 1 minute a 57° C, 1 minute a 72° C, et 1 cycle de 5 minutes a 73° C. Les
produits de la réaction sont ensuite analysés par électrophorese sur gel d’agarose (2%)

dans un tampon TAE a 150 V pendant 1 h 30 environ. Les fragments sont visualisés
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apres coloration au bromure d’éthidium sous une lampe U.V.

Les valeurs des proportions relatives des fragments d’ADN (Chapitre IV), sont
estimées par l'analyse densitométrique des intensités de chaque produit de PCR a
'aide du logiciel PhotoCapt Mw, V.10.01 (Vilber Lowmat 1999-2001). Afin de réaliser
cette analyse, les OB des larves qui proviennent des essais biologiques appliqués avec
des concentrations virales entre 50 CI/mm? et 5000 CI/mm?, équivalentes environ aux
CL7 -100 sont purifiés. Puis I’ADN viral est extrait de ces OB, et sert de matrice aux
réactions de PCR. Les produits des réactions de PCR sont analysés par électrophorese
sur deux gels d’agarose (2%) différents. La valeur indiquée est la moyenne de ces deux

analyses.
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Chapitre 3 : Analyse génétique et biologique
des isolats colombiens de PhopGV

3.1. Introduction

La teigne du Guatemala est considérée comme le principal ravageur des cultures de
pomme de terre en Amérique centrale et en Amérique du Sud, elle est également
présente dans les 1iles Canaries. Cet insecte invasif provoque des dégats tres
importants, jusqu’a 100% de pertes en conditions de champ et de stockage. T. solanivora
a été introduite au Venezuela par I'importation de semences infestées et a occupé des
niches ol une autre teigne de la pomme de terre, P. operculella, était présente.
Aujourd’hui, dans certaines localités T. solanivora a déplacé completement P. operculella.

Dans d’autres endroits, on peut trouver les deux especes de ravageurs.

L’utilisation massive des insecticides chimiques est I'objet de critiques de plus en plus
fortes, a cause des risques pour la santé et I'environnement. De plus, la propagation de
résistances rend certains de ces produits inopérants. Les granulovirus sont considérés
comme un outil d’intérét pour le controle de ces ravageurs, depuis le succes de
l"utilisation d’un granulovirus isolé sur P. operculella pour le contrdle de ces teignes
dans différents pays en conditions de stockage. Au fil des années, des isolats de
PhopGV ont été décrits dans différentes régions du monde ou se trouve P. operculella.
Ces isolats sont génétiquement proches. Ils appartiennent tous a la méme espece,
Phthorimaea operculella granulovirus (PhopGV). L’absence de méthodes de contrdle
spécifiques pour T. solanivora a motivé la Corporation Colombienne de la Recherche
Agricole (CORPOICA) a réaliser une prospection de virus sur cet insecte en Colombie.

CORPOICA a pu identifier 5 isolats viraux provenant de différentes régions du pays.

Au moyen d’une collaboration entre 'Ecole des Mines d’Ales, I'Institut de Recherche
pour le Développement (IRD) et CORPOICA, des travaux préliminaires de
caractérisation des isolats ont été entrepris. Ce chapitre reprend et approfondit les

travaux de caractérisation génétique et d’activité biologique -en termes de
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pathogénicité- sur les isolats colombiens. L’objectif final est de sélectionner des souches
candidates a une utilisation comme ingrédient actif d’un biopesticide pour le controle
des insectes cibles. De plus, une caractérisation génétique permettra d’analyser la
diversité intrinseque, et donc, de déterminer la réserve de variabilité pouvant étre

mobilisée par ces isolats pour le controle de ces deux especes de ravageurs.

3.2. Résultats

3.2.1. Analyse des profils enzymatiques des isolats viraux
colombiens

Avec toutes les enzymes utilisées, les profils de restriction de '’ADN des isolats
colombiens sont tres proches de ceux de 1’isolat de référence #1346, confirmant que les

virus isolés de T. solanivora en Colombie sont des PhopGV.

L’isolat VG001, qui provient du sud-ouest de la Colombie (a la frontiere avec
I’Equateur), et les trois isolats qui proviennent du centre de la Colombie (VG002,
VG003 et VG004) sont similaires avec toutes les enzymes testées, a I'exception de Sma L.
Néanmoins, les digestions ont révélé des polymorphismes entre ces isolats (VGO001,
VG002, VG003 et VGO004) et les isolats VG005 (du nord-est, a la frontiere avec le

Venezuela) et #1346 (l'isolat de référence).

La digestion avec Sma I montre que le fragment D de 5 830 pb n’est pas présent dans
VG005 et #1346. En revanche, un fragment de 7 469 pb (C’), a été détecté dans ces
isolats et est aussi présent en quantité submolaire dans lisolat VG001, mais il est

absent dans les isolats du centre de la Colombie (VG002, VG003 et VG004) (Figure 13).

Les isolats VG001, VG002, VG003 et VG004, ont révélé des différences génotypiques
avec 'enzyme Nsil par rapport aux isolats VG005 et #1346 au niveau du fragment L.
Un fragment de 2 900 pb est présent dans les premieres au lieu d'un fragment de 2 800
pb. Le profil Nrul des isolats colombiens est identique, mais differe de l'isolat de
référence #1346. Le fragment P de 1 982 pb présent dans #1346 est absent dans les
isolats colombiens. Le fragment D de 10034 pb dans #1346 est remplacé par un

fragment de 12 000 pb dans les isolats colombiens. D’autres différences sont présentes
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dans les fragments H et | (petites délétions) et le fragment I (insertion). La digestion
Hpal de I’ ADN des isolats VG001, VG002, VG003 et VG004 a révélé des différences par
rapport a l'isolat du nord-est de la Colombie, VG005, dans les fragments F et M
(Tableau 2).

VG002 VG003 VG004 VG001 VG005 1346 M

--ur— e e el - bp

uh* ~~ H“za.m

il B B _‘meme

o 8 5557
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4.361

e | 2.322
2.027

Figure 13. Electrophoreses sur gel d’agarose 1% de I’ ADN des isolats colombiens (VG001, VG002,
VG003, VG004, VGO005) et référence #1346 digéré par ’enzyme Smal. L’étoile indique la bande submolaire.
M : Marqueur de poids moléculaire A/HindIII. bp : paires de bases.

Le profil BstAPI a révélé la présence de nouveaux fragments dans tous les isolats
colombiens, de 2 500 pb (J) et de 1 800 pb (K’) (présent comme fragment submolaire
dans l'isolat VG005). Ces fragments ne sont pas présents dans #1346. De plus, une
délétion de 1 800 pb (D) est présente dans VG001 et les isolats du centre de la Colombie
(Tableau 2). Le profil Mlul présente deux différences pour les isolats VG001, VG002,
VG003 et VG004 par rapport a #1346, dans les fragments L de 3 620 pb et V de 475 pb.
Il y a une délétion de 200 pb en L et une insertion de 200 pb dans le fragment V
(Tableau 2).

Les isolats VG001, VG002, VG003 et VG004 sont différents de 1’isolat de référence dans

le profil BstEIL 1l y a une insertion de 200 pb dans le fragment H, une délétion de 150

pb dans le fragment I, et une insertion de 50 pb dans le fragment J. L’isolat VG005 n’est
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pas différent de #1346 (Tableau 3). Le profil Dralll présente des différences pour les
isolats mentionnés précédemment. Le fragment I montre une petite délétion de 93 pb et

le fragment ] montre une petite insertion de 48 pb (Tableau 3).

Tableau 2. Comparaison des fragments de restriction Nsil, Nrul, Hpal, Bst API et Mlul de I’ADN des isolats

colombiens et référence #1346. Les isolats VG001, VG002, VG003 et VG004, sont mis dans la colonne 2, du fait

qu’il n’y a pas de différences parmi eux.

Fragment
Nisil Nrul Hpal BstApl Miul
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
A 23160 = = 18349 = = 25448 = = 22736 = = 20354 = =
B 19681 = = 14772 = = 13198 = = 18509 = = 18078 = =
C 16857 = = 14325 = = 13025 = = 14368 = = 10707 = =
D 9925 = = 10034 12016 12016 11563 = = 13266 11466 = 10542 = =
E 6498 = = 9333 = = 8285 = = 10606 = = 9762 = =
F 6420 = = 7210 = = 7597 7800 = 10152 = = 6309 = =
G 4830 = = 699 = = 6623 = = 9308 = = 5749 = =
H 4751 = = 6399 6300 6300 4333 = = 9297 = = 4676 = =
I 4439 = = 6104 6250 6250 4077 = = 2978 = = 4670 = =
J 4434 = = 5511 5450 5450 4061 = = 2774 = = 4381 = =
J - 2550 2550
K 3020 = = 4541 = = 4008 = = 2434 - "t 4191 = =
K - 1800 1800
L 2771 2925 = 4294 = = 3584 = = 955 = = 3620 3410 =
M 2094 = = 2350 = = 3566 3350 = 874 = = 2953 = =
N 2084 = = 2129 = = 3284 = = 579 = = 2929 = =
(@) 1886 = = 2109 = = 2283 = = 265 = = 2848 = =
P 1536 = = 1982 " " 1294 = = 107 = = 2513 = =
Q 1504 = = 1067 = = 1003 = = 9 = = 1365 = =
R 1488 = = 895 = = 456 = = 1174 = =
S 1343 = = 627 = = 351 = = 722 = =
T 456 = = 180 = = 620 = =
u 579 = =
\4 475 650 =
n 20 20 20 20 19 19 19 19 19 17 18 18 22 22 22

La valeur représente la taille estimée en pb. (1)#1346; (2) VG001; VG002; VG003 et
VG004 ; (3) VGOO0S. (n) nombre de fragments. ("-") fragment absent. En italique: bande
submolaire.

Un nouveau fragment de 6 400 pb (H’) est présent pour les isolats colombiens dans le

profil BamHI, par rapport a l'isolat de référence #1346. Le fragment J de 2 901 pb de
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#1346 devient 2 830 pb, et le fragment K semble légerement plus court (2 750 pb) dans

les isolats du sud-ouest et du centre de la Colombie. Le fragment I de 6114 pb est

absent dans les isolats VG001, VG002, VG003 et VG004 (Tableau 3).

Tableau 3. Comparaison des fragments de restriction BstEII, Dralll, BamHI, Ndel et HindIII de I’ADN des

isolats colombiens et référence #1346. Les isolats VG001, VG002, VG003 et VG004,

colonne 2, du fait qu’il n’y a pas de différences parmi eux.

sont mis dans la

Fragment
BstEIL Dralll BamHI Ndel HindIII
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
A 23243 = = 19485 = = 29906 = = 23302 = = 22634 = =
B 17886 = = 16565 = = 17766 = = 18456 - = 14177 = =
C 16610 = = 14344 = = 11561 = = 18165 = = 10705 = =
D 12351 = = 12533 = = 10577 = = 9829 9600 = 8969 = =
E 12281 = = 12448 = = 10129 = = 9010 = = 7248 = =
E' " 8950 "
F 7668 = = 11449 = = 8725 = = 8131 = = 7126 7060 =
G 6590 = = 11356 = = 7792 = = 6746 = = 6275 = =
H 6218 6400 = 8409 = = 778 = = 6463 6700 = 5736 = =
H - 6400 6400
I 4614 4450 = 4168 4075 = 6114 - = 5994 = = 4627 = =
r - 5390 -
J 4267 4325 = 338 3433 = 2901 2830 = 5376 = = 4020 = =
J " 4120 4120
K 3470 = = 2494 = = 2806 2750 = 3348 = = 3644 3580 =
L 1984 = = 2096 = = 943 = = 1929 = = 3474 = =
M 1869 = = 870 = = 1342 = = 3298 = =
N 166 = = 712 = = 1126 = = 3216 = =
o 626 = = 2476 = =
P 2072 = =
Q 2036 = =
R 1449 = =
S 1441 = =
T 1266 = =
8] 881 = =
v 812 = =
% 791 = =
X 384 = =
Y 324 = =
z 89 = =
AA 47 = =
n 14 14 14 12 12 12 15 15 16 14 16 15 27 27 27

Le profil Ndel présente plusieurs différences. Dans les isolats VG001, VG002, VG003 et

VG004, le fragment de 18 456 pb (B) est absent et il y a une délétion et une insertion de

230 pb dans chacun des fragments D et H. Deux nouveaux fragments de 8 950 pb (E")

et 5390 pb (I) ont été détectés. Dans tous les isolats colombiens, un nouveau fragment
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de 4 120 pb (J’) est présent par rapport a #1346 ou il est absent (Tableau 3). Des petites
délétions sont présentes dans les fragments F et K des isolats VG001, VG002, VG003 et

VG004, avec le profil Hindlll (Tableau 3).

3.2.2. Analyse des 2 zones variables du génome des PhopGV
colombiens

L’apparition systématique de bandes submolaires dans les isolats colombiens VG001 et
VG005 suggere que ces isolats peuvent étre mélangés. Cette hypotheése a été confirmée
par PCR et par séquencages. Deux régions ont été ainsi analysées, celle des genes 90-91
et celle incluant le gene 129, egt (ecdysteroid glucosyl transférase). Apres amplification
par PCR d’un fragment dans la région des genes 90-91, en utilisant les amorces
PhopGV90-1 et PhopGV90-2 (Figure 14), une bande de 787 pb est visible dans l'isolat
de référence #1346. Pour les isolats du centre de la Colombie (VG002, VG003 et VG004)
ces deux amorces amplifient un fragment de 619 pb. Dans les isolats du sud-ouest
(VGO001) et nord-est (VG005), deux fragments sont présents, a 787 et 619 pb, dans une
proportion de 10-90% et 90-10%, respectivement. Le séquengage montre que la
différence entre les bandes 619 et 787 pb est causée par une délétion dans la région de

I'ORF 90-91 (Figure 15).

VG VG VG Ve vG
146 po1 o002 003 O 005 ]

pb
—_— 1500
— 1_m
TET —-— * o —
Gl = o - o e R
— o000

Figure 14. PCR semi-quantitative des isolats colombiens du PhopGV et réfé rence #1346.
M : Marqueur de poids moléculaire.
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Figure 15. Vue d’alignement des deux polymorphismes trouvés dans la région ORF 90-91. Type 1 correspond a la
séquence complete publiée (accession numéro NC004062). Le fragment de 840 pb représenté sur la figure
correspond a la région des nucléotides (nt) 78 001 a 78 840 sur la séquence complete.

L’utilisation des amorces PhopGV129-1 et PhopGV129-2 donne des résultats plus
complexes. Trois fragments sont générés sur l'isolat #1346. La séquence publiée
correspond au fragment le plus grand de 937 pb (région egt type 1, Figure 17). Il ne
parait pas le plus abondant sur le gel. Le fragment de 723 pb (région egt type 2, Figure
17) correspond a une délétion de 214 pb par rapport au type 1. Le fragment de 569 pb
qui est a peine visible sur le gel (Figure 16) correspond a une délétion additionnelle de
154 pb (région egt type 4, Figure 17). Tous les isolats colombiens exhibent une bande a
1023 pb (région egt type 3), résultat d’une insertion de 86 pb dans la séquence type 1.
De plus, des fragments de faible intensité de 869 pb sont présents, résultat d’une
insertion de 86 pb, et d'une délétion de 214 bp par rapport a la séquence de référence
(région egt type 5, Figure 17). L'isolat VG005 est le seul a présenter le gene egt type 2,
qui est similaire a celui présent dans l'isolat #1346. Le variant egt type 4 est partagée
par VG001 et VG005. Ces insertions et délétions sont localisées dans les séquences qui

codent pour EGT, soit sur une variation de la capacité de codage de 286 a 450

aminoacides.

3.2.3. Analyse de la pathogénicité des isolats colombiens sur des
hétes alternatifs

Les isolats viraux colombiens VG001, VG003 et VG005, provenant de T. solanivora ont
été testés sommairement sur les deux hotes, T. solanivora et P. operculella. L'isolat VG003
a été choisi car il est caractéristique des isolats du centre du pays et, dans une étude
préalable sur T. solanivora en Colombie, il a montré des caractéristiques biologiques et

technologiques prometteuses (Chaparro et al., 2010). D’apres les résultats présentés
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dans la section 3.2.1 et 3.2.2, les isolats colombiens, et parmi eux VG001 et VG005,
montrent un mélange naturel apparent qui pourrait jouer un role important du point
de vue de leur capacité a controler ces deux teignes. Dans les essais d’activité
biologique, on a utilisé I'isolat « Pérou » comme référence, d’apres les caractéristiques

mentionnées (matériel et méthodes 2.1.2).
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Figure 16. PCR semi-quantitative des isolats colombiens du PhopGYV et référence #1346. Gene 129.
M : Marqueur de poids moléculaire.
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egt reg type 1
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egt reg type 4

egt reg type 5

Figure 17. Vue d’alignement des différents variants du géne egt trouvés dans PhopGV. Type 1 correspond a la
séquence complete publiée (accession numéro NC004062). Le fragment de 1900 pb représenté sur la figure
correspond a la région des nucléotides (nt) 116 301 a 118 200 de la séquence complete.

L’isolat sans mélange apparent, Pérou (isolé sur P. operculella) et I'isolat colombien non

mélangé naturellement VG003 (isolé sur T. solanivora) ont été testés en détail sur les
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deux especes de teignes afin d’analyser 1'efficacité du PhopGV sur les hotes originels et
alternatifs. Les valeurs de CLso obtenues sont comprises entre 6,62 OB/mm? et 30,1
OB/mm? et celles obtenues pour les CLso sont comprises entre 258,74 CI/mm? et
13 806,38 OB/mm? (Tableau 4). L’efficacité de l'isolat péruvien est significativement
inférieure sur son hote alternatif T. solanivora (x? =9,89 ; dll= 2 ; P >0,05) ; il n’a pas été
possible d’obtenir 100% de mortalité. Les pentes des droites sont considérées paralleles
(x2=2,74 ;dll=1; P <0,05). Au contraire, I'isolat VG003 est 4 fois plus pathogénique sur
I'hote sur lequel il a été isolé (T. solanivora). Sur P. operculella, 1'efficacité de 1'isolat
colombien VG003 est 4,5 fois inférieure a celle de l'isolat péruvien (x>=29,27 ; dll=2; P
<0,05) (Figure 18).

Tableau 4. Activité biologique des isolats Pérou et VG003 sur 7. solanivora et P. operculella. Entre
parentheses : intervalles. ¥2 : Chi carré. ddl : degrés de liberté.

Isolat N° de OBs/mm:(95% IC)
Pente + SE X2 ddl P
CLs CLo
VG001 sur T. solanivora 1,16 (0,34 - 2,78) 379,30 (141,36-1675,25) 051006 014 3 097
VG001 sur P. 4 (2,60 - 6,07) 1265,6 (450,77-5649,6) 055£0,04 039 5 0,08
operculella
VG003 sur T. solanivora 6,93 (4,22 -11,37) 423,64 (191,63-127545) 071007 153 6 096
VG003 sur P. 26,19 (17,2 - 39,3) 2558,35 (1317,82-5944,00) 068+004 169 5 0,89
operculella
VG005 sur T. solanivora 1,85 (0,71 - 0,82) 282,07 (116,49-1024,99) 058007 041 3 094
VG005 sur P. 0,76 (0,41-1,25) 110,59 (50,41-336,40) 062£005 027 4 0,07
operculella
) . 13806,38 (3468,89-
Pérou sur T. solanivora 30,1 (15,33 - 63,48) 111218,40) 0,48 +0,05 3,73 6 0,71
Pérou sur P. operculella 6,62 (4,5 - 9,48) 258,74 (155,06-491,42) 075£0,10 373 3 0,80

Pour les isolats du sud-ouest et nord-est de la Colombie (VG001 et VG005), les valeurs
de CLso obtenues sont comprises entre 0,76 OB/mm? et 4 OB/mm? et celles obtenues

pour les CL% sont comprises entre 110,59 OB/mm? et 1265,6 OB/mm? (Tableau 4).

Sur T. solanivora, les isolats VG001 et VG005 sont significativement différents de 1'isolat
VG003 (x2=16,73; dll= 4 ; P < 0,05) ou l'isolat péruvien (x>= 55,78; ddl = 4; P < 0,05).
L’analyse de puissance montre que ces isolats sont 4 fois et 3,2 fois plus pathogéniques
que lisolat du centre de la Colombie, et 16 et 19,2 fois, respectivement, plus

pathogéniques que l'isolat de référence (x2=1,63; ddl =2; P <0,05) (Figure 19).
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Figure 18. Comparaison de la pathogénicité des isolats Pérou et VG003 sur les hotes
P. operculella et T. solanivora.
Sur 1'hote P. operculella, les isolats colombiens présentent des différences significatives
(x?=103; ddl =4; P <0,05) ; 'analyse de puissance montre que VG001 et VG005 sont 5,8
et 27,7 fois, respectivement, plus pathogéniques que VGO003. Bien que les isolats
colombiens ne soient pas isolées de cette teigne, l'efficacité biologique de VG001 et
VG005 est significativement supérieure a celle de I'isolat péruvien (x?>=40,5; ddl=4; P <

0,05), en étant 1,3 et 6,2 plus efficace, respectivement (Figure 20).
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Figure 19. Mortalité en fonction de la concentration en PhopGV colombiens et référence, sur 7. solanivora.
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Figure 20. Mortalité en fonction de la concentration en PhopGV colombiens et référence, sur P. operculella.
3.3. Discussion

Les profils de restriction suggerent que les virus isolés des larves de T. solanivora
correspondent a des variants génétiques du PhopGV. Tandis que les profils de
restriction ont montré des différences parmi les isolats au niveau du génome, le
séquencage des deux régions variables a établi que ces isolats sont des mélanges de
génotypes viraux. Ainsi, le profil REN observé pour chaque isolat colombien de
PhopGV correspond au génotype viral prédominant. Toutefois, 1'existence de bandes
submolaires a suggéré la présence de génotypes minoritaires, ce qui a été confirmé par
le séquencage des amplicons de PCR dans les régions incluant les ORF 90-91 et 129.
Cette analyse a permis d’identifier deux marqueurs au niveau de la région 90-91, et
cinq marqueurs dans celle de 'ORF 129. Les trois isolats du centre de la Colombie
(VG002, VG003 et VG004) sont homogenes en ce qui concerne les marqueurs pour la
région 90-91, mais présentent une diversité intrinseque par rapport a la région 129 : les
mémes deux marqueurs sont présents dans ces isolats. Les isolats du sud-ouest
(VGO001) et du nord-est (VG005) sont hétérogenes par rapport aux marqueurs de la
région 90-91, les proportions respectives de ces marqueurs sont inversées dans les deux
isolats. En ce qui concerne les marqueurs de la région 129, les isolats VG001 et VG005
sont plus divers que ceux du Centre de la Colombie (3 et 4 marqueurs présents,

respectivement).
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La variabilité génotypique dans les populations de baculovirus a été étudiée par
plusieurs auteurs (Shapiro et al., 1991 ; Mufioz et Caballero, 2001 ; Erlandson, 2009).
Elle est observée sur des virus isolés a partir de populations d’insectes
géographiquement distantes, mais on peut la trouver aussi sur une méme localisation
(van Oers et Vlak 2007). Takatsuka et al., (2003) rapporte des différences génotypiques
dans des NPVs isolés de Spodoptera litura (SpltNPV) dans des populations d’insectes au
Japon, au Viét-Nam, en Malasie et en Inde. Ebling et Kaupp (1995) ont caractérisé 6
isolats géographiques de Malacosoma disstrin NPV (MadiNPV) de populations
différentes. Bien que toutes aient des profils REN apparentés, trois isolats contiennent
plusieurs variants génotypiques si 'on se base sur la présence de fragments de
restriction submolaires. Il existe de nombreuses études de NPVs associés avec des
lépidopteres ravageurs de systemes forestiers qui montrent des tendances similaires
avec de multiples souches de NPV isolées de populations géographiquement

différentes.

La diversité génétique peut également se retrouver au sein d’un seul individu hote,
comme dans le cas du NPV de Panolis flamea (Lepidoptera : Noctuidae) (PafINPV), ou

le clonage sur un individu a permis d’isoler 24 génotypes différents (Cory et al., 2005).

De la méme maniere, dans un échantillonnage sur des populations de la teigne d’hiver
Operophtera brumata (Lepidoptera : Geometridae) aux iles Orkney (Ecosse), Graham et
al., (2004) ont détecté Operophtera brumata nucleopolyhedrovirus (OpbuNPV) pour 11
des 13 populations examinées; ils ont identifié 26 variants génotypiques dans ces
populations, mais chaque larve n’est infectée que par un seul variant. Dans un autre
cas, l'isolation de NPV a partir de collections de larves individuelles de Malacosoma
californicum  pluviale (Lepidoptera: Lasiocampidae) dans des populations
géographiquement isolées, montrent 14 variants génétiques parmi 48 isolats (Cooper et

al., 2003).

Chez les NPV la variabilité est plus commune que chez les GV. De plus, chez les
MNPV, la présence de plusieurs génomes a l'intérieur méme du virion facilite encore

cette variabilité. L’encapsidation et 'enveloppement multiples permettent l'infection
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de chaque larve par un échantillon plus représentatif de la population d’origine, tout
en préservant une multiplicité d’infection réduite au niveau de la particule physique

(le corps d’inclusion, OB).

Chez les granulovirus (GVs), la variabilité semble étre plus faible, car il n’existe pas
d’encapsidation multiple, sauf quelques exceptions (Falcon et Hess, 1985; Vargas-
Osuna et al., 1994) ; néanmoins, des études montrent la variabilité entre populations
d’une méme espece de GV isolée chez un méme hote ou chez des hotes différents. Une
diversité génétique a I'intérieur d’une larve implique la rencontre avec plusieurs OB et

le succes dans l'infection par les virions qu’ils contiennent.

Bien que les granulovirus soient souvent considérés comme ayant un spectre d’hotes
restreint, Goto et al., (1992) ont montré que des GVs isolés sur six especes de Noctuides
sont des variants du granulovirus de Xestia c-nigrum (XecnGV) avec des changements
minimes dans les profils REN. Chacune de ces variants s’avere pathogene pour les

larves de X. c-nigrum.

Crook et al., (1985), a partir de sept isolats géographiques de Cydia pomonella GV
(CpGV) de différentes régions du monde, ont trouvé tres peu de variabilité ; la plupart
correspondent a l'isolat mexicain (CpGV-M) et celui-ci differe peu d’un isolat russe
(CpGV-R) et d'un anglais (CpGV-E). Néanmoins, Eberle et al., (2009), ont caractérisé
neuf isolats de CpGV. Les génotypes observés ont été classifiés en quatre grands
groupes. Le groupe le plus abondant étant CpGV-M et des variants de CpGV-E. Un
quatrieme groupe a été identifié. Les quatre génotypes principaux décrivent la
diversité génétique de CpGV et quelques isolats géographiques semblent comporter

différents mélanges de ces génotypes.

Crook (1986), a identifié au moins 11 variants génotypiques basés sur les profils REN
provenant de 15 isolats géographiques du granulovirus d’Artogeia rapae (ArGV). Pour

deux isolats, des bandes submolaires sont présentes, suggérant de multiples variants

génotypiques.
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Parnel et al., (2002), ont analysé 14 isolats du granulovirus de Plutella xylostella
(PIxyGV) provenant de différentes régions du Kenya. Bien que des similarités aient été
présentes, les profils ont révélé entre 2 et 6 grandes différences de bandes parmi les

isolats, voire pour des isolats collectés dans le méme lieu.

Sur les granulovirus de Phthorimaea operculella (PhopGV), divers travaux ont été
réalisés. Vickers et al., (1991), ont identifié trois variants génotypiques parmi huit
isolats géographiques. Léry et al., (1998), apres d’une analyse d’isolats de différentes
régions du monde, ont trouvé trois variants génotypiques. Zeddam et al., (1999), apres
un échantillonnage dans différentes régions de 1'Indonésie, ont trouvé trois isolats
ayant des différences génotypiques minimales entre eux et par rapport a lisolat

Tunisien de référence.

P. operculella a été la principale teigne de la pomme de terre établie dans I'ouest de
I’Amérique du Sud (Colombie comprise) avant l'invasion de T. solanivora en 1985
(Pollet et al., 2003). Les isolats de PhopGV qui se trouvent dans la région devaient donc
étre adaptés a P. operculella. L'invasion par la teigne du Guatemala T. solanivora a
probablement fait suite a un ou plusieurs évenements d’introduction provoqués par
des vecteurs humains (commerce de semences infestées) (Puillandre, 2007). Sa
dispersion vers le Sud peut étre retracée dans une perspective temporelle, depuis le

Venezuela vers la Colombie.

D’apres Sakai et al., (2001), les especes invasives -et on peut considérer T. solanivora
comme espece invasive colonisatrice-, doivent avoir une agressivité accrue (Lee, 2002)
pour exploiter les ressources disponibles, en provoquant soit la cohabitation, soit le
déplacement des especes natives. L'invasion de T. solanivora a du produire ces effets

sur les populations établies de P. operculella.
Des populations de PhopGV adaptées a P. operculella ont du étre soumises a des

pressions de sélection pour permettre leur réplication sur T. solanivora. L’évolution de

ces populations virales dépendra du devenir de chacune des espéces hotes. Ainsi,
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comme les deux especes coexistent dans quelques régions, une évolution et une
sélection de populations virales ou de variants génotypiques permettant a la
population virale de s’adapter et de se répliquer dans les deux hotes a pu survenir.
Dans d’autres régions, par contre, I'élimination de P. operculella doit s’accompagner
d'une adaptation du virus au nouvel hote, avec perte possible de la capacité de
réplication sur ce premier hote. De plus, cette adaptation doit étre fonction de la
période de contact avec T. solanivora. Sous cette hypothese, les populations virales les

plus proches du Venezuela devraient étre les plus adaptées a T. solanivora.

Le principal endroit de production de pomme de terre en Colombie est la région
centrale du pays, laquelle est caractérisée par un échange commercial avec d’autres
zones de production, principalement un commerce de semences du tubercule. Tous les
virus isolés dans le centre de la Colombie sont similaires entre eux, mais sont différents
du PhopGV de référence #1346. Dans les deux autres isolats (VG001 et VG005), le
mélange de génotypes a été prouvé, puisqu’on retrouve deux profils génotypiques, le
premier similaire au profil du PhopGV de référence #1346 et le deuxieme similaire aux

profils trouvés dans le centre de la Colombie (isolats VG002, VG003 et VG004).

I est important de signaler que chaque isolat colombien provient d'un seul échantillon
larvaire. De ce fait, 'observation de la présence de mélanges de génotypes peut
suggérer l'existence d’interactions co-évolutives parmi les différents variants de
PhopGVs dans leurs hotes, comme cela a été décrit pour certains NPVs (Lopez-Ferber

et al., 2003).

La seule relation trouvée entre les génomes des différents isolats (analysés par des
profils de restriction et par séquengage des fragments de PCR) et leur pathogénicité sur
chaque hote, est I'insertion de 86 pb dans le gene egt sur tous les isolats colombiens.
L’isolation de variants purs a partir de ces populations virales, suivie d'une analyse des
parametres d’efficacité biologique de chaque variant est techniquement hors de porté a
ce jour. Par conséquent, on ne peut pas conclure a un lien de cause a effet direct entre
cette insertion et la capacité a infecter cet hote alternatif. La déduction d'une telle

relation a partir de la corrélation observée est sujette a caution puisque le nombre de
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variants analysés est relativement faible.

Des différences en efficacité virale sur les deux hotes ont été trouvées entre VG003 et
VG005, et ces isolats different pour 10 enzymes testés. Mais a l'inverse, des différences
en pathogénicité ont été trouvées entre VG001 et VG003 bien que ces isolats présentent
des profils REN similaires. Donc, les différences d’activité biologique peuvent avoir
des origines multiples, probablement dues a des mutations ponctuelles qui ne peuvent
pas étre révélées par les profils de restriction de I’ADN viral. De méme, VG001 et
VG003 sont similaires dans les régions séquencées, et different seulement par 1’absence

de I'egt type 4 dans VG003.

L’augmentation de la pathogénicité sur T. solanivora que VG003 isolé de T. solanivora
présente par rapport a celle de l'isolat péruvien, provenant de P. operculella, et vice
versa, confirme des études préalables qui indiquent qu'un PhopGV isolé de P.
operculella qui n’a pas eu de contact préalable avec T. solanivora, a une pathogénicité
inférieure sur cet hote alternatif (Rebaudo et al., 2006). Ce phénomene a été observé
chez les NPVs. Par exemple, le MNPV d’Anticarsia gemmantalis (AgMNPV), en plus
d’infecter la teigne Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae), est capable
d’infecter d’autres especes comme Diatraea saccharalis (F.) (Lepidoptera: Pyralidae);
mais sur cet hote alternatif, la pathogénicité est significativement inférieure (Ribeiro et
al., 1997). La pathogénicité de VG003 est complémentaire de celle de I'isolat Pérou pour
les deux hotes, (environ 6 pour 'hote original, et 27 pour 'hote hétérologue), ce qui

suggere que VG003 est bien adapté a T. solanivora.

VG001 et VG005 sont les isolats viraux les plus pathogéniques et ont été isolés dans des
endroits ou les deux hotes sont présents. Ils apparaissent comme des mélanges
génotypiques. L'infection par des génotypes multiples d'un pathogene peut générer
une compétition entre ces génotypes et permettre une exploitation plus rapide des
ressources de 1'hdte par I'un des génotypes, qui peut entrainer une pathogénicité

accrue (Frank, 1996).
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Au contraire, leur pathogénicité supérieure pourrait étre due a des interactions
coopératives entre génotypes pouvant aboutir a une meilleure exploitation des
ressources entrainant une augmentation du pouvoir pathogene et de la productivité
virale (Hodgson et al., 2004). Ce type d’association a été observée chez le MNPV de
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera : Noctuidae), ou le mélange de deux génotypes peut
étre plus efficace que les seuls génotypes clonés (Lopez-Ferber et al., 2003 ; Simon et al.,
2006). Dans ce cas précis, I'un des génotypes, défectif, est incapable d’infecter la larve
en absence d'un génotype « complet », et pourtant, sa présence est nécessaire pour

avoir une efficacité maximale au niveau de la population virale (Clavijo et al., 2009).

L’utilisation d’isolats génétiquement homogenes ou de clones peut favoriser le
développement de résistance, par rapport a l'utilisation de mélanges génotypiques
naturels ou élaborés en laboratoire. Par exemple, l'isolat Mexicain génétiquement
homogene du Cydia pomonella granulovirus (CpGV) a été utilisé fortement dans des
vergers en FEurope pour controler le carpocapse Cydia  pomonella  (L.)
(Lepidoptera:Tortricidae). Récemment, des phénomenes de résistance en conditions de
champ ont été décrits dans différentes régions, et la recherche de nouvelles souches
pour le controle de cette résistance a été entreprise (Asser-Kaiser et al., 2007 ; Berling et

al., 2009).

Les deux isolats ayant une adaptation « optimale » a leur hote, 'isolat Pérou pour P.
operculella et 1'isolat VG003 pour T. solanivora, ne sont pas ceux qui présentent, méme
pour ces hotes, les pathogénicités maximales. Dans une perspective d’utilisation
industrielle, une réduction de la quantité du virus nécessaire pour controler de facon
satisfaisante (diminuer les dommages au dela du seuil de nuisance économique) est un
objectif. Dans le cas étudié, les isolats VG001 ou VG005 ont, pour les deux hotes, des
efficacités supérieures a VG003 ou Pérou. Ceci est vrai pour les DLso, mais plus encore
pour les DL, qui fournissent une approximation plus réaliste des doses nécessaires en
champ. De plus, VG001 et VG005 controlent les deux hotes a la fois, ce qui les rend a
priori, prometteurs pour le développement d’un agent de controle biologique. Une telle

activité a, sans doute, des conséquences sur d’autres parametres du cycle viral. IIs
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seront étudiés dans les chapitres suivants.

3.4. Conclusion

La variabilité génétique chez PhopGV est évidente dans les isolats provenant de
différents pays du monde. D’apres les profils trouvés, tres proches du Phthorimaea
operculella granulovirus de référence (#1346), les isolats colombiens peuvent étre

considérés comme des variants du PhopGV.

Les analyses génétiques et biologiques montrent I'existence d’une diversité génétique
importante chez les PhopGV colombiens. Tous les isolats sont composés de plusieurs
variants génotypiques. La pathogénicité induite sur les deux hotes est différente en
fonction de l'isolat considéré. Néanmoins, on ne peut pas conclure qu’il existe une

corrélation directe entre la variabilité du génome et I'efficacité.

VG003 semble étre le virus le plus adapté a T. solanivora, car lorsqu’on le teste sur P.
operculella 'efficacité se réduit significativement. Les isolats VG001 et VG005 sont les
plus prometteurs pour les utiliser comme ingrédients actifs d’un biopesticide, ils sont

trés actifs sur les deux hotes testés.
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Chapitre 4 : Evolution de I'activité biologique
et de la composition génétique des
mélanges génotypiques

4.1. Introduction

D’apres les résultats du chapitre 3, on constate que les isolats colombiens de PhopGV
recueillis en 2004 sur des larves de T. solanivora présentent une variabilité génotypique
et phénotypique détectable par des analyses du génome (RFLP ou séquencage) et par
la mesure de leurs efficacités biologiques sur les deux hotes, T. solanivora et P.
operculella. Jusqu'aux années 1990, T. solanivora n’était pas présente en Colombie. C’est
depuis que cette teigne s’est introduite a partir du Venezuela, et s’est propagée du
Nord vers le Sud. L’isolat « Pérou », tout comme l'isolat de référence #1346, ont été
recueillis sur des larves de P. operculella dans des régions ou T. solanivora n’est pas
présente. Ces deux isolats, bien adaptés a P. operculella, présentent une faible efficacité
contre T. solanivora. En contraste, 1'isolat VG003, du centre de la Colombie, semble plus
adapté a T. solanivora qu’a P. operculella. En effet, son efficacité sur ce dernier hote est
tres faible. Les isolats VG001 et VG005 sont efficaces sur les deux hotes, mieux que

« Pérou » et VG003 sur leur hote de préférence.

L’adaptation des populations virales a des nouveaux hotes est un processus de
sélection naturelle avec un cycle temporal rapide, ce qui nous permet de suivre ces
processus «en direct ». De plus, comme leurs hotes sont petits, il est possible de
répliquer les expériences, en faisant varier les conditions expérimentales, permettant
ainsi le test d’hypotheses de sélection. Dans le cas d’étude qui nous occupe, I'invasion
de ’Amérique du Sud, et plus particulierement de la Colombie, par T. solanivora doit
nous permettre de suivre ces processus d’adaptation sur le terrain, puis d’essayer de

les reproduire en laboratoire.
Plusieurs facteurs pourraient déterminer 1’adaptabilité des génotypes aux hotes, des

mutations, des recombinaisons ou l'acquisition de matériel génétique. Cette variabilité

sera filtrée par la pression de sélection (dans notre cas, la capacité a se multiplier sur un
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hote donné pour aboutir a une évolution et une sélection des génotypes plus adaptés).

Dans le chapitre précédent, nous avons pu démonter que les populations virales isolées
en Colombie sont constituées de plusieurs génotypes. Il a été observé auparavant que
les génotypes présents dans une population virale peuvent interagir, au dela des
processus de génération de nouveaux variants génétiques par recombinaison. Ces
interactions, positives (synergisme) ou négatives (compétition) peuvent avoir comme
conséquence une modification de l'efficacité globale de la population dans sa
réplication sur un hote donné, et une modification sur les fréquences relatives de

chacun des génotypes viraux présents.

Dans ce chapitre, nous progresserons dans I'étude de l'interaction pathogene-hote en
nous centrant sur ces processus de sélection, au moyen de 1’analyse de la dynamique
de la descendance virale a la suite des cycles de réplication sur l'un, I'autre ou les deux
hotes, des populations virales contenant naturellement un mélange de génotypes
(VG001 et VGOO05) et de populations artificielles, obtenues par mélange de génotypes

adaptés a chaque espece d’insecte (Pérou et VG003) en proportions différentes.

4.2. Résultats

4.2.1. Evolution des isolats colombiens mélangés naturellement sur
les hétes P. operculella et T. solanivora

4.2.1.1. Efficacité des mélanges naturels sur larves de P. operculella

L’activité biologique de l'isolat VG001, contenant un mélange de génotypes est variable
au cours des cycles de réplication sur P. operculella, mais toujours supérieure a celle de
lI'isolat Pérou, trouvé originellement sur cet hote (x2 = 78,5 ; ddl= 6 ; P< 0.05) (Tableau
5). Il existe une variation au cours des passages sur 1'hote P. operculella, mais aucune
tendance ne se dégage clairement. La figure 21 représente graphiquement ces mémes
données. Il est ainsi possible de s’apercevoir de la dispersion relative des résultats. Lors
du second passage, VG001 apparait comme beaucoup plus actif; sa puissance relative
par rapport a I'isolat Pérou est de 26,48 fois. Les passages 1 et 3 donnent des puissances
de 1,6 a 3 fois. Les limites de confiance des CLso de ces deux passages se superposent. Si

on compare ces isolats au niveau des CLw, ces tendances n’apparaissent plus. L’isolat
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Pérou est celui qui a la plus forte activité, avec 259 OB/mm?. (Tableau 5). Toutefois, les
ajustements obtenus révelent la différence claire entre le passage 2 (P2) et le reste des
essais. Nous n’avons pas d’explication pour l'extréme pathogenicité du passage 2. Il
n’a pas été possible de répéter cette expérience, et donc de confirmer qu’il ne s’agit pas

d’'un artefact expérimental.

L’efficacité de I'isolat VG005 au cours des passages sur P. operculella montre aussi des
différences significatives par rapport a l'isolat Pérou (x> = 56,7 ; ddl= 6 ; P<0.05). La
variation entre passages est moins importante que dans le cas précédent, et ’analyse
statistique détecte des différences significatives (x2 = 22,71; ddl= 4 ; P<0.05) (Figure 22).
Dans ce cas, on observe une (faible) perte graduelle d’efficacité au cours des passages.
Le P1 du VG005 est 8,7 fois, le P2 est 4,5 fois et le P6 est 3,6 fois plus pathogene que
l'isolat de référence, tant au niveau global qu’au niveau des CL50 ou CL90 (Tableau 5).

Tableau 5. Activité biologique au cours des passages des isolats mélangés naturellement VG001 et

VG005, et des isolats VG003 et Pérou sur P. operculella. Entre parentheses : intervalles. x2 : Chi carré.
ddl : degrés de liberté.

N¢ d’OBs/mm:>(95% IC)

Isolat Pente + SE X ddl p
CLs CLs

VG001 P1 4 (2,38 -6,6) 1265,6 (450,77 - 5649,6) 0,558 £ 0,046 0,39 5 0,99
VG001 P2 0,25 (0,07 - 0,67) 8219,9 (954,5 - 309700) 0,330 + 0,020 1,31 5 0,92
VG001 P6 2,18 (1,10 — 4,58) 5715,6 (12074 - 54982) 0,401 £ 0,032 2,0 5 0,81
VG005 P1 0,76 (0,36 — 1,37) 110,6 (50,4 — 336,4) 0,620 £ 0,060 0,27 5 0,99
VG005 P2 1,46 (0,71 -3,07) 2722,2 (611,4 - 24242) 0,429 + 0,02 4,04 5 0,79
VG005 P6 1,91 (1-3,77) 3940,7 (940,92 - 30772) 0,419 £ 0,033 1,56 5 0,98

VG003 26,1 (17,2 -39,3) 2558,35 (1317,82 - 5944,00) 0,680 + 0,040 1,69 5 0,89

Pérou 6,62 (4,5 -9,48) 258,74 (155,06-491,42) 0,75+0,10 3,73 3 0,803

Indépendamment des variations observées au cours des passages pour ces isolats, il est
intéressant de remarquer que les différences d’efficacité présentes dans le premier
passage s’estompent au bout de 6 passages. Dans la Figure 23c on voit la superposition

parfaite des courbes de réponse.
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Figure 21. Activité biologique des passages de I’isolat VG001 et de I’isolat Pérou, appliqués sur P.
operculella. P1 : Passage 1 ; P2 : Passage 2 ; P6 : Passage 6.
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Figure 22. Activité biologique des passages de 1’isolat VGOOS et de I’isolat Pérou, appliqués sur P.
operculella. P1 : Passage 1 ; P2 : Passage 2 ; P6 : Passage 6.

Si ces résultats sont le reflet de la réalité, et non dues a la variabilité des essais
biologiques, nous observons en direct un ajustement a I'un des hotes possibles de deux
populations avec le méme potentiel (a terme, leur efficacité est similaire), mais avec des

histoires différentes.
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4.2.1.2. Efficacité des mélanges naturels sur larves de 7. solanivora

A cause de problemes logistiques difficiles a surmonter, ’activité biologique des isolats
mélangés naturellement n’a été déterminée que sur le premier passage. L’analyse des
proportions génotypiques a été faite a partir des amplifications. Comme conséquence,
nous n'avons pas pu analyser si les comportements observés sur P. operculella sont
inversés sur cet hote -ce qui tendrait a prouver une hypothese de différence
d’adaptation- ou pas. La poursuite de ce travail est I'un des programmes a réaliser

dans le futur.

L’activité biologique des isolats VG001 et VG005 a présenté des différences
significatives par rapport aux isolats VG003 (théoriquement plus adapté a cet hote) et
Pérou (x> =45,7 ; ddl= 6 ; P<0.05) (Tableau 6 ; Figure 24). Mais entre VG001 et VG005 on
ne met pas en évidence de différence significative (x> = 0,73 ; dll= 2; P = 0.696). Les
pentes des droites sont considérées paralleles (x2 = 4,68 ; dll= 3 ; P = 0.196) et ’analyses
de puissance permet d’établir que les isolats VG001 et VG005 sont 5,8 et 3,6 fois
significativement plus pathogéniques que VG003, respectivement (x>=17,5; dll=4 ;P =
0.002). Comme indiqué plus haut, I'isolat Péruvien, qui n’avait pas été en contact avec
T. solanivora, montre une efficacité inférieure sur cet hote (Tableau 6).

Tableau 6. Activité biologique des isolats VG001, VG005, VG003 et Pérou sur T. solanivora.
Entre parentheses : intervalles. 2 : Chi carré. ddl : degrés de liberté.

Ne d’OBs/mm:(95% IC)

Isolat Pente + SE X2 ddl P
CLs CLw

VG001 P1 1,19 (0,28 -3,0) 1265,6 (450,77 - 5649,6) 0,553+0,056 0,14 3 0,96

VG005P1 1,91 (0,62 -4,18) 459,2 (146,4 — 3315,8) 0,520 + 0,061 0,41 3 0,94

Pérou 30,11 (18,66 —50,28) 13806,38 (4950,04 — 54299,4) 0,482+0,039 3,73 6 0,71

VG003 6,93 (4,89 - 9,80) 423,64 (236,25 — 883,72) 0,718 £ 0,049 1,53 6 0,96
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Figure 24. Comparaison de I’activité biologique des isolats VG001 et VG005 sur T. solanivora.

4.2.1.3. Composition génotypique des mélanges naturels sur larves de
P. operculella et T. solanivora

Sur les isolats VG001 et VGOO05, les proportions relatives de chaque marqueur
génotypique ont été estimées sur les deux hotes a partir de I’analyse densitométrique
des amplicons de PCR avant la phase de saturation. D’apres I’analyse des genes 90-91
réalisée dans le Chapitre 3 (Figure 14), I'isolat VG001 (du sud-ouest de la Colombie) est
mélangé naturellement avec une proportion de 10% du marqueur présent dans le
génotype de référence #1346 et dans l'isolat Pérou et 90% du marqueur présent dans le
génotype commun a tous les isolats du centre de la Colombie (représenté par VG003).
En revanche, lI'isolat VG005 (du nord-est de la Colombie) présente un mélange inverse,
avec une proportion de 90% du marqueur du génotype de référence et 10% du

marqueur du génotype typiquement colombien.
Nous avons essayé de voir s’il y avait une corrélation entre les fréquences de ces

marqueurs dans les populations virales, mais aussi entre ces fréquences et 1'efficacité

des populations sur chacun des hotes.
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A cette fin, nous avons analysé les deux marqueurs sur les deux populations, amplifiés
sur les deux hotes. Les figures 25 a 32 montrent les résultats obtenus. Aucune
corrélation n’a pu étre mise en évidence entre les différentes variables étudiées

(nombre de passages, efficacité biologique, hote de multiplication).
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Figure 31. PCR semi-quantitative de I’ADN (Gene Figure 32. PCR semi-quantitative de I’ADN (Gene 129)
129) des cycles de réplication de I’isolat VG001 et des cycles de réplication de I’isolat VG005 et dynamique
dynamique de la composition génotypique au cours de la composition génotypique au cours des passages sur
des passages sur larves de T. solanivora. larves de T. solanivora. M : Marqueur ; P : Passage.
M : Marqueur ; P : Passage.
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La fonction des genes 90-91 n’a pas été déterminée. Par contre, le gene 129 a des
homologues dans la plupart des baculovirus, I'egt, pour ecdysteroid UDP-glucosyl
transferase. L’enzyme codifiée par ce gene agit au niveau de la larve infectée en
détruisant l'ecdysone, hormone de la mue. Une variabilité dans ce géne pourrait se
traduire par une modification dans le mode d’action du virus. Cet effet a été a I’origine

de la découverte du gene chez AcMNPV (O'Reilly et Miller, 1989).

4.2.2. Evolution de I'activité biologique et composition génotypique
des populations expérimentales

Pour essayer de mimer les isolats VG001 et VG005, des populations expérimentales ont
été construites a partir des isolats viraux Pérou et VG003, en les mélangeant en trois
proportions différentes sur des larves des deux hotes P. operculella et T. solanivora, afin
d’analyser l'effet de ces mélanges sur l'activité biologique. Pour étudier une éventuelle
adaptation a un ou l'autre des hotes, qui serait reflétée par la modification de

I'efficacité virale, des passages successifs sur les deux hotes ont été réalisés.
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Figure 33. Activité biologique des passages de la population 10 : 90, et des isolats Pérou et VG003 appliqués
individuellement sur P. operculella. PO : Passage O ; P1 : Passage 1 ; P2 : Passage 2 ; P5 : Passage 5.
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Tableau 7. Activité biologique au cours des passages des populations expérimentales sur P. operculella.
Entre parentheses : intervalles. y2 : Chi carré. ddl : degrés de liberté.

Population N¢ d’OBs/mm:(95% IC)
Pente + SE Xz ddl P
CLs CL«w

Pérou 6,62 (4,5-9,48) 258,74 (155,05 - 491,42) 0,75+0,10 3,73 3 0,80
VG003 26,19 (17,2 -39,3) 2558,35 (1317,82 - 5944,00) 0,68 +0,04 1,69 5 0,89
10/90 PO 2,36 (1,13 -4,93) 3837,79 (1016,30 — 24413,73) 0,399 +0,03 0,86 6 0,99
10/90 P1 0,57 (0,13 -1,19) 764,25 (148,50 — 9767,19) 0,410+ 0,03 1,39 4 0,84
10/90 P2 7,15 (5,10 -18,3) 8770,16 (2032,04 — 71614,92) 0,431 +0,04 1,17 6 0,97
10/90 P5 0,16 (0,04 - 0,45) 738,62 (120,17-18166) 0,351 +0,03 2,9 6 0,82
50/50 PO 1,23 (0,41 - 2,60) 164,55 (77,11 - 510,05) 0,603 + 0,05 2,53 6 0,86
50/50 P1 0,53 (0,22-1,17) 275,37 (80,89 - 1609,30) 0,472 +0,03 5,26 6 0,51
50/50 P2 0,91 (0,34 - 2,26) 999 (232,277 — 8969,22) 0,422 +0,03 2,77 6 0,84
50/50 P5 1,48 (0,82 -2,67) 1447,28 (509,864 — 5689,75) 0,429 +0,03 1,05 6 0,98
90/10 PO 0,28 (0,12 - 0,55) 182,77 (68,32 - 690,35) 0,456 + 0,04 0,23 6 0,99
90/10 P1 0,30 (0,14 -0,57) 164,21 (70,33 — 492,09) 0,470 +0,031 0,36 6 0,99
90/10 P2 0,10 (0,03 - 0,24) 362,57 (93,84 — 2748,62) 0,362 + 0,042 0,21 5 0,99
90/10 P5 0,43 (0,14 -1,10) 12714 (1512,3 — 466960) 0,346 £ 0,035 2,49 5 0,87

La population 10:90 (10% Pérou: 90% VGO003) est équivalente a VG001 dans les
proportions des marqueurs génotypiques. La population 90:10 (90% Pérou: 10%
VGO003), correspond a VGO005. Finalement, une troisieme population, de composition

intermédiaire, 50 :50 a été construite.

4.2.2.1. Efficacité des populations expérimentales sur larves de P.

operculella

La pathogénicité des trois populations expérimentales montre des différences
significatives par rapport aux isolats Pérou et VG003 évalués individuellement sur P.
operculella (x? = 210 ; ddl= 10; P < 0.05 pour 10:90; x2 =200 ; ddl= 10; P < 0.05 pour
50 :50, et x2 =264 ; ddl=10; P <0.05 pour 90 :10). Comme lors des analyses précédentes,
il y a une variation significative au cours des passages, la puissance étant au minimum
2,8 par rapport a l'isolat Pérou sur le méme hote, et pouvant atteindre 23,6 (Tableau 7 ;
Figures 33 a 35). Dans la Figure 36 on représente les mémes données groupées cette fois
en fonction du nombre de passages. En contraste avec nos observations sur VG001 et

VG005 (Figure 23) aucune convergence n’est observée.
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Figure 34. Activité biologique des passages de la population expérimentale 50 : 50, et des isolats Pérou et VG003
appliqués individuellement sur P. operculella. PO : Passage O ; P1 : Passage 1 ; P2 : Passage 2 ; P5 : Passage 5.
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Figure 35. Activité biologique des passages de la population expérimentale 90 : 10, et des isolats Pérou et VG003
appliqués individuellement sur P. operculella. PO : Passage O ; P1 : Passage 1 ; P2 : Passage 2 ; P5 : Passage 5.

4.2.2.2. Efficacité des populations expérimentales sur larves de T.

solanivora

La pathogénicité des populations expérimentales est significativement supérieure a

celle des isolats évalués individuellement, VG003 (x2? = 25,5 ; ddl= 6 ; P < 0.05) et Pérou

(x* =

56,6; ddl= 6; P < 0.05) (Tableau 8). Les différences d’efficacité sont cependant

inférieures sur cet hote a celles obtenues sur P. operculells. Ces données sont

représentées graphiquement dans les Figures 37 a 39.
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Tableau 8. Activité biologique au cours des passages des mélanges artificiels de Pérou et VG003 sur 7. solanivora.
Entre parentheses : intervalles. 2 : Chi carré. ddl : degrés de liberté.

N¢ d’OBs/mm?(95% IC)

Population Pente + SE X ddl P
CLSﬂ CL‘?ﬂ
30,11 (18,66 —
Pérou 5 0( 28) 13806,38 (4950,04 — 54299,4) 0,482 + 0,039 3,73 6 0,71
VG003 6,93 (4,89 - 9,80) 423,64 (236,25 - 883,72) 0,718 = 0,049 1,53 6 0,96
10/90 PO 5 (3,36 -7,38) 600,70 (237,88 — 2278,64) 0,616 0,065 0,70 6 0,99
12,2 2 -
10/90 P1 '22 4(1(;’)3 1080,2 (304,72 — 9288,6) 0,712+ 0,086 0,50 4 0,99
10/90 P2 5,82 (3,82 - 8,87) 118 (62,95 - 285,05) 0,989 + 0,097 0,59 6 0,99
10/90 P3 2,19 (0,73 - 5,38) 93,77 (28,28-1042,9) 0,799 + 0,087 4,4 6 0,62
50/50 PO 2,66 (1,86 - 3,70) 136,36 (79,03 - 273,23) 0,750 0,078 0,89 6 0,98
50/50 P1 4,13 (1,97 -8,44) 431,23 (129,03 - 3498,1) 0,672 + 0,089 0,54 5 0,99
50/50 P2 3,66 (2,27 - 5,85) 159,94 (74,08 — 487,9) 0,799 +0,080 0,24 5 0,99
50/50 P3 4,72 (2,93 -7,61) 216 (98,22 - 677,14) 0,793 + 0,078 1,54 5 0,96
90/10 PO 1,25 (0,77 - 1,90) 155 (82,52 - 353,92) 0,624 0,072 0,22 6 0,99
90/10 P1 3,18 (1,43 - 6,60) 446,23 (126,94 — 4127,6) 0,637 0,085 0,35 6 0,99
90/10 P2 3,65 (2,50 - 5,31) 60,1 (33,85 - 133,54) 1,056 + 0,104 0,55 6 0,99
90/10 P3 6,17 (3,86 - 9,99) 257,86 (116,33 — 816,36) 0,813 +0,079 0,62 6 0,99

Sur T. solanivora, la population expérimentale 10 : 90 (correspondant a I'isolat VG001, le
moins bien adapté a T. solanivora), apparait comme la moins efficace au départ. Il n'y a
pas de différence entre les populations 90: 10 (correspondant a VG005) et 50 :50
(Figure 40). Au cours des passages, cette population évolue vers une efficacité

supérieure a celle des deux autres (Figure 40D).
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Figure 36. Comparaison de 1’activité biologique des populations expérimentales 10 : 90, 50 : 50 et 90 :
des isolats Pérou et VG003 pour chaque passage sur P. operculella.
A) Passage 0; B) Passage 1; C) Passage 2 ; D) Passage 5.

4.2.2.3. Comparaison de ’efficacité des populations expérimentales sur

les deux hotes P. operculella et T. solanivora

Dans la perspective de développement d’un agent de controle biologique utilisable sur
les deux hotes potentiels, 1'efficacité la plus haute sur les deux hotes est souhaitable.
Les Figures 41 a 44 montrent les efficacités de chaque mix au cours des passages sur
chacun des hotes (5 passages sur P. operculella et trois passages sur 1. solanivora). En PO
on observe une efficacité similaire sur les deux hotes pour la population 50 :50 (x2 =
5,11; ddl= 2; P=0,077), mais pas sur les autres. Par contre, au cours des passages, la
population 10 :90 devient la plus intéressante, méme si son efficacité est toujours plus

importante sur P. operculella (LCso = 0,16 au P5) que sur T. solanivora (LCso = 2,19 au P3).
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Figure 37. Activité biologique des passages de la population expérimentale 10 : 90, et des isolats Pérou et
VG003 appliqués individuellement sur 7. solanivora.
PO : Passage 0 ; P1 : Passage 1 ; P2 : Passage 2 ; PS5 : Passage 5.
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Figure 38. Activité biologique des passages de la population expérimentale 50 : 50, et des isolats Pérou et
VG003 appliqués individuellement sur 7. solanivora.
PO : Passage 0 ; P1 : Passage 1 ; P2 : Passage 2 ; P5 : Passage 5.
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Figure 39. Activité biologique des passages du mélange 90 : 10, et des isolats Pérou et VG003 appliqués
individuellement sur T. solanivora. PO : Passage O ; P1 : Passage 1 ; P2 : Passage 2 ; P5 : Passage 5.
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Figure 40. Comparaison de 1’activité biologique des mélanges 10 : 90, 50 : 50 et 90 : 10, des isolats Pérou et
VG003 pour chaque passage sur 7. solanivora.
A) Passage 0; B) Passage 1; C) Passage 2 ; D) Passage 5.
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Figure 41. Comparaison de 1’activité biologique du passage 0 des mélanges artificiels sur les deux hotes,
P. operculella et T. solanivora. A) Mix 10 : 90 ; B) Mix 50 : 50 ; C) Mix 90 : 10.
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Figure 42. Comparaison de I’activité biologique du passage 1 des mélanges artificiels sur les deux hotes,
P. operculella et T. solanivora. A) Mix 10 : 90 ; B) Mix 50 : 50 ; C) Mix 90 : 10.

104



% Mortalité

100

90
Mix 10:90

T. solanivora 80

70
60
50

" Mix 10:90

P. operculella 40

% Mortalité

30

20

[T |

L)

Mix 50:50
P. operculelfa

aalianily

|

™ Mix 50:50
T. solanivora

I P I I IO P

Lsldedoeldlt]

500 1500 5000
Concentration en PhopGV (OBs/mm2)

500 1500 5000

Concentration en PhopGV (OBs/mm?2)

100

C

Mix 90:10
P. operculelia

" Mix 90:10
T. solanivora

Mortalité

%

T

Leeelulullllll]

Concentration en PhopGV (OBs/mm?2)

500 1500 5000
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Figure 44. Comparaison de 1’activité biologique des passages 3 et 5 des populations expérimentales sur les deux
hotes, P. operculella et T. solanivora, respectivement. A) 10: 90 ; B) 50 : 50 ; C) 90 : 10.
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4.2.2.4. Influence du changement d’hote lors des passages successif’s.

Dans les essais précédents, 1'efficacité biologique des populations virales soumises a
des passages successifs était testée sur le méme hote ayant servi a I'amplification. La
présence des deux hotes dans la méme localité est 'un des arguments clé permettant

d’expliquer le maintien de la diversité virale.

Pour répondre a cette question, la population virale PO du mélange 50 : 50 amplifié sur
P. operculella a été testée sur T. solanivora. Les OB produits ont été nommés « P1 Mix
Retro ». Le Tableau 9 et la Figure 45, montrent les résultats d’efficacité. Lorsqu’on le
compare avec le passage 1 du mélange issu de T. solanivora (essai du chapitre 4.2.2.3),

on trouve une efficacité du Mix Retro 6,6 fois plus élevée (x> =20,89; ddl=2 ; P<0,05).

Les résultats de cette expérience sont a développer pour les populations ayant suivi
plusieurs cycles d’amplification, sur 'un et l'autre des hotes. Cependant, ces résultats
montrent qu’il y a une augmentation dans le pouvoir pathogene de la population 50 :50
indépendamment de 1'hote de multiplication (comparaison entre les lignes 1 et 3 du
Tableau 9). Il n'y a pas perte de ce pouvoir lors d"une amplification sur 'hote alternatif
(comparaisons entre les lignes 1 et 4 du Tableau 9). Cette observation est de grande
importance du point de vue industriel, car elle permet d’envisager une production
industrielle sur 'hote le plus approprié, et pas nécessairement sur 'hote a combattre.
Tableau 9. Activité biologique du Mix Retro sur T. solanivora. Les résultats sont comparés avec

les efficacités de la population 50 : 50 passage O sur P. operculella et P1 sur T. solanivora.
Entre parenthéses : intervalles. y* : Chi carré. ddl : degrés de liberté.

Ne d’OBs/mm:(95% IC)

Population Pente + SE X ddl P
CLs« CL.

Mix Ret:

B setro: 0,62 (0,29 - 1,08) 41,55 (19,44 - 132,73) 0,701 +0,09 191 5 0,85
sur T. solanivora
S0/50 PO 1,23 (0,41 - 2,60) 164,55 (77,11 — 510,05) 0,603 + 0,05 2,53 6 0,86
sur P. operculella
50/50 P1 0,53 (0,22-1,17) 275,37 (80,89 - 1609,30) 0,472 £0,03 5,26 6 0,51
sur P. operculella
50/50 P1 4,13 (1,97 -8,44) 431,23 (129,03 — 3498,1) 0,672 +0,089 0,54 5 0,99

sur T. solanivora
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Figure 45. Activité biologique du Mix Retro par rapport a la population 50 : 50, PO
sur P. operculella et P1 sur T. solanivora. P= passage.

4.2.2.5. Composition génotypique des mélanges artificiels sur larves de
P. operculella et T. solanivora

Comme dans le cas des isolats naturels VG001 et VG005, dans les populations
expérimentales les fréquences des alleles des deux marqueurs génotypiques ne sont
pas corrélées entre elles ni avec les changements dans l'efficacité biologique. Les

Figures 46 a 57 résument les variations dans ces marqueurs.

4.3. Discussion

En général, les populations virales composées de mélanges de génotypes, soit
provenant des isolats mélangés naturellement comme VG001 et VG005, soit des
populations expérimentales mélangés artificiellement a différentes proportions (Pérou
et VG003), montrent une augmentation de I'efficacité sur les deux hotes, par rapport
aux isolats bien adaptés a leur hote respectif. Bien que 1’on puisse constater une légere
fluctuation, la pathogénicité des mélanges se maintient supérieure au cours de cycles

de réplication.

107



100
90
80
70

40
30
20
10

Proportion du génotype (%)

1.500

1.000

500

VG
bp M Pérou003 PO P1 P2 P3 P4 P5

348 482 380 433 413 438
e . —

652 518 61,1 567 58,7 56,2

60 1
50 -

Passages

—&—Perou ——\G003

Figure 46. PCR semi-quantitative de I’ADN (Genes
90-91) des cycles de réplication du Mix 10 : 90 et
dynamique de la composition génotypique au cours des
passages sur larves de P. operculella. M : Marqueur ;

Proportion du génotype (%)

1.500

1.000

500

100

]

RRRRL

P : Passage.

VG
Pérou003 PO P1 P2 P3 P4 P5

705 568 724 77 806 95

— — — — — — —
— -

205432 276 23 194 5

. s
v /
.‘A )/,

—
~
.
-
P T
o o

Passages

——ProU —8— 16003

Figure 48. PCR semi-quantitative de I’ADN (Genes
90-91) des cycles de réplication du Mix 90 : 10 et
dynamique de la composition génotypique au cours des

passages sur larves de P. operculella.

108

Proportion du génotype (%)

Figure 47.

VG

bp M Pérou003 PO P1 P2 P3 P4 P5

1.500 =
1.000 553 612 554 762 734 73,1
— —-— - — — — — S—
—
— [ T p—,
500w 447 388 446 238 266 269

Passages

—4—Pérou ——\G003

PCR semi-quantitative de I’ADN (Genes 90-

91) des cycles de réplication du Mix 50 : 50 et
dynamique de la composition génotypique au cours des
passages sur larves de P. operculella. M : Marqueur ; P :

a0
a
80
80

4
30

Proportion du génotype (%)

10

Passage.

VG
bp M Pérou 003 PO P1 P2 P3

1.500
1.000 SR 387 514 52 71
- —
WD = e — —
500 @ 613 436 48 29
.
o -
“
A J
-
"
- .
o
: : : : .

Passages

—4—Percu —8—\G003

Figure 49. PCR semi-quantitative de I’ADN (Genes
90-91) des cycles de réplication du Mix 10 : 90 et
dynamique de la composition génotypique au cours des
passages sur larves de T. solanivora.



VG
M Pérou003

bp PO P1

P2 P3

1.500 s

1.000 s
s

614 506 693 817

— - ——
— — —

500 — 386 494 307 183

Passages

| ——Pérou —8—VG003

Figure 50. PCR semi-quantitative de I’ADN (Genes
90-91) des cycles de réplication du Mix 50 : 50 et
dynamique de la composition génotypique au cours des
passages sur larves de 7. solanivora.

VG
M Pérou 003 PO P1 P2 P3
bp

1.500 s

1.000.
685 673 754 80

o —— —

FHEE
|

500 35 322 46 20

4
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Il y a plusieurs exemples d’interactions lors de co-infections entre génotypes viraux.

Ces génotypes peuvent étre des especes différentes, ou des variants d’'une méme

espece virale. L'interaction entre les génotypes peut avoir lieu tout au long du cycle

viral, de I'entrée dans la larve hote, jusqu’a la réplication dans la cellule.

Chez les GVs (Anticarsia gemmatalis GV (AgGV) ; Trichoplusia ni GV (TnGV) ; Xentia c-

nigrum GV (XecnGV)) et certains NPVs (Lymantria dispar MNPV (LAMNPV) ; Mamestra

configurata NPV (MacoNPV)), ont été identifiés des facteurs de synergisme, appelés

« enhancing factors » qui permettent d’améliorer l'efficacité des isolats en infections

mélangées (Li et al,, 2003). Ces enhancines agissent au niveau du passage de la

membrane péritrophique. Elles se trouvent dans les OBs, et sont libérées lors de leur

dissolution dans l'intestin. Ces enzymes peuvent agir en trans, c'est-a-dire, le mélange

d’OB contenant et ne contenant pas d’ehnancine permet le passage de tous les

génotypes. LAMNPV code pour deux enhancines, la délétion de I'une d’elles produit

une réduction de la puissance de 2 a 3 fois, mais si la délétion se produit entre les deux,

elle occasionne une réduction de 12 fois (Rohrmann, 2008b).
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Des phénomenes de synergisme ont été observés chez Helicoverpa zea (Boddie),
Spodoptera exigua (Hiibner) et Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera :
Noctuidae) lors d’une infection simultanée par LAMNPYV et des virus de la polyédrose
nucléaire issus de ces insectes, HZMNPV, SeMNPV et SfMNPV. La puissance a

augmenté 8,7; 7,5 et 10,3 fois, respectivement (Shapiro et Shepard 2006).

Chez un isolat de SEMNPV provenant du Nicaragua, une coopération entre différents
génotypes a pu étre mise en évidence. L’efficacité de la population virale, composée
d’au moins neuf génotypes, est toujours supérieure a celle de chacun des génotypes
isolés. Ainsi, I'infection par le génotype pur SINIC-B, qui sert de référence, correspond
a seulement 30% de I'efficacité de l'isolat d’origine. La co-infection avec un génotype
SINIC-C, permet d’augmenter l'efficacité du mélange jusqu’au niveau de celle de la
population d’origine (Frank 2003 ; Lopez-Ferber et al., 2003 ; Simon et al., 2005). Dans ce
cas, 'augmentation d’efficacit¢ n’a pas lieu lors du mélange des OB. Il faut, au

contraire, que les deux variants se soient multipliés dans la méme cellule.
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La présence de génotypes mélangés n’assure pas toujours une efficacité supérieure.
Certains variants sont des « parasites » au sein de la population. Il s’agit souvent de
génotypes défectifs, qui tirent parti des composants produits par les autres génotypes
pour leur propre réplication. Par exemple, chez un SeMNPV, Mufoz ef al., (1998) ont
analysé plusieurs variants génotypiques et ils ont trouvé que l’activité biologique d'un
variant pur était supérieure a celle de I'isolat sauvage dont il était issus. Dans cet isolat,
la présence de variants défectifs a été confirmée. De méme, lorsque les génotypes
défectueux trouvés chez ce NPV sont mélangés avec l'isolat sauvage, la proportion de
génotypes parasitiques augmente au cours des passages et la pathogénicité de la
population expérimentale diminue (Mufoz y Caballero, 2000). Chez Cydia pomonella
granulovirus (CpGV), Arends et al., (2005), ont trouvé que des infections de génotypes
mélangés aboutissent a une pathogénicité moindre par rapport a celle de certains

génotypes isolés.

Dans ce chapitre, nous avons analysé 1'efficacité de deux isolats viraux qui présentent
naturellement un mélange génotypique, par rapport a deux autres isolats, qui
apparaissent comme génotypiquement homogenes, et ceci pour chacun de deux hotes
potentiels. Dans un deuxieme temps, nous avons construit des populations

expérimentales, en essayant de reproduire le comportement des mélanges naturels.

Nous sommes partis de '’hypothese que l'isolat viral « Pérou », qui n’a jamais été en
contact avec I'hote T. solanivora, est le mieux adapté a son hote, P. operculella. On
observe que l'efficacité de l'isolat Pérou sur ce second hote est tres faible. De fagcon
analogue, nous considérons que l'isolat VG003 est le mieux adapté a T. solanivora ; il
présente une efficacité moindre pour P. operculella. Les deux isolats présentant des
mélanges génotypiques sont capables de contrdler les deux hotes de facon satisfaisante.
Dans les conditions naturelles, ces isolats se trouvent confrontés a des alternances de

chacun des hotes. Il leur est nécessaire de pouvoir se multiplier sur les deux hotes.

Mais, le maintien de cette capacité a se multiplier sur les deux hotes dépend-il de

I'alternance d’hotes ? Autrement dit, la multiplication systématique sur un hote
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conduit-elle a une spécialisation sur cet hote, avec perte d’efficacité sur I'autre ? La
durée d’une thése, ne nous a pas permis de faire un grand nombre de générations. Au
bout de 6 générations sur P. operculella, nous n’avons pas détecté de changement dans
l'efficacité de ces isolats mélangés. Les contraintes d’élevage de T. solanivora, interdit en
Europe, nous ont limité a un seul passage, permettant seulement la confirmation de

nos observations précédentes.

Nous avons construit des populations virales expérimentales en mélangeant en trois
proportions les deux isolats génétiquement homogenes (dans la limite de nos
observations), et adaptés a chaque hote. Les mélanges se sont avérés globalement au
moins aussi pathogenes que les isolats purs pour chacun des hotes, méme si pour des
conditions de pandémie (mortalités de 90%), 'isolat Pérou, adapté a P. operculella, est

plus efficace sur son hote.

Nous avons testé un changement cyclique d’hote pendant une seule génération. Les
résultats obtenus montent une augmentation de cette pathogénicité. Il est clair que
nous ne pouvons pas extrapoler ces observations, mais I'efficacité des isolats naturels
VG001 et VG005, sur les deux hotes nous permet de déduire qu’il y a une corrélation

entre le changement cyclique d’hote et I'efficacité de ces isolats.

Nous avons essayé de suivre l'évolution de la composition génétique de ces
populations au cours des passages sur les différents hotes. A cette fin, nous avons

utilisé les deux marqueurs génotypiques polymorphes que nous avons pu identifier.

La détection d"un polymorphisme au niveau du gene egt était prometteuse. En effet, ce
gene codifie l'enzyme ecdysteroid UDP-glucosyl transferase. Sa délétion ou
inactivation conduit a une augmentation de la virulence des virus dans tous les cas ou
cela a pu étre testé (O'Reilly et Miller, 1991 ; O'Reilly, 1995, Bonning et Hamock, 1996).
Cette observation nous a conduits a formuler I'hypothese qu'une des modifications
possibles permettant 1’adaptation a un nouvel hote pouvait impliquer le gene egt. Si

une telle relation de causalité existait, on devrait s’attendre a une corrélation entre les
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fréquences d'un des alleles du gene egt trouvés dans nos populations virales, et
I'efficacité biologique sur un hote. Nous n’avons pas pu mettre en évidence une telle
corrélation. De surcroit, il n’y a pas non plus de corrélation avec les variations des
fréquences des alleles dans 'autre locus marqueur, au niveau des genes 90-91, dont la

fonction est inconnue a ce jour.

Les variations de fréquence des deux marqueurs ne sont donc pas corrélées entre elles,

ni avec les variations observées dans 1'efficacité biologique.

La capacité de recombinaison des baculovirus a été évoquée dans le Chapitre 1. Les
résultats que nous obtenons sont a mettre en relation avec cette capacité. Méme si le
gene egt peut étre au moins partiellement responsable des variations d’efficacité
observées, de toute évidence, d’autres genes viraux doivent contribuer dans une plus
grande mesure. La variabilité au niveau de ces genes n’a pas été détectée par les
méthodes que nous avons employées, seul un séquencage complet des différents

génomes pourrait peut étre nous permettre d’aller plus loin.

Des nombreux travaux théoriques existent sur le comportement des mélanges
génotypiques et l'incidence de ces mélanges dans l'efficacité reproductive. Ainsi,
I'efficacité reproductive (fitness) d'un génotype pathogene est partiellement
déterminée par le complexe des interactions : génotype du pathogene x génotype de
I'hote x environnement qui peut étre affecté par la concurrence pour les ressources de

I’hote ou sa réponse immune (Seppala et al., 2009).

Mais, l'efficacité reproductive des pathogenes peut étre supérieure en présence d’une
coinfection ou lors d’infections par des mélanges de génotypes (Hodgson et al., 2004).
Par exemple, si l'infection hétérogene requiert que ’'hote augmente considérablement
les ressources pour obtenir une réponse du systéeme immune, il est possible que
d’autres systemes se fragilisent, et favorisent ’attaque du pathogene (Seppadla et al.,
2009). De méme, la coinfection pourrait générer des interactions directes ou indirectes

qui aboutissent a des pressions de sélection qui modifient des traits phénotypiques
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comme la pathogénicité. En général, la virulence ou la pathogénicité prennent une
position centrale comme variable explicative de la réponse sur les modeles théoriques
des interactions pathogenes-hotes. La théorie classique prédit que la concurrence entre
isolats (génotypes), sélectionnerait, dans la plupart des cas, une pathogénicité ou
virulence supérieure (Balmer et al., 2009). De méme, la théorie conventionnelle de la
virulence adaptative dit que les infections des génotypes mélangés causeraient un
grand impact sur l'efficacité reproductive de I'hote (e.g. pathogénicité) et accroitraient
le taux d’utilisation des ressources de 1'héte (e.g. productivité supérieure / temps).
Néanmoins, lors d’infections ot la mort de 1'hote est nécessaire pour la transmission,
comme chez les baculovirus, l'infection doit étre maximisée. Ce serait un exemple sur
lequel I'échange communément assumé entre le taux d’exploitation et la virulence,

n’est pas valide (Hodgson et al., 2004).

Le modele utilisé dans notre étude, celui d'une espece envahissante face au complexe
hote/pathogene présent dans son nouvel habitat nous a permis d’aborder quelques
aspects du processus adaptatif, en mettant en parallele les observations dans les

populations naturelles et expérimentales.

L’étude des interactions pathogene-hodte sur le modele PhopGV-teignes de la pomme
de terre est aussi tres importante en raison de 'impact économique direct sur cette
culture, sur laquelle on peut trouver un complexe d’especes de teignes qui représentent
un défi pour les conditions adaptatives du virus et pour l'efficacité du contrdle. La
flexibilité des génotypes de ces isolats pour s’adapter a des hotes alternatifs ouvre la
porte pour les utiliser sur un autre ravageur de la méme famille que P. operculella et T.
solanivora (Gelechiidae), la teigne de la tomate Tuta absoluta (Povolny). Cet insecte
cause des dégats importants et des pertes entre 50% et 100% (OEPP/EPPO 2005) en
Amérique centrale et Amérique du sud, mais a I'inverse de T. solanivora, cet insecte est
déja présent dans les pays du pourtour méditerranéen, européens et africains, et est
une espece invasive dont la O.E.P.P. recommande la réglementation (liste A1)
(Germain ef al., 2009). Un rapport récent (Moura et al., 2010) décrit I'infection de larves

de T. absoluta avec un PhopGYV issu de P. operculella au Brésil.
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4.4. Conclusions

Les conclusions de ce chapitre peuvent se poser sous deux points de vue, le biologique
et 'appliqué. En se basant sur les résultats des essais biologiques, on peut établir que
I'hétérogénéité génotypique des isolats colombiens du PhopGV, présente de fagon

naturelle ou obtenue artificiellement en coinfections, conditionne 1’efficacité.

La possibilité d’obtenir des populations virales actives sur les deux hotes ouvre des
perspectives dans le contrdle de ces ravageurs, qui peuvent se trouver associés.
Comme cette double spécificité ne s’accompagne pas d’une perte d’efficacité sur
chaque hote, il ne sera pas nécessaire, pour optimiser le traitement, de savoir quel hote

(ou les deux) est présent.

De plus, les trois mélanges artificiels appliqués montrent une pathogénicité
supérieure ; il faut souligner que le mélange 90: 10 (90 % génotype du Pérou: 10 %
génotype du VG003) est prometteur, a cause de la puissance supérieure sur les deux
hotes. De méme, parmi les isolats sauvages, VG001 et surtout VG005, sont prometteurs

comme ingrédients actifs d'un biopesticide.

Les cycles de réplication virale n’ont pas présenté d’influence notoire sur 1'efficacité
des mélanges. En général, celle-ci se maintient a des valeurs supérieures a celles des
isolats théoriquement adaptés a chaque hote. En conséquence, la flexibilité observée
dans ces isolats nous offre plusieurs possibilités a prendre en compte dans un procédé
de production industrielle d'un agent de controle biologique. Cet aspect est renforcé
du fait que I'activité biologique ne se réduit pas (elle augmente plutot) lorsque le virus

est produit sur un hote et utilisé sur I’autre.
Il sera important d’analyser les autres facteurs conditionnant la viabilit¢é d’une

production industrielle, et notamment la productivité sur chacun des hotes potentiels.

Ces points seront abordés dans le chapitre suivant.
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Chapitre 5 : Analyse de la production de
corps d’inclusion d’isolats de PhopGV sur des
larves de P. operculella et T. solanivora

5.1. Introduction

Le développement d’un biopesticide a base de PhopGV doit prendre en compte divers
points critiques dans le procédé technologique, comme la sélection de I'inoculum viral,
la sélection de I'hote sur lequel produire le virus (si la production in vivo a été choisie),
les conditions environnementales de la production, la formulation ou encore le

controle de la qualité du produit.

Dans le choix de l'inoculum viral, en plus de l'origine du virus et de son activité
biologique contre le ou les insectes ciblés, il faut prendre en compte la productivité
virale. Ce parametre conditionne la faisabilité industrielle, et par conséquent est utilisé

du point de vue technologique comme critere de sélection des isolats potentiels.

Du point de vue évolutif, il est important de connaitre I'influence sur la production de
descendance virale de facteurs comme l'interaction des génotypes viraux ou leur

adaptation au changement de I'hote.

Dans le chapitre précédent, nous avons mis en évidence que des isolats naturels, ou des
populations virales expérimentales obtenues par mélange d’isolats, sont capables de
controler les deux insectes ciblés, P. operculella et T. solanivora. Dans ce chapitre on
analyse la productivité de ces isolats et populations dans chacun des hotes. Bien que la
détermination du temps létal n’ait pas pu étre calculée, la relation entre pathogénicité

et productivité virale sera discutée.

5.2. Résultats

La productivité virale, exprimée en corps d’inclusion par mg de poids larvaire (OB/mg
poids larvaire), a été estimée sur des larves provenant d’essais biologiques sur les deux

hotes, réalisés dans le Chapitre 4, ainsi que, dans le cas de P. operculella, provenant des
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amplifications d’isolats individuels ou des mélanges sur larves de cet insecte (passages

3 et 4 des mélanges artificiels) (cf. Chapitre 2, 2.3).

5.2.1. Productivité sur P. operculella des isolats VG001 et VG005

La figure 58 résume la productivité de ces isolats sur P. operculella au cours des
passages successifs. En moyenne, la productivité est de 2,23x10® OB/mg poids larvaire
pour VG001 et 1,96x10° OB/mg poids larvaire pour VG005, pour un poids moyen des
larves de 5,45 mg pour VG001 et 5,9 mg pour VGO005. La productivité virale des isolats
au cours des passages sur cet hote varie de fagon significative (Figure 58). Le premier
passage sur P. operculella de VG005, est moins productif que les autres. Il est intéressant
de signaler que ce passage est celui qui présente la plus grande efficacité (Tableau 10).
En ce qui concerne le P2 de VG001, il s’agit de la méme expérience citée au 4.2.1.1.
Dans toutes les expériences résumées dans le Tableau 10, une pathogénicité plus élevée

s’accompagne d'une productivité moindre, sauf pour ce P2 de VG001.
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Figure 58. Productivité des isolats sauvages VG001 et VG005 au cours des passages sur larves de P.
operculella. Les colonnes partageant la méme lettre ne sont pas significativement différentes
(Tukey 0=0,05)
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Tableau 10. Productivité virale et efficacité des isolats VG001 et VG005 sur P. operculella.
CL=Concentration létale. OB=Corps d’inclusion.

CLs, CLyy Productivité Poids moyen des larves
OB/mm’ OB/mm’ 109 OBs/mg poids  (mg)
larvaire
P1 4 1256,6 1,97 7,22
VG001 P2 0,25 8219,9 2,69 4,03
P6 2,18 5715,6 2,03 5,11
P1 0,76 110,6 1,36 8,16
VG005 P2 1,46 27222 2,24 4,03
P6 1,91 3940,7 2,28 5,51

5.2.2. Productivité des isolats Pérou et VG003 et des populations
expérimentales sur P. operculella

La productivité virale des isolats Pérou et VG003 amplifiés individuellement est de
1,89x108 OB/mg de poids larvaire pour l'isolat Pérou et 2,02x10® OB/mg de poids
larvaire pour l'isolat VG003. Ces deux valeurs ne sont pas significativement différentes

(F=0,22; P= 0,651 ; ddl= 10). Les poids moyens des larves sont de 8,7 mg et 7,4 mg,

respectivement.
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Figure 59. Productivité virale (OB/mg de poids larvaire) des populations expérimentales obtenues par
mélange des isolats Pérou et VG003 au cours des passages sur P. operculella. A) Mix 10 :90 ; B) Mix
50 :50 ; C) Mix 90 :10. Pass : Passage. Les colonnes partageant la méme lettre ne sont pas
significativement différentes (Tukey a=0,05).

Lors de l'utilisation de populations virales expérimentales, la productivité ne change
pas de fagon importante (Figure 59). Seule une différence apparait pour la population

90:10 au P1.
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5.2.3. Productivité des isolats Pérou et VG003, et des populations
expérimentales sur T. solanivora

L’isolat Pérou n’est pas adapté a cet hote. Cependant, la productivité n’est pas
mauvaise. Par contre, il faut utiliser des inocula importants car son efficacité est basse.

En fin d’infection, les larves sont beaucoup plus grandes que celles infectées par

VGO003.
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Figure 60. Productivité virale (OB/mg de poids larvaire) des populations expérimentales obtenues par
mélange des isolats Pérou et VG003 au cours des passages sur 7. solanivora. A) Mix 10 : 90 ; B) Mix 50 :
50 ; C) Mix 90 : 10. Pass : Passage. Les colonnes partageant la méme lettre ne sont pas significativement
différentes (Tukey, 0=0,05).

En ce qui concerne les populations expérimentales, la productivité a été suivie sur trois
cycles de réplication. Dans les trois populations artificielles, la productivité diminue de
facon significative apres le P0. La production de PO est toujours la plus élevée, mais pas
significativement différente de celle de VG003 seul. L’isolat Pérou présente un niveau

de production intermédiaire entre les deux précédents et les P2 et P3. (Figure 60).

Il n'y a pas de différence significative entre les isolats appliqués individuellement et les

populations expérimentales (mélange de ces isolats) en PO (F=2,08; P=0,1719 ; ddI=13).
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5.2.4. Comparaison de la productivitt des populations
expérimentales au cours des cycles de réplication entre les deux
hétes

La productivité peut étre analysée de plusieurs points de vue, en nombre d’OB par
individu infecté, par mg de larve, ou encore par rendement par rapport a I'inoculum
utilisé. Aucune différence n’a pu étre mise en évidence entre la productivité (OB/mg
larve) des populations expérimentales pour le PO en fonction de I'hote. (F= 0,72; P=
0,6101 ; ddl= 38) (Figure 61 A). En P2, la productivité des populations artificielles est
globalement plus importante sur P. operculella que sur T. solanivora, mais la différence
n’est significative que pour la population 10 : 90 (F=5,70; P=0,0010 ; ddI= 32) (Figure 61
B). Cette tendance se confirme en P3. Toutes les populations expérimentales sont plus

productives sur P. operculella (F=25,22; P= 0,0000 ; ddl=18) (Figure 61 C).

Il n'y a pas non plus de relation évidente entre la productivité (OB/mg larve) et
l'efficacité. L’hypothese d’une plus grande production d’OB par les populations virales

les mieux adaptées ne se confirme pour aucun des deux hotes (Tableau 11).

La productivité par larve est plus importante pour T. solanivora, (21,79x10% OB/larve)
que pour P. operculella (14,2x10% OB/larve), du fait de la plus grande taille de la
premiere. Cependant, ce fait n’explique pas les différences observées. Le poids moyen
des larves de P. operculella infectées correspond a 0,41 fois celui des larves de T.
solanivora. Par contre, le rapport des productions est de 0,65. (Production par larve de
P. operculella/Production par larve de T. solanivora).

Finalement, on peut étudier le facteur multiplicatif ou rendement, c'est-a-dire, le
nombre d’OB récoltés par OB inoculé. Le Tableau 11 donne ce ratio pour les CLso et
pour les CLw. Le rendement, en se basant su la CLso, est toujours supérieur sur P.
operculella, mais en se basant sur la CLe, c’est sur T. solanivora que 1'on obtient les
chiffres les plus élevés. Ceci est du a la plus faible augmentation de la dose nécessaire

pour obtenir une mortalité élevée chez T. solanivora, en comparaison avec P. operculella.
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Figure 61. Comparaison de la productivité virale (OB/mg de poids larvaire) des populations expérimentales

obtenues par mélange des isolats Pérou et VG003 au cours des passages sur les deux hotes. A) Passage O ;
B) Passage 2 ; C) Passage 3. Mix : Mélange. Po : P. operculella ; Ts : T. solanivora.
Les colonnes partageant la méme lettre ne sont pas significativement différentes (Tukey, a=0,05).

5.3. Discussion

La productivité virale observée sur les deux hotes a été conforme aux valeurs obtenues
par d’autres équipes. Zeddam et al., (2003) ont trouvé que la productivité d’un PhopGV
Péruvien sur T. solanivora était de 1,3x10° OB/mg de poids larvaire en moyenne. Gdmez
et al. (2009), a partir des essais faits avec les isolats de PhopGV du centre de la
Colombie (VG002, VG003 et VG004) et Péruvien (mentionnés dans le Chapitre 3) sur T.
solanivora, ont présenté une productivité entre 4,1 et 4,7 x107 OB/mg de poids larvaire,
valeurs comparables a celles obtenues dans ce travail sur le méme hote, mais a partir
d’isolats mélanggs artificiellement. Nous avons obtenu, avec les isolats VG003 et Pérou
sur T. solanivora, une productivité supérieure, au-dessus de 10® OB/mg de poids
larvaire. Des différences dans la méthode de purification des OB entre leur travail et le
notre peuvent expliquer ces différences. La productivité d’autres GVs a été supérieure

sur leurs hotes respectifs.
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Tableau 11. Parallele entre les valeurs de la productivité virale et I’efficacité (CLs et CLgg) des populations
expérimentales et des isolats Pérou et VG003 sur les deux hotes. CL=Concentration létale. OB=Corps d’inclusion.

Poids
Hote  Population P CLg CLy Productivité larve Prod Rendement Rendement
(OB/mm®  (OB/mm’®) (10°OB/mglarve) (mg) (10°OB/larve) (Prod/CLsy)  (Prod/CLyy)
10:90 PO 2,36 3837,7 2,1 6,9 14,49 6,14 0,003
10:90 P1 0,57 764,2 1,61 8 12,88 22,6 0,01
10:90 P2 7,15 8770,1 2,62 5,8 15,2 2,13 0,001
10:90 P5 0,16 738,6 1,61 8,5 13,69 85,53 0,02
< 10:50 PO 1,23 164,5 2,15 8,4 18,06 14,68 0,1
E 10:50 P1 0,53 275,3 1,87 7,8 14,59 27,52 0,05
E 10:50 P2 091 999 1,85 4,5 8,33 9,15 0,008
S 10:50 P5 148 1447,2 1,94 7,4 14,36 9,7 0,009
§' 90:10 PO 0,28 182,7 2,23 6,1 13,6 48,58 0,07
A 90:10 P1 0,3 164,2 1,46 8,9 12,99 43,31 0,08
90:10 P2 0,1 362,5 2,07 8,4 17,39 173,88 0,04
90:10 P5 0,43 12714 1,48 8,2 12,14 28,22 0,001
Pérou 6,62 258,7 1,89 8,7 16,44 2,48 0,06
VG003 26,19 2558,3 2,02 7,4 14,95 0,57 0,005
10:90 PO 5 600,7 3,64 10,1 36,76 7,35 0,06
10:90 P2 5,82 118 0,72 20,5 14,76 2,54 0,12
10:90 P5 2,19 93,7 0,48 23,7 11,38 5,19 0,12
8 10:50 PO 2,66 136,3 2,7 9,9 26,73 10,05 0,2
8 10:50 P2 3,66 159,9 0,6 17,7 10,62 2,9 0,06
§ 10:50 P5 4,72 216 0,64 25,7 16,45 3,48 0,07
§ 90:10 PO 1,25 155 2,06 17 35,02 28,02 0,22
~ 90:10 P2 3,65 60,1 0,85 26 22,1 6,05 0,36
90:10 P5 6,17 257,8 0,65 23 14,95 2,42 0,06
Pérou 30,1 13806,3 1,61 17,5 28,18 0,94 0,002
VG003 6,93 423,6 2,15 10,6 22,79 3,29 0,05

Par exemple, Grzywacz et al. (2001), ont estimé la productivité des isolats Kenyans du
Plutella xylostella granulovirus (PlxyGV) a 8x10° OB/mg de poids larvaire, et, avec ce
taux de production, ils ont calculé que pour les tests en champ, une concentration de
3x10" OB/Ha offrait une protection similaire a celle des inseticides chimiques, ce qui
correspond a environ 750 larves infectées/Ha. En ce qui concerne CpGV, les
préconisations d’utilisation sont de 10> OB/Ha, ce qui correspond a la quantité de virus
contenu dans 1000 larves (d’apres le dossier technique de la Carpovirusine ® produite
par NPP (France)). Pour le PhopGV, Alcazar et Raman (1992) indiquent un traitement
avec 20 larves/kg de produit formulé, et 5 kg/tonne de pommes de terres, ce qui,
d’apres les calculs de Zeddam et al. (2003) fait environ 1,5x10" OB/tonne traitée pour la
protection face a P. operculella en stockage, et 3x102 OB/Ha en champ. Ces derniers
auteurs indiquent une production de 2,84x10° et 3,76x10° OB/larve sur P. operculella et
T. solanivora, respectivement. Comme les isolats étudiés dans ce travail offrent des
efficacités contre T. solanivora du méme ordre que celles obtenues précédemment

contre P. operculella, on peut s’attendre a des préconisations similaires. T. solanivora
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attaque aussi les tubercules en plein champ. Il sera nécessaire de faire des essais pour

déterminer quelle dose est suffisante pour une protection appropriée.

Dans notre travail, la productivité sur P. operculella, 1'hote primitif de PhopGV, est
supérieure a celle sur T. solanivora. Cuartas et al., (2009), lorsqu’ils ont évalué les isolats
de PhopGV VG001, VG003 et VG005 issus de T. solanivora sur les deux hotes, ont

également trouvé une productivité supérieure sur P. operculella.

De plus, la productivité des populations de laboratoire composées par mélange
d’isolats est significativement supérieure a celle des isolats génétiquement homogenes.
Ces différences pourraient étre dues a des interactions entre les génotypes du mélange.
Entre deux cycles d’infection de larves, le nombre de réplications du génome viral est
tres important : a partir d'un a 10 OB, une larve génere 10%-10° OB. Ceci implique la
possibilité de génération d’un grand nombre de variants génétiques par mutation,
auxquels s’ajoutent ceux originés par recombinaison, comme discuté dans le chapitre
d’introduction. Cette capacité a générer de la variabilité génétique est un atout pour
arriver a coloniser (accomplir le cycle viral) un nouvel hote (Dennehy et al., 2006).
Cependant, cette possibilité s’accompagne souvent de capacités de réplication et
d’infection sur le nouvel hote inférieures a ce qu’elles étaient sur I'hote initial. Si
I'équilibre entre le niveau de production d’OB par larve et la probabilité de rencontre
d’un nombre d’OB suffisant pour démarrer l'infection n’est pas atteint, la colonisation
de cette nouvelle espece hote ne se généralisera pas. Dans les populations étudiées, on
constate que l'infection de T. solanivora par l'isolat Pérou demande une concentration
virale importante (30,1 OB/mm2). Dans l’environnement extérieur, une telle
concentration est difficilement atteignable. Par contre, dans des conditions de stockage,
ou l'environnement est clos, cette concentration pourrait étre atteinte. Les différences
dans les résultats publiés sur le controle de T. solanivora par certains isolats de PhopGV,
pourraient s’expliquer par ce fait. Une fois la rencontre entre le virus et son hote
réussie, et le processus de réplication dans cet hote initié, la pression de sélection
exercée dans cette nouvelle espece hote favorise l'adaptation et la spécialisation

progressive en occasionnant des variations sur le processus d’infection de 1'hote
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(Herniou et al., 2004). Les populations de PhopGV adaptées a T. solanivora se
différencient de celles non adaptées non seulement dans la pathogenicité (LCso de 6,23
OB/mm? pour VG003), mais aussi dans le déroulement de l'infection. Ainsi, les larves
de T. solanivora infectées par lisolat Pérou meurent tres tard, ce qui leur permet
d’atteindre des poids considérables, tandis que VG003 produit une mortalité avec des

symptomes plus « classiques ».

Notre modele ne nous permet pas d’étudier plus finement la virulence, c'est-a-dire, la
sévérité de l'infection, mesurée usuellement chez les baculovirus par le temps létal. En
général on observe une corrélation négative entre productivité et virulence (plus le
virus tue vite, moins la larve grandit, et moins elle a la possibilité de produire des OB
(Cory et al., 2004 ; Simon et al., 2008). C’est le cas décrit par Cherry et al., (2002), sur un
isolat tres virulent du Plutella xylostella granulovirus (PlxyGV) sur cet insecte. Ils ont
constaté une productivité tres basse. Erlandson et al., 2007, ont trouvé que la virulence
du Trichoplusia ni SNPV (TnSNPV) était inférieure a celle d’Autographa californica
MNPV (AcMNPV), mais affichait une productivité 5 fois supérieure (2,55x 10° contre
5,31x10% OB/larve). La productivité peut étre affectée par différentes causes: la
diminution pourrait étre simplement le résultat d’une mort précoce de la larve, d'un
changement dans sa croissance, ou encore, d’une modification sur la réplication virale
(Cory et al., 2004).. Sans pouvoir faire une analyse détaillée dans notre cas, la

corrélation entre poids final des larves et production n’est pas évidente.

5.4. Conclusion

Avec les donnés issues de ce travail il n’a pas été possible d’établir une relation claire
entre pathogénicité et productivité. L'infection d’un nouvel hote ne s’accompagne pas
d’une diminution de la descendance produite (nb d’OB par larve), ni du taux
d’exploitation de I'hote (nb d’OB par masse de larve). Cependant, il apparait clair que
le rendement (rapport OB produits a OB inoculés) varie. Le rendement en OB par
masse de larves est en général supérieur dans les conditions testées pour les
productions sur P. operculella. On a pu déterminer que la taille plus petite des larves de

P. operculella par rapport a celles de T. solanivora n’est pas un facteur déterminant sur la
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productivité virale.

Par ailleurs, la productivité des populations expérimentales composées de mélange de

génotypes n’est pas plus basse que celle des isolats génétiquement homogenes.

La meilleure productivité trouvée sur larves de P. operculella et la distribution mondiale
de cet insecte, permettent d’envisager cet hote comme véhicule potentiel de production

de PhopGV qui pourrait étre utilisé contre les deux hotes étudiés.

Cependant, si le développement d'un biopesticide efficace sur ce complexe de
ravageurs est envisagé, des facteurs autres que la capacité réplicative des virus dans
ces hotes doivent étre pris en compte. Ces facteurs sont par exemple I’adaptation des
hotes a des conditions d’élevage et le colit et I'efficacité de ces élevages. Dans ce
dernier aspect, il est opportun de dire que le systeme de production de ces insectes a
des points critiques a résoudre, notamment l’absence d’un milieu artificiel. Les
élevages, et par conséquent la production du virus, se font directement sur les
tubercules, ce qui implique l'extraction manuelle de larves infectées a la fin de la

production.
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Chapitre 6. Conclusion Générale

Les especes invasives constituent une menace importante, non seulement pour les
écosystemes naturels (communautés d’especes natives) mais aussi pour les

écosystemes exploités, notamment dans l’agriculture.

L’arrivée de ces especes induit des changements dans les populations autochtones au
niveau du comportement et de la biologie des populations, jusqu’a des changements
au niveau génétique et/ou évolutif. Ces modifications touchent les especes qui se
trouvent en concurrence directe (interactions primaires) avec l'espece envahissante
(mémes niches, exploitation des mémes ressources, ...), mais aussi d’autres especes
« secondaires » liées a I'espece native, comme ses ennemis naturels, et dans notre cas

d’étude, les virus pathogenes.

La teigne du Guatemala T. solanivora est un bon exemple d’espece invasive qui occupe
une niche naturellement colonisée par une autre teigne (P. operculella). Ce complexe
d’especes inféodées a la méme culture est intéressant pour étudier I'évolution du

granulovirus de P. operculella PhopGV en présence d’un hote alternatif.

Cette these s’inscrit dans un double objectif, la recherche d’un moyen de contrdle
biologique de la teigne du Guatemala, et I'étude de 1’évolution des populations virales

sous contrainte évolutive dans un scénario naturel.

Nos résultats doivent donc étre examinés sous ce double prisme. Ils ont permis une
premiere avancée dans 1'étude de l'évolution virale, en mettant en évidence une
variabilité génotypique et phénotypique interne aux populations, et en offrant une

alternative pour le contrdle des deux especes.

A partir des travaux initiaux réalisés par CORPOICA et I'IRD, cinq isolats de PhopGV
ont été trouvés sur T. solanivora dans différentes régions de Colombie. Les résultats
obtenus durant cette thése ont confirmé la variabilité génotypique présente dans les

populations des baculovirus. De plus certains des isolats sont constitués d’au moins 2
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génotypes différents dont la proportion peut varier d'un isolat a I'autre en fonction de
la zone géographique d’isolement. Ces génotypes semblent représentatifs des 2 hotes
présents dans un méme écosysteme. Certaines hypotheses ont été émises quant au
déroulement de linteraction du virus avec les deux hotes, mais des expériences
complémentaires sont nécessaires pour envisager les mécanismes génétiques et

moléculaires qui sont mis en jeu durant le phénomeéne d’alternance des hotes.

La capacité de réplication de PhopGV sur T. solanivora, voire le controle de cet insecte
par le virus ont été sujets a controverse. L’identification d’isolats viraux aux efficacités
variables sur les deux hotes confirme le potentiel génétique attribué aux agents de
contrdle biologique. Nous avons pu montrer l'adaptation d’un isolat (VG003) a ce
nouvel hote, et la flexibilité de la pathogénicité des autres isolats (VG001 et VG005)
pour contrdler les deux hotes. Nous avons pu établir que les isolats colombiens isolés
sur T. solanivora présentent une insertion de 86 pb sur le gene egt. Nous n’avons pas pu
conclure a une relation directe entre cette insertion et la possibilité d’infecter I'hote
alternatif. Il en a été de méme sur 'autre région variable détectée, au niveau des orf90-
orf91. D’autres genes viraux sont certainement impliqués. Par contre, les différences
alleliques au niveau de ces autres loci viraux n’ont pas pu étre détectées par les moyens
que nous avons mis en ceuvre. Seul un séquencgage complet du génome de chaque

génotype permettrait d’obtenir ces informations.

A la vue des résultats prometteurs obtenus sur les isolats sauvages colombiens
constitués de multiples génotypes, a la fois sur P. operculella et T. solanivora, il est
apparu nécessaire de comparer l'évolution de ces isolats avec des échantillons
constitués de mélanges artificiels sur les deux hotes. L'hétérogénéité génotypique des
populations, qu’elle soit naturelle (présente dans des isolats) ou artificielle (populations
de laboratoire construites par mélange d’isolats génétiquement homogenes), a une
influence sur l'efficacité du virus. Les populations expérimentales constituées a partir
des isolats Pérou et VG003 dans trois proportions différentes présentent une efficacité
supérieure sur les deux hotes par rapport aux isolats appliqués individuellement.

L’activité biologique des isolats sur les deux hotes ne parait pas affectée au cours des
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cycles de réplication. La plasticité génotypique présente dans ces isolats de PhopGV est
un trait a mettre a profit pour le développement de biopesticides. Curieusement, le
passage d'un hote a l'autre d’'un mélange de génotypes ne diminue pas l'efficacité
biologique vis a vis de I'un ou l'autre des hotes, au moins pendant la durée que nous
avons pu tester, et pour les parametres considérés. Dans le long terme, les virus mieux
adaptés a un hote ne conservent pas la méme activité sur I'autre, ce qui laisse a penser

que cette capacité d’alternance d’hotes a un cotit biologique.

Compte tenu des aspects liés aux caractéristiques propres de ces isolats, pouvant étre
considérées comme des ingrédients actifs contre les deux insectes ravageurs, il reste a
résoudre certains points critiques a 1'échelle de la production. La mise au point d'un
milieu artificiel est un de ces points. Comme nous ’avons mentionné, la disponibilité
d’un milieu artificiel nous permettrait de déterminer d’autres parametres de 1'efficacité
biologique, comme la virulence des isolats en calculant le temps létal et nous pourrions
établir la relation avec la productivité virale. Pour ce qui concerne la production
industrielle, cela permettrait d’aboutir a un systéeme de production moins exigeant en

main d’ceuvre et en temps de manipulation.

A travers la compréhension des phénomenes d’évolution et d’adaptation, nous
pouvons proposer de nouvelles solutions cohérentes et spécifiquement adaptées pour
lutter contre ces ravageurs grace a 'emploi d'un ou plusieurs mélanges d’isolats.
L’expérience et les résultats acquis lors de cette these, nous permettent d’aborder plus
sereinement l'avenir et notamment I'annonce de nouveaux flux d’invasions dus au
réchauffement climatique. De nouveaux ravageurs de la famille des Gelechiidae,
comme la teigne de la tomate T. absoluta déja présente dans les pays méditerranéens

ainsi que S. tangolias pourraient étre les futures cibles de ces nouveaux bioinsecticides.
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Annexe 1.

Infeccion de granulovirus nativos sobre Tecia
solanivora y Phthorimaea operculella
(Lepidoptera: Gelechiidae)

Revista Colombiana de Entomologia 35 :
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Infeecion de granulovirus natives sobre Tecia solanivora v Phthorimaea operculella
{Lepidoptera: Gelechiidae)

Infection of native gramulovirus on Tecia sofanivora and Phthorimaea operculella (Lepidoptera: Gelechiidas)

PAOLA CUARTAS O.', LAURA VILLAMIZAR R.*, CARLOS ESPINEL C .} y ALBA MARINA COTES P*

Resumen: Durante 2004 v 2005 ¢ aislaron, identificaron y caracterizanon cepas nativas de gramulovirus obtenidos a
partir de larvas de Boia solanivora encontradas en los deparamenios de Cundinamanca, Marifio ¥ Morte de Santander.
Seestudiaron los efectos de esins agentes infeccioso s sobre ¢l desamollo de las polillas de lapapa T solan vora v Phiko-
rimaea opercidella, evaleando como variahles ¢ ancho de la cdpsula cefilica, los signos de infeccidn viral ¥ la mor-
talidad. Asimizmo se determind el efectn de 1a formulacidn sobre 1a eficacia de los diferentes aislamientos preparados
en foma de polve para proteccidn de semilla de papa. Adicionalment, se estudid la productividad viral de cada aish-
miento por espectro fotometria Los mayores rendimientos de produccitn viral se obtuvicron en larvas de P opercadala,
los cuales fieron significativamente superiones a los obtenides en larvas de T solanivora pam todos los aishmientos
nativos, La infecciin por granulovires en larvas de T solanhoray P opercideila ocasiond una mayor duracidn de los
Instares larvales y traslapamiento de los mizmos. El proceso de formulacidn no afecth significativamente 1a eficacia de
los granulovirus, Mediante una téenica de ponderacidn de indicadores se selecciond el aislamiento proveniente de Mo rte
de Santnder como ¢l mds promisorio por presentar alta eficacia y productividad .

Palabras elave: Baculoy s, Control bioldgico . Infeccidn viral.

Abstract: During 2004 and 2005, native strains of granulovines obtained from Tacla selanfvora larvae found in Cun-
dinamarca, Marifto and Morte de Santander were isolated, identified and chameterized. The effects of these infectious
agents wene studied on development of the potato moths T solanivora and Phforimasa opercwdella, evaluating vari-
ahbles such as width of the cephalic capsule, signs of viral infection and mortality. The effect of formulation was also
determined on the efficiency of the different isolates formulated as a powder for potato seed protection. Additionalby,
the viral productivity of each solate was studied using spectrophotmetry. The highest viral production yields were
obtained in P aperadells larvae, which were significantly higher than those obtained in T solanfvora larvae for all na-
tive isolates. The granulovines infection in T, solan vora and P opercdella larvae caused a greater duration and overlap
of the larval instars. The process of formulation did not significantly affect the efficacy of the granulovirus, Through a
technigue of weighted indicators, the isolate from Morte de Santander was selected a5 maost promising dwe & its high
efficiency and productivity.

Key words: Baculovins, Biological control. Viral infection.

Introduceitn

El mangjo tanto en cosecha como en poscosecha de las dos
principales polillas de la papa Tecia solanivora (Povolny,
1973) v Phthorimaea operculella (Zeller, 1873) (Lepidopte-
ra: Gelechiidae ), himitan la producciin por los altos costos v
contaminaciin ambiental que se generas oo el wo de agro-
quiticos. Este problema ha llevadoa la bisqueda de métodos
de control menos ries posos, mis amigbles con el ambiente
y mis sostenibles, como es ¢l wso de productos biol dgicos a
base de vims de la pranul osis que afectan de forma natural Lis
larvas de estas dos especies de msectos {I_.ﬁpr.z—)i\'ila 1996).

En diferentes partes del mundo se han encontrado larvas
de P opercudella muertas a causa de una enfermedad natural
producida porun virus del tipo granulosis (VG) que pertene-
e a la farmha Baculovindae (CIP 1996 citado en Zeddam e
al. 1999). A partir de larvas de P operculella infectadas con
un granulovirus encontradas en Penl, ¢l Centro ternacional

de la Papa (CIP), desarmolld un bioplaguicida en polvo para la
proteceion de semilla de papa en almacenamiento, ¢l cual ha
sido usado en diferentes paises para el control de esta plaga
(CIP 1996 citado en Leddam er af. 1999). Para T solanivo-
ra, hasta el afio 2004 s6lo se habia reportado un aislamiento
de virus de la granulosis encontrado infectando natumlments
larvas en condiciones de campo en Ménda, Venesuela (Nifio
de Gualdrdn 1996 citado por Nifio v Notz 2000). El Labo-
ratorio de Control Biolagico de la Corporacidn Colombiana
de Investigneim Agropecuaria-Corpoica, durante los afios
2004 v 2005 mealizd la bisqueda de aislamientos nativos de
virus de la pranulosis afectando de forma natural larvas de
T solmivora, A partit de este trabajo se aislaron, identifica-
rim ¥ caracterizaron cinco muestras de los depatamentos de
Cundinamarca, Marifio ¥ Norte de Santander (Villamizar er
al . 2006). Estos mslamientos nativos, s¢ dentificaron como
virus de la grnulosis mediante téenicas de microscopia, mo-
leculares & mmumoldgicas, v se encontraron di ferencias mo-
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leculares entre estos virus v el virus aislado de P operculellas
provenients del Perl comespondientss a deleciones en partes
del gen 90-91 (Léry et al. 2008).

Con miras a desarrollar un nuevo biopla guicida a base de
uno de los aislamientos nativos para el control de las polillas
de la papa bajo condiciones de almacenamisnto y campo, sur-
pelanecesidad de seleccionar el aislamiento mis virulento v
el mis promisorio desde el punto de vista teenolomeo, donde
las camcteristicas mis importantes a tener en cuenta son la
ohtencion de altos rendmmientos en la produccion de parti-
culas virales ¥ en segundo lugar, que &l sislamiento soports
el proceso de formulacion sin perder patogemicidad. Por tal
ramim los objetivos del presente trabajo fueron estudiar la sm-
tomatologia de la infeccidn causada por los aislamientos na-
tivosde granul ovirus en las polillas de la papa T solamivora v
P operculella, determinar el e fecto de la formulacidn sobre la
actividad bioc ontroladora de los grmulovins natives pam las
dos especies de polillas de la papa, comparar ¢l rendimiento
de produccion de particulas virales de los aislamientos nati-
v de granulovirus en las polillas de la papa v seleccionar el
aislamiento que presente las mejores camcteristcas bologi-
cas v tecnol dgicas.

Materiales v Métod os

Este trabajo se realizd en las nstalaciones del Laboratorio de
Control Bioldgico del Centro de Biotecnologia v Biondus-
tria de la Corporacion Colombiana de Investigacion A gro-
pecwria-Compoica, (Mosquera-Cundinamarca). Se utilizaron
los aislamientos nativos de pmnulovims VGO, VGOO3 v
VG005 obtenidos a partir de larvas de T2 solanivona reco-
lectadas de papas almacenadas, que presentaban infestacion
natural, en municipios productores de los departamentos de
Marifio, Cundinamarca v Norte de Santander, respectivamen-
te (Villamizar et al. 2008 v una cepa de pranulovirus de
P opercdella provemente del Perd v multiphcada por mis
de 20 generaciones en T2 solanivona, utilizada como cepa de
referencia. Todos los aislamientos se encuentmn o oconser-
vados a-7(FC en el Bancode Germoplasma de Microormnis-
mos con Interés en Control Biol dgico de Compoica.

Propagacidn v purificacidn viral. Para cada uno de los ais-
lamientos se tomaron posturas de T solamivora provenisntes
deuna erin ubicada en el Laboratorio de Entomologia de Cor-
poica, luego se mocularon con una suspension viml que se
prepard a partir de una larva de T solomivora mfectada con el
aislamiento ¥ maceradas en | mL de suero fisiologco, a esta
suspensiom no se le determmd la concentracion. Después de
la mfeccion los husvos se meubaron a 23°C. Tras la emergen-
cia de las larvas, éstas se ubicaron sobre tubémulos de papa
variedad parda pastusa v se incubaron a 23°C durante 20 dias;
al final de este tiempo se realizd un andlisis destructivo de
cada uno de los tubéreulos v se recuperaron todas las larvas.
Con las larvas s llevd a cabo la purificacion viral de forma
independients para cada aislamiento sigwendo la metodolo-
gia estandarizada por Gomez (2005).

Determinacion del rendimiento de produccitn de parti-
culas virales. 5e realicd una propagecion viral de cada ais-
lamiento para las dos especies de polilla de la papa (T sola-
nivara ¥ P aperculella) como se desenbid previaments v se
evalud la produccion de particulas virales expresada como
cusrpos de melusion por miligramo de tejido larval (Climg)
siguiendo la metodologia deseri ta por Gomesz (2005). Las in-
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feceiones para cada cepa se realizaron al mismo tempo, con
la misma poblaciin larval. Se seleccionaron 15 larvas que
presemtaron sintomas tpicos de mfeccion por granulovirus
para cads mslamiento en cads especie de pohilla, se macem-
mon v filtraron individualmente. La suspensitn se dispuso en
microplacas de 96 poaos v se leyd la absorbancia a 450 mm
enun lector de Elisa (Asys Hitech. Expert 96). Los resultados
sg extrapolaron en la curva de calibracion estandareada por
Gomez (2005). El disefio expermmental fue completaments al
war con 15 repeticiones por tratarmiento y dos repeticionss en
el iempo. Lo resultados de concentracion se trams formaron
calculando ¢l logan tmo decimal para cumplir con los princi-
mos de homogeneidad de vananzs v normalidad de datos, ¥
de esta forma ufilizar un andlisis paramétrico. El andlisis de
varianza y la prusha de compameiin de medias de Tukey (o=
0.05) para determinar ¢l aislamiento mis productivo en cada
especie de polilla se realizaron con el progmma SAS 9.1y
mediante el programa Statistix 81,00 se realizd un andhisis
de varianza v una prueha de comparacion de diferencias mi-
mmas significativas (DMS) (o = 0L05), para determmar di-
ferencias en la productividad de particulas virales de cada
aislamiento en las dos especies.

Desarrollo de las larvas sanas de T solanivora v £ oper-
cmlella, Inicialmente se establecid el desarrollo de las larvas
sanas de T. solanivora y P. operculella basados en la ley de
Dryar. La variable evaluada fue el ancho de la cipsula cefihca
(A CC), empezando por el tiempo cero v cada dos dias para
P gpercuflella v cada cuntro dias para T solanivora durante
32 dias. Cads umdad experimental correspondio a una cubeta
plistica de 16 onzas con tapa, en la cual se ubictd un tubér-
culo de papa eriolla con 10 larvas neonatas de P operculella
o un tubérculo de papa pastusa con 15 larvas neonatus de T
solanivora, segin las preferencias alimenticias previamente
establecidas para cada especie de insecto en condiciones de
cria. Las umdades expermmentales se incubaron a 23°C v a
una humedad relativa (HR) del 65%.

En cada tiempo de medicidn v para cada polilla se realiza-
mm muestreos destructivos de los tubérculos en busca de las
larvas, se midid el ACC de cada una de las larvas con un mi-
crimetro adaptado en el ocular de un microscopio Gptico con
un aumnento de 4 X, Posteriormente se establecio el mngo del
ACC y serealiad una distribucion de frecuencias con el fin de
determinar los diferentes instares larvales v compararlos con
el de las larvas sanas,

El montaje de los ensavos se realizd de la misma forma
para todos los aislamientos de granulovirus en las dos espe-
cies de polille. Huevos de las polillas depositados en papel
ahsorbente (400-500 husvos/papel) se mocularon con 3mL
de una suspension viral a una concentracion ajustada a Sxl 06
ClimL pam cada sislamiento. En el interior de un recipiente
plastico de 16 onzas seubictd un tubérculo de papa con 15 lar-
vas neonatas obtemdas a partir de las posturas noculadas. Se
realizd un muestreo destructivo cada cuatro dias para T so-
lemrivora v cada dos dias pam P operculella, tomando al azar
tres umdades expenmentales (tubérculos) durants 32 dias.
La variable evaluada fue el ACC como se describi o anterior
mente, se determing | distribucion de frecuencias para cada
mislamiento viral y se compard con la de las larvas sanas. El
ensayo contd con una repeticion en el tiempao.

Eficacia de los aislamientos de Granulovirus, Todos los
mslamientos de gmmulovins se formularon sigwendo la
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metodologin utilizads por Corpoica para la produccidn del
hiopla micida registmdo comercialmente utilizando la cepa
del Perii La concentracion final del producto para todos Los
aislamientos virles fue de | x 10° Cl'g Los aislamientos sin
formular congistieron en suspensioness virales ajustadas ala
concentracién de 1x 0% ClimL.

Pama cada tratamiento, se pesaron tres tubéroulos de papa
v e ubicaron en una bolsa plistica que contenia 1 produc-
to formulado segin la dosis comemncial (5g hioplaguw cida®e
papa. Producto a hase de baculovirus registro ICA # 5416).
Las holsas se cerramon v se agitaron hasta que los tubéreul os
quedaron cubiertos con el producto. Para los tratamientos con
los virus sm formular, los tubgrculos se mocularon con una
brocha de ' pulgada aplicando 2 mL de la suspension virl
en la superficie. El tratamiento control consistid en tres tubér-
culos sm aphcacion viral, sobre los que s colocaron 15 lar-
vas recién emergidas ¥ se moubaron a 23°C durante 20 dias,
momento en el cual s realizd un muestreo destructive de los
tubdmulos en busca de las larvas. Se contd el mimero de lar-
vas muertas, larvas vivas sin signos de infeccion, larvas vivas
con signos de mieccion v el nimero de pupas obtenidas. Los
resultados de mortalidad en cada tratamiento, se corn meron
determinando el porcentaje de eficacia mediante la Brmula
de Schneider-Orelli (Zar 1999): Eficacia = (b — K/ 100 - K)
x 100. En donde b es el porcentaje de mortalidad en el tra-
tamiento v K s el porcentaje de mortalidad del testigo. B
disefio experimental fue completaments al arar con tres re-
peticiones por tratamisnto. El porcentaje de eficacia de los
productos, se analizd con ¢l progmma Statistix 8.1.1.0 me-
diante un analisis de varianza v una prueba de comparacion
de di ferencias minimas sign ficativas (DMS) (o = 0.05).

Seleccion del aislamiento de granulovirus, Con el fin de se-
leceionar el mejor aislamiento de granulovirus, se analizaron
los valores de efi cacia y productividad por medio de la téemica
de ponderacion de indicadores de Dean v Nishry (1965). Para
esto se defimd la importancia de dichas vanables segin el im-
pacto de cads una en el proceso de produccidn de un contro-
lador biologmen. Se determind el coeficients de importancia
(CIV) de cada variahle, sepin la importancia relativa de cada
uma y oo esto se caleuld el coeficiente de seleccion de cada
mislamiento viral (CSAV) para determinar la importancia de
cada una delas variables en las cepas evaluadas. E1 CSAV se
multiphed por el CIV v se obtuvo el indice de seleccion final
(ISF) com el que se construyd una matriz de decision

Resultados v Discusiin

Propagacién v purificacién viral. En la propagacion viral
de todos los aslamientos se observaron sintomas tipicos de
infecoiin por gramulovins en la mayoria de las larvas. Des-
puss de las centrifugaciones diferenciales v de correr todas
las muestras en el colchin de glicerol, se evidencio la forma-
ciom de una handa blanca entre las concentraciones de 60745 v
B0%%, correspondientes a los cuerpos de inclusion purificados
de cada mislamiento de gramulovirus como se ha eportado
por otros autores como Taha et al. (2000) y Sporleder er al.
(20015}, quienes confirmaron por microscopia el ectrinica gue
esta banda comesponde a paticulas vimles, Este método de
purificaciim viral, permitié obtener de forma ficil v rapida las
particulas vimles.

Rendimiento de prodoccidn. Las 15 larvas mostraron cla-
o i gmos de la infeccion por granul ovirus, correspondiente a
uma colomeiin blanca v un retraso notorio en el crecimisento.
Los datos de absorthancia a 450nm en todos los casos fueron
mayores a 0,04nm. Los rendimientos de produccion de par-
ticulas virales para cada uno de los aislamientos estuvieron
enun rango de 10°a 10" cuerpos de inclusién por miligramo
de tejido larval, tanto para P operculella como para T sola-
mivora. Para P opercudella se encontrd que la produceion de
cusrpos de melusion por miligramo de tepdo larval fue sigm-
ficativamente mayor (P < 0,0004) con el aislamiento VGOOS,
en comparaciin con los demis aislamientos; mientms que los
aislamientos VGOOL, Pera y VGO3 no presentaron diferen-
cias signifi cativas entre si {Tabla 1).

Teniendo en cuenta que el granulovirus VGOOS se aislda
partir de larvas de T solanivora, las diferencias de producti-
vidad viral encontradas podrian sugerir gue este aslamiento
estd menos adaptado a P operculella v que por lo tanto, ne-
cesita producir una mayor progenie viml para gamntizar su
mantenimisnto ¥ supervivencia en este hospedero (Moscandi
1999). En T solamivera la produccion de cuerpos de inclu-
sion por miligramo de tejido larval fue mayor en el msla-
mignto de Pert, aunque no fue significativamente diferente a
los abtenidos con los aislamientos VG003 v VGOO L, pero que
sl fue estadisticamente supenor (P < 0,0004) al rendimiento
obtenido con el aislamiento VGO (Tabla 1),

El gmnulovirus provenients de Peri fue aislado a partir
de larvas de P operculello; sin embargo, produjo el mayor

rendimiento en larvas de T solanivong en comparaciin con

Tabla 1. Productividad y eficacia de los diferentes aislamientos de granulovins en T salanivene ¥ P operadells. Tratamientos con la
misma letra no presentan diferencias significativas sepin procha DMS (o= 0.05).

Criterios de seleccidn
G Aot Eficacia (%) Productvidad (C1/mg)

T, selantvom Perd .66 L10x10" be
VGO0 3,37 967X ed
VG0 8,78 TA6x10° d
VGO0 7,74 14100 bed

P operenlella Peri 94,74 L36x10 be
VGO0 94,74 138x10° b
VG003 .37 133x10" b
VGO0 4,21 2,04x10° &
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los aislamientos virales cuyvo hospedero original fue T, sola-
mivara. Este resultado podria estar relacionado con diversos
mecanismos de adaptacion que los virus utihzan para mante-
neme ¥ eproducirss dentmo de un nuevo hospedero (Pamell
er al. 2002; Herniou er af. 2004). Sin embargo, para T so-
lanivara no se encontraron diferencias sigificativas con los
wislamisntos VGO0 v VGO0S aisladas de esta especie, lo que
sugiere un avanzado proceso de adaptacion del virus del Pera
al hospedem secundario, debido posiblemente a la constante
propagaciin que ss ha reahrado de éste en larvas de T sola-
mivora (mas de 20 pases) (Moscandi 1999,

S¢ obtuvo una produccion de CI por miligramo de te-
Judo sigmficativamente mayor (P = 0.0004) en larvas de
P opercufella que en larvas de T solanivora para los ais-
lamientos VGOO3, VGO0 y VG005 (Tabla 1), Pam el caso
del mislamiento del Peri, la produccion de particulas virales
no presentd diferencias significativas entre las dos especies
de polillas. Para seleccionar el aislamiento mis productivo
de granulovinis tanto en larvas de P operculella como de T
sofanivora, es imporants tener en cuenta la capacidad repli-
cativa de los vinus en estos hospederos, su histona evolutiva,
su adaptaciin v la facilidad, costos v eficiencia de las crias
de los msectos. Se podria sugernir la utilizaciin de larvas de
P aperculella para la produccidn masiva de los gramulovirus,
puss se ohtuvieron los mayomnes rendimientos de particulas
virales; sm embargo, estos rendimientos podrian dismnuir
tras pases comsecutivos de los virus en este hospedero debi-
do a los procesos de adaptaciom mencionados anteriormente;
también se debe tener en cuenta ¢l momento de infeccion,
yi que exists un proceso de adaptacion del virus que pue-
de llgvar a la disminucidn de la virulencia dependiendo si
la transicion del virus entre hospederos se hace temprana o
tardiamente {Cooper et al. 2002). Teniendo en cuenta este fe-
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nimeno se recomienda mantener un abundante imdculo viral
arigmal cricemservado v adecusdaments ahcuotado, de ma-
nera que despuss de alpunos pases en el msecto se recuma ala
cepa on gmal conservada, no adaptada al hospedero v realizar
el proceso de infecciin en una etapa tempmna pam obtenst

una ripida replicacion del virus v aumentar su virulencia,

Desarrollo de los signos de infeccitn, El crecimiento de las
larvas de T solanivora v B gperculella cumplié con la ley de
Dryar, debido a que el crecimiento de las partes esclerotizadas
como la capsula cefalica de instares sucestvos sigwd una pro-
gresion geométrica regular (Dyvar 1935 citado por Gamboa
v Motz 1990). Con el anahisis de distribuciin de frecuencias
del ancho de la cépsula cefilica (intervalo de 0,1 pam T 50~
lanivora v 0,04 para P gperculella), se establecieron cuatro
grupos sin solapamiento los gque sugieren la formacion de
cuatm instares larvales tanto para T solamivora como para £
aperculella (Fig. 1).

Los cuatro mstares larvvales de T solanivora v su dum-
ciim fiueron registrados tambign por v Mifio v Note (2000) v
Willamizar et al. (2006). Pam el caso de P opercudella este
mismo comportamiento fue reportado por Llanderal (1993)
y Gamboa v Notz (1990). Para T. sofanivons el AAC va de
0,18 a 0,38 mm para el primer instar, de 0,39 a 0,68 mm para
el semmdo instar, de 0,69 a 0,88 mm para el tercer instar ¥
de 0,89 a 1,28 mm para el cuarto mstar (Fig. 1A). Para B
aperculella el ACC va de 0,18 a 026 mm para ¢l pnmer ms-
tar, de 027 a 0,42 mm para ¢l segundo mstar, de 0,43 a 0,66
mn para el tercer instar v de 0,67 a 1,02 mm para el cuarto
instar (Fig. 1B). Estas escalas han sido reportadas por otros
autores con almmas di ferencias que se pueden presentar por
los diferentes ntervalos de medicion utilizados influenciados
por cambios ambientales, condiciones nutricionales variables
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Figura L Distribucidn de frecuencias del ancho de la cipsuls cefilica A, Larvas sanss de T solerivera B, Larvas sanss de P gpenadalla
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debido a diferencias en el sustrato alimenticio, cambio en la
propomein de sexos v variaciones en el estado fisioldgico de
las larvas (Llanderal 1993)

En cunto al comportamiento de los estados de desarrollo
larval de T solamivora vy P opercidella infectadas con los di-
ferentes aislamientos de pranulovirus se observd en todos los
casos 1ma mayor duracion de los diferentes instares, lo que
penerd un traslape de los mismos (Figs. 2 y 3). Este efecto
fue reportado por Reed (1971 citado por Alcizar e al 1992,
Alcazar et al. (1992), Nifio v Notz 2000) ¥ Villamizar et al.
(2006

El retraso en el desarmollo de las larvas infectadas con los
diferentes mslamientos pudo deberse al efecto negativo que
tiene el virus en los hibitos alimenticios v en la expresion
hormonal de las larvas durante el cambio sucesivo de instares
(Burand v Park 1992; Nakm ef . 2004; Submumumian er al.
2005). Segiun Moscardi (1999, una camcteristica de la mfec-
cion ocasionada por baculovirus es el retraso del desarrollo y
la reduccion de la capacidad alimenticia de las larvas,

Por otro lado, en los primeros dias de desarollo no se
evidenciaronm signos de infeccidn en las larvas de T2 sol@nivo-
ray P aperculefla, observiindose larvas de coloracion parda
translucida. Luepo de algunos dias aparecieron aglomera-
ciomes de estructuras blanquecinas observadas a través del
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abdomen de las larvas, principalmente en la parte postenor,
Estas aparecieron por todo el cuerpo a medida que transcurn
la mfeccion, hasta que las larvas adquirieron un color blan-
oo lechoso en todo su cusrpo. Estos signos también han sido
reportados por Alcdear er al. (1992), Nifio y Notz (2000) y
Vil lamizar et al. [2006).

Para los dltimos dias de medicion (dias 28 y 32) se en-
contrd que lus larvas misctades con el granul ovirus VGO0S v
Per( sdquirieron una tonahidad resada en la parte dorsal del
cuerpo, pero sin perder ¢l color blanco-lechoso adquindo por
la mfeccim de granulovirus. Segin Nifo (2004) v Villam-
zar ef al. (2006), esta pigmentacion rosada que aparece en la
parte dorsal de las larvas en los dlimos dias de desarrollo,
denotaria el inicio del cambio del estado de larva al estado de
pupa, l cunl se presentaria normalmente para larvas sanas.
La ausencia de la coloracion rosada en alpunas larvas,
deberse al efecto de la mBcon viral (Alciear er al. 1992;
Caballers et al. 2001,

Eficacia de los aislamientos de Granulovires. Pam T so-
lamivora se encontrd gue los tratomientos que produyeron un
mayor parcentaje de eficacia fueron los aislamientos VGOO3
formulado (81,8%) v sin formular (69,6%), VGOOS formula-
do (75,7%) y sin formular (72,7%), v el aislamiento del Peri
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Figura 2. Comportamients de los inaares bovales (% frecuencia) de T selamivera infectads con granulovins, A, Aislmiento VG0 . B. Aishmien-

o VGG, C. Aislamiento VG035, D. Alkslamiento de Peri.
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sin formular (75,7%4), los cuales no fueron signifi cativamente
diferentes (DMS o= 0.05); pero si presentaron un porcentajes
de eficacia estadisticarmente supenior (P = 0.1658) con res-
pecto al aislamiento VGO0 formulado (36,37%) (Fig 44).
En £ operculella se encontrd que los tratamientos que produ-
JjeTon un mayor porcentaje de eficacia fueron los aislamientos
VGO0 formulado (947%) v sin formular (100%5), VGOO3
formulado v sin formular (97,395, Perl formulado (94,7%45)
v sm formular (96,7%) v VG005 sin formular (97 4%); los
cuales no presentaron diferencias estadisbcas entre si, pero
a1 presentamon diferencias (P = 0.1120) con mspecto al asla-
miento VG005 formulado (84, 2%) (Fig. 48).

En términos generales no hay diferenciss estadisticas
entre la actividad biocontroladora de cada aislamiento for-
mulado y sin formular, resultados que surieren que &l pro-
ceso de formulacion no afectd la eficacia de los granulovi-
rus. Resultados similares fueron reportados por Nifio v Note

(20007, quienes no encontraron diferencias en la mortalidad
de las larvas de T solarivorg ocasionada por un granulevirus
aplicado como suspension acuosa de particulas vimles v el
mismo granulovires formulado. Cossentine v Jensen (2004)
tampoco encontraron un incremento significativo de la efica-
cia de un granulovirus de Cvdia pomonells (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptem: Tortricidae) al meorporar algunos aceites en su
formul acitn.

Seleccion del aislamiento, Con miras a seleccwonar ¢l ais-
lamiento mis promisorio para el desarrollo de un biopla-
puicida pam el control de T solamvora v P aperculella, se
sgleccionaron las variables de eficacia v productividad, las
cuales fueron analizadas mediante la téenica de ponderaciin
de indicadores de Dean v Nishry (1965). El cosficients de
importuncia para cada fiwctor fue mayor pam la variable de
eficacta con un valor de (L5875 en comparacion al obtenido

Tabla L Coeficientes de seleccibn de los aislamientos de granulovires (CSAV).

Criterlos de T slanivera P operculella
selecekin Peri VG WG WG Peni WG WG WGIHS
Eficacia 0105 0057 012 0120 0.150 0.150 0.154 0133
Prosductividad 0108 0088 0.068 0095 0.124 0.126 0121 0268
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Figura 4. Eficaciade aklamientos de gramlovine formulados y sn formular en larvas de las polillas de la papa. A. Larvas de T solenfrons. B Lar-
vias de P openadelle Tratamientos con ba misma letra no presentan diferenc tas significativas segin proebs DMS (o = 0.08) (Produe i sin formular

barras en i y producio formulado barras en negro).

para productividad con un valor de 04125, Posteriorments se
llevd a cabo la ponderaciin de los factores de seleccin para
cada uno de los aslarmientos virales, con base en los datos de
los ensayos de productividad viral v eficacia (Tabla 1). Los
valores correspondientes a los coeficientes de seleccion de
cada aislamiento viral se musstran en la Tabla 2.

A partir de la matrie de decision s obtuvieron los mayo-
res indices de seleccitn final tanto para T solanivora como
pam P operculella con el aslamiento native VGIS prove-
niente de Norte de Santander con valores de 0,111 v 0L189
respectivamente (Tabla 3). Teniendo en cuenta este resultado
s recomienda el wso de este aislamiento para la produccion
de bioplaguicidas para el control de las dos polillas de la papa
tanto en campo, como en almacenamient o.

Tabla 3. Matriz de decisidn para laseleccidn del mejor aislamiento viral para el desarrollo de un Moplguicida para el control de T selerivera y P

ayperncidefa
Criterios de seleceidn imdlice de seleccidn final
Palilla Alstambent o Eficacls EREEE {1SF = CIV x CSAV)
Peni 0,062 (45 0,107
VG 0,033 0036 0,069
. solankora VGH03 007 0,028 0,104
VGRS 0071 0,040 0,111
Peril 0,088 0,051 0,139
VG 0,088 1,052 0,140
P aperculdla VG0 0,001 0050 0,141
VGRS 0,078 0,111 0,189
Todal 1,00
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Annexe 2.

Comparacioén de la eficacia y la productividad
de tres granulovirus nativos sobre larvas de
Tecia solanivora (Povolny) (Lepidoptera:
Gelechiidae).
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ARTICULD CIENTIFICO

Comparison of the efficacy and yield of three
native granulovirus over Tecia solanivorm
(Povolny) (Lepidoptera: Gelechiidae) larvae

ABSTRACT

Terta solantvora 15 one of the most limiting potato pests
and the use of granulovirus constitubes a promissory
alternative for its control. A biopesticide based on

a granulovirus isolate from Peru is manufactured

in Colombia, for controlling the pest under storage
conditions. Ina previous work, three native gramulovirus
from T. solanfeera larvae from the localities of Choconta,
Mosquera and Carmen de Carupa of the Cundinamarca
department were isolated. These native strains could be
better adapted to both the host and the environmental
conditions of the country. In the present work the

three native isolates of granulovirus were evaluated
formulated and unformulated under laboratory
conditions by using a bivassay and were compared
with the Peruvian strain. The formulated native vinses
presented the highest efficacy with results between

B8% and 100%, while the Peruvian isolate obtained
£8%. These results were significant y different from

the obtained with the unformulated virus isolates, for
which the efficacy ranged between 36% and 86% for
native isolabes and was 59% for the Peruvian strain.
The concentration of ooclusion bodies (OB) produced
per milligram of larva tissue was measured and no
significant differences between the isolates wene
observed. The average yvield was 4.4 x 107 OB/mg
larvae. Results allowed to select the native isolate from
Mosquera (Cundmamarca) for a future biopesticide
development for presenting the highest virulence levels.

Keywrords: Tortdcidae, moth, potato, biopesticide,
baculovirus.
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Comparacion de la eficacia y la
productividad de tres granulovirus
nativos sobre larvas de Tecia solanivora
(Povolny) (Lepidoptera: Gelechiidae)

Iuliana Gémez', Laura Villamizar®, Carlos Espinef, Alba Marina Cotes P*

RESUMEN

Tecta solanivora e5 una de las plagas mas imitantes del cul-
tivo de la papa, para cuyo control €] uso de granulovirus
constituye una alternativa promisoria. Para el control de la
plaga en condiciones de almacenamiento, en Colombia se
produce un bioplaguidda en polvo a base de un granulo-
virus aislado en Peru a partir de larvas de Phthorimaea
operculella. En un trabajo previo se aislaron tres gram-
lovirus nativos provenientes de larvas de T solantoora
de los municipios de Chocontd, Mosquera v Carmen de
Carupa en el departamento de Cundinamarca, los cuales
podrian estar mejor adaptados al insecto v a las condicio-
nis ambientales del pais. En @l presente trabajo, los tres
aislamientos de gramulovirus se evaluaron mediante un
bioensayo en laboratorio utilizandolos formuladoes v sin
formular ¥ teniéndo como patrin de comparacion la cepa
peruana. Los virus nativoes formulados presentaron efica-
cias entre 88% y 100%, mientras que para el aislamiento
peruand se obtuvo 88%. Estos resultados fueron significa-
tivamente diferentes de los obtenidos con los aislamientos
sin formular, para los cuales la eficacia estuvo entre 36% v
0% para los aislamientos nativos v, 59% para el aislamien-
to peruano. También se compard la cantidad de cuerpos
de nclusion (CI) produddos por miligramo de larva con
cada uno de los aislamientos, entre los gue no se enmn-
traron diferencias significativas. B rendimiento promedio
fue de 4.4 x 10F O/myg de larva. Los resultados permitieron
seleccionar @l aislamiento native proveniente de Mosquera
(Cundinamarca) para el futuro desarrollo de un bioplagui-
cida por presentar los mayones niveles de virulenda

Palgbras deve: Tortncidae, polilla, papa, bioplaguicida,
baculovirus.

INTRODUCCION

Lns cranvroviewvs (GV), pertenecientes al género
baculovirus, han sido estudiados por ser eficentes pato-
genos de artropodos, especialmente de insectos ¥y por
presentar cuerpos de mclusim (CI) proteicos gque los
hacen resistentes alas condiciones ambientales (Caballe-
o et al., 2000). El virus achia como un insecticida estoma-
cal, cuando las larvas ingieren las particulas virales. Las
larvas infectadas por granulovirus presentan sintomas
caractensticns como la presencia de una coloracion blan-

© 2008 Corporacién Colombiana de Investigacin Agropecuana
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ca del egumento (figura 1) v pérdida del apetito hasta
el cese de la alimentacidon. La muerte se produce por
desintegracion de los tejidos v drganos; en este caso el
tepumento s vuelve muy fragil v se rompe con facilidad
liberando el contenido liquido con millones de cuerpos
de inclusion (CI) (Mito vy Notz, 2000a).

Larvasana

b Larvas infectadas con

Granulovirus

D)

Figura 1. Lanas de Tech sobnivora

En varios paises del mundo se ha descrito la presencia
de un virus de la granulosis (PhopGV) infectando larvas
de la polilla de la papa P operculella (Zeller) (Lepid optera:
Gelechiid ae), especie estrechamente relacionada con T.
solanivora (Vickers et al.,, 1991; Zeddam et al., 1999). En
este sentido, el Centro Internacional de la Papa (CIP)
en ¢l Pema desarrolld un bioplaguicida a base de un
aislamiento viral que se aplica a la semilla de papa en
condiciones de almacenamiento para el control de P
operculella. La aplicacidn de este producto ocasiona hasta
98% de mortalidad de las larvas de la polilla (CIP 1992).
Por ofra parte, en Veneruela en 1992, se hallaron en el
estado de Mérida larvas de T. selanfvera afectadas por
un granulovirus, el cual se aislo v esta siendo estudiado
con miras al desarrollo de una altemativa de control
de la plaga (Mifo y Notz, 2000b). En Colombia, en el
ano 2000 Corpoica se enfrentd al reto de producir un
bioplaguicida a base de uno de estos granulovirus para
responder a la emergencia sanitaria causada por la polilla
guatemalteca T, solantoor. Inicialmente se obtuvo la cepa
de PhopGV proveniente del Perd, se adapto la tecnologia
de formulaciin desarrollada por el CIP v se realizd un
ajuste tecnologico del producto, el cual se encuentra
registrado ante el Instituto Colombiano Agropecuario
ICA (Villamizar ¢t al., 2005a).

Corpoicn Cienc. Temnol Agropecs (2009) 1Z), 152-138

Aungue el PhopGV puede infectar larvas de otras
polillas como T. solamvors, la busqueda v aislamiento
de cepas nativas de granulovirus a partir de larvas de T
solanivora s planted como objetive de una investgacion
anterior, gracias a la cual actualmente se cuenta con tres
aislamientos nativos provementes de los municipios de
Chocontd, Mosquera y Carmen de Carupa ubicados en el
departamento de Cundinamarca (Villamizar et al , 2005b).
Diichos aislamientos probablemente se encuentran mejor
adaptados a su insecto hospedero T, solanfivora v a las con-
diciones ambientales de Colombia, lo cual podna resultar
en un control mas eficiente de la plaga.

Considerando estas ventajas v con miras a continuar
con el desarrollo de un bioplaguicida a base de granulo-
virus para €l control de T. solanfoore para ser aplicado en
condiciones de campao, el objetivo del presente estudio fue
comparar los tres aislamientos nativos de granulovirus
obtenidos en el departamento de Cundinamarca, tenien-
do en cuenta parametros como eficacia y productividad.

MATERIALES ¥ METODOS

Cna del insecto

Las larvas empleadas en los bicensayvos se obtuvieron de
la eria de Tecia solanivors del Laboratorio de Control Biold-
gico de Corpoica. Esta fue mantenida sobre dieta natural
(ubérculos de papa vanedad pastusa) en un cuarto de
bioensayos a una emperatura de 22 £ 2 °C y humedad
relativa de 75 £ 5%.

Aislamientos de granulovirus

Los tres granulovirus evaluados fueron aislados a partir
de larvas de T. solanfvora en el departamento de Cundina-
marca (Colombia) durante el 2004 v fueron conservados en
soludon salina estéril a -70 °C en el Banco de Germoplasma
de Microorganismos con Interds en Control Biologico de
Corpoica (Villamizar et al., 2005b). Los aislamientos virales
fueron codificados como VG2 (aislado en el municipio de
Choconta), VGIE (aislado en el municipio de Mosquera)
y VG4 (aislado en el municipio de Carmen de Carupa).
Como cepa de meferencia se evalud un aislamiento de
granulovirus de P. operculells proveniente del Pend donado
por el CIP, codificado como VGO0, el cual fue mantenido
bajo las mismas condiciones descritas anteriormente.

Produccion y purificacidn viral

La produccion del virus empleado en los bivensayos se
realizd mediante la inoculacion tanto de posturas de T
solarivors como de tubérculos de papa pastusa, con sus-
pensiones de cada uno de los aislamientos en estudio,
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Al cabo de 20 dias, se colectaron las larvas infectadas y
s maceraron en 505 al 0,1%. La suspensidn obtenida se
filtrd en tres capas de velo suizo estéril v se centrifugd a
800 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se centrifugd
a 15000 rpm durante 1 hora y el sedimento obtenido se
resuspendio en 2 mL de tampon TrisHC (pH 60) y se
centrifugd sobre un gradiente de ghicerol de 30% - 80%
(viv) a 15000 rpm durante 10 minutos. 5 recuperd la
banda blanca que contenia el virus v s lavd dos veces
en buffer Tris-HCl. La concentracion de la suspension de
cuerpos de nclusion purificados se cuantificd mediante
la lectura de la absorbancia a 450 nm en un espectrofo-
tometro, usando una curva de calibracidn previamente
estandarizada adaptando la metodologia descrita por
Matthiessen v colaboradores (1978).

Determinacion de la eficacia de tres aislamientos
nativos de granulovirus

5S¢ compard la eficacia de los tres aislamientos nativos
v la cepa peruana formulados de la misma forma que
el producto semicomercial elaborado en Corpoica v sin
formular. El bivensayo se desarrolld siguiendo el Proce-
dimiento Operativo Estandar del Laboratorio de Control
de Calidad de Bioplaguicidas Biotéonica-Corpoica, para
la evaluaciom de la eficacia del bioplaguicida a base del
granulovirus de P operculells para el control de la polilla
guatemalteca de la papa T. solanforse. Este método se
encuentra validado y registrado por el nstituto Colom-
biang Agropecuario como un control de calidad de dicho
bioplaguicida (Biobécnica, 2004).

De cada aislamiento se prepararon suspensiones vira-
les ajustadas cada una a una concentracidn de 1 x 10°
Cl/mL en un volumen de 50 mL. Estas suspensiones se
entregaron a la planta de produccidn de baculovirus de
Corpoica para su formulacidn en forma de polvo para
espolvoren, el cual presentd una concentracidn final de
10° Clfg. Como una forma de determinar si el proceso
de formulacidn tuvo algan efecto sobre los aislamientos,
estns se evaluaron sin formular utilizando la suspensidn
viral ajustada a 1(F CIjmL, concentracidnm equivalente ala
obtenida en el producto formulado (10° Clg).

Los tratamientos de virus formulado se inocularon de la
siguiente manera: se tomaron tres tubérculos de papa vare-
dad pastusa y se colocaron en una bolsa de polietileno de
alta dersidad que contenia el producto, utilizando la dosis
recomendada (3 g de produco por kg de papa). La bolsa
s agii) vigorosamente hasta obtener un cubrmiento total
de los tubérculos (fgura 2b). Los tratamientos de virus sin
formular se inocularon sumergendo los tubéreulos duran-
b tres minutos en la suspension viral v dejandolos secar
durante 1 hora en cabina de flujo laminar.
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Figura 2. Unidad experimantal con fubérculo fratado con akslamientos
virales sin formular {a) y formulados (b)

Posteriormente, cada tubérculo se colocd en un reci-
piente plastico de 16 onzas que contenia arena estérl en
el fondo (unidad experimental) (figura 2) v sobre cada
tubérculo se colocaron cuidadosamente 15 larvas neonatas
de T solanfoora. Se contd con un testigo positivo, tanto para
los aislamientos formulados como sin formular, en el cual
los tubérculos se trataron con el producto o la suspension
viral del aislamiento peruano VG001; adicionalmente se
comtd con un estigo absoluto que consistio en ubérculos
sim ningun tratamiento. Los reci pientes se mantuvieron en
uncuarto de bioensayos a 22+ 2 °C y una humedad relativa
de 70%. H disefio experimental fue completamente al azar
con tres unidades experimentales por tratamiento.

Pasados 25 dias se mealizd un analisis destructivo de
todes los tubdrculos, determinando ¢l nomero de larvas
muertas o desaparecidas, larvas sanas, larvas vivas con
sintomas v pupas; los individuos se clasificaron dentro
de dos grupos: muertos (larvas vivas con sintomas de
infeccion, larvas muertas v larvas desapanecidas) v vivos
(pupas v larvas sanas). La eficacia se calculd mediante la
frmula de Schmeider — Orelly (Zar, 19997

Eficacia (%) = (b - k) /(100 - k) x 100

Donde b esla mortalidad (%) en el tratamiento v k es la
mortalidad (%) del testigo absoluto.

Los resultados se sometieron a un analisis de varan-
#a [(Anova) y una prueba de comparacion de medias de
Tukey (95%) mediante el programa estadistico Statistix
version 1.0,

Estimacion de la produccion de cuerpos de inclusidn
Como otro parametro de seleccidn de los aislamientos de

granulovirus se tomad en cuenta la productvidad, es decir,
la cantidad promedio de cuerpos de inclusiion producidos
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par miligramo de peso larval Faracada atklamienta selac-
cionadn ¢ tomaron 10 lrvas de T aodasl e inlectadas
¥ con cada una s propard mna suspansidn viral de la
g et maneTa: pars cada suspens idn 2 fomd malarva
infetada de pesn conocidn, b cual semacerd v s lewd a
un valamen de 10 mL con suero fisiokigion esidril Cada
sEpersiin s pasd por papel (ko aon o fin de refirar
ks fefdos de b lrva. A partir dd filrado obienido s
hicieron diludones v selawd b dbvsorbanda de ladilucidn
adeonads en el espedrofometrn a una lngitud deonda
de 450 nm v se cabulh b oonentraddn de b sus pens dn
madre (ICPml). A partir de dsta se calonld b cantidad de
cuarpos de incluskn producidos por miligramo de larva
wilizandn ¢l peso de dstas v b dilucédn enpleada H
disefio evperimental foe compl-amante a azar con 10
mepeticiones por tratamicrdo ¥ se aplioh un Anova ($35)
mediante ¢ programa Sttt versidn 1.0, aon el fin de
defeciar diferencias endre bos randimimnins de bos sl
i an e virales Comoun pardmetro de oo mparacdn, este
v s s imendo s Hlewd a cakn tambi én parala cepa
de granukoviras de F ogerow bl provend enie dad Ferd

HESULTADOS ¥ DISCUSION

[elerminacddn de la el ad de s abs bhmbenios
nativos de gramulovimes

La efiacia promedin determinada oon d biensapo en el
anal s evalod b actividad de bos diferen tes ats limientos
e gral oo mos. o o Laed e i e v e e i S5, 2%,
ERAN, 36 0% v 59.1% para bos adkel amd erdoes WO (Mo s-
ey a), W e conid), WD (Carmaen de Carapa) v
b copa de referencia del Pend, respectivaments, coanda
sz ntilimron sin brmola v de B2, ST, 100 v
TS mra ks aishmienins VOO, VT, VM v la
epa de rderencia del Penl, respact vamen i, cuando se
sameficron al proeso de formulasdn estandar izado en

b plank de produaciin semicomendal de baculovires
de Corpaoica (fgura 3.

La prudha de comparacidn de medias de Tokey {257%)
detectt difrencas significativas endre ke tratamientos
formoldos ¥ sin iormula para los akslamienins viraks
Wi, W v b cepa de relerencia del Fend, sendo
i nificati vamenie mayor Ly eficcia obdenida coando los
vinas s s omedienn al proces o die formmo L don | Pigara 3).
File resulado sugene que posiblemante ks auvilianes
de formuoleddn enpleadns para ehborar d produocin
twvimon un elecin sobre bs larvas de T adlisivara, va
wra cas and o su rmuere o aamentando Ly soscapdtib id ad
al vime. Dicho efoctn podria deberse a la presendac dn
del prodoctn en forma de polve gue ademds tiene on
tamafio de particula moy paguedio {100 gen) ¥ illamd zar
af gl MEa) ko coal pude producir o taponamienin de
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Flgmmn 3. Eficacn de s asiamim s de g ramsovines fom wades y sin
Farmulag sabre @ree de feag oo mamenios oo la mama ldma
ni presenkn d feenoies ==gn ebade Lkey35%

N espirdoul os de las larvas impidiendo so respiraciin v
en aomsemencia musands b moerte Este taponamien-
to tanbin podra haber genorado una dEsminocsdn
de b tasa respiratoria de ke insechos, debilitdndolos v
por ende haséndoles mds susceptblks a b infacadn
il Wean & al |, 2007

Resabados s imilares foeson reporados por Masarin v
Alves 007, quimnes deferminaron la oficacia an condi-
ciones de laboratorio de wn akslimionin de granuloviras
sobre brvas de P oopescalally formuoleds coma on po
saco, evaluando fambidn b acddn dd Gko emplada
para la formulacidn. En dicho estudio se observd que ¢l
diluende an polvo del producio sin viras causd &7% de
martalidad de s lirvas v cuando se mesd & oon el viras a
una oo endracdn de Sx 100 (1. se obdawo 100°% de maor-
talidad, ko cual indica un posible dacto sindsg oo anitre ¢l
tako v el viras

Araque ¥ Garcla (19599) reporaron Gmbikin que s
larvas de primer instar de T. sodmboona son s osceptibles
al oondacin com polvos finos, bos omles musan deshidra-
tacdn dd imsocin. Fele afedto pudo haberse preserdado
tarmb ién com ks ads L onice o ldos evaloados en el
presende estudio, debido a que la lormuolasdn presmita
muoy baja humedad & 5%) v combiene siliodos que se
caracierizan por o capacidad para abeorkber agoa (AFHA
N5 En ocoreecuencia, bos formulados  pos dblemenie
Fonaranon un estnds evaporativo en bs brvas, fendmeno
que ha sido reporado como fundamendal en la respina-
cifn de bes insacins ¥ por o Gnin an la sobrevi vencia de
lios mismes (Meyer, IN)

Ell iz 5 o taad et on tambbi dn dedesotd i fenan clas =1 gnd -
ficativas endre b eficacia de los atsl ambenics sin formo lar
Lo adslamniendos W02, WODO3 v VD0 fuaron extadis-
ticamente diferentes antre sl v bos 2k llami endess VO3 w
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W0 pores on faron difeencias oon respacin a la cepa de
referancia del Ferld, sendo skgnificdvamende mayor la
aficacia del akslamiento YOS (figura 3). B resu Mados
indizan que posiblemenie asie vinos presen b maor Vind-
lendia sobre larvas de T sslrmivora qoe ks demds aish-
mian e natives v la copa del Pard, bo aoal poede delher se
a una mepr adapcidn Gndo d hospedero mmo a s
condi cones amib bonales de la regitn.

La adaptacitn de ks baoolovines 2 so hospedero ha
sida reportada por Hodgson v oolaboradaores (000 en
su estodio sobre b seleodidn diferancial de genodipos
de vims de b poliedresis de la polila de b pimes
Fomalls fleesssa {Denis & Schiflermiller) {Lepid oplerac
Moctoidae) Estos autores mencionan gue diferanies
ashmientos de bamalovinus perenecinies a la misma
es e poedan inledtar a on mismo nsecto hos pedeno;
sin embargn, sk aquale que se encuentren moor
adapidos & bs condiciones brindadas por ¢l insacdn
hespedenn s mantandrdn en dete. Dentro de bos factores
que dectan |aadapiad dn de ke bason loi mos 2 enooan bran
Laespeaificdad de lrespuesta inmmune del hos pedero, las
inderaccones endre dikrentes genolipos presenies en o
hospedena v las inderaccion o endre bos aspectos acakig oos
del patdgeno v del ambiende Didhos ctores indloencan
positiva o megativamernde ¢ rendimionio, la tasa de
moralidad v b virolencis de los difererdes adslamieniog
(Hodgson atal, 300, Dannely afal, 3006).

Por otra parie, las diferencias en la virdenda de
ks tres atslamionics natvos podrian estar asodadas a
variabilided genotpica [Dicha varabilidad se ancoan-
tra registrada por Léry v oolaboradones (008, quienes
deferminaron medianie un andlisis con endomudeasas de
s driccidn Ls dilkerencias genntipiss de dnon aislambon-
tres del granuloviros de P opeeu bally obdenidos a partir de
lrvas de T saliwivoea an Colombia, indoyendo bos tres
aishmientos avalmados en el presente eshodin (W02
WS v YT Estos antores anaon fraron que ko res
a slamiendos provenianies de b regidn de Condinamarca
preserdan un perfil de restriccidn dilerente oormparado
oon akslamionios del Ferd, Bonador v Thner, debido a
la presencia de una regidn varable @ el gen 909, que
posiblemente es una modificesdn espaciiia ¥ dnia de
lres ks M e s ol ol s

Ceeneralmente, ¢l hallazgn de diferentes adslamientos
de bacu kwvinus en distints regiones geogrdficas a partir
de un msmo nsedo hospedenn ha esal@do en copas
de vinos que Geren @ mismo ofigen, pero qoe debido
a 50 adaplacidn a s diferenies condidones, anto del
inssdo coma gl ecosisterna, han sufrido pegquefas
varaciones genoti s quepasdan resaltar en grandes
diferendas an cuanto a so virlenda respecdto a la cepa
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original (Rezapanah o al, 20085) Las variaciomns gends
ticas en poblciones de baculoviros han sido detectdas
a varias escalis acoldgioas endre regiones §ongrdficas;
tambidn s han encontrado diferencias an b patoge-
nicidad antre los aishmiontes de dikerentes rogiones
¥ enfre genolipos derivados del mismo aklamienda
({Hodgson o ol 2000

Uno de ks mse mds estwodiados mondialmenie
ha sido el del gramolovinus de b polila de b papa P
opercalelly, ¢l cuad ha sido amplisnenie investigado
en manto a diferencas genddicas entre los diferentes
aishmientos de diversos origmnes geogrdficos. Vickers
y mbboradores (1991) compararon 14 adslemiantoes
del Phopll¥ de ocho regiones dd mundo wsando
endom o easas d e esibrioc dn yo s zand o bioen sayos para
compa® b actividad biocontraladora. S enaontraron
tres genobipos distintos v diferencias significativas en
la actividad bioldgica de los aklamimins, amngue no
se podo comprobar que dichas dilerencas se devivaran
de bs warbdones genotipias. Léry v oolaboradores
(199) en so estudio sobre b heferogenddad gendtica
de difentes aishmienins de Phopld desoriben que
la mayoria de gramulovires aishdos an condiciones de
campo ool sten en meecks de variantes andt mmanite
heterogdneas. Bn dicho estudio se enoonind goe existen
muchas varianies del vims nativo origina sskdo en
Timez. las cuales s demcetraron por la presencia de
difererdes fragmentns en los perfiles obtenidos usando
endomudasa de restriccidn. Estes antores atrib oy aon
las variaciones a una adapcin del aislmienio original
a las condichones o po oo nadas o a una recambinacdn
enire ¢l akslamianio ori ginaly olras copas de gramu kowinas
enddgenas del hees pedern, situacidn descritatambidn por
Singaravelo ¥ Hamak rish man{ 1998), quienes atrib uyanon
las variaciones genotipicas de un solo aklamiendo de
bambvirs al procesa de racombinecidn antre on
pegquedio nimero de varlanies del vims que minfectan
la larva hospedena en condicones de campa.

La variabilidad gendtica entre & slamiendns tambidn ha
sido daterminada an granolwviras de ofras especies de
immectos. Hezaparnah y colaborad ores (008 registranm
que diferendes aklamienios del gramlovires de la polilla

de b manzana Oyl possosssl by | Linnacas | { Lepid optorac
Torricdas) de dikrendes regiones de Indn preserdan

poguafias variacknes gendias entre ellw, bs cuales
resuan en dilerencias en la actividad biokgioa jconcan-
tracsin letal media). Subramanian y oolaboradones 2005)
tamibidn comparanon difeerdes granolovires aslados de
la polilla dorsn de diamanie Plutelly sybehall |Linnaeos )
{Lopidopiere Flutdlidaz) v el andisis por endomodeasas
de restriccidn reveld que los aishmbendng estaban moy
corcanaman e relacionados paro no eran déndims.

Capsiy O Tomal Agrpeny. (2006} 107T), 150156
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Estimaciin de b produsdén de cuarpds de induskn

S determing b cantidad promedio de coerpos de
inclusiin producides por miligramo de defido larval
mara ks fes akslamienios nafivos ¥ ko cepa del Fenl
H anilsis de varianza @5%) no deteatd diferendas
significati vas endre los aksl anienics. Este resulfado indica
que b productividad, es dedr, b candidad de cuerpos de
inclosidn por miligramo de efdo de s lbrvas o porlarva
producdos vl e rados pore] ineecio hospedena (Hodg son
bl ) foe Ggual paratod s los akslemientos en larvas
de T addsived com un promedin de 44 x 10 Ofmg de
pesn larval v 1.0 x 10 CTlarva (ablal).

Tahia 1. Froduocion de cusmaes de nousin de e asamenhes de
U oV s soe larees de leon solao o

Asiamiening Peoduchividad (1 mg) Promedic {1.9ara

NG 47 1lF 1,1 xi0®
MRS 45 uilF 1,0x10®
L] 43 x1lF 1,1 i@
Feiti a1 =10 a0 x10”

La produoctividad es un pardmetnn moy imporands en
L investigacitn de arulovins ¥ ha sido ampliamente
catudiada por varies aulbomes con d fin de daterminar
caractertaticas esenciales de ke aklamiaonin s viraks para
st wtilizados en formuoladones de insecticidas bio kg i
o | Vdmgquez of al |, 3002 Arends of al, 2005). En el caso
epecifion dd granuloviros de P operculally se han meals
radn algmnas investigac ones como la de Masthiessen y
colaborad cres (1978, quienss med lan e observasiones al
il crosn G eledrdndon Tog kstraron que un equivalende
Lrval {una larva de P opescw bally) correspondiaa 4,0 x10°
1. En un estodio, Aeddam v oo laborad ores {2303 deder-
mi naron la proaducddn de granulovine en brvas de s
polillas P operoukally ¥ T. aof sl g moertas por L indac-
osdin wiral an lab orato ricg enooniraron que Ll prodocd dn
foe de 24 x 10 Ofarva v de 1.3 x 10°P Climg para T.
sabnasinarg. Eabos resoMados eninciden eon bes obtanidos
m la presende imvestigacson en manto a la prodocd dn
de coerpos de indusidn por lerva, b coal presendd un
valor promedin de 10%. Bsio podria indicar que para ke

Compeai D Tanal Agrepacy. (2000 10T), 153154
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g ramulovinos ats bdos a partir de birvas de s polillas de
la papa, ¢l mayor rendimionto encomdradn corresponde
a este valor, concordando con bo reportado por Hodgson
v onlaboradores 2O01), quienes condoyeron gue para Ll
mayors de brvas de kepiddplenss infedtadss por vims
de b familia Bambovirdee, el rendimienin promedio
obtenido es de 107 O] en brvas de dlfimo instar

La productividad de on vires en o tefido de so hos-
pedero se ve afectada por moches ofros Baotones como el
tiempo kel v la vindenda (Kamiva & o, 204). Cherry
v aolabaradores (200 evaluanon endre ol faciomes, L
prodoccidn de partioo s virales deon granul ovin s sobire
larvas de L paolilla dorso de diamande: P rylociel a En este
estud i anoonitraron qoe a pesar de b alta patogenicid ad
de este aislambenin sobre bs larvas de la polilla refiejada
e ladosis ledal mad e, se obdovionon s ornes wond ol ani-
s b o @ lavrad wecidin de o e pos de mmoortadidad . A&l
igoal qoe el thempao betal, L dosis proporconadaa las L
var, ¢l aumerdo de so peso ¥ ol mafio inicdal son Geiores
que pasden alectar b productividad viral, obtenkindose
menores fendimiendns cuandn el insedto s infecta con
alfas concon radanes. Esle hadho se debe a qoe la muerte
aaurre mds rdmdamenie v de esta lorma el viros dispon-
drd demencs tiempo para replicar sus estroctoras () en
¢l hospedero (foucas of ol 1980; ShanHoa o al, 159
Hodgson afal, 2000).

CONCLUSIONES

Los afslambendos de gramulovins natives presesdamon
una ala afiacia sobre birvas T sodpsioaea an comd b8 omes
de hboraorio v la ormolddn polendd la actividad
insedticdida, ko aoal indica que ¢l bioplguicda a base de
dichee vinos aonstitoye nna altemativa prom toria parael
condnal de la plaga El atslamienin W03 proveniente del
i de Meeg uera | Cond inamarca) foe seleoomad o
para continmar oon o desarralls de b oo lcsbn por

preserdar la mayor aficacia
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Annexe 3.

A Phthorimaea operculella granulovirus
(PhopGV) containing several genotypes is
highly efficient on Tecia solanivora.

Insect Pathogens and Insect Parasitic
Nematodes. IOBC/wprs Bulletin 45 : 83-86
(2010)
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A Phehorimaea operculella granulwirus (PhopGV) containing several
genotypes is highly efficient on Tecia sofanivora

Carle EspinebCorreal’, Xavier Léry®, Lavra Villamizar, Jean-Lowis Feddam®, Migoel
Lipee-Ferler', Alla Marina Cotes”

"Erole des Mines d'dles, 30319 Alks, France: *IRD, (URDT2) Centre de Recherche, 30850
Srint Chrivipl-des-Aléx and Universi# Paris Swd 11, 91405 Orsry, Fronce: “CHS,
CORPIRCA Km 14 vie Mospera, Cindinamarca, Colsmbio; *IRIY (URDT2), Ponbficia
Uiiversidad Cardlica del Bouador, (hidn, Ecuador.

Abstract: The gramlovims of Phrbonmara apereulela (Phop (V) is becoming an alamative for
hinkgiml contral of potain maoth pesis. A PhoplcW isolate from P opereulela in Pern, muokiplied for
several yars on the ahamative host Tacka solmnorg iIm Colombia (namad #Calé) appears o
saccasshully comm | this pest, i spite of previons sindies show ing dhe inafficacy of Phop GWs an other
hosts incloding T solannera In this work, we stodied the possible ressons for the high perfbmance
of this PhopsV. Restriction pmfiles md PCRE malyses wee performed on #C0k and o mederence
PhopleV isolue (#1346). Sobmolr bands were found in #00l6 particolarhy with Sea T and A T
endormdmses. PCR amplification of the %091 gene of 500k gave fwo hands, ome of 767 bp and
amather of 619 bp, com=ponding @0 a deleted geme foumd previomsly @ viml isoltes fmm T
sfannveora This ndicates that Halé isa mixere of savenl genotypes, one of them probably coming
frmm a local latemt GV infection in the T solmiwra hboratory colomy meed for vimos molipli;aton
The Ly was assessed on T, solsanora with #Cals, #1344, dhe odgna Perovian isolae and a
PhoplsV isohied from T solmnera in Colombia (FVG00Y) #o0l exhibited the highest vimlence,
prohahly hemuose o f the presence of sevema] ganotypes coming from P opereculeTa and T sodouwora.

Ky waords : FhoplaV, Biologiml comtral, Teda salasnora, Pl ortmaes opereulels

Tt poed i et b

The (iustemalan polato moth Tecio solmmvora (Povalny) {Lepidopier aCielechiilss) is the
mod important polate pest m Colombia. For the cmtral of Phthorimaes operculelin Zeller
{Lemdoplera: Gelechixdae), the Inematom] Polake Center (IPC), recommends the we ol 2
mamudovimus (PhoplV) isoled fom P operadefs m Perw As no gramulovinus was
previousdy ismbed on T slovionr, the [PC mppested the use of PhapliV o control this
pesl. However, previows shidies have shown the meflicacy of manulovines isolstes [rom P
gpercwella on allemative hasis, especially T. solanivera (Pollet ef af, 2003 ; Reboudy ef o,
X)), The virus was able loreplcade, bul i3 elhoscy was very ow on the allemative hosds

In 201, the Colombizan Copoabon e Amouliual Ressarch (ODBEPOICA) daried
manufsciuring a PhopliV molste provided by IPC on a lahoatory colany of T sodonivon,
The ariginal molste was thus multphied for several yesrs on (his alemative host. The produc
accedsfully control T slmieonr bryse under storage of polsio sseds (Villamizsr o of,
AEa). This vines isolie was called #00dh. This work ined o elcideie the rexson for ihe
high performence of #Cal6 on 7. solovivara and ke snalyze the differences belwesn the
original Bolate provided by IPC and 8Col6.
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Material and me theds

Clvaracteri;ation of tie viral ol afe

Four dif feremt Phop(V isolstes were used. PhopliV from P operadells (gill om IPC)
arigmated from La Molma (Peru), named “8Peru ongmnal™ and “8Cal6™ provided by
CORPOIC A, which is the resull of the muliplicstion of “#Per orginal™ on T selorivona o
len pagsapes These 1soluies were compuned i PhapdiV' 1solale #8136 (@il Irom Dr. B EL
Badewy, IPC, Beypll, chamsolerirad by Léry of al {1998) and compleiely ssquenced {Gene-
henk sccesmon: NOMEM2) and solae S0V0G003, solied om T sedarivara m Fures
(Colomba), by CORPOICA (Villamizsr of af , 2008h0).

Alter oeclusion bodies (DB<) punlficstion and DIMA viral extrscton (Taha er of, X000},
A comcentraion wes determined by messiming the absorbamce &1 260 nm. The resmnciem
prefiles with 10 endoniue] eases {Bam HL, Hind 1L Sma [, M [, Hpea 1, Ora O, Nake 1, B E1L
M | amed N 1) that shown diTerences an PhopliVv' solstes were wed (Lény ar o, 208 ).
Amplification by PCR of the fve varshle regons of the PhapGY {Léry of al, 2008) usmg
apecific sl of primers was perfonmed.

RBinloggical texrt

Boasas o delemmine the mean lethal concentratxm (LCw) were camed owl wath neonsie
barvae (L1 ) of T2 sodevivors wang purified (OB The OBs concentmilion was evalusied usmg the
formuls: 68x 10 ODks x dilution = Number of OBs/ml (O em=optical demsity 21 450 rm)
{Fedskem er af, 2003), Dilutions of purified ving sock in ddilled water were wed {1514 1o
5% 107 OBs i 2 mil of water) The final concentrations on the polsto surfsce were (115, (.5, 1.5,
5, 15, 50, 500 and 500 OBa'mm’. They were spplisd homogeneously wng 3 nehulizer
apparat (Carres of af, A ). Two tubes were used for each concentration. Three rephasbes
per disie, each comasmeg 1in 15 neonsle brvas per wber, wene sel up. Infecied and desd brvae
were collected. 1., wis caloulsted usmy Polo PC {Le(Ora Sollwars, 1987).

Results and discusson

Restriction profiles of ihe viral INA were diTerenit between isolaies #1346 and §Colk. With
Sy [ a 5,830 bp submaodar bemd could be detecied im 80 olé. Usang Mo L two submolar bands
medl presiemd im #1346 could be delecied =t 12,0016 by axd 5,450 bp respectively. One bmd st
&, 1040 by & present a5 submalar in 8Cal6, whersas i & normally detected m 01344, Finally, a
new hemd ol 5,511 bp was detecisd in 806 (Fig. 1A). These resulis mchcsted that #Colb = a
mix e of several penotypes.

Previowsly resulizson the genetc charactienzaton of #Peu ongmal and 8% {HKG, mecated
that #1346 amd #Pem ongmal could be comxdersd 1dentical and comespond 1o one ol the
eenotypes of 00 wheress 0V G003 cormesponds o one of the other penotypes. To verily the
hypathesis of 2 combmation of severa] genolypes m 8Colf, PCR snalyses were carmed ol
Gene 991 presents a deletion of the gene 2t 148 bp that appears io be a specific modification
amly foumd in viral grams obtxined from T sodmnivons m Colombia (Léry e al, 2008). PCR
amphification indicstes that #Cok has dwo bands of 767 bp, comegpondmg to the band of
#1346, and 619 bp, comesponding 1o the deleied gene (Fig 1B), confinming the presnce ol =i
lead two dilTerenit genotypes 1n a proporhon of Glk=0{F% in the penome of B ok,

The eommmencial producton of Phop(iV in Colmbis used & viral infection of & ges roma
horstory cokary Tolkvwed by potsloss mlegdaton with mbscied lirvae, The infectiom of eggs
lor the nexi baich was made I'nom these brvae in a succesne passape maode] (unpublshed
dta). Pregsence in 8Col6 of &l lexd one genolype from §Peru origmal snd snother prohably
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from BVONE, commy mepectively from P operoddells and T solavivera coukd be
explamed There wis & penmanenl introducton with ingect Held populstion made afler § 10 10
eeneraikms in the producton process. It 13 possible lo imagme that some rvae with a local
batent GV infection were added o the rearing. Because of these new dats on the penetic
characeriste af BC0l6 and resulls of bological sseys previously oblamed (Villamar of af.
AiKa), we compared the biologcal sctvibes o B0 ol6 and 15 twe genotypes (#Pemu ongnal
amad VNG ).
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Figure 1. {A ) Restricton DM A proliles of PhopCy 81 346 and 8Cah 1so bl oblamed with Sma
[ sl Nrr I Astersls mdbicale diferences in bad palems. (B) Becirophorsis of PCR
fragments amplified fon the genomic DNA of 81346 and 800 with primess aomph Bing 2
regon of Y9 ] penes.

Rinkogical fest
The Phop(V BCal6 isolte exhibited the highest virulence with 3 L of 3 39 OBa'mm®. In
oompanzn, the Ly of #Peu ongmal and #1346 were respacively 30011 and 60067
[]'Bﬁ":n:l:n:lz, when the LTq of G005 was §.93 (VB {Tahle 1). These results reinlonoe
the previously studies (Pollet ef af, 2003; Rebaudo of al, 2006) which mdicated the lower
virulence of the PhopliV isolstes from P operculelly when teded on T solarivara

Cunously 800k, which is 2 mixiure of &t lexsd two genolypes {me fom P operculefa
and ome rom T sborivong), & mone ellicent that 8VGEN3, adapled 1o T solorivera. This
ciminms resulis oblamead by Villamizsr of af (2008a), which demonstrate the high vinilence
of 800k agams T soloavons. One hypothess, which was demonsraie on anodher
bae ulovirus model (NP, 15 that & moxoure of tweo difTerent genodypes could be meone elTicient
tham the cloned genotypes alone (Simomn ef o, 2006} This could explain the results obtxinad
with BCol6. To verily this hypothesis il woukl be necessary o run ted with experimenial
mmiures ol difterent viral 1solstes wath dillerent gemetc and Wologoal properies. The
mokyneal sdnvily ol such mixiures coukl be mproved, m onder 1o propase 2 mane achve and
universal biopesticide amme T solorivara The smme work miust ako be performed m P
aperowelfa.
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Table 1. Ly values of four PhopliVy' wolveson T solrmivera (m i]-E:-'.':rl:l:lf_:l.

5%
Baolat LC Lower Emit  1jpper
limit
91346 GR6Ta* 3003 99 44

WPeru original 30112 15333 a3 4K
WAMG 693 b 4. B95 9. 80K

ok 3139h 1.992 5497
L Tolhovwe By e st e r b8 B skt ety Sif oo
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Biological activity and com patibility with chemical pesticides of a
Colombian gran ubovirus isolated from Tecia solanivora

Carle Espinel™; Juliana Gomer': Laura Villamizar'; Alba Maring Cobes'; Xavier
Léry™, Miguel Lipez-Ferlser

Laboraiori de Control Biokgico, Cenger of Biokechoology and Bondwiy, Colombian
Corporation_jor Arricuiiral Research Mosguera, Colbombia *tnefors de recherche pour ke
develyppement, I} —Froncis, 213 e Lo Fayelte, 75480, Paris ? Ecole de Mires o *Alex, 8,
Avermre de Clavieres, 30319 Alés cedex (France)

Abstract: The CGmtemabn poisio moth Tacia solmhewa is the most limiting pofin pesis @
Venezmela, Colombia and Focmador. In a previoms work, a mative gramolovimes isolied fom T
sfanvora, appearad i be one promising doal for managing dhis insect and e cha polaio math
Phthorimara aparaslela. The onmpadt bil ity with chemical pesticides msed for potatn arops protedtion
was determined. Riologim] activity was not affected afier 24 hoor of contact, sugpesiing that native
gramulovirges conld be msed combined with these agrochemicals im = hiegraed Powin Crop

Maragement Frogmmme.
Ky wands: haculoniros, goml oviros, potata, (rmtemalan potain mash

Tt pooecdis 0 b

Polatoes are ceniral i the culiure and diel ol Andeam people and ocoupy the fourh ank
among the workl’s prmople food erops (FAC, 2008). However, Andeam polaio production 13
threstened by two moths Tecia slarivony and Phthorimaes operadells (Lepadoptera:
Uelechndue), whese larvae desinoy paolaio tubers. Bacause didnbobon of both molths olien
awerlap m Colvmbaa, il 15 necess ry 16 develop tools 1o menaee them somulEnaoushy.

Only a few chemmcal insecdes are regrtered lor contollmg these meihs, amd theor
ellicacy = nol well determmed (Mol and Cualkdndn 20000, Cumrenitly, & rempdened bopestcide
haged on 3 Peruvian grambvinus solsed Gom P ogpercdelfa (PhopliV) has been
successiully used in Colomina for managmg the (ustema bn maoth in dored potie. The vous
warkate appears o be ellicent for controllmg T sofavivera. However, an solste isolsted from
the =me inac hod coukl be mone vindent o e msect than Penmvian granulkvine sol aded
Iram & dalle reml polztomaoth

In a previous wiork a native isolate of manulovims VG003 isolated fom T solorivora
was seleckd due 1o d1s hgh boconiral scdriy owands T sdrmvon, and 12 yvekl on varal
perbcles. The soope of this dudy was o myvedigade 13 compatbaity with chemmcals

Materials and methods
Lethal concenrations over P. opere plells and T solanivora larvae wnder faboraiory
o difioem s

By was performed by vang supemions of punied vims ({Caballers af af, AN ) ol
malive ViIGE and foreign Peruviam 1solstes. Eighl dhiTereni vous dalubons adjused from 1.5
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% 10° 10 5 = 107 oochusion hadies (O Bsy'mL by O30 450 nm messuremeni wene evalusied by
praymg bwo ml of each sugemsion on three potlo ubers with the nebuhzer desenbed by
Carrera er af., {2004). Inoculated tubers were placed idvidually m plaic ks and infesded
with 15 neonsial lanvae ol T sdomvorr o P operokella. Trestmenis wene mannboned st
5% & FU ke 25 days, when tubers were analyeed for delermmmyg the lanae monahiy.
Experment was repeaied live tmes and dise response dets were amalyeed by wmg Prodnit
ama hyas (Fmney, 1971) 1o detemmine the Ll s and LT conceniratons

Compadbiday widh chemical pesticides

Four msectorles {(Carboluran, Prolenolos, Chlopynios and Dimetomorph) and  fowr
hmgcides  (Mancoreh, Meblaxyl, Cypermetinn and COymoxaml) requently wsed  for
menapng potaie nec pesi and deeages, were recomiiimed 1n waler by uang two bmes the
held apphoston recommended dosage amd 1 ml of sach pestode diluion wes mixed waith |
ml ol puriied vous VIS, Midunes were mambnned s 20FC Gir 24 hours m a femperaiure
regulaiexd bath amnd then, {Bs were punbiad by dillereniizl ceninfugsbons and wing 2 morose
imachent (45%, 65 and KiFw) Pmbed vins aspemsions werne used o prepare new
Aspenams adjuded to 3 x 10° OBasml, which were wed o periorm a boasay lollowmg the
eviaously desrihed methodology. The bwoasay inclded a posbtve conirol fresiment
o respemdmg ke 2 non-egosd virus and an shardule comnol 1n which polake tubers wene el
maculaied. Mortaliy percemiages were used Lo delermne the ellicacy by the Schnedler-Lrell
axuation (Zar, 1999, which was analyred by ANOVA et {(950%)

Fesults and discusson

Lethal conceniratkms over P, aperculella and T. solanmora rvee under Bhoaiory cmditom
Lz aml L of Colomiian and Penvian gramulovius are presemied in Table 1. The
Colomman 1sobte VWOEHHE was sipgnificanily mere vulent for T sloniors than lor P
gpercudela, V0003 lethal concentrastixms were dabsically lower over nis onpomnzl hos {1
srlaprivara), m oomper san with the oblaned over the alierminve host (P operodeli).

In the gther hamd, the Peruvian isolate PhopliV', was signilicamt ]y more viulent for dis
arigmal host P opercudella than lor T solamvera. For both solates, the lethal concenitrations
were liwer when oasay was camed oul over the inssdl ITom which gramulovims stams
werne angmally 1sodded, which could be relaisd with a specilic adapistion of esch viral 150l
i dafTerend hasits {Léry of af., 1998).

Tahle 1. Lethal cmoeentraiians ((HBaml) of VN3 and Penraan PhopliV' isolales over P
apercudeds and T solarivora brvae under laborstory condiions

LC-“. Lawer Upper I.C-.... Laovwer Ep]:tr

Insect | Vimlisalate | ooty | Smit | Smit | (OBoimi) | wmi i mit

Phihorisma | VO3 13x10'a s xit® [2ox10 [ 13x 0% | aax10® | 30x10°

apereul o la PhopV | 3dx 10Fb |23 x 10F |49 10F [ 13 x 10Fh | ROx 107 | 28x10f

Tecis VoM | 2Exi0h [2s x|S0 (220t e | L2x00® | 44x 00

sala i ra FhopGY [ 15xi0fa [96x10°|28x10" | 72x 0% | 25x 00" | 28 x 10"

The L of V3 150]ae oblamead in the present work 15 stmilar to the one previously
atamed by Chaperro ef af., (2008) Tor V03 solde over T solamvera larvas, when wed 2
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b [Teremit otz i lubers moculation methad. In the menboned work, inoculstion was made with
2 brsh, which was wilized to apply 2mL of viral suspension on the surface of exch polata,
cbizining a LCq of 1.6 x 10°0Bsml.

Compagbday widh chemical pesticidey

Virusonly irestment 2l 3 x 10° OBs/ml resuliedin & 66.8% morahiy, while in restmenis with
heth virus and pesides, morhty ranged rom 64.5% to B{L 1% The dallerences are mod
Asistically sigmficani, suggestme that OHs were mod mactivaied by the chemical pesticides
evalusted. To verily iff brvas mortality in the trestmenis was cansed by the virus infecton o
by a resxdual content of chermeal pesickles 1n the somples, the perceniaeg: ol collactad b rvmss
wilh typical granulovims nfection symploms was caloulsted. Virus-mly restmeni prese nied
ihe highest symplomatic tarvee peroentage (40P ). Mixures of virus and sprochemicals, gave
kvwer values (between 22 2% and 37.5%) AMOVA sk did nol detect ststigical & e ces
hetween irestments. These resuls coukl aigrest thal viral pathogsmcly was mol alTecied G
eva Juaied chermical producs.

Vi tolerance o pesticides could be stinbuted o a prolective alfect of OBs (Figurea 1),
whach prodiec i the vimons exposed 1o adverse envimmmentz] condiions. Tames (A2 ) deman-
drated when this protective action of the gramule when ledmg nqropanal in 2 nuckopoly-
hedrovine spray-dred frmulation, which did ned alfect the imsecticidal sctwvity. In other
work, Villbmmzar and Marlinez, (2HB) evalusied the commbombty of one molsle of
Spodoplera Inunperda nucleapolyhedrovimus with 16 onemic selvenits, comcluding that all
srlvenis evalusied were compatihle with the virus, 2 they did md allect viral actnaly.

Alhough in ow esperimental condibions vius pariicles per 22 are maflecied by the
chemical compaumnds desied, baculovims efficacy, can be aliered in many ways by ihe effecis
ol chemmica]l pegicides an the host insect, thet should be carefully smalysed.

The Colombian solate VG003 demonstatad high potental o control bath polat maoths
umder an inlegraied ped managemenl programme due oodls ocminel sclvily and s
oot thal ity wath chermical pesicides used m podako crops.
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Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae) is an invasive potato pest of the north of South America that
recently colonized zones where Phikorimaea opercalells (Lepidoptera: Gelechiidae), a taxonomically related
insect, was esiablished. Nowadays, both species can be found in mosi areas in different proporiions. The
Phthorimaea operculella granulovirus (PhopGV) was found to efficiently control P. sperculella and was used as a
biopesticide in storage conditions. However, no appropriate biological control methods exist for T. solanivera,
and the use of granulovirus isolates would provide a solution. The Colombian Corporation for Agricultural
Research (CORPOICA) carried out several T. solanivora larva samplings in Colombia with the aim of finding
potential isolates. Five geographical granulovirus isolates from T. selanivera (VG, VGOOZ, VGBI, VGO,
and VG00s) were found, and molecular analysis by REN profiles shows three diferent genotypic variants in
Colombia. Analysis of their genomes revealed their relatedness to PhopGY. Two isolates exhibited submolar
bands in their REN patterns, suggesting a mixture of viral genotypes. These data were confirmed by PCR
amplification and sequencing of particular regions of the viral genomes. Their biological activity was assayed
on both hosis, T. selanivera and P. eperculella. A significanily higher pathogenicity in both hosts was observed
with iselates VG01 and VGO0S than with isolate VGI03 or a Peruvian isolate (from P. operculella) used as a
reference in the bioassay. Based on their molecular and biological activity characteristics, VG001 and VGOOS
isolates should be selected for further analysis in order to establish their potential as biological control agents.

The Guatemalan potato pest Tecia solanivora Povolny 1973
(Lepidoptera: Gelechiidae) recently became the major insect
pest of potatoes in Central America and the north of South
America (18, 34). T. selanivora is an aggressive pest that dam-
ages up o 100% of stored potato seeds (31). T, solanivora also
produces important losses in field conditions by entering the
potato tubers under the ground, in contrast to another potato
tuber moth, Phihorimaea operculeila (Zeller) (Lepidoptera:
Gelechiidae) (4). Its point of origin is in Central America. It
entered Venezuela in 1983 via infested potato seeds impored
from Costa Rica, and in 1985 it was reported for the first time
in the northeast of Colombia. Six years kater, this insect was
present in the center of Colombia, in the main zones of potato
production. In 1996, it was found in the southwest of the
country (at the border with Ecuador), in another important
ared of potato production (Fig. 1) (26). During its migration, T
solanivora colonized zones where P. operculella, the endemic
potato tuber moth, was established. To date, both species can
be found in most areas in Colombia in different proportions
(18).

In 1999, T. solanivera was found locally in Canary Islands
(5pain) (6). The European and Mediterranean Plant Protec-

* Corresponding author. Mailing address: LGEL Ecole des Mines
d'Adés, 30319 Alés France. Phone: 33466782704, Fax: 33466782701,
E-mail: miguel lopez-ferberi@mines-ales.fr.

¥ Published ahead of print on 24 September 2010,
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tion Organization (EPPO) included it in the A2 action list of
pests recommended for regulation as a quarantine pest (11).

In Colombia, only a few chemical insecticides are registered
for the control of T, selanivera, and their efficacy has not bean
precisely quantified (22). Furthermore they could have adverse
effects on beneficial organisms (1) and the environment, and
toxic residues can be found on potatoes (4).

Back in 1967, a granulovirus wias found in a P. operculella
population from Cevlan (29). In the following years, various
isolates were described around the world, in all potato produc-
tion areas where P. operculella is found (14, 33). These granu-
lovirus isolates appeared to be genetically related (32) and
were thus collectively called the Phthorimaea aperculella granu-
lovirus (PhopGY). PhopGV isolates were found to efficiently
control and prevent potato tuber moth proliferation in storage
conditions, without inducing any harm to other beneficial or-
ganisms. Accordingly, the use of PhopGV-based insecticides
was promoted by the International Potato Center (Lima,
Peru). Local production factories were s2t up o distribute the
virus to potato producers, but the results were not fully reli-
able, as no quality control was implemeantad.

The absence of appropriate biological control methods for
T. solanivora prompted research institutes (o test the possibility
of controlling this insect using PhopGV. Resulis were incon-
sistent between difierent laboratories (24, 26). The methods
used were not standardized, and the virus isolates were not
characterized, making it impossible o compare the results.

181



TE1E ESFINEL-CORREAL ET AlL.

APPL. ENVIRON. MICROBIOL.

FIG. 1. Five geographic locations where PhopGV isolates were found on 70 sofgnivora in Colombia. Arrows show the invasive roote of T.

solarivor in Colombia.

The complete sequence of a Tunisian PhopGV isolate has
been determined (GenBank no. NC004062) (hitp:/fwww.nchi
nim.nih.goviGenBank/index.html), providing a standard for
comparison between isolates. A method for testing the biolog-
ical activity of the virus against its potential hosis has been
developed, providing the appropriate framework to test for
the efficacy of granulovirus isolates in the control of T.
solanivera (T).

The Colombian Corporation for Agricultural Research
(CORPOICA) conducted extensive samplings in Colombia
aiming to find virus isolates infecting local populations of T.
solanivora. In this work, we report the biological and mo-
lecular characterization of several granulovirus isolates col-
lected on T. salanivora. A promising isolate has been chosen to
develop a biological pesticide.

MATERIALS AND METHODS

Collection of insects. T, roloaivore Larvee were colloaed throughow the major
Colombian povso-growing depariments, in the northeast {None de Sanander),
norhwest {Amioguia), cenwer {Cundinamarcs and Boyacd), and southwes: (Na-
rirwy)., both in Geld and in storage condidons. Healthy larvae andfor larvae with
signs of granulovires discase were individually colleced and homogenined in
microcentrifuge whes with | ml saling solwion (1.9% [wivol] NacCl). The sas-
pension was divided into fve sabsamples of 200 pl each, which were mored a
—0°C. A preliminary check for gramubovirus was carried on using dark-field
microscopy &s described by Evans and Shapiro (12). Pusbve GV-coniaining
szmples were used w inoculate hezlthy T solendora neonates [rom 2 laboraworny
colony meinczined ax the Laboraiory of Entomology in CORPOICA (Mosguera,
Colombia)y. One subsample of ezch larval saspension was dilned in 1 ml saline
sofution and dropped over a paper wwel (10 cm®) with T, solnivors cggs
{approximaely 150 eggs). The paper was divided into Fragmens of | cm® tha
were placed over clean potzw tubers | Sofonum echeromen var. parda pasmsa) in
plastic cages. Larvee were oollected 25 days laser and checked for virus infecuon.

Virus parification and DNA characterization. Virus parificaion was per-
formed by a modified sucrose gradiem method (200 Gv-infeced lzrvae were
homogenired in H20 containing 0.1% 5105, This suspension was centrifuged for
5 min a1 750 = g The superna=m was cenurifuged for 20 min & 20,000 = g. The

peller was resuspended in 1 ml H0) znd was then layened omo a 30 w 705 linear
sacrose gradient and cenerifuged for 20 min a1 22,500 » g The while band of
viral occlusion bodies (OBs) was collecied, diloed with 3 vol of Ho0, and
cemrifuged for 20 min a1 200000 = g. The peller comzining the O8s was resus-
pended in 2 ml Hy0 and swored a1 — 320N The OB concentration was cslimated
bw the optical density &1 450 nm as previously described (34). For the DNA
extraction, 25 pl of 2 M May00, was added w 2 volume of 325 wl of OB
suspension comaining 10" OBs. Afier & 5-min incubation, the viral DNA re-
lezxsed was emracied wice with an equal volume of phenol and onoe with
chioroform iso-zmylic aloohol (24:1) DNA wes precpised a0 room wempers-
ture by adding 3.3 volames of 100% ethanol in the presence of sodiem sceme
(0.3 M final concenuration) followed by centrifagation =1 12000 = g for 10 min
The peller was washed with 70 ethanol 2nd cenurifuged an 12000 < g for 10
min. The peller contzining DMA was dissolved in Tris- EITA (10 mM Tris, (.1
mM EDTA) a1 567C for 2 b The DNA concemration was dewermined by mos-
saring the A, Resiriciion profiles with 11 endonocleases (BamHI, BsilBIL
BsLAPL, Dralll, Hindill, Hpal, Mlul, Ndel, Nrul, Nsil, and Smal) were per-
formed = specified by the manufacurer (Promega). The DMA resriaion frag-
ments were separsied by elecrrophoresis in 1'% egarose gel in TAE (0.04 M Tris,
L1 oot acdd 00 M ELTA, pH 80) buffler a1 80 v for approcimately 4 by
using lambda DNAMHindIIl as a molecular sive marker. Fragmenis were visual-
ized and phowographed under UV light afier ethidinm bromide sizining. As 2
conerol, the sequenced PhopCiy isolate 1346 (17) was used (CenfBank accession
0. MODD40GT),

Provioas works {16) showed thar two regions of the PhopGy genome exhibited
significant sequence variauon beoween isolaves. These regions ane Iocated within
virzl open reading frame (ORF) 129 and overlapping ORFs 90 and 91. They
were FCR amplified ander the ollowing cycling conditions: 957C for 5 min, 20
cyches of 55°C For 1 min, 57°C fior 1 min, and 72°C for | min, and 73°C for 5 min.
The primer pair PhoplIVol-1 (5 -GATTTACCOGCGGGCACCAATCTCGA
AG-3") and PhopGyad-2 (5-ACAGACT TAAATGOCAACGATOGTGEAG-
¥y (oucleotides [or] 78036 w TROG3 and TREI2 o TRTUS, respectively, on the
complementary strand, on NC_004062) and the primer pair Phopviae-1 (5'-
GOOATGATGAGAATGGOAATOTOAACGAC-3") and PhopGv129-2 (5'-
TGCCTOC TG TOC TG ACAACAATAGADCC-3") (m 116465 1o 116492 and
117401 vo 117374, respectively, on the complementary sirand, on NC_004062)
were used v amplify these two regions. PCR products were sequenced on 2n
ABI 377 sutomated sequences.

Biologimal tests. Bioasszys o dovermine the mean 50% bethal concentration
(LCyp) of purified (3s from one isolace from cach region (VG001 VG003, and
V00E) were carricd owt using noonaie larvac (L1 of 70 selesivero 8nd P
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oparuielin. A PhopOV from P aperculefia (gift from the Inrernasonal Pooo
Center) thar originsed in La Moling (Peru), named Pern 6, was 2lso induded in
the wess becanse it is currenily used as the active component of 8 biopesticide
used fior ¥ solmeivana control in swred porEmes. Previoas resalis on the generic
characeriration of isolae Pera 6 indicased thar it could be considered identical
1o isolate 1346 (dars noe shown). Diluions of purified O8s in disilled water were
applied homogeneously (15 = IF w 5 = 10° Os in 2 ml of water) by &
pubverization method with a nebuliraton chamber as previously described (7).
The final O concenwrations leid on the pow= swrface wene 015, 0.5, 1S, 5, 15,
=0, 500, 2nd 5,000 Ofs'mm®. Two poweo whers were ased for each concentra-
tion. Three w five replicaies per dose, each consising of 15 neonate larvee per
taber, were set op. Infected and dead |arvae wene collected, and sististic analyses
were performed using Polo PC (LoCra Software, 1987) and Suarplus 4.9 (Ana-
Ivsisolt, DT

Mucleotide sequence acoession numbers. Scquence daie obuained from this
work were deposited in GenBank with the following asccession numbers:
PhopdiV_em_ovpe_2 HONGG26T, PhopdV_em_tvpe_3 HO166268, PhopGY_
em_wpe_d4 HO66269, PhopOV_em_type 5 HOIG62T0, and PhopGY_
region_50_91_type_2 HQI66271.

RESULTS

Collection of insects. In total, 19 locations were surveyed in
the potato production areas of Colombia, and 377 larvae were
collected during the 3-month campaign. The maximum num-
ber of larvae collected in a given location was six. After a
selection process by microscopy and amplification, the pres-
ence of GV was confirmed in only five samples, each coming
from a different location. These isolates were named VGO1,
from Tdquerres (southwest, frontier with Ecuador), VG002,
VG003, and VG, from Chocontd, Funza, and Carmen de
Carupa, respectively (center of Colombia), and VG003, from
Chitagd (northeast, frontier with Venezuela) (Fig. 1).

DNA characterization. The DNA restriction endonuclease
(REN) profiles were closely related to the reference PhopGV
profiles (isolate 1346) with the enzymes used, indicating that
the isolated viruses can be considered PhopGV.

The three isolates coming from the center of Colombia
(VG00Z, VG003, and VGO04) and isolate VGOO1 (from
southwest of Colombia) appeared to be similar with all
enzymes tested except Smal. All isolates were compared
to the reference PhopGV 1346 (Tables 1 and 2 and Fig.
2). Polymorphisms among the isolates were observed with
the enzymes tested, when isolates from the center of Co-
lombia were compared with VG003, from the northeast, and
FPhopGY 1346,

After Smal digestion, the D fragment is not present in iso-
lates VG003 and 1346. In contrast, a C' fragment was detected
in the same isolates and in VG001 as a submolar band, and it
was absent in the isolates from the center of Colombia (Fig. 2).

The isolate VG005 (northeast of Colombia) was different
from reference 1346 for four enzymes, Nrul, BstApl, BamHI,
and Ndel. Only one difference was found in the Nsil restriction
profiles of isolates from the southwest and center of Colombia
compared to those of VG005 and 1346. The Nrul restriction
profiles were homogeneous between all Colombian isolates but
differed from that of 1346 (Table 1). With Hpal, differences
could be observed in the F and M fragments in VG001 and
isolates from the center of Colombia. BstApl revealed the
presence of new fragments in Colombian isolates, and a dele-
tion was found in VG001 and isolates from the center of
Colombia. With Mlul wo differences were found in VGO,
VG002, VG003, and VGO compared to 1346 (Table 1).
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Differences were found between VGO, VG2, VGD03,
and VGO compared to 1346 in three fragments, with two
insz2rtions and one deletion when engyme BstEIT was used. The
same isolates presented differences with the enzyme Dwralll,
with a small deletion. With BamHI, a new fragment in Colom-
bian isolates could be detected that was completely absent in
1346, Differences in the lengths of two fragments were pre-
sented in VGOM and isolates from the center of Colombia.
The restriction fragment in band I is absent in isolates VG001
and VG005 (Table 2).

Several differences were found after MNdel digestion. In
VGO0 and isolates from the center of Colombia (VGO0Z,
VG003, and VGOM), differences in several fragments, includ-
ing deletion and insertions, were found. A new (J') fragment
was detected in all Colombian isolates and was absent in 1346,
With HindIII in VG001 and isolates from the center of Co-
Iombia, differences were apparent in small deletions (Table 2).

The consistent presence of submolar bands pointed out that
these isolates might be in fact mixtures of genotypes. This
hypothesis wis confirmed by PCR amplification and sequenc-
ing of part of genes 90, 91, and 129, In the case of the reference
virus 1346, only the 7T87-bp band was visible. For VG002,
VG003, and VG004, only the 619-bp band was visible,
whereas in VG001 and VG5, two bands of 787 and 619 bp,
in proportions of 10 w 90% and 90 10 10%, respectively,
were generated by PCR using the primer pair PhopGVo0-1
and PhopGV@20-2 (Fig. 3A). Sequencing showed that the dif-
ference between the 619- and 787-bp bands was essentially due
o a large deletion in the ORF %0 1o 91 region (Fig. 4).

More complex patterns were obtained after PCR using
primer pair PhopGV129-1 and PhopGV129-2 (Fig. 3B). Three
fragments were generated in the PhopGWY 1346 isolate. The
published sequence corresponds to the biggest fragment of 937
(eet region type 1 in Fig. 5), which does not appear to be the
most frequent in our gels. The 723-bp fragment (called eg
region type 2 in Fig. 5) corresponds to a 214-bp deletion in type
1. Last, the 569-bp fragment that is barely found in the gels
corresponds to an additional 154-bp deletion (called egr region
type 4 in Fig. 3). All Colombian isolates exhibited a major
1,023-bp amplification fragment (egr region type 3) resulting
from an 86-bp insertion in the type 1 sequence. In addition,
minor fragments were generated, with lengths of 869 bp re-
sulting from the 86-bp insertion and from a 214-bp deletion
from the reference sequence (e region type 5 in Fig. 3). Only
VG005 presents the egr type 2 gene, like PhopGY 1346, The e
type 4 variant is shared by VG001 and VG005,

The insertion and deletions are located inside the coding
sequences for EGT, resulting in a coding capacity being be-
tween 286 to 450 amino acids.

Biological tests. Under our experimental conditions, the Co-
lombian PhopGV isolates presented a 50% lethal concentra-
tion {LCy;) between 1.16 and 6.93 OBs/mm® on T. solanivera
and between 0.8 and 26.2 OBs/mm? on P. operculella and a
9% lethal comcentration (LCsg) berween 2821 and 423.6
OBs/mm* on T. solanivora and between 110.6 and 2,558 4 OBs/
mm® on P. operculella. The Peru 6 isolate, used as a control,
presented LC,.s against T. solanivora and P. operculella of
30.1 OBs/mm” and 6.6 OBs/mm?, respectively, and LCqs of
13.806.3 OBs/mm? and 258.7 OBs/mm®, respectively (Table 3).

Among the Colombian isolates tested on T. solamivora,
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TABLE 2 Comparison of BstEN, Dalll, BamHL Mdel, and HindIII restriction fragments of DMAs of Colombian isolates and isolate | 3467

Extimated [ragment siee (hp)

[EoTEn Diralll Bl Nl I
il VO 1, VEOLE, VGOIL, VG2 VGO, YOOI, VOGO, VGZ
_:_ﬂ.___..m_n. VOIS, and  VGOOS _Jﬁ% VG003, and VEO05 _u”n_.n_m__ﬁ. VNS _.w.__ﬂﬁ VOO, and VII0S _s_nﬁh.. VGOOS, and VG005
. VM : VM : . VGO . VI

A 23243 = = 19485 = = 2,906 = = 23302 = = 22,4 = =
B 17 886 = = 16565 = = 17766 = = 18456 - = 14177 = =
e 16,610 = = 14344 = = 156 = = 18165 = = 10,705 = =
D 2351 = = 2533 = = 10,577 = = 9829 LE00n = B.969 = =
E 12281 = = 12448 = = 1012 = = 0,010 = = 7.8 = =
E' - 050 -

F ThGE = = 11449 = = 8,725 = = 8131 = = 7,126 TG0 =
G 6,500 = = 11358 = = 7.792 = = 6,746 = = 6,275 = =
H 6218 G400 = 8409 = = T.789 = = 6463 6,700 = 5.736 = =
H - 6,400 6,400

I 4614 4,450 = 4168 4.5 = 6,114 - = 5,004 = = 4,627 = =
I - 5390 -

1 4267 4,325 = 3385 1,433 = 2,001 2,530 = 5376 = = 4,000 = =
I - 4120 4120

K 3470 = = 2494 = = 2 B06 2.750 = 1348 = = 3644 1580 =
L 1,954 = = 2,096 = = 043 = = 1,929 = = 3,474 = =
M 1,569 = = 870 = = 1342 = = 1,28 = =
N 166 = = 712 = = 1126 = = 3,216 = =
0 626 = - 2.476 = =
P 2,02 = =
0 2,6 = =
R 1449 = =
5 1,41 = =
T 1,366 = =
u 1 = =
v 812 = =
W =1 = =
Y 24 = =
Z =2 = =
AA &7 = e
n 14 14 14 12 12 12 15 15 16 14 16 15 27 27 27

“w, mumber of Fagments, —, fragment oot preseat, =, Fagment dze dmilar o that of referena imlate 1346, Talics indicate faint band, A prime indcates a oew Fagment oot resent in he releeoce lae,
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FIG. 2. Smal restriction endonuclease digest profiles of DNA of
PhopGV Colombian isolates and PhopGV isolate 1346, Asterisk indi-
cates submolar band. M, marker. C', new fragment not present in
reference isolate 1344,

VG003 was significantly different from VG001 and VGODS
(x° = 16.73; df = 4; P = 0.002); according to the analysis of
potency, VGO0 and VG005 were 4-fold and 3.2-fold, respec-
tively, more virulent than the isolate from the center of Co-
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lombia (WG003). Moreover, all of the Colombian isolates
(VG003, VGO03, and VGOO1) were significantly different from
isolate Peru 6 (x* = 61.7; df = 6; P < 0.001), with potencies of
4-fold, 16.2-fold, and 19-fold, respectively, more virulent than
the Peruvian isolate. Among the Colombian isolates tested on
P. operculella, significant differences were found (x* = 103;
df = 4; P < 0.001); VGOO1 and VGODO5 were 5.8-fold and
27.7-fold more virulent than VG003, On this host, the Peruvian
isolate (Peru 6) was 4.5-fold more virulent than the isolate
from the center of Colombia (VGD03). The isolates from the
sputhwest (VGHN) and northeast (VGS) were even signif-
icantly different from Peru 6 (* = 40.5; df = 4; P < 0.001),
with potencies of 1.3-fold and 6.2-fold, respectively, more vir-
ulent than the isolate native of P. operculella.

DISCUSSION

The low level of T. solanivore infestation in Colombia during
the sampling campaign (September (0 November 2004) was
probably related to an atypical rainy season. It is well known
that an extended rainy season is the most important factor to
reduce populations of T selanivora (3). This low insect density
probably affected baculovirus prevalence. Baculovinus epizoot-
ics are in general density dependent. Most larvae were col-
lected in storage facilities of potato seeds, where insect popu-
lations are less dependent on weather (4, 31). Larvae with
typical granulovirus infection werg found in only 1 (Funza) of
the 19 locations. Larvae coming from four other locations
without typical disease symptoms provided the other four iso-
lates after laboratory amplification.

In a previous work, after a field survey of the granulovirus of
Plutella aylostella (Linnaeus) (Lepidoptera: Yponomeutidae)
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136 001 002 m I:HH WE
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FIG. 3. Semiquantitative PCR of Colombian PhopGV isolates and reference 13446, (A) Genes 90-91. (B) Gene 129. M, marker.
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FIG. 4. Overview of the alignment of the two polymorphisms found in the ORF 90 to 91 region. Type 1 corresponds to the published complete
sequence (accession number NCDMOG2). Type 2 correspends to accession number HQ166271. The 840-bp fragment represented in the figure
corresponds to the region from nt TSOO1 to TE340 in NOMM062. Primer PhopGV3-1 is located between nt 36 and 63. Primer PhopGV90-2 is

located between nt 322 and 795 (complementary strand).

in Kenya, authors (23) found 95 of 127 (74.8%) larvae with
confirmed infection symptoms by microscopy and REN pro-
files, coming from 14.8% of locations surveyed (4 of 27 loca-
tions). In this study, only 2% of samples obtained in the field
were confirmed as having granulovirus infection in 26.3% of
locations surveyed. The within-population prevalence of bac-
ulovirus in our survey appears to be lower than that in their
study, but the between-population prevalence remains at the
same levels, suggesting that even under conditions not favor-
able to epidemic outbreaks, the virus remains active in the
insect populations.

REN profiles confirmed that the viruses isolated from T.
solanivora larvae are related o PhopGV. This was definitively
confirmed by sequencing of PCR-amplified regions located in
ORFs 90 to 91 and 129. In addition, this analysis allowed the
identification of three different genotypic variants. The first is
present in the three isolates from the center of the country;
the second one is present in the isolate from the southwest
(VG001), showing slight differences from the previous one;
and the third, present in the isolate from the northeast
(VG03), has differences found with all enrymes. While REN
profiles revealed the diffierences existing between viral isolates
al the whole-genome level, sequencing of two variable regions
established that these isolates were mixtures of viral genotypes.
The particular EEN pattern observed for each Colombian
PhopGV isolate corresponds to the predominant viral geno-
type. In some cases, the presence of less-abundant genotypes
was suspecied because of the existence of submolar bands

appearing after enzyme digestions but confirmed only after
sequencing of PCR products.

Genotypic variation in baculovirus populations has bean thor-
oughly observed in nucleopolyhedroviruses (alphabaculoviruses)
by several authors, both within and between populations of the
same host from different geographical scales (12, 21, 30). Even a
single larval host can contain a large number of nucleo polyhedro
virus (NPV) varianis infecting Panolis flarmmea (Denis & Schif-
fermaller, 1775) (Lepidoptera: Noctuidae) (%). Granuloviruses
{betabacuboviruses) are far less variable; however, various geno-
types have been found each time that the analysis was carried out
(10, 15). This different level of genstic variability may be related
to the structure of the OBs, containing many virions for NPVs
that can be genetically different (8) or only one virion for GV (5).

P. operculella was the major potato moth established in
Western South America (including Colombia) (24) before the
invasion of T. solanivera in 1985. The PhopGYV isolates found
in the region were thus adapted to P. operculella. The displace-
ment of this original host after T. solanivera invasion followed
a temporal pattern from Venezuela to Colombia. T. solanivora
invasion is probably the result of a single introduction event
(25). Under these conditions, probably no adapted virus was
carried along with it. PhopGV populations adapted to P. aper-
culella were subjected to a selective pressure for replication in
this alternative host. However, as both species coexist in some
areas, selection of virus populations or genotypic variants able
to replicate in both hosts could oceur.

The main zone of potato production in Colombia is the

egt gene

FPhopGvlze-1

PhopGEV129-2

- -

egt reg type 1 - . ]
116301 116661 1167071 117284 118200

agt reg type 2 — ]

egt reg type 3 . ]

egt reg type 4 ] = ]

egt req type S I ]

FIG. 5. Overview of the alignment of the egr variants found in PhopGW. Variants 1 to 5 correspond to accession numbers NODD4DGZ,
HQ166267, HQ 166268, HQ166269, and HQI66270, respectively. The 1,900-bp fragment represented in type 1 includes the region from nt 116301
to ot 113200 in the complete sequence NODM062. Primer 129-1 is located berween nt 165 and 192 Primer 129-2 is located between nt 1101 and

1074 {complementary strand).
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TABLE 3. Virulence in both hosts, measured by LCyy, and LCy; of the PhopGVs isolated from T. sodssivors in Colombia and
Peru 6 isolated from P operculeils

No. of OBYmm® (95% C1)

Surain Slope + SE x* dr P
I‘Cdﬂ L'::W'
VGO0 on T. solorivor 1.16 (D.34-2.78) 37930 (141.36-1,675.25) 051 = 0.06 14 3 0.968
VGO0 on P opercuella 4 (2.60-6.07T) 1,265.6 (450.77-5,649.6) 055 = 0.4 039 5 0078
VGOAE on T, solarivors 6.93 (4.22-11.3T) 42364 (191.53-1,275.453) 0.71 = 0.07 1.53 6 0957
VGOE on P operculelle 26.19 (17.2-39.3) 255835 (1,317.82-5,944.00) 0.68 + 0.04 L.69 5 0390
VGO0 on T. solorivorn 1.85 (D.71-0.82) 28207 (116.49-1,024.99) 058 + 0.07 041 3 0.936
VGO0S on P operculelle 0.76 (0.41-1.25) 110,59 (50.41-336.40) 0.62 + 0.05 027 4 0.069
Peru 6 on 7. solanivor 301 (15.33-463.48) 1380638 (3 463.89-111,218.40) 048 + 0.05 73 6 0712
Peru & on P. operculells 6.62 (4.5-948) 258.74 (155.06—4%1 42) 0.75 = 0.10 373 3 0303

central part of the country, with important commercial ex-
changes with all other production zones via potato seeds. The
virus isolates found in this region (isolates VGOO2, VG003, and
VGO004) were all similar to each other (data not shown) but
differed in their restriction pattern from the reference P. oper-
cuilella isolate PhopGV 1346, VGONO3 was included for further
analysis.

The two other isolates (VGOO1 and VGO03) present submo-
lar fragments in their restriction pattern, suggesting that they
are in fact mixtures of genotypes. Two different profiles can be
observed, the first similar to the profile of PhopGV 1346 and
the second similar to the profiles found in Central Colombia
(isolates WVGO02, VGO03, and VGO04).

It is noteworthy that each Colombian isolate derives from a
single larva sample, and the fact that in all samples a mixture
of genotypes is present may suggest that there may be coevo-
lutionary interactions among different PhopGVs in their hosts,
as described for some NFPVs (19).

The only relationship found between the genome related-
ness (analyzed by restriction endonuclease profiles and by the
sequence of PCR. fragments) of the various isolates and their
pathogenicity for each insect host species is the S86-bp insertion
in the g gene in all Colombian isolates. We cannot, howaver,
conclude that there is a direct link between this insertion and
the ability to infect this alternative host, a5 the number of variants
analyzed is relatively low. Diffierences in pathogenicity were found
between VG003 and VG003, and these isolates differ for 10 en-
Zymes among those tested. But differences in pathogenicity were
also found between VG001 and VGO3 although they pre-
sented similar REN profiles. Clearly, as differences in biolog-
ical activity can have multiple origins and might be due to point
mutations, the adaptation to a given host cannot be inferred
from the virus DNA restriction profile. In the same way, se-
quencing the variable regions confirmed that VG001 and
VG003 are similar apart from the absence of egr type 4 in the
latter.

The increased pathogenicity that PhopGV isolated from T.
solanivera presented on this host in comparison with Peru 6,
isolated from F. eperculefla, supports the results of previous
studies (26) which indicated that a PhopGV isolated from F.
operculella and not having previous contact with T solanivera
has a lower activity on this alternative host. This phenomenon
is also observed with NPV, For example, Ansicarsia gemman-
talis multiple nuclear polyhedrosis virus (AgMNPV), in addi-
tion 10 infecting Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera:
Moctuidae), is able to infect several other species of Lepidop-
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tera, such as Diataea saccharalis (F.) (Lepidoptera: Pyralidae),
but in this alternative host, it has a significantly lower patho-
genicity (27).

The pathogenicity of VG003 is complementary o that of
Peru 6 in both hosts (around 7 for the original host and 27 for
the heterologous host), suggesting that VG003 is in fact well
adapted to T. selanivora.

VGO and WG003, the most pathogenic virus isolates, ap-
pedr to be genotypic mixtures. They have been isolated in areas
where both host species are present. A higher pathogenicity of
mixtures of genotypes was observed for the Spodoptera frugi-
perda multiple nucleopolyhedrovirus, where a mixture of two
genotypes could be more efficient than the cloned genotypes
alone (19, 28).

From & biological control perspective, the LCyy should be
considered because an isolate that obtains the higher mortality
(90%) with a lower concentration can be selected, producing
an economic advantage in the production process of a biolog-
ical pesticide (13). Isolates VGO and VG005 provide the best
control potential for both host species and could be considered
good active ingredients for a biopesticide.

The use of genetically homogeneous isolates or clones can
lead to resistance development more easily than the use of
genetically diverse genotypic mixtures, be they natural isolates
or laboratory mixed genotypes. The genatically homogeneous
Mexican isolate of the Cvdia pomonella granulovims (CpGV)
wis used in orchards in Europe to control the codling moth,
Cydia pomonella (L) (Lepidoptera: Tortricidae). Recently,
field resistance was described in various places, leading to a
search for other isolates able to control this resistance (2Z).
Pathogenicity and genetic variability appear o be two impor-
tant factors in selecting an isolate as an active ingredient, but
other characteristics, such as OB yield, host range, and UV
tolerance, also should be studied in order to achieve a biopes-
ticide that is safe and reliable with proved efficacy.

VG003, probably the virus isolate best adapted to T.
selanivara, is not the most pathogenic to this host. It is likely
that increasing pathogenicity implies a reduction in other
fitness parameters that still need to be evaluated, and the
trade-offs between all these parameters do not lead to max-
imum pathogenicity. Genotypic mixtures, needing to repli-
cate in both hosts, have an additional selective constraint.
Experiments are being carried out to determine if in labo-
ratory conditions this behavior can be reproduced.



VoL, 76, 2010

-

th

[

]

]

REFERENCES

. Arévale, A, and R Castro. 2003. Evaluadidn post-regisiro de los insecuicidas

con licencia de uso para controlar la pofills guaemaheca de ls papa Tecia
solanivera (Povolny 1973) (Lepidopera: Gebachiidse) en Colombia, p. 86—
89. fn Memorias 11 Taller Nacional, Tecia soloniwre. CEVIPAPA, CNP,
Bogod, Colombia.
Asser-Kaiser, 8., E. Fritsch, K. Undorf-Spahn, J. Kienzle, K. E. Eberle, N. A
l'.md&.t. Reineke, C. F. Zebite, I G Heckel, ]. Huber, and J. A. Jehle. 2007
apid emergenoe of baculowirus resiszance in codling moth due 1w dominane,
sox-linked inberiience. Science 31719161918,
Barreto, N, E Espitin, B. Galindo, E. Gorda, 1. Cely, L. Martiner, F.
Loeano, and A. Lopee-Avila, 2003, Estudios de lucwacisn de poblaciones de
Lz polilla cmalieca de la Teecia sodenivora (Lepid a: Ceelechi-
Bdaﬁ]m u%:m‘almdc a]Li:L:| cn Cundinamarnca y{llnﬁ.cg.mpx.:'lss—tﬂ. In
Memorias 11 Taller Nacional, Tecis solanivone. CEVIFAFA, CNP, Bogoud,
Colombia.
Benavides, M. 2000, Proveccida sznitzria del cuhive de |a peps para progra-
mas de mangjo imegrado de plagzas. Papas Colombianas B62-64.
Cahallers, P., T. Williams, snd M. LipesFerber. 2001. Estruaara y clasifi-
cacidin de |os baculovirus, p. 15-46. fa P. Caballero, M. Liper-Ferber, and T.
Williams {ed.), Los bacalovirus y sus aplicaciones como bioinsecuicidas en el
comrod hioldgico de plages. Phyroma, \'Bknu'n, Spain.
Carnern, A A. Padilln, 5 Perera, E. H and E. Trujille. 2008, Pest
m? Tecin solanivora (Povolny 1973) (Lepidomera: Gelechiidae), Gua-
temzlan potzto moth, in the Canary slands. IOBCWPRS Bull 31:336-339.
Carrera, M. V., 1. L. Zeddam, A. Pallet, X. Léry, and M. Liper-Ferber. 2008,
Evalesticn of e per o inseclicidal scuivity of bacuboviruses by 2 nebuliza-
tion method. I0BCWPRS Bull. 314043
Clavije, G, T. Williams, I Mufioz, F. Caballero, and M. Lipez-Ferber,
1010, Mixed genoype wensmission bodies and vifions conwribue w the
maimenance of diversity in an insect wirns. Proc. Biol. Sci. 277943951
Cory, 1, K G R Panl, and F. Hunter-Fi HES. Gaenol; =nd
pﬁ'?my‘iuc dnmnmm;' of 2 hséﬂlmms pqnla:mumdlm an mlimduya'rlcnm
bost. 1. Inveruebr. Pathol. 89:100-111.

. Eberie, K., 5. Sayed, M. Bcrapanoh, 5. Shojai-Estabragh, and L. A Jehle.

9. Diversity &nd evolution of the Cyelia pomonelo granulovires. J. Gen.
Virol Sk6G2-671.

. EPPOYOEPP. 2006, Daa sheets on quaranting pests: Tecie soloivem. Bull

OEPF 36:175-178.

. Evans, H., and M. Shapiro. 1997, Viruses, p. 8-132. f1 L. A. Lacey (ed),

Manual of wehnigues in inseq pathology. Academic Press, San Diego, CA.
Iharrn, J., and M. C. Del Rincén 2001. Capacidad insecticida de los bacu-
lowirus, p. 203226, I P. Ceballero, M. Liper-Ferber, and T. Williams {ed.),
Los baculovirus ¥ sus aplicacionss como bininseciicidas en el conerol bio-

bigico de plagas. Phyioma, Valencia, Spain.

. Kroschel, J., H. Kanck, . Fritsch, and J. Huber. 1906 I!iultﬂ'caJ conerol of
R

the potso mwber moth (Phehonmaes operouletiy Zeller) in epublic of
Yemen using granulosis vins: propegaion end efoaivencss of the virus in
ficld erials. Beocomrol Sci. Technol. &217-226.

. Liry, X, 8. Abol-Els, and J Giannotti. 1998, Genelic hewerogencity of
Phthorimzen apercuislla

£l us: restriction anahysis of wild-wpe iso-
Lzwes and cones \:Ib'l!.ll'lﬂrm vitrp, ACIE Wirol. 42:03-21.

. Léry, X., . L. Zeddam, and M. Lipes-Ferber. T05. Genetic hewerogeneity of

various PhopdiV isolaies found on Phiborimaea opearulela, Tecia solovora
and Symmetrischema fangolics. o 10th European Meeting. Invenchraie
pathiogens in biological control: presem and funere. Bary, Daly.

. Léry, X, L. Villamizar, C. Espindd-Correal, J. l. Zeddam, A. M. Cotes, and

M. LiperFerher. 2008. Analysis of several Colombisn Phekorimaea aper-
culella granulovirus isolated from Teci solmeivann: detecion of 8 new vari-
able region in the PhopGV genome. I0BCWPRS Bull. 3183

189

15

1%,

27

8.

30

31

3L

3

TECIA SOLANIVORA GRANULOVIRUSES 7625

Liper-Avila, A, and E Espitin-Malagin, 2700, Plagas y benéficos en el
culivo de la papa en Colombiz. Bobeun wenico divelgarivo. Ediworial Pro-
dumedios, Bogowa, Colombia.
Lapez-Ferher, M., 0. Simon, T. Willinms, and 1", Caballera, 203, Defecive
or effenive? Mumalistic ineracions viras genorypes. Proc. B. Soc
Lond B Biol Sci. 2N2245-2355.
Muatihi I.N.,ILI..I'"' T. Ik Gruce, and B. K. Filshiz. 1975
Large-scale fGeld propagaton and purification of the granalosis virs of the
pmaio moth Phehorimaea aperculalla (Fieller) (Lepidoprera: Gelechiidas).
Bull. Emomol. Res. 68:385-391.
Muiioz, 1), and P. Caballero. 2001. Diversidad nawral de los bacalovirus, p.
96102 fn P. Caballero, M. Lipez-Ferber, and T. Williams (ed ), Los bac-
ulovires ¥ sus aplicacones como bininsecricidas en el coatrol biolégico de
plagss. Phyioma, Vabenciz, Spain.
Niio, L. 2004. Revisida sobre la polilla de 1a papa Fecio solonivere en Centro
¥ Suramérica. Rev. Latinoam. Faps &1-18
Farnell, M., I K. Jones; M. Brown, . (door; and J. Ong'sre.
20012, The strain variation nd virubence of granulovires of dismondback
muoth {Fluelin iosefie Linnsees, Lep., Yponomeatidse) isolmed in Kenya
1. Imveriebr. Pathol. 7% 192-196
Pallet, A, A. Barragin, J. L. Zeddam, and X. Léry. 2003, Tecia solanivon, 2
serious biological invasion of pomwes culmres in Souwh America. Inuern
Pest Conwrol 45:138-144.
Puillandre, N., 5. Dupas, 0. Dangles, J. L. Zeddam, €. Capdevielle-Dulac,
K. Barbin, M. Torres-Leguizamon, and J. F. Silvain. 207, Genctic boube-
neck in invasive species: the powaeo mher momb adds © the lis Biol. lova-
sions. 1003):319-333.
Rchaudo, F., 0. Danghes, J. L Zeddam, X. Lery, and M. Léper-Ferber, 2006.
Eiude de FeSicacité biologique dun gramubovirus poar ke comrole de la
teigne gusiémalitque de (2 pomme de wrme Teci solowivans Povoloy (1973)
M AFPP conbérence imernsionale sur les maladies des plames. Toars,
France.
Ribeiro, H., 0. Pavan, and A Muootri. 1997, Comparative suscepibdicy of
ﬁ.ﬂxﬁmmhﬁsmmm varianis of the Amticarvia peommeioky nuclear

edross viros. Bt Exp. Appl. Bx133-237.

Simon, O, T. Willisms, F. Caballers, and M. Lipes Ferher. 2006, Dynamics
of deletion genoypes in an experimental insect vires populstion. Proc B
Soc. Lood. B Biol. Sci. 273:783-700.
Steinhauns, E. A, and G, A. Marsh. 1967. Previously anreporied accessions
for dizgnosis and new records. 1. loverchr. Pahol. 9436438
Takntsukn, J., 5. Okono, M. Nakni, and Y. Kunimi. 2003 Genetic and
biological comparisons nnlaf 1en geographic solzes of 2 nucleopolyhedro-
virus that infects Spodopteny fimora {Lepidopiera: Nocioidse). Biol. Con-
trodl 28&:32-30.
Vargas, B, 8. Rubio, and A Lipes-Avila. 2004. Esindios de hdbitos y com-
poriamicow de la Ila cmaliecs Teciy solomivorn (Lopidopuera:

Gelechiidse) en papangmmguhﬁa Rev. Colomb. Enomol. 3;2] 1-217.
Vickers, J. M., J. 8. Cory, and P. F. Entwistle, 1591, [DMA charsoierization
of gight geographic isolaies of granulosis vireses from the poeao mber moth
Phiborimaen operculells (Zeller) [Lepidapiers, (Felechiidas). 1. Inveriehe.
Pathol. 57:334-342.
Leddam, J. Lo, A Pollet, 5. Mangeendibacjo, T. Haris Kamadhan, and M.
Lipez-Ferber. 1995 Ocowrrence and virulence of 2 granuloviras in Phebon-
maea operculsilln (Lep., Gelechiidas) populztions in Indonesie. 1. Inveriehe.
Pathol. 74:48-54.

Leddam, J. L., B M. Vasguez Soberdn, L. Vargass Ramos, and A. Lagnsoui.
2003, Prodoccidn virzl y rasas de q)]lcanﬂn del granalovirus wsado para el
conerol bioltgico de las polillas de la papa Provormees operculells ¥ Tecio
solanivara (Lepidopera: Gelechiidac). Bol. Sanid. Ve Plages 29:657-665.



190



Ecole Nationale Supérieure des Mines
de Saint-Etienne

N° d’ordre : 2010 EMSE 0594.
Christian name, NAME Carlos ESPINEL-CORREAL

DISSERTATION TITLE : Analyse de I’évolution des populations du
granulovirus PhopGV en contact avec des hotes alternatifs Phthorimaea
operculella et Tecia solanivora (Lepidoptera : Gelechiidae)

Speciality : Sciences et Ingénierie de I’Environnement

Keywords :

Biological invasions, Potato tuber moths, Biological control agents, Pest control, Virus evolution...

Abstract :

Biological invasions constitute an important economical burden when they affect key resources for
human alimentation, health or agronomic productions. Potato pests are important as this tuber is a key
food source in Andean countries. The recent dispersion of the Guatemalan potato tuber moth, T.
solanivora in South America can be traced back to the introduction in Venezuela, with progressive
dispersion towards the South. Recent invasions provide, in addition, a unique model to analyse the
process of adaptation of the whole receiving ecosystem to the new comers. This introduction of T.
solanivora and its coexistence with the endemic potato tuber moth, Phthorimaea operculella offer us the
possibility of studying the adaptation to 7. solanivora of virus populations infeodated to the later.

A survey has been carried out in the potato-producing regions of Colombia. From the 7. solanivora larvae
collected, granulovirus infections were detected in five different locations. All virus isolates are related to
the previously described Phthorimaea operculella granulovirus (PhopGV). Differences in the
pathogenicity against the two hosts were observed. Variability was detected in some isolates at two
genetic markers. Genetically diverse populations appear to be more pathogenic for both hosts than
genetically homogeneous populations. They provide a possible solution for the biological control of these
insect pests. Artificial populations were constructed to mimic the mixed natural populations. They behave
similarly from a biological point of view, but the evolution of the markers frequencies is not related to the
biological efficacy, suggesting that undetected differences in the genomes could be responsible of this
host adaptation.

The productivity of the infections in both hosts has been studied as it constitutes a key point for the
development of a biocontrol agent. The productivity in P. operculella (1.36 to 2.69 x 10° OBs/ mg) and
T. solanivora (0.48 to 3.64 x 10° OBs/mg) are not very different. Genotypically mixed populations cannot
be differentiated from homogeneous populations by their total production in one or the other host,
however, the yields (virus output/doses to infect) show clear differences, mixed populations (natural or
artificial) perform better in both hosts. No reduction in the pathogenicity for one host was observed after
few cycles of replication of the virus population in the second host. Virus populations originally adapted
to P. operculella had evolved to infect T. solanivora. In regions where both host are present, the

populations developed a strategy to be efficient on both hosts.
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Résumé :

Les invasions biologiques sont un fardeau économique important si elles affectent des ressources critiques
pour I’alimentation, la sante humaine ou les productions agricoles. Les ravageurs de la pomme de terre
sont un challenge économique important tant ce tubercule est un aliment clé dans les pays andins. Il est
possible de suivre la dispersion récente de la teigne du Guatemala, 7. solanivora en Amérique du Sud
depuis son introduction au Vénézuela a sa propagation progressive vers le sud. Par ailleurs, les invasions
récentes fournissent un modele unique pour analyser les processus d’adaptation de tout 1’écosysteme
receveur au nouveau venu. Cette introduction de 7. solanivora et sa coexistence avec la teigne endémique
Phthorimaea operculella, nous offre la possibilité d’étudier 1’adaptation de populations virales inféodées
a P. operculella au nouvel hote T. solanivora.

Une étude de terrain a été engagée dans les régions productrices de pomme de terre en Colombie. A partir
des larves de T. solanivora collectées sur 5 sites distincts, des infections a granulovirus ont été détectées.
Tous les isolats viraux sont apparentés au Phthorimaea operculella granulovirus (PhopGV)
précédemment décrit. Des différences de pathogénicité envers les deux hotes ont été observées. Une
variabilité a été détectée pour certains isolats au niveau de deux marqueurs génétiques. Les populations
présentant une diversité génétique s’averent plus pathogenes sur les deux hotes que des populations
génétiquement homogenes. Elles offrent une opportunité pour le contrdle biologique de ces ravageurs.
Des populations artificielles ont été construites pour mimer des populations naturelles mélangées. Elles se
comportent de la méme maniere d’un point de vue biologique, mais 1’évolution de la fréquence des
marqueurs n’est pas liée a ’efficacité biologique, ce qui suggere que des différences non détectées dans le
génome pourraient €tre responsables de ’adaptation de 1’hote. La productivité des infections dans les
deux hotes a été étudiée car elle est la clé de voute du développement d’un agent de contrdle biologique.
Les productivités sur P. operculella (1,36 2 2,69 x 10° OBs/ mg) et T. solanivora (0,48 a 3,64 x 10°
OBs/mg) ne sont pas tres différentes. Les populations génétiquement mélangées ne se distinguent pas des
populations homogenes par leur production totale dans ’un ou 1’autre des deux hdtes, cependant, les
rendements (production virale/inoculum) montrent des différences claires, les populations mélangées
(naturelles ou artificielles) sont plus performantes sur les deux hotes. Aucune réduction de la
pathogénicité sur I’hdte d’origine n’a été observée apres plusieurs cycles de réplication de la population
virale sur I’hote alternatif. Les populations virales originellement adaptées a P. operculella ont évolué
pour infecter 7. solanivora. Dans les régions ou les deux hotes sont présents, les populations virales

développent une stratégie pour étre efficaces sur les deux hotes.
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