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RESUMEN

El Virus de la Poliedrosis Nuclear de S. sunia (VPNSSs) es una alternativa para el manejo de
esta plaga en los cultivos; sin embargo, es necesario mejorar la calidad de la produccion en
condiciones de laboratorio para asegurar la eficacia del mismo. Este estudio se realizé en los
laboratorios de cria de insectos Noctuidos y produccion de VPN del Campus Agropecuario de
la UNAN-Ledn, en los afios 2010-2011, con el objetivo de evaluar la calidad de la produccion
del VPNSs en el laboratorio, mediante la determinacion de la patogenicidad de tres lotes de
produccién del Virus VPNSs; y establecer la edad de la larva y concentracion optima del
indculo para la produccion de VPNSs en el laboratorio. El estudio se realizo en dos etapas:
primero se establecid la cria, para esto se colecté material bioldgico en el campo, se dejo en
cuarentena y luego se establecio en el laboratorio el pie de cria de S. sunia siguiendo los
procedimientos para la cria; la segunda etapa, fue para evaluar la actividad biologica del
VPNSs a través de bioensayos con la técnica de la contaminaciéon de la dieta. Esta etapa
consistio en realizar tres bioensayos a tres lotes de produccion de virus, para ello se purifico y
centrifugd el virus crudo, se estimd la concentracion viral de la solucion madre y a partir de
ella se prepararon cinco dosis y un testigo con agua, cada dosis fue aplicada a 30 larvas del
primer instar de S. sunia y cada bioensayo fue repetido cuatro veces. Posteriormente, para
determinar la edad y concentracion de virus adecuada para la reproduccion del virus en el
laboratorio se realiz6 un ensayo donde se evaluaron tres concentraciones de indculo viral (1.5,
3y 5 cc de agua/LE) y dos instares larvales (L, y L3), los resultados fueron analizados en un
bifactorial establecido en un Disefio Completamente Aleatorio (DCA). Los resultados de
mortalidad del bioensayo en cada lote mostraron un valor de la DLso del lote de 100 LE
(Larvas Equivalentes) de 5.334 CIP/ul; el de 128 LE de 4.665 CIP/ul y el de 250 LE de 4.669
CIP/ul, indicando una patogenicidad similar en los tres lotes, pero se observd presencia de
contaminantes. La concentracién optima del indculo en la produccion no mostré diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos, pero se observo la tendencia del aumento de
contaminantes durante el proceso de produccion con larvas de menor edad. Sin embargo, se
recomienda usar para la produccion de virus 1.5 cc/LE y larvas Lz, porque se produce un
mayor porcentaje de mortalidad.



. INTRODUCCION

El uso excesivo y descontrolado de los plaguicidas ha generado efectos negativos en el suelo,
agua y ambiente en general, también ha provocado un incremento de las plagas debido al
desarrollo de resistencia y la destruccion de enemigos naturales; asi mismo en muchas
ocasiones los plaguicidas han propiciado el deterioro de la salud de las personas. En Ledn 'y
Chinandega una de las especies que ha causado muchos problemas a los cultivos es
Spodoptera sunia, denominada comdnmente gusano cortador, gusano tigre o gusano cuerudo,
era una plaga secundaria y debido al uso de los insecticidas se incrementaron sus poblaciones
volviéndose una plaga de importancia en cultivos de ajonjoli, algodon, soya, frijol y sorgo, ya
que pueden desfoliar totalmente cuando se encuentran en grandes densidades, a veces actlan
como cortadores y consumen el fruto, siendo mayor su efecto en época de sequia (King y
Saunders 1984).

Para reducir el efecto negativo de los plaguicidas, ha sido necesario la implementaciéon de
sistemas agricolas sostenibles, basados en el conocimiento de las relaciones entre los cultivos,
ambiente y organismos que viven en el campo, ya que analizando la naturaleza se puede
aprovechar los recursos que esta nos provee en funcion de obtener buenas cosechas, sin
contaminacion ambiental y sin causar dafios a la salud humana. La necesidad de prevenir las
pérdidas causadas por las plagas, obligo al hombre a preocuparse por medidas de control méas
efectivas que condujeron al desarrollo de los plaguicidas modernos. Una alternativa viable
para el manejo de estas poblaciones de S. sunia es el uso de VPN (Virus de la Poliedrosis
Nuclear), que fue desarrollado en la UNAN-Leon, desde el afio 1988. Actualmente, se cuenta

con un laboratorio de cria de los huéspedes y uno de produccion de VPN.

Para la produccién optima de un insecticida viral, en particular la produccion de VPNSs (Virus
de la poliedrosis Nuclear de Spodoptera sunia), se hace necesario realizar un buen control de

calidad que garantice un producto final libre de agentes contaminantes.

Este trabajo pretende dar informacion basica acerca del control de calidad que debe formar

parte de la produccion de VPNSs y que sirva de base para la toma de decisiones durante el
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proceso de produccion, ademas permitira conocer la calidad de la produccion que se realiza a
escala semi-industrial en el laboratorio y utilizar este insecticida biolégico en los cultivos con
la seguridad de la eficacia del producto, este trabajo se desarrollé con la perspectiva de
describir los procedimientos necesarios para obtener un virus de calidad y determinar la

concentracion éptima a utilizar para su produccion bajo condiciones de laboratorio.



Il. OBJETIVOS

Objetivo general

v" Evaluar la calidad de la produccion del Virus de la Poliedrosis Nuclear de Spodoptera sunia
(VPNSs), del laboratorio de produccion de Virus del CIRCB, de la UNAN-Le0n, durante el
afio 2010 - 2011.

Objetivos Especificos

v" Cuantificar la concentracién de Cuerpos de Inclusion Poliedral (CIP) de diferentes lotes de

produccion del virus VPNSs.

v Determinar la DLsy (Dosis Letal Media) de tres lotes de produccion del Virus de la
Poliedrosis Nuclear de Spodoptera sunia mediante bioensayos con larvas de segundo instar de

Spodoptera sunia.

v' Estimar la mortalidad por virus y por contaminantes en las larvas de S. sunia aplicadas con

diferentes dosis de VPNSs de tres lotes de produccion.

v' Establecer la concentracion 6ptima del indculo y la edad de la larva adecuada para

maximizar la produccién de VPNSs en el laboratorio.



I1l. MARCO TEORICO

3.1. Virus

Los virus son entidades submicroscopicas constituidos por paquetes de acidos nucleicos con
una cubierta de lipoproteina conteniendo un nicleo de ADN o ARN con una doble o simple
cadena circular o lineal, segmentada o intacta. EI ADN esta constituido por una capa de
proteina cuya funcion es protegerlo de las condiciones extracelulares desfavorables y facilitar
su entrada al huésped para sintetizar macromoléculas viricas durante la primera fase de
infeccion; ademas los virus tienen diferentes formas y tipos que indican la marcada virulencia

entre un aislado viral y otro.

Los estudios sobre virus que atacan a los artrépodos son muy importantes porque existen mas
de 700 virus que tienen la capacidad para infectar especies de insectos de varios ordenes
(Leucona 1995). Muchas de estas enfermedades ocurren naturalmente en insectos de
importancia agricola; por tanto, los virus son agentes promisorios para ser utilizados como
insecticidas bioldgicos en programas de control, (Evans y Entwistle1987, citado por Calderon
1992).

Los virus entomopatdgenos utilizados para el control de plagas pertenecen a la familia
Baculoviridae; esta familia es la mas estudiada hasta el momento, por reunir excelentes

caracteristicas, seguridad para la salud humana y por su especificidad para invertebrados.

El concepto de manejo integrado de plagas (MIP), se introdujo en 1954 y nacié del
conocimiento de las ventajas que presentaban los insecticidas quimicos, los componentes
claves del MIP son la prevencion, el monitoreo y el manejo de plagas, para reducir las

poblaciones hasta un nivel econdmicamente aceptable (umbral econémico).

Antes de esta fecha ya se conocia la posible actividad mutualista de control de insectos con
microorganismos entomopatdgenos y organismos predadores o parasitoides. EI empleo de
baculovirus dentro de programas MIP es méas alto en paises en desarrollo que en paises

desarrollados; se ha venido incrementando el empleo de baculovirus en programas de MIP
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para el control de especies de Spodoptera en paises como India, Africa, China y algunas
regiones de Asia y América Latina.

Los baculovirus son microorganismos que poseen ADN, el cual se puede aduefiar del ADN de
células de insectos y causar enfermedades incluso la muerte, gracias a esto se consideran como
buenos candidatos para el control de insectos plagas de importancia econémica en la

agricultura.

3.1.1. Virus Entomopat6genos

Los virus Entomopatégenos son microorganismos que producen enfermedades infecciosas que
se multiplican en los tejidos de los insectos hasta, eventualmente, ocasionar su muerte, son
parasitos intracelulares obligados, pues no pueden reproducirse fuera de la célula huésped,

puesto que necesitan un organismo vivo para su multiplicacion y diseminacion.

En el ambiente pueden estar presentes naturalmente, enfermando a pocos insectos en forma
enzodtica, utilizandolos como insecticidas virales pueden ocasionar la muerte de grandes

poblaciones de plagas de importancia econémica, (Carrillo 2003).

3.1.2. Produccion de los baculovirus

El éxito en el control de una plaga depende en gran parte de su ciclo de vida y demuestra
posibilidad de atacar dos o mas etapas de dicho ciclo; igualmente importante es la supresion
de reproduccion por eliminacion de hospederos alternos para evitar reinfestaciones. Tomando
estos factores en cuenta y proveyendo los requisitos basicos del parasitoide, como:
disponibilidad de polen, néctar, refugio, presas alternativas y pareja, pueden esperarse

resultados positivos.

Para producir masivamente este virus se hace necesario criar también al huésped Spodoptera
sunia, que para los variados trabajos y estudios de investigacion llevados a cabo acerca de los
baculovirus en el laboratorio y en el campo, se hace indispensable tomar en cuenta la
existencia de una cepa patron para la metodologia de produccion a seguir que favorezca tener

un mejor control de calidad en el proceso de produccion del VPNSs, (Soto et al 2009).
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Aunque parece un proceso facil, en realidad la produccion masiva depende de una serie de
pasos sucesivos, los cuales requieren ser optimizados para que la produccion siga en marcha
de manera fluida y coordinada; el vigor, la limpieza de la colonia principal de insectos son de
importancia elemental y se asegura mediante la descontaminacion frecuente de los recipientes
de cria, superficies del laboratorio, cAmaras bioclimaticas y el tratamiento rutinario de los
huevos y las pupas del insecto con soluciones de lejia o formol para reducir la presencia de
patogenos en la colonia; por otro lado, la dieta que se usa para mantener la colonia se prepara
con inhibidores de crecimiento de microorganismos, antibidticos y pequefias cantidades de
formol, aunque el formol no se incluye generalmente si la dieta esta destinada a la cria de

larvas infectadas con virus.

Asi mismo, es necesario contar con recipientes disefiados para infectar cantidades importantes
de larvas y para poder cosechar los cadaveres infectados de manera rapida y eficiente; la
optimizacion del sistema de inoculacion y cosecha de las larvas infectadas requiere de estudios
detallados orientados a determinar el estadio por infectar, que normalmente es el ultimo o
penultimo estadio larvario, la densidad larvaria que maximiza la produccién de OBs (numero
de observaciones) por recipiente sin provocar pérdidas importantes por canibalismo o
infecciones oportunistas, la concentracion y administracion del Inéculo, la composicion de la
dieta, la temperatura de incubacion, las condiciones ambientales y el momento de la cosecha
de las larvas infectadas para minimizar la contaminacion por microorganismos, (Calderdn
1992). Los sistemas actuales de produccion de OBs en insectos generan una carga importante
de bacterias y hongos que naturalmente infestan la dieta, la superficie del insecto, a su

intestino y las heces.

3.2. Control de calidad en la produccion de VPNSs

La calidad de forma general se define como un conjunto de propiedades y caracteristicas de un
producto que le confiere estar apto para satisfacer las necesidades a las cuales va dirigida,
(Burges 1981, citado por Rodriguez 2009).

El control de calidad permite la correccion de los problemas de actividad originados en el

proceso de produccion que son elevados, la homogenizacion del material puede ser deficiente,
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por tanto, el muestreo y control de calidad de cada lote producido permiten comprobar y
asegurar la eficiencia del bioinsecticida que llega al mercado y se requiere para asegurar la
viabilidad y efectividad del producto final. EI mantener la naturaleza del virus es otra de las

preocupaciones del control de calidad, (Rodriguez 2009).

Dos de los criterios para determinar la calidad de un producto, son su seguridad, o sea su
pureza (libre de agentes contaminantes) y la eficacia biologica del ingrediente activo; el
control de calidad de la producciédn se realiza con el objetivo de efectuar correcciones de los
problemas de pérdida de la actividad biol6gica del virus, originados por el proceso de
formulacién; este control involucra dos etapas, la primera en la produccion de los hospedantes
del virus y la segunda durante el proceso de multiplicacion del virus en sus hospedantes, (Rizo
y Narvéez 2001). Los insectos en general requieren carbohidratos, aminoacidos, grasas,
lipidos, vitaminas, minerales y agua, las cantidades requeridas varian de una especie a la otra
al desarrollar dietas para insectos que tienen requerimientos dietarios muy complejos, es
aconsejable incluir todos los nutrientes conocidos con suficiente sustancia accesoria para

obtener las propiedades fisicas adecuadas.

Los requerimientos de minerales en los insectos por lo general se satisfacen mediante
inclusion en las dietas de mezcla de sales disponibles, como las sales de Wesson, la celulosa
normalmente se adiciona para estimular la alimentacion y solo proporciona minerales como
sustancias grasas y el agar se adiciona en la mayoria de las dietas para proporcionar

consistencia.

Para evitar contaminaciones microbiales en las dietas, se acostumbra adicionar sustancias
antimicrobiales; los productos mas usados son aureomicina, formaldehido, metil parabén y

acido sorbico.

Cuando se crian insectos en el laboratorio se requiere extrema sanidad para evitar la
contaminacion con microorganismos; es necesario esterilizar los recipientes de cria, todos los
equipos e instrumentos que se van a emplear y en lo posible también los estados del insectos

con los cuales se empieza la cria, por lo general el estado de huevo, para esterilizar los insectos

7



se puede usar hipoclorito de sodio al 0.5 % lo mismo que para los recipientes de cria que no

soporten esterilizacion en el autoclave.

Para evitar el crecimiento microbial en las dietas es muy comun adicionar inhibidores
quimicos y a veces controlar el pH del medio manteniéndolo cerca de la neutralidad, segun sea
el caso. Estos procedimientos son muy efectivos siempre y cuando los ingredientes no estén
contaminados inicialmente, equipos, ambientes limpios, los huevos de los insectos se laven en
una solucion germicida; los ingredientes de la dieta muchas veces se calientan durante la

preparacion pero por lo general esto no es suficiente para matar los microorganismos.

Se debe tomar precauciones especiales con el uso de sustancias antimicrobiales puesto que
estas pueden ser toxicas a insectos; el grado de toxicidad depende de la especie, la clase de la
concentracion del agente y la dieta. Cuando se crian insectos con dieta artificial para
reproducir virus, se aconseja no adicionar formaldehido por que se ha demostrado que tienen
algin poder de inhibicién contra ciertos virus; tratindose de Lepidopteros en cria, la

concentracion de las sustancias antimicrobiales no debe exceder el 0.03 % de peso de la dieta.

Sin embargo en actividades rutinarias de crianza de Spodoptera sunia la calidad debe ser
evaluada en base a la sucesion generacional y a las caracteristicas bioldgicas incluyendo la
abundancia de postura, porcentaje de eclosion, peso de pupas y reduccion de la incidencia de

deformaciones de pupas y adultos.

Hay que tener en cuenta que cuando se introduce una poblacién nativa en un laboratorio, se
pierde la variabilidad genética debido a la selecciébn y cruzamiento entre hermanos
(endogamia), en las primeras generaciones se recupera esta variabilidad debido a mutaciones y

recombinaciones, (Joslyn 1984, citado por Rizo C et al 1994).

El control de calidad (CC) se requiere para asegurar la viabilidad y efectividad del producto
final, una medicién bésica de productos a base de virus es el nimero de OBs por volumen
(liquido) o masa (peso seco); aunque esta es una medida importante, el conteo no garantiza la

actividad insecticida la cual es mejor determinarla por bioensayos estandares; las técnicas para
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realizar bioensayos efectivos pueden variar mucho entre los laboratorios y posiblemente
deberia ser estandarizada por la finalidad de hacer comparaciones reales, (Rizo y Narvéez
2001).

3.2.1 Control de calidad en la cria de Spodoptera sunia

Existen diversas formas de evaluar la calidad de los insectos producidos en el laboratorio, los
aspectos mas importantes para evaluar la calidad son: adaptabilidad, movilidad, acoplamiento,
reproduccion y colonizacién. La importancia de estos es relativa y depende del objetivo de la
cria; por ejemplo, cuando la cria se tiene para la produccion de virus el componente méas

importante es la reproduccion, (Parra 1986, citado por Rizo y Narvéaez 2001).

3.2.2. Sanidad general y condiciones de cria
En un laboratorio de cria de insectos es necesario mantener condiciones de sanidad estrictas
para controlar la contaminacion del alimento con microorganismos, como enfermedades en los

insectos, lo cual puede impedir la produccion.

La principal fuente de contaminacion son los insectos mismos, los alimentos seleccionados o
ingredientes de ellos (por ejemplo el germen de trigo viejo puede estar contaminado con

bacterias), el edificio y el equipo empleado.

Rizo et al 1994, sefialan que la contaminacion de los alimentos puede causar problemas de
calidad de los insectos; las infestaciones por hongos pueden formar una capa superficial
impenetrable, mientras que la contaminacion por bacterias puede inhibir la alimentacion,
posiblemente por la produccion de sustancias repelentes; sin embargo, para la cria, los
aspectos de calidad se deben evaluar en las generaciones sucesivas y los pardmetros son:
caracteristicas bioldgicas como la capacidad de ovoposicion, eclosion, peso de pupas y
porcentaje de deformacién de pupas y adultos. Es recomendable mantener altas poblaciones
(mas de 100 individuos) en el laboratorio y realizar cruces con material genético nuevo para

evitar la endogamia.



3.2.3. Higiene para eliminar y controlar la contaminacion

El control de la contaminacion es una actividad que debe ser parte de la rutina diaria del
personal que conduce el insectario, para la esterilizacion de insectos y superficies del
laboratorio se utilizan a menudo formalina e hipoclorito de sodio, rutinariamente se deben
lavar los pisos, paredes, recodos y techos con las sustancias sefialadas anteriormente, o bien es
recomendable utilizar una luz Ultravioleta (UV) bactericida (257 nm de radiacion), la cual

debe ser activada solamente en ausencia del personal.

Se debe tener mucho cuidado con los materiales que son utilizados, tales como pinzas,
pinceles y agujas de diseccion, las cuales deben ser lavadas y esterilizadas, o bien
desinfectadas con alcohol cada vez que se van a utilizar y deben mantenerse en una solucién

de cloro al 5 %.

Los vasos utilizados pueden ser reciclados, pero después del lavado con agua y jabodn se
recomienda dejarlos 24 h en una solucion de hipoclorito de sodio al 5 %, después estos deben
enjuagarse con agua para quitar el excedente de cloro y cada vez que se utilizan deben de
desinfectarse con alcohol, (Rizo et al 1994). Se sabe que si se presentan problemas de
contaminacion es recomendable colocar los vasos en una camara de luz ultravioleta por 20

minutos.

Para eliminar la contaminacién general fuera del huevo y transovarial o en el interior del
huevo en los insectos, se puede esterilizar con seguridad la superficie de algunos estadios,
como se describe anteriormente para los huevos y pupas, para el caso de infecciones internas

se hace uso de productos que se incluyen en la dieta.

3.2.4. Criterios para la produccion de larvas de Spodoptera sunia

La desinfeccion de materiales que se utilizan en el laboratorio y que seran reutilizados en los
siguientes ciclos de produccion debe ser una constante a seguir en todo proceso, asi como el
lavado de los laboratorios al menos dos veces al afio; introducir material genético nuevo 2 6 3

veces al afio para evitar la degeneracion de la especie, (Romero 2011).
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Romero 2011, sugiere que el uso de Agar en la elaboracion de dietas debe ser un lineamiento a
seguir porque a través de diferentes pruebas se llegé a la conclusion que Spodoptera sunia se

desarrolla mejor con dieta de soya siendo el agar el que mejor solidifica la dieta.

Todos estos criterios han sido analizados y creados con el fin de aumentar rendimientos y

disminuir contaminantes en la cosecha de larvas (Romero 2011).

3.3. Laboratorio de produccion de virus: Infraestructura y Condiciones

Para la produccion del VPN se requiere la siguiente infraestructura:

Sala de inoculacién. En esta sala se preparan los recipientes utilizados con la dieta, para
posteriormente aplicar la solucion viral, también se colocan las larvas del instar adecuado para

que ingieran el alimento al cual se agrega el virus.

Sala de incubacién y cosecha. En esta area se colocan todos los recipientes que contienen
larvas con alimento contaminado con VPN, también se realiza la cosecha del virus entre los 3

y 5 dias después de la inoculacion.

Sala de almacenamiento. Esta sala contiene principalmente los congeladores necesarios para

mantener el virus a—4 °C.

Sala de formulacion. En ella se lleva a cabo la formulacion del VPN.

Cubiculos de mantenimiento de los pié de cria. Los pie de cria, que no son otra cosa que las
colonias madres que generan los individuos destinados a la reproduccion masiva, requieren ser
mantenidas en cubiculos separados para la especie Spodoptera sunia a una temperatura media
de 28 °C = 1 °C, (Unan-Leon 2004).

Lavado y saneamiento de materiales y utensilios: se debe disponer de otro ambiente para la

limpieza y lavado de aquellos materiales y utensilios no desechables, (Unan-Le6on 2004).
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3.3.1. Elaboracion y esterilizacion de dietas para la crianza de Spodoptera sunia

El término dieta artificial ha sido definido como cualquier dieta que no es el alimento natural
del insecto, para este trabajo es indispensable formular una dieta para planificar la produccion,
la calidad y la nutricion del virus de Spodoptera sunia; al faltar un ingrediente que limite la
produccion de dieta para la crianza, una alternativa es suministrar dieta natural que puede ser
el follaje de especies de cultivos que atacan en el campo siempre y cuando este alimento este
higiénicamente esterilizado o lavado con cloro, la preparacion y esterilizacion de las dietas
debe ser realizada en una sala acondicionada para ello, que puede estar a temperatura
ambiente, (Unan-Ledn 2010).

3.3.2. Pasos basicos para los sistemas de produccion de VPNSs
En general los sistemas de produccion requieren de 5 pasos basicos:
1) La produccion del sistema inicia con la seleccion, establecimiento y mantenimiento de una
colonia de insectos saludables, esta colonia va a proveer los estadios de vida adecuados para la

exposicion del virus que se desea producir, (Unan-Ledn 2004).

2) Los sistemas de produccion eficientes requieren que el insecto alcance un estadio de
crecimiento especifico, con el objetivo de incrementar el rendimiento potencial del virus por
individuo, las larvas juveniles de insectos se dejan crecer por varios dias y generalmente se

alimentan de una dieta artificial, para que aumenten de tamafio antes de la inoculacion.

3) La inoculacién generalmente consiste en la exposicion del insecto al virus seleccionado, los
insectos son inoculados o expuestos al virus para iniciar el ciclo de la enfermedad, esto se

realiza para permitir que las larvas se alimenten de comida contaminada con el virus.

4) Después de la inoculacion se deja que el ciclo de la enfermedad progrese dentro de un

periodo de incubacidn, el cual termina con la produccion del poliedro viral.

5) Una vez que se completa el ciclo de la enfermedad, los poliedros se cosechan y procesan
para obtener el producto final, en muchos sistemas de lepidopteros se colectan los huevos de la

colonia de insectos para producir larvas juveniles, (Unan-Leon 2004).
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3.3.3. Determinacion de la calidad del insecticida Viral

Este proceso incluye varias etapas; la primera es contar con un patron de referencia
almacenada en condiciones éptimas, la segunda es determinar el numero de cuerpos de
inclusion poliedral (CIP) de la formulacién, a traves de bioensayos y como ultimo paso se
compara este con el patron de referencia y si es necesario se hacen las correcciones requeridas.
Este proceso debe realizarse para cada lote de produccion, el cual estad determinado por la
capacidad de produccién de la empresa, (Sosa-Gomez y Moscardi 1996, citado por Rizo y
Narvéez 2001).

3.3.4. Formulacion

Actualmente, el VPN es utilizado de forma cruda y en una formulaciéon en polvo. Para
obtener una solucion viral las larvas equivalentes (LE) son maceradas en agua Yy filtradas con
una tela de muselina, para evitar que las capsulas cefalicas obstaculicen las boquillas de las
bombas de aplicacion, la solucién filtrada debe estar lista para mezclarse en un volumen de

agua suficiente para asperjar en el cultivo.

3.4. Técnicas de Bioensayo con virus Entomopatogenos

Bioensayo se puede definir como cualquier método que mida alguna propiedad de un material,
en términos de respuesta bioldgica, es decir, que en los bioensayos se toman los organismos
vivos como aparatos de medicion y establece el parametro biolégico que utilizara
(crecimiento, fertilidad, longevidad y mortalidad) para relacionar el fendmeno causal con el
efecto sobre el organismo, en el terreno toxicoldgico el fendmeno causal es siempre un agente
deletéreo y el efecto normalmente es la mortalidad o algun otro dafio biologico, este es el caso
de los bioensayos donde se prueban los efectos de diversas dosis de VPN Spodoptera sunia,
sobre determinadas especies de insectos hospederos del virus, este efecto se mide en términos

de mortalidad como si fuera un insecticida quimico, (Soto 2009).
Los estudios sobre caracteristicas bioldgicas de virus a través de bioensayos son importantes

desde el punto de vista basico y aplicado, la determinacion de ciertos parametros a través de

ensayos sobre material vivo permite evaluar la potencialidad de un virus en el control de
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plagas asi como también la identificacion de los aislamientos y formulaciones mas eficientes

para dicho control.

En términos generales un bioensayo puede ser definido entonces como cualquier prueba que
involucra organismos Vvivos, a su vez se puede sefialar como cualquier método por medio del
cual alguna propiedad de una sustancia 0 material es medida en términos de la respuesta
biolégica que produce. Los datos obtenidos de un bioensayo no pueden ser analizados con
la metodologia estadistica tradicional que se usa en los ensayos de campo sino que se debe
utilizar lo que se Ilama estadistica cuantal, la cual se caracteriza por la respuesta a un estimulo
donde el principal objetivo de este tipo de analisis es evaluar el nivel de estimulo que es
necesario para obtener una respuesta en un grupo de individuos de la poblacion (Steinbrecher
2008).

El bioensayo de Spodoptera sunia se basa en la hipdtesis farmacoldgica la cual establece que
un individuo manifestard el efecto médico al administrarle una dosis determinada del farmaco
en prueba, que dicha dosificacion variara de un individuo a otro y que el efecto sobre una
poblacién de individuos mostrard limites minimos y maximos de dosificacion, en otras
palabras, el efecto de una dosis solo podra ser valido si se mide sobre una poblacion
homogénea; la dosificacion mostrara un umbral en el que la dosis minima de ese umbral
causaré el efecto deseado a un minimo de la poblacion probada, mientras que la dosis méxima
de ese umbral causara el efecto esperado a un maximo de la poblacion, esto implica que si se
desea establecer una relacion entre las dosis probadas y la mortalidad causada por las
preparaciones de Spodoptera sunia, cada dosis deberd probarse con una poblacion
representativa de individuos tal, que refleje los efectos reales de la 5-endotoxina, de esta forma
los datos podran ser analizados estadisticamente y se podra estimar un parametro estadistico

que represente, con un nivel de probabilidad dado, la toxicidad de la preparacion en prueba.

El efecto de VPNSs sobre los insectos susceptibles solo podra ser medido cuantitativamente

mediante bioensayos, el objetivo final de un bioensayo con Spodoptera sunia, es la estimacién
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de la DLsp, como pardmetro estadistico que refleja dentro de ciertos niveles de probabilidad el
nivel de toxicidad de la preparacion probada; en el presente trabajo se enumeran los diferentes
pasos a seguir para la elaboracion de un bioensayo estadisticamente valido y cuales son sus
fundamentos, (Steinbrecher 2008).

El nivel de estimulo que causa una respuesta en el 50% de los individuos de una
poblacién bajo estudio es un importante parametro de caracterizacion denotado como DLsg por
dosis letal media (DLsg) por dosis efectiva media, CLsp por concentracion letal media, CEsg
por concentracion efectiva media y LTM (limite de tolerancia media), el periodo
de tiempo durante el cual se expone el estimulo debe ser especificado, por ejemplo, 24 horas

DLso, esto con el fin comparar y estimar la potencia relativa del estimulo.

La potencia de un organismo se puede medir por varios parametros: 1) dosis letal media
(DLso) que es la cantidad de virus CIP (cuerpos de inclusion poliedral) capaz de provocar el 50
% de mortalidad de una poblacion; 2) concentracion letal media (CLsg) que es la dosis
aplicada (generalmente por unidad de superficie) que produce el 50 % de mortalidad de una
poblacion; y 3) tiempo letal medio (TLso %) que es el tiempo que tarda en matar el 50 % de

una poblacioén, por lo que el insecto esta continuamente expuesto al virus.

La determinacion de la DLsg se utiliza para encontrar umbrales de toxicidad para determinadas
sustancias; en el desarrollo de pesticidas se utiliza para determinar los limites de resistencia de
insectos, ante ciertos biocidas. En la investigacion fotoquimica valiéndose del principio de
qgue farmacologia es simplemente toxicologiaa bajas concentraciones o toxicologia es
farmacologia a concentraciones altas se puede correlacionar la bioactividad con el valor de la
DLso y al mismo tiempo su grado de toxicidad, la determinacion de la DLsy requiere de la
estadistica cuantal para lo cual es necesario transformar los valores de respuesta obtenidos en
unidades Anglit, Logit o Probit y las dosis suministradas en unidades logaritmicas conocidas
como dosis metamétricas; existen algunos programas especializados que realizan este tipo de
calculos automaticamente, pero su confiabilidad depende de la persona o institucion que los

haya desarrollado. Se hace necesaria la comparacion de los procedimientos empleados asi
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como desarrollar medios para su simplificacion y de esta manera aportar al desarrollo de un

analisis de bioactividad a través del método de Probit, (\VVargas 2006).

3.4.1. Aspectos para el disefio de Bioensayos

Estudios realizados por Steinbrecher 2008, muestran que existen varios aspectos que se deben
tener en cuenta para el disefio de bioensayos: 1) utilizacion de insectos provenientes de cria de
laboratorios, con un desarrollo biolégico homogéneo (tamafio y peso) y en perfecto estado
sanitario; 2) seleccion de larvas 12 a 24 horas antes de montar el bioensayo; 3) definicion de
tratamientos por ensayo; 4) definicion de repeticiones por tratamiento (tres 0 mas); 5)
definicién de numeros de individuos por repeticién (no menos de 30); 6) tomar en cuenta un
testigo tratado de igual manera usando agua destilada en lugar de indculo, la mortalidad en
este no debe exceder de 10 %; 7) tomar en cuenta las condiciones de temperatura y humedad

relativa controlada.

Cuando no se conoce nada sobre comportamiento de un determinado principio activo se
recomienda la evaluacion de una dosis alta, mediana y baja, llamado esto ventana bioldgica,

para conocer por donde esta el rango de dosis.

3.4.2. Analisis Probit

En teoria de las probabilidades y estadistica, el analisis Probit (probabilidad), es una parte del
amplio campo de la estadistica bioldgica, es un sistema de técnicas estadisticas que esta
basado en la relacion entre la frecuencia en que ocurre una respuesta especifica y la cantidad
numérica de una dosis u otro estimulo que tiende a inducir la respuesta, la funcidn
es inverso funcion de distribucion acumulativa (CDF), o funcidén del quantile asociado al
estandar distribucion normal; tiene usos exploratorios y especializados asi como moldear la

regresion de las variables binarias de la respuesta, (Steinbrecher 2008).
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3.5. Generalidades de Spodoptera sunia
Spodoptera sunia: (Guen) = (Xylomiges sunia) gusano cortador, gusano tigre, rosquilla,

gusano cuerudo.

Las mariposas y palomillas constituyen el orden Lepidoptera con 100 mil especies
distinguibles, a pesar del gran ndmero son muy uniformes tanto en morfologia como
comportamiento; las orugas mas perjudiciales que se reportan en los invernaderos son
Noctuidos que es la familia de mayor nimero de especies de los lepiddpteros, la mayoria de
los adultos son nocturnos tienen una coloracion marrén y similares entre si, (Malais y
Ravensberg 1992).

Es una de las plagas claves del maiz a nivel Mesoamericano, asi como también es plaga de
otros cultivos de importancia como frijol, mani, ajonjoli, papa, tabaco, cebolla, pepino, repollo
y camote. Los estados larvales se alimentan del follaje haciendo agujeros grandes e
irregulares en las hojas, en otros casos solo deja el esqueleto de las mismas, son peligrosos en
grandes cantidades reduciendo la actividad fotosintética esto lleva a que la planta no pueda

desarrollarse o formar frutos.

3.5.1. Distribucion de Spodoptera sunia

El Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, El Caribe y América del Sur, en el pais se
encuentran en las areas de cultivos de frijol, tomate, algodon, hortalizas, yuca y otras
solanaceas, cucurbitaceas, maiz, sorgo y arroz (King y Saunders 1984). En su modo de
distribucion lo hacen por el vuelo; también se distribuyen a mayores distancias con ayuda del

viento y por medio de transporte de material infestado.

3.5.2. Ciclo de vida de Spodoptera sunia
Huevo: los ponen en grandes grupos sobre las hojas y estan cubiertos con un filtro gris de

pelos que salen del abdomen de la hembra en ovoposicion.

Larva: de color gris-negro a gris-café, con una linea dorsal de triangulos negros u oscuros en

pares, cada uno tiene un punto blanco en su centro, la linea subespiracular esta ausente o es

17



borrosa; las lineas dorsales y subdorsales a menudo de color amarillo, rojo o naranja brillante,
pero puede ser borrosa, la cabeza es café con marcas negras, las larvas cuando emergen son
muy pequefias y lo primero que hacen es devorar el resto de lo que ha quedado de los huevos,
seguidamente ellas comienzan a alimentarse de las hojas, causando una esqueletizacion de las
mismas; son gregarias durante sus dos primeros estadios, se dispersan en el terreno y se
esconden en los rastrojos o en el follaje durante el dia, se alimentan de noche de las hojas y
brotes tiernos, todas las especies empupan en el suelo y son similares en casi todos sus habitos

en los primeros dos estadios.

Adulto: con una envergadura de 26-27 mm, puede distinguirse por la presencia de una banda
negra delgada inmediatamente detras de la cabeza; los sexos son similares, la hembra copula
solo una vez en la noche, lo mas comdn es que las hembras virgenes copulen en las primeras
horas de la noche, la mayor actividad se alcanza antes de la media noche, después de la

fecundacion se da la ovoposicion.

Estado pupal: Cuando las larvas han terminado su alimentacion al final del sexto estadio se
dejan caer al suelo donde forman una camara pupal y pasan al estado de pupa, este hecho de
empupar en el suelo parece una estrategia del insecto de escapar de otros animales; a pesar del
hecho de que las pupas se protegen en el suelo y la idea de que de esa forma escapa de la
muerte, se conoce que algunos depredadores pueden detectar y depredar pupa debajo de la

superficie.

Dafio: las larvas se alimentan del follaje y de la fruta, pueden defoliar cuando estan en grandes

densidades, a veces actllan como cortadores mas adn en las regiones secas.

En la literatura consultada, segun King y Saunders 1984, documentan que, la duracion del
ciclo promedio de desarrollo del complejo de Spodoptera sunia criados bajo condiciones de
laboratorio son: Huevo dura 4 a 8 dias; larva, 14 a 18 dias y pupa, de 9 a 12 dias, para un

rango promedio del ciclo de vida de 27-38.
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3.5.3. Apariencia general de Spodoptera sunia

En Spodoptera sunia, el adulto con envergadura de 26-27 mm, es similar a S. eridania pero se
distingue por la presencia de una banda negra delgada inmediatamente detras de la cabeza, la
larva es gris negro a gris café con una linea dorsal de triAngulos negros u oscuros en pares,
cada uno tiene un punto blanco en el centro, la cabeza es café con marcas negras, (King y
Saunders 1984).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion del Estudio

El trabajo se realizo en el Laboratorio de Cria de Insectos Noctuidos y de Produccion de VPN
del Centro de Investigacion y Reproduccion de Controladores Bioldgicos (CIRCB), en el
Campus Agropecuario UNAN-Leon, ubicado a 1.5 km al este carretera a La Ceiba en la

ciudad de Leodn.

4.2 Material biologico usado

Se utilizo el aislado viral nativo de Spodoptera sunia (VPNSs) del catalogo de virus de la
UNAN-Leon, VPNSs — U-13 (UNAN-13) colectado en un cultivo de chiltoma en el Centro de
Capacitacion “Vivian Hernandez” ubicado en la comarca ElI Convento del departamento de
Leon, el dia 4 de diciembre de 1987, (Calderon 1991).

Para el establecimiento de la cria, las larvas de S. sunia se colectaron en los cultivos de tomate

y repollo del Campus Agropecuario.

4.3 Descripcion general del estudio

Se estableci6 la cria de S. sunia, a partir de larvas colectadas en el campo. Se dejaron en
cuarentena hasta la segunda generacion y en la tercera generacion se pasaron al laboratorio de
cria de noctuidos. Para determinar la actividad insecticida de tres lotes de virus producidos en
el laboratorio se establecieron bioensayos usando larvas del segundo instar y se determiné la
DLsp como un criterio de patogenicidad y virulencia de la cepa viral nativa VPNSs.
Finalmente, se realizd un ensayo para determinar la concentracion optima del inéculo que
permita incrementar los rendimientos de CIP/LE cosechadas en el laboratorio de produccion

de virus.

4.4 Etapas del estudio
El estudio es de tipo descriptivo, el cual se realiz6 en dos etapas: La primera en el laboratorio
de cria de insectos noctuidos y la segunda etapa en el laboratorio de producciéon de VPN del

Campus Agropecuario de la UNAN-Leon.
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4.4.1 Crianza de Spodoptera sunia

4.4.1.1 Colecta del insecto en campo

Para establecer el pie de cria de Spodoptera sunia, se colectaron larvas de diferentes edades en
los cultivos de tomate y repollo, ubicados en las parcelas del Centro Nacional de Referencia en
Agroplasticultura (CNRA), de la UNAN-Ledn. Estas larvas se llevaron al laboratorio de cria
de noctuidos, aisladas y mantenidas en cuarentena hasta la segunda generacién, a una

temperatura media de 27 °C + 1 °C y humedad relativa promedio de 46.6 %.

4.4.1.2 Manejo de S. sunia en cuarentena

Para adaptarlas a las condiciones de laboratorio las larvas fueron alimentadas con hojas de
tomate, previamente sumergidas por 10 min en una solucion de cloro al 5%, se enjuagaba con
abundante agua y luego se secaron. Cada dos dias se colocaban 2 6 3 hojas de tomate por
taza, la cual contenia una larva de S. sunia, hasta completar su ciclo larval. Cuando las larvas
alcanzaron el estadio de pupa, se procedié a determinar el sexo de las mismas y se colocaron

4 parejas por jaulas de oviposicion.

Después de 3 6 4 dias los adultos emergieron y comenzaron las hembras a ovipositar. Estas
masas de huevos fueron colectadas a diario y se esterilizaron con una solucion de cloro al 1 %
y benlate al 2 % para evitar la proliferacion de hongos, luego ya secos se colocaron en bolsas
plasticas. Al eclosionar los huevos, las larvas neonatas se trasladaron con la ayuda de un
pincel a las tazas que contenian dieta artificial a base de soya. Se colocaron entre 40 ¢ 50
larvas por taza, estas larvas fueron alimentadas con dieta artificial a base de soya hasta que
completaron la etapa larval.

4.4.1.3 Manejo del pie de cria
Los insectos de la tercera generacion fueron usados para mantener el pie de cria de Spodoptera

sunia en el laboratorio.

Después de la emergencia de los adultos de Spodoptera sunia de la tercera generacion de la
colonia, se introdujeron en las jaulas donde se produjo el acoplamiento y la ovoposicion; cada

jaula de emergencia se forrd en su interior con papel, en la base se coloc6 un circulo de papel
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y en las paredes de la jaula se pegaron tres bandas de papel, en el interior de las jaulas sobre
platos petri se colocd un algodén impregnado de miel al 10 % y otro de agua para estimular la
ovoposicion; luego se introdujeron 50 parejas de adultos y se tapo la boca del cilindro con una

tela de nylon y se rociaron las jaulas con agua para mantener una humedad adecuada.

Las hembras depositaron sus huevos sobre las tiras de papel colocadas en el interior de las
jaulas y se seleccionaron las masas de huevos que contenian entre 100 a 250 huevos por masa,
a partir del segundo dia de ovoposicion de las hembras, pues son las mas viables. Se
desinfectaron como se describe anteriormente, para evitar posibles patdgenos que puedan estar
presentes. Estos huevos se colocaron en bolsas plasticas rotuladas con la fecha de ovoposicion

y especie, hasta la eclosion de las larvas.

Al eclosionar las larvas, con la ayuda de un pincel, se colocaron entre 40-50 larvas en tazas de
16 onzas que contenian dieta para su alimentacion y desarrollo; cuando las larvas alcanzaron
un segundo a tercer estadio se trasladaron individualmente a tazas de 4 onzas donde se
alimentaron con dieta artificial a base de soya, para mantener un flujo regular de produccién
en la crianza, se programd el traslado de 100 larvas/dia a vasos individuales donde
permanecieron hasta alcanzar el estado de pupa. El pie de cria se reviso dos veces por semana
para colectar las pupas, se eliminaron las larvas enfermas y se proveyo de alimento fresco a las

larvas cuando fue necesario.

Cuando las larvas entraron en el estadio de prepupa dejaron de comer, se retraian, mostraron
un aspecto humedo, cambiaron de coloracion y formaron una celda pupal compuesta de dieta
y restos de heces donde se introducian, las pupas colectadas se esterilizaron con cloro al 1 %
durante 5 minutos a lo inmediato se enjuagaron con agua, se dejaron secar, cuando estaban
secas se separaron por sexo Y se trasladaron a las cajas plasticas asegurando una proporcion de
sexos de 1:1, en estas cajas se mantuvieron hasta la emergencia de los adultos, estos se

trasladaron a diario a jaulas de ovoposicion para repetir el ciclo nuevamente.

Las condiciones de temperatura y humedad relativa del laboratorio de cria se mantuvieron en
26.17°C y 46.6 % respectivamente.
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4.4.1.4 Preparacion de la dieta artificial

La dieta a base de soya fue preparada para alimentar a las larvas en la cria y para la produccién
de virus y realizacion de los bioensayos. Para la elaboracion de la dieta se pesaron en una
balanza mecanica 200 g de germen de trigo, 275 g de harina de frijol, 120 g de harina de soya,
125 g de levadura y 180 g de maicena. Una vez pesados los ingredientes se mezclaron con 900
ml de agua hasta formar una mezcla homogénea, se cubri6 el recipiente que contenia la mezcla
con papel de aluminio para introducirla en el autoclave a 90 atmosferas de presion (20 PSI
(atmosferas de presion) 6 1.5 kg/cm?), por 1.5 horas a una temperatura de 259 °F (126.11 °C);
luego, se mezclaron en un recipiente 15 g de acido ascorbico, 8 g de &cido sérbico, 7 g de
vitaminas, 500 mg de tetraciclina, 10 g de metil-paraben, y 2 g de benlate, mezclandose con
100 ml de agua esterilizada, se agrego a la dieta una vez pasado el tiempo de esterilizacion y
cuando la temperatura bajo a 60 °C, se homogenizo la dieta y se vertid en una bandeja, se tapo

con papel aluminio, cuando estaba fria y solida se utilizo para la alimentacion de las larvas.

4.4.2 Segunda etapa: Evaluacion de la actividad biolégica de VPNSs

4.4.2.1 Seleccion del Inoculo

Se tomaron tres lotes de virus de VPNSs producidas en diferentes momentos en el laboratorio
de produccion de la UNAN-Leon. El primero corresponde a 128 LE (Larvas Equivalentes)
infectadas el 22 de junio del 2009 y se cosecharon el 30 de junio del 2009; el segundo a 100
LE que se infectaron el 20 de agosto del 2009 y se cosecharon el 25 de agosto del 2009 vy el
tercer grupo de 250 LE infectadas el 23 de febrero del 2010 y cosechadas el 01 de marzo del
2010, este ultimo presento en el momento de su almacenaje afectacion de cambios de

temperatura por problemas de cortes de energia en el laboratorio.

4.4.2.2 Semipurificacion del virus

Cada lote de virus seleccionado se macerd en 10 ml de agua destilada. La solucion resultante
se centrifugo en dos etapas, primero se centrifugé a 3000 rpm (revoluciones por minuto)
durante un minuto de esta primera centrifugacion el resultado es un sobrenadante y un
sedimento, el sedimento se elimind y el sobrenadante se volvié a centrifugar a 6000 rpm

durante 10 minutos, el resultado de esta centrifugacion fue el sobrenadante que se elimind y el
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sedimento que es donde se encuentran los cuerpos de inclusion poliedral, al cual se le agregd
5 ml de agua destilada y a esta solucidn resultante se le denomina solucién madre.

4.4.2.3 Conteos de cuerpos de inclusion poliedral (CIP/ml)

De la solucion madre se prepararon tres diluciones sucesivas, 1:10, 1:100 y 1:1000, esto se
hizo para realizar el conteo de CIP/ml (Cuerpos de Inclusion Poliedral por mililitro). De la
solucion 1:1000 se tomaron 20 ul (microlitros) con una micropipeta y se colocaron en la
camara de conteo Neubauer (hemocitémetro) previamente esterilizado, el cual se ubico en un
microscopio de contraste de fase con un objetivo de 25X y un ocular de 16X. Para ello se
contaron los poliedros en 5 cuadros grandes, uno en cada extremo de la cuadricula y uno en el
centro, omitiendo los poliedros que quedaron en el margen superior y derecho de cada cuadro,

esto se repitio tres veces, se sumaron y promediaron.

Para el célculo de la concentracion de la solucion madre se utilizd la siguiente formula:
5X % 10*x 1000; Donde 5= nOmero de cuadros contados, X= nimero de poliedros

contados en los 5 cuadros, 10*= la dilucién usada y 1000= la profundidad de la camara.

4.4.2.4 Preparacion de dosis

Para el montaje del bioensayo se prepararon cinco dosis de virus y un testigo a base de agua.
El bioensayo se repitio cuatro veces. Para cada dosis se usaron 30 larvas con un total de 120
larvas por réplica y 720 larvas en total. A partir de la concentracién de la solucion madre se
prepararon cinco dosis las cuales fueron: 150, 500, 1000, 3000 y 6000 CIP/ml.

4.4.2.5 Montaje del bioensayo
El bioensayo se realiz6 en el Laboratorio de Entomologia con una temperatura promedio de
28.03 °C y 44.80 % de humedad relativa.

Para realizar el bioensayo se utilizd el método de contaminacion de la dieta para esto se
utilizaron micro platos y una jeringa con la que se colocé un ml de dieta artificial en cada
orificio del micro plato. Con una micro pipeta se deposito sobre la dieta un microlitro de cada

dosis del virus, luego se coloco una larva del segundo instar en cada orificio, se procedio a
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cubrir con papel absorbente, se asperj6 con agua y se tapd con un cubre objeto, luego se selld
con un cinta adhesiva. Rotulando la dosis y nimero de réplica. El bioensayo se inici6 con el
control y se continud con la dosis mas baja hasta concluir con la dosis mas alta, para no tener

problemas de contaminacion.

De las larvas L; usadas en los bioensayos, previamente se tom6 una muestra de 100 larvas a
las cuales se les midio la longitud y se pesaron en una balanza analitica, con el fin de asegurar
que todas las larvas fueran del mismo tamafio y de un mismo peso. Puesto que las larvas
poseen mucha movilidad se procedio a refrigerarlas de dos a tres minutos para pesar y
medirlas. ElI peso promedio de las larvas utilizadas para el montaje del bioensayo fue de
0.001955 g y una longitud promedio de 0.42125 cm.

El traslado de los bioensayos se realiz6 24 horas después del montaje, este lapso de tiempo
permitio que la larva consumiera la dieta infectada con la dosis de virus. Se reviso en la parte
inferior de los platos para ver si las larvas habian consumido la dieta, cuando se observo que la
mayoria de larvas comieron entonces se realizd el traslado de cada larvita a vasitos
individuales, las que no comieron se marcaron por debajo para no trasladarlas, estas se dejaron
un dia més y luego se trasladaron, el traslado inici6 por el testigo (agua destilada),

continuando con la dosis méas baja a la mas alta.

Se usaron vasitos conteniendo dieta nueva, los cuales se rotularon. La revision se realizd
diariamente tomando apuntes en la hoja de registro de bioensayos hasta la muerte de la larva o
hasta alcanzar el estado de pupa.

4.4.3 Evaluacion de la produccion ¢ptima de VPNSs

Se establecid un ensayo en el laboratorio de produccion de VPN bajo condiciones promedio de
temperatura de 27.44 °C y humedad relativa de 46.45 %. EIl disefio estadistico usado fue un
bifactorial montado en un DCA. El factor principal fue la edad de la larva y el factor
secundario la dosis de infectacién, para un total de tres tratamientos. Las dosis de infectacion
fueron: 1) 1.5 ml de agua destilada /LE, el cual se considerd como el testigo, 2) 3 ml de agua

destilada /LE y 3) 5 ml de agua destilada /LE. Las edades de la larva evaluada fueron L, y L.
25



Cada larva fue considerada como la unidad experimental. El total de observaciones
(repeticiones) por tratamiento fue de 100.

4.4.3.1 Establecimiento del ensayo

Se prepararon las tres dosis y se coloco cada una en un atomizador. Se usaron tazas de 5 ml
de capacidad, donde se colocd dieta la cual se macerd para dejar una superficie homogénea.
Posteriormente, se asperjo cada taza con la dosis correspondiente, depositando 50 pl/taza,
luego se dejo secar y se coloc6 una larva L, o L3 segun el tratamiento, se utilizé un total de
300 larvas L, y 300 larvas Ls. Cada taza fue tapada y rotulada con el tratamiento y replica
respectiva. Las variables evaluadas fueron mortalidad por tratamiento y causas de mortalidad.

Se considero una larva muerta por virus aquella que al tocarlas se rompia el integumento,
muerte por bacterias cuando las larvas se tornaban oscuras y no se rompia el integumento y

por hongo aquellas larvas que mostraban rigidez o crecimiento de micelio.

4.5 Anélisis de los datos

Los datos obtenidos fueron introducidos en una hoja de calculo de EXCEL para realizar las
graficas. El andlisis probit del programa SPSS, versién 15 se utiliz6 para calcular la
patogenicidad y virulencia (DLso) del insecticida viral. Los datos del ensayo del in6culo para

la produccion de virus fueron analizados como un bifactorial establecido en un DCA.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Concentracion de la solucion madre del virus crudo

La Tabla 1 muestra las concentraciones de cada solucién madre del virus VPNSs usadas para
la preparacion de las dosis de los bioensayos. Se muestra un incremento de la concentracion
de virus en la medida que aumenta el nimero de larvas equivalentes. Sin embargo, esto no
ocurrio en el lote dos de 128 LE. (Alves 1986), sefiala, que la concentracion de virus en una
LE, varia de una especie de virus a otra, pero no es el caso de Spodoptera sunia, una LE de
Heliothis contiene 6 x 10° y una de Anticarsia gemmatalis contiene 1.3 x 10°, el otro factor
que afecta la concentracion viral es el tamafio de la larva cosechada, pues a mayor tamafo
debe haber una mayor concentracion de unidades virales. Esto nos indica que las larvas
cosechadas en el lote que contenia 128 LE fueron mas pequefias y por tanto, la concentracién

de unidades virales es menor que el lote de 100 LE.

Tabla 1. Concentracion estimada de la solucion madre de cada lote de
produccién de VPNSs. Campus Agropecuario. 2011.

Aislado viral Concentracion de solucion madre CIP/ml
Virus crudo de 100 LE 3.7 x 108
virus crudo de 128 LE 5.583 x 10°
virus crudo de 250 LE 1.19 x 10*°

5.2 Comportamiento de la mortalidad de las larvas expuestas a las dosis en los
bioensayos

En la Tabla 2, 3 y 4, se muestra la mortalidad por virus y otros agentes contaminantes en los
bioensayos en larvas de Spodoptera sunia infectadas con cada lote de virus evaluado. Fue
notorio que algunas larvas mostraron sintomas diferentes a los causados por el VPN, estas
presentaron una apariencia similar a la mortalidad producida por hongos cubiertas por una
capa blanca algodonosa y otras con apariencia similar a la muerte ocasionada por bacterias,

donde el integumento no se rompid y secretaban un liquido transparente y aceitoso.
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Tabla 2. Mortalidad en larvas de Spodoptera sunia aplicadas con diferentes
dosis de virus crudo del lote de 100 LE. CIRCB, UNAN-Leon. 2011.

DOSIS N° de larvas N dri]:]r;c:![\(/)lsduos Mortalidad (%)
probadas VPN Otro VPN | Otro

Testigo 120 0 1 0 0.83
150 120 107 13 89.16 10.84
500 120 118 2 98.33 1.67
1000 120 117 3 97.5 2.5
3000 120 114 6 95 5
6000 120 117 3 97.5 2.5

En la Tabla 2 se puede observar el comportamiento de la mortalidad de larvas de Spodoptera
sunia, en cada una de las dosis. Es evidente que en el testigo la mortalidad por otras causas es
minima, de 0.83 % y se atribuye a muerte por manipulacién, mientras que, la mortalidad por
otras causas es mayor en las larvas aplicadas con las diferentes dosis de virus, lo que es un

indicativo de que existen contaminantes como hongos y bacterias en la produccion de virus.

Al analizar el comportamiento de la mortalidad por virus, se observa una mortalidad constante
de manera directa al incrementar la dosis, lo cual es de esperarse ya que a mayor cantidad de
viriones en el intestino medio de las larvas, mas rapido ocurre la multiplicacion de los mismos

en las células epiteliales y en el resto de las células del cuerpo de los insectos, (Alves 1986).

En la Tabla 3 se muestra el comportamiento de la mortalidad en las larvas aplicadas con el lote
128 LE y se observa que la mortalidad por otras causas, en el testigo se mantiene igual que el
lote anterior con 0.83 % esta muerte se presentd por manipulacion de la larva, pero la
mortalidad producida por otras causas (contaminantes) es aproximadamente siete veces mayor

en este lote de produccion de virus.

Tabla 3. Mortalidad en larvas de Spodoptera sunia con las dosis de virus
crudo de 128 LE. CIRCB, UNAN-Leon. 2011.
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N° de individuos % DE
DOSIS | N°de larvas probadas muertos MORTALIDAD
VPN OTRO VPN OTRO
TESTIGO 120 0 1 0 0.83
150 120 25 95 20.83 | 79.17
500 120 99 21 82.5 17.5
1000 120 115 5 95.83 4.17
3000 120 115 5 95.83 417
6000 120 95 25 79.17 | 20.83

En cuanto a la mortalidad por virus el incremento de la mortalidad esta en correspondencia
con la concentracion viral usada. Caso contrario ocurre con los contaminantes que

incrementan la mortalidad de manera inversa a la dosis de virus.

Tabla 4. Mortalidad en larvas de Spodoptera sunia aplicadas con diferentes dosis
de virus crudo de un lote de 250 LE. CIRCB, UNAN-Ledn. 2011.

N de larvas N° de individuos % DE
DOSIS probadas muertos MORTALIDAD
VPN OTRO VPN OTRO
TESTIGO 120 0 2 0 1.66
150 120 35 85 29.17 70.83
500 120 53 67 44.16 83.34
1000 120 69 51 57.5 425
3000 120 111 9 92,5 7.5
6000 120 118 2 98.33 1.67

En la Tabla 4 se observa un comportamiento de mortalidad diferente a los dos lotes de 100 y
128 LE, es decir, la mortalidad por virus en las larvas se incrementa a medida que la dosis
aumenta, la mortalidad en el testigo por otras causas se incrementa ligeramente, pero es
todavia baja de 1.66 %, manteniéndose dentro de los limites permitidos. Sin embargo, la
mortalidad por contaminantes como bacterias y hongos se incrementd de igual manera que en
el lote dos de 128 LE y también se observa una relacion inversa con la dosis de virus, lo que
podria explicarse debido a que al haber una mayor concentracion de virus, las larvas se
enferman maés rapido y posiblemente la velocidad de incubacion de los hongos y bacterias es

menor cuando las poblaciones de virus en el cuerpo del insecto son altas.
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Por otro lado, cabe sefialar que los contaminantes aparentemente provienen de la solucién del
virus producido en el laboratorio, puesto que la mortalidad por otras causas se presentd en el
tratamiento testigo con poca frecuencia sin presentarse mortalidad por agentes contaminantes
en el testigo, por lo tanto todos estos casos son atribuidos a la muerte por manipulacién del
material genético usado en los testigos de los lotes evaluados y el efecto de los contaminantes
estuvo presente en todas las dosis aplicadas a las larvas de S. sunia, lo que es un indicativo de
que el virus que se esta cosechando en el laboratorio contiene contaminantes como bacterias y
hongos. Algo relevante que se debe mencionar es que el lote de 250 LE al momento de su
almacenaje presento afectacion por condiciones adversas a las requeridas para su debido
tratamiento, por tanto pudo afectar su viabilidad, patogenicidad y toxicidad reduciendo los

porcentajes de mortalidad por virus en comparacion con los lotes de 100 y 128 LE.

5.3 Determinacion de la patogenicidad y virulencia del virus

Al realizar los bioensayos para determinar la patogenicidad y virulencia de la cepa de VPNSs
producida en el laboratorio, se observa que el lote de 100 lavas equivalentes (LE), producido
en agosto del 2009, muestra una DLso de 5.334 CIP/ul; para el de 128 LE producido en junio
del 2009 la DLs, fue de 4.665 CIP/pl, manteniendo una patogenicidad y virulencia similar, la
DLso del lote de 250 LE fue de 4.669 CIP/ul.

Tabla 5. Dosis respuesta de larvas de primer instar de Spodoptera sunia infectadas con VPNSs
crudo. CIRCB, UNAN-LEON. 2011.

Solucion Limite Limite ) )
N° de LE DLsy | _ _ Pendiente X
madre inferior | superior
100 37 x 108 5.334 4.647 6.021 -1.130 155.06
128 5583 x 106 | 4.665 4.082 5.248 -1.878 135.60
250 1.19 x 10%° 4.669 3.71 5.628 -2.147 42.59

La Tabla 5, muestra los valores de la DLsg, mostrando el grado de patogenicidad del virus;
estos valores son un punto de referencia para la comparacion entre los lotes de 100, 128 y 250
LE, y son los que determinan si un lote es mas 0 menos patogénico que el otro. Se observa
que el limite inferior en todos los casos se desvia muy poco del valor de la DLsg, de igual

manera ocurre con el limite superior que se incrementa con respecto al valor de la DLs, lo que
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indica que no hay variacion del estimado de la DLsy. Sin embargo, cabe destacar que la
prueba de X? para los datos de mortalidad de los diferentes lotes de virus fue alta, lo que
indica una heterogeneidad de los datos observados entre los datos. Siendo el lote 250 LE el
que presentd el menor valor (42.59), lo que indica un mejor ajuste de los datos observados a

los esperados representados en la linea de regresion.

Tabla 6. Potencia relativa de la mediana de los valores de la DLsg de tres lotes de virus
VPNSs. LCB. 2011.

Limites de confianza (95%)
Lote de Virus Potencia relativa
Inferior Superior
128 LE vs 100LE 1.295 -.626 5.494
250 LE vs 128 LE . 342 -1.585 2.898
250 LE vs 100 LE 1.637 -.435 6.617

Como se observa en la Tabla 6 al comparar los resultados de la DLsy de los tres lotes para
determinar la potencia relativa, o sea cual lote presenta mayor patogenicidad y virulencia entre
ellos, nos indica que el lote de 128 LE es 1.295 veces mas potente que el lote de 100 LE y el
lote 250 LE es 1.637 veces mas potente que el de 100 LE. Estos resultados indican que a
mayor cantidad de Larvas Equivalentes el virus es mas potente, 0 sea mas patogénico.

5.4 Evaluacion de la concentracion del inoculo de virus

En la Grafica 1 se observa el comportamiento que mostraron las larvas del instar L, a los tres
dias después de inoculadas. Se observa que la mortalidad por VPN fue similar en los
tratamientos 1.5 cc/LE, 3 cc/LE y 5 cc/LE con un 64, 63 y 60 % de mortalidad,
respectivamente. Estos porcentajes de mortalidad son estadisticamente iguales (F=0.959, gl=
2, sig= 0.400).

31




70 /

60 -

50 -

407 m\VPN

30 B Bacterias

0y

# Hongos

N

Porcentaje de mortalidad/ tratamiento

1.5¢cc 3cc 5¢c

Concentracion del inoculo de VPN

Gréafico 1. Respuesta de mortalidad de larvas del segundo instar de Spodoptera sunia
inoculadas con diferentes concentraciones de virus de un lote de 250 LE en condiciones del
laboratorio. Laboratorio de produccion de VPN. CIRCB. UNAN-Ledn, 2011.

El Gréfico 2, nos muestra el comportamiento de la mortalidad que presenté en el instar L3 de
Spodoptera sunia después de inoculadas las larvas, en relacion a las dosis suministradas en el
ensayo. Se muestra la mortalidad de larvas Lz de Spodoptera sunia, después de la infectacion
con los tratamientos virus crudo a una concentracion de 1.5 ml agua/LE, 3ml agua/LE y 5 ml
agua/LE la mortalidad fue de 90 %, 87 % y 86 %, respectivamente.
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Graéfico 2. Porcentaje de mortalidad de larvas L3 de Spodoptera sunia aplicadas con diferentes
concentraciones de indculo del lote de produccion de 250 LE en condiciones del laboratorio de
produccion de VPN. CIRCB. UNAN-Ledn, 2011.

Fue notorio que las larvas Lz murieron a los cuatro dias después de aplicado los tratamientos,
mientras que las larvas L, murieron al tercer dia, esto es lo esperado ya que el virus actla mas
rapido en las larvas pequefias (Alves, 1986). Por otro lado, de igual manera que en las larvas
L,, estas diferencias en la mortalidad son similares y no indican diferencias estadisticas
significativas, tal como se menciond anteriormente. Sin embargo, al comparar el efecto de la
edad en la mortalidad de las larvas, si existen diferencias significativas (F= 56.38, gl= 1, sig=
0.00).

Con respecto a la contaminacion entre los tratamientos en las edades L, y L3 se observé que la
mortalidad por contaminantes como hongos y bacterias en las larvas Lz fue de 10 %, 13 % y
14 %, respectivamente. En las larvas L, el porcentaje de mortalidad producida por bacterias y
hongos fue de 36 %, 37 % y 40 %, respectivamente. De igual manera que la muerte por virus,
los contaminantes no muestran diferencias significativas entre los tratamientos, pero si hay

diferencias entre las edades, de una manara inversa a la mortalidad por virus, es decir, hay mas
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contaminantes en las larvas L,, que en las Ls. Esto se puede explicar debido al tiempo que
pasan las larvas del segundo instar que no mueren por virus es mayor y se contaminan mas.
Por ello se recomienda usar larvas Lz para realizar el proceso de produccion y disminuir de

esta manera el incremento de contaminantes en la solucion viral.
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VI. CONCLUSIONES

Segun los resultados obtenidos y dadas las condiciones en que se realizo este trabajo podemos

concluir que:

1. La concentracion de CIP/ml aumenta en relacién directa al numero de larvas
equivalentes, encontrandose una concentracion de 1.19 x 10 CIP/ml en el lote de 250
LE y 3.7 x 10% en el lote de 100 LE.

2. La DLsg en larvas del segundo instar del lote 100 LE fue de 5.334 CIP/pul, del lote 128
LE fue de 4.665 CIP/ul, y la DLs del lote de 250 LE fue de 4.669 CIP/ul., mostrando

los tres lotes patogenicidad significativa.

3. La mortalidad por virus oscil6 entre 20 % en la dosis de 100 CIP/larva hasta un 98.33 %
en las dosis de 6000 CIP/larva.

4. La mortalidad por otros factores como hongos y bacterias fue mayor en las dosis de
virus méas bajas (100 y 500 CIP/larva), oscilando la mortalidad entre 10.84 a 83 % en

los tres lotes de virus.

5. Existe diferencias entre los tratamientos en la concentracion del in6culo como en la
mortalidad tanto en las larvas L, como las Ls, se produjo una mortalidad similar en
cuanto a que la dosis més altas presentaron mayor mortalidad que las mas bajas. En las
larvas L3 la mortalidad fue de 90 %, 87 % y 86 % en los tratamientos 1.5, 3y 5 cc/LE,
respectivamente. Mientras que, en las larvas L, la mortalidad en los diferentes
tratamientos fue de 64 %, 63 % y 60 %. Este comportamiento de mortalidad se debe a
gue los agentes contaminantes en larvas del instar L, se desarrollaron mas rapido que el

virus aprovechando las condiciones adversas de humedad y temperatura del laboratorio.
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VIl. RECOMENDACIONES
En base a los resultados obtenidos recomendamos lo siguiente:

1. Cosechar las larvas muertas por virus el cuarto y quinto dia después del proceso de
infestacion, esto permitira tener una mejor produccién del virus, evitar mortalidad por
otros agentes contaminantes y obtener VPNSs mas efectivo para el control de esta plaga.

2. Usar larvas L para la reproduccion de virus y una concentracion viral de 1.5 ml de agua
/LE, ya que produce el mayor porcentaje de mortalidad y por lo tanto mas virus por

larva.

3. Realizar estudios especificos de los contaminantes presentes en la solucion viral usada

para la produccién de virus en el laboratorio.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Preparacién de soluciones
Solucion de Hipoclorito de sodio al 5 %
Hipoclorito de Sodio grado industrial esta preparado a una concentracion del 12.5 %, para preparar una solucion
al 5% consistiria en tomar 400 ml del producto comercial al 12.5 % y 600 ml de agua destilada, esta operacion se
realiza mediante la siguiente formula:
C,V; = C,V, DondeC, = Concentracion del reactivoy V;= Volumen que se necesitaria, C,= Concentracion a
la que necesitamos preparar el reactivo y V, = VVolumen final que se requiere preparar.
Por lo tanto:
(12.5 %) (X) = (5 %) (1000ml).

5000 mi

De donde X == - 400 mi

El resultado indica que deberemos usar 400 ml de Hipoclorito de Sodio Comercial y afiadirle 600 ml de agua

destilada para tener una solucién al 5% de este reactivo.

Solucién de formalina al 3 %

Comunmente la formalina comercial se expende al 34.6 % como grado industrial, para preparase al 3%

tendremos:

CiV:=CyV,

(34.6)(X) = (3 %) (1000ml)

De donde: ¥ =20 =86.70 ml

Por lo que debera de usarse 86.70 ml de formalina comercial y ajustarse o completar el volumen a 1000 ml con
agua destilada para tener una solucién de formalina al 3%.

Etanol al 70 % para desinfectar superficies
El alcohol etilico, etanol, alcohol, alcohol de cafia o alcohol desnaturalizado utilizado como desinfectante de

superficies, se comercializa al 96 %, para preparase como desinfectante al 70% tendremos:

C1V1 = C2V2
(96 %) (X) = (70 %) (1000)

7000 mi

De donde: X = v 72,9 ml

Por lo que deberemos usar 72.9 ml de alcohol etilico al 96 % para disolver en agua destilada hasta completar
1000 ml; UNAN-LEON, (2004).
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Anexo 2: Tabla de ingredientes Dieta Artificial de Soya para la cria de Spodoptera sunia

INGREDIENTES CANTIDAD
Agar 45 ¢
Germen de trigo 200 g
Harina de frijol 2759
Harina de soya 120 g
Levadura 125 g
Acido ascérbico (Vitamina C) 15 g (8 cépsulas)
Acido sdrbico 8¢
Vitaminas 79
Tetraciclina 1 cépsula
Benlate 29
Agua 1000 mi
Metil Parabén 10g
Maizena 180 g

Anexo 3. Tablas para conteo CIP/ml y preparacion de diluciones en pl de 1:1000 de, 100 LE, 128 LE y 250 LE.

Tabla para conteo CIP/ml de 1:1000 de 100 LE

Numero de Primer conteo Segundo conteo Tercer conteo
repeticiones
1 12 14 19
2 18 14 18
3 17 9 17
4 14 16 11
5 18 13 12
Total 79 66 77

79 +66 +77=222+3=74CIP/ml

74 x 5 x 10* x 1000 = 3.7 x 10° CIP/ml; este resultado debe pasarse a microlitros (pl) para esto se le restan 3

unidades al exponente:

3.7 x 108%=3.7 x 10°CIP/l, esta ecuacién es la solucién madre de 100 LE.
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Preparacion de Diluciones de 100 LE
Volumen final en 1000 pl.

Volumen final » Concentracion final

Formula: Valumen inicial = —
Concentracion inicial

Es decir, Vi = ”Cﬂ
Tabla de volumen final en 1000 pl de 100 LE
Volumen de agua Concentracion (ul) Volumen de VPN (pl) | Volumen de agua (pl)
1000 1000 = 100000 2.70 997.3
3.7 = 108
1000 1000 = 33500 335 665
100000
1000 1000 = 11000 328 672
33500
1000 Dosis I: 6000 545 455
1000 Dosis II: 3000 500 500
1000 Dosis I1l: 1000 333.33 666.67
1000 Dosis IV: 500 500 500
1000 DosisV: 150 300 700
Tabla para conteo CIP/ml de 1:1000 de 128 LE
Numero de Primer conteo Segundo conteo Tercer conteo
repeticiones
1 20 23 24
2 27 19 25
3 23 21 25
4 18 26 24
5 26 19 17
Total 114 108 125

114 + 108 + 125 =335 + 3 =111.66 CIP/ml

111.66 x 5 x 10* x 1000 = 5.583 x 10° CIP/ml; este resultado debe pasarse a microlitros () para esto se le restan
3 unidades al exponente:

5.583 x 10°%= 5583 x 10°CIP/pl, esta ecuacion es la solucionmadre de 128 LE.
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Preparacion de Diluciones de 128 LE

Volumen final en 1000 pl.

Formula:Vaolumen inicial =

i

Es decir, Vi = -

Volumen final » Concentracion final

Concentracion inicial

Tabla de volumen final en 1000 pl de 128 LE

Volumen de agua

Concentracion (ul)

Volumen de VPN (ul)

Volumen de agua (ul)

1000 1000 x 100000 1.73 998.27
3.7 = 108
1000 1000 = 35000 350 650
100000
1000 1000 > 12000 343 657
35000
1000 DosisI: 6000 500 500
1000 Dosis Il: 3000 500 500
1000 Dosis I1l: 1000 333.33 666.67
1000 Dosis IV: 500 500 500
1000 Dosis V: 150 300 700
Tabla para conteo CIP/ml de 1:1000 de 250 LE
Numero de Primer conteo Segundo conteo Tercer conteo

repeticiones

1 13 104 48
2 48 111 25
3 34 39 34
4 51 13 20
5 77 52 45
Total 223 319 172

223 +319 + 172 =714 + 3 =238 CIP/ml
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238 x 5 x 10* x 1000 = 1.19 x 10 CIP/ml; este resultado debe pasarse a microlitros (ul) para esto se le restan 3

unidades al exponente:

1.19 x 10"%=1.19 x 10’ CIP/pl, esta ecuacion es la solucién madre de 250 LE.

Preparacion de Diluciones de 250 LE

Volumen final en 1000 pl.

Formula:Volumen inicial

i

Es decir, Vi = -

Volumen final x Concentracion final

Concentracion inicial

Tabla de volumen final en 1000 pl de 250 LE

Volumen de agua Concentracion (ul) Volumen de VPN (ul) | Volumen de agua (ul)
1000 1000 > 100000 8.40 991.60
3.7 = 106

1000 1000 = 33300 350 650
100000

1000 1000 = 11000 343 657
33300

1000 Dosis I: 6000 500 500

1000 Dosis II: 3000 500 500

1000 Dosis I11: 1000 333.33 666.67

1000 Dosis IV: 500 500 500

1000 DosisV: 150 300 700
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Tratamiento N° de larvas Fecha de Fechade | Node larvas Agentes contaminantes
(ml de agua) infectadas infectacion cosecha cosechadas
mosquitas | bacterias | Hongos | Otras
causas
1.5 ml/LE 100 2/5/2011 5/5/2011 64 16 20
3 ml/LE 100 2/5/2011 5/5/2011 63 13 24
Anexo 4. Mortalidad en larvas L, de Spodoptera sunia alimentadas con una formulacidn viral cruda de 250 LE.
Anexo 5. Mortalidad en larvas Lz de Spodoptera sunia alimentadas con una formulacién viral cruda de 250 LE.
Tratamiento N° de larvas Fecha de Fecha de | No de larvas Agentes contaminantes
(ml de agua) infectadas infectacion cosecha cosechadas mosquitas bacterias Hongos Otras
causas
1.5 ml/LE 100 3/5/2011 7/5/2011 90 4 6
3 ml/LE 100 3/5/2011 7/5/2011 87 5 8
5 ml/LE 100 3/5/2011 7/5/2011 86 6 8

Nota: estos datos fueron obtenidos a temperaturas promedio de 27.80 °C y humedad promedio de 45.29 % en el laboratorio de produccién de
VPN-UNAN-Leén.

Anexo Il

Su licencia temporal de SPSS for Windows caducard dentro de 18583 dias.

GET
FILE="C:\Users\carmen\Documents\MONOGRAFIA 2011\Urbina\DATOS urbinaultim'+
'0s.sav'".
DATASET NAME Conjunto_de_datos1 WINDOW=FRONT.
DATASET ACTIVATE Conjunto_de_datos0.
UNIANOVA
mortalidad BY Edad Tratamiento
IMETHOD = SSTYPE(3)
/INTERCEPT = INCLUDE
/POSTHOC = Edad Tratamiento (DUNCAN )
/PLOT = PROFILE( Edad*Tratamiento )
JEMMEANS = TABLES(Edad) COMPARE ADJ(LSD)
/EMMEANS = TABLES(Tratamiento) COMPARE ADJ(LSD)
/EMMEANS = TABLES(Edad*Tratamiento)
/PRINT = DESCRIPTIVE HOMOGENEITY
/CRITERIA = ALPHA(.05)
/DESIGN = Edad Tratamiento .
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Andlisis de varianza univariante

[Conjunto de datosO]

Advertencia

I No se realizaran las pruebas post hoc para Edad porque hay menos de tres grupos.

Factores inter-sujetos
Etiqueta
del valor N
Edad 1.00 segundo
. 11
instar
2.00 Fercer 13
instar
Tratamiento  1.00 1.5cc 8
2.00 3cc 8
3.00 5cc 8
Estadisticos descriptivos
Variable dependiente: mortalidad
Edad Tratamiento Media Desv. tip. N
segundo instar 1.5 cc 16.0000 2.16025 4
3cc 16.0000 1.00000 3
5cc 15.0000 .00000 4
Total 15.6364 1.36182 11
tercer instar 1.5cc 22.5000 1.29099 4
3cc 20.4000 3.28634 5
5cc 21.5000 57735 4
Total 21.3846 2.21880 13
Total 1.5cc 19.2500 3.84522 8
3cc 18.7500 3.41216 8
5cc 18.2500 3.49489 8
Total 18.7500 3.45468 24

-~

Variable dependiente: mortalidad

F

gll

gl2

Significacion

.707

5

18

.626

Contraste de Levene sobre la igualdad de las varianzas errér

Contrasta la hipétesis nula de que la varianza error de la

variable dependiente es igual a lo largo de todos los grupos.

a. Disefio: Interseccion+Edad+Tratamiento
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Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: mortalidad

Sumade

cuadrados Media
Fuente tipo Il gl cuadratica F Significacion
Modelo corregido 203.6702 3 67.890 19.170 .000
Interseccion 8162.410 1 8162.410 | 2304.796 .000
Edad 199.670 1 199.670 56.380 .000
Tratamiento 6.793 2 3.396 .959 .400
Error 70.830 20 3.541
Total 8712.000 24
Total corregida 274.500 23

a. R cuadrado = .742 (R cuadrado corregida = .703)

Medias marginales estimadas

1. Edad

Estimaciones

Variable dependiente: mortalidad

Intervalo de confianza al

95%.
Limite
Edad Media Error tip. Limite inferior superior
segundo instar 15.592 .570 14.404 16.780
tercer instar 21.422 .524 20.330 22.514

Variable dependiente: mortalidad

Comparaciones por pares

Intervalo de confianza al 95
Diferencia % para la diferencia®
entre Limite
(I) Edad (J) Edad medias (I-J) Error tip. Signiiicaciéna Limite inferior superior
segundo instar  tercer instar -5.830* 776 .000 -7.449 -4.210
tercer instar segundo instar 5.830* 776 .000 4.210 7.449

Basadas en las medias marginales estimadas.
*. La diferencia de las medias es significativa al nivel .05.

a. Ajuste para comparaciones multiples: Diferencia menos significativa (equivalente a la ausencia de

ajuste).
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Contrastes univariados

Variable dependiente: mortalidad

Suma de Media

cuadrados gl cuadrética F Significacién
Contraste 199.670 1 199.670 56.380 .000
Error 70.830 20 3.541

Cada prueba F contrasta el efecto simple de Edad en cada combinacion de
niveles del resto de los efectos mostrados. Estos contrastes se basan en las
comparaciones por pares, linealmente independientes, entre las medias
marginales estimadas.

. Tratamiento

Estimaciones

Variable dependiente: mortalidad

Intervalo de confianza al

95%.
Limite
Tratamiento Media Error tip. Limite inferior superior
1.5cc 19.250 .665 17.862 20.638
3cc 18.021 672 16.619 19.424
5cc 18.250 .665 16.862 19.638

Variable dependiente: mortalidad

Comparaciones por pares

Intervalo de confianza al 95

Diferencia % para la diferencia®

entre Limite

(I) Tratamiento  (J) Tratamiento medias (I-J) Error tip. Significacion® | Limite inferior superior

1.5cc 3cc 1.229 .946 .209 -.744 3.202
5cc 1.000 .941 .301 -.963 2.963
3cc 1.5cc -1.229 .946 .209 -3.202 744
5cc -.229 .946 .811 -2.202 1.744
5cc 1.5cc -1.000 .941 .301 -2.963 .963
3cc .229 .946 .811 -1.744 2.202

Basadas en las medias marginales estimadas.
a. Ajuste para comparaciones mdltiples: Diferencia menos significativa (equivalente a la ausencia de

ajuste).

Contrastes univariados

Variable dependiente: mortalidad

Sumade Media

cuadrados gl cuadratica F Significacion
Contraste 6.793 2 3.396 .959 .400
Error 70.830 20 3.541

Cada prueba F contrasta el efecto simple de Tratamiento en cada combinacién
de niweles del resto de los efectos mostrados. Estos contrastes se basan en las
comparaciones por pares, linealmente independientes, entre las medias
marginales estimadas.
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3. Edad * Tratamiento

Variable dependiente: mortalidad

Intervalo de confianza al
95%.
Limite

Edad Tratamiento Media Error tip. Limite inferior superior
segundo instar 1.5 cc 16.335 .770 14.728 17.942

3cc 15.106 .824 13.389 16.824

5cc 15.335 .770 13.728 16.942
tercer instar 1.5cc 22.165 .770 20.558 23.772

3cc 20.936 726 19.421 22.451

5cc 21.165 .770 19.558 22.772

Pruebas post hoc / Tratamiento / Subconjuntos homogéneos

mortalidad

Duncan ®°

Subconjunto
Tratamiento N 1
5cc 8 18.2500
3cc 8 18.7500
15cc 8 19.2500
Significacion .327

Se muestran las medias paralos grupos en subconjuntos

homogéneos.

Basado en la suma de cuadrados tipo Il
El término error es la Media cuadratica (Error) = 3.541.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 8.000
b. Alfa = .05.

Graficos de perfil

Medias marginales estimadas de mortalidad

24.00—

22.00—

N
o
Q
o

|

Medias marginales estimadas
b
[}
o
1

16.00-]

14.00—

T
segundo instar

Edad

tercer instar
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Andlisis probit version

PROBIT

Mortalidad OF observado

/LOG 10

/MODEL PROBIT

/PRINT
/NATRES

FREQ CI

/CRITERIA P(.15)

Anélisis probit

LOTE 2501

E

ITERATE (20)

WITH Dosis

STEPLIMIT (.1)

Advertencia

Las estimaciones de la potencia relativa de la mediana no se muestran porgque no
existe variable de agrupacion en el modelo.

Informacién sobre los datos

N° de casos
Validos 6
Rechazados Perdidos 0
La transformacion log 0

no se puede realizar
NUmero de respuestas 0

> Numero de sujetos
Grupo control 0

Informacién sobre la convergencia

Solucion
Numero de Optima
iteraciones encontrada
PROBIT 16 | Si
Estimaciones de los parametros
Intervalo de confianza al
95%
Limite
Parametro Estimacién | Error tipico Z Sig. Limite inferior superior
PROBIT® Dosis 4.669 .489 9.540 .000 3.710 5.628
Interseccién -2.147 .363 -5.919 .000 -2.510 -1.784

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX(Las covariables X se transforman utilizando el
logaritmo en base 10.000.)
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Covarianzasy correlaciones de estimacionesde los

pardmetros
Respuesta
Dosis natural
PROBIT Dosis .240 .765
Respuesta natural .034 .008

Covarianzas (abajo) y correlaciones (arriba).

Estimacion de tasa de respuesta naturat

Estimacion

Error tipico

PROBIT .000

.092

a. No se ha proporcionado el grupo contral.

Contrastes de chi-cuadrado

Chi-cuadrado

Sig.

PROBIT Contraste de la bondad
de ajuste de Pearson

42.506

3

.000

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los

estadisticos basados en casos agregados.

b. Como el nivel de significacion es menor que .150, se utiliza un factor
de heterogeneidad en el célculo de los limites de confianza.

Residuos y frecuencias de casillas

NUmero de Respuestas Respuestas
NUmero Dosis sujetos obsenadas esperadas Residuos Probabilidad
PROBIT 1 .000 120 0 1.908 -1.908 .016
2 .301 120 43 27.505 15.495 .229
3 ATT 120 56 63.860 -7.860 .532
4 .602 120 69 89.600 -20.600 747
5 .699 120 111 104.148 6.852 .868
6 778 120 118 111.767 6.233 .931
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Limites de confianza

PROBIT?

Probabilidad

.010
.020
.030
.040
.050
.060
.070
.080
.090
.100
.150
.200
.250
.300
.350
.400
.450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
.910
.920
.930
.940
.950
.960
.970
.980
.990

Limites de confianza al 95% para

Limites de confianza al 95% para Dosis log(Dosis)?
Limite Limite
Estimacion | Limite inferior superior Estimacion | Limite inferior superior

915 -.038
1.047 .020
1.140 .057
1.216 .085
1.281 .108
1.339 127
1.392 .144
1.442 .159
1.488 173
1.532 .185
1.729 .238
1.904 .280
2.067 .315
2.226 .348
2.384 377
2.544 .406
2.710 .433
2.883 .460
3.067 .487
3.267 .514
3.486 542
3.734 572
4.021 .604
4.366 .640
4.806 .682
5.424 734
5.585 747
5.765 761
5.969 776
6.206 .793
6.488 .812
6.836 .835
7.289 .863
7.938 .900
9.080 .958

a. Base del logaritmo = 10.

b. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

Probit

Respuestas transformadas por Probit

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

-0.57

0.3

0.4

T
0.5

T
0.6

Log de Dosis

o1

0.7

0.8




Anexo 111

Fotos del ciclo Biologico de Spodoptera sunia

Foto 1. Huevo de Spodoptera sunia Foto 2. Larva de Spodoptera sunia

Foto 3. Pupa de Spodoptera sunia Foto 4. Adulto de Spodoptera sunia

Fotos del montaje, traslado y toma de datos del bioensayo

Foto 5. Traslado del bioensayo Foto 6. Traslado del bioensayo
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Foto 7. Cambio de dieta a los bioensayos.
Mortalidad de larvas.

Foto 9: traslado del bioensayo

Foto 8. Cambio de dieta y recuento de

Foto 10: recuento de mortalidad de larvas

Anexo IV

Anexo 1. Formato de registro de los parametros para los bioensayos.

Registro de contaminantes de larvas L3 de Spodoptera sunia, con la
dosis 1.5 ml/LE
N° de larva Fecha de revision
04/05/2011 | 05/05/2011 | 06/05/2011 | 07/05/2011
1
2
3
4
5
6
100
Total
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Concentracion (CIP/ml):
Fecha del Bioensayo:

Anexo 2. Formato de registro de los parametros para los bioensayos.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA - LEON
LABORATORIO DE PRODUCCION DE VPNSs

N2 de Larvas purificadas:

REGISTRO DE BIOENSAYOS

Fecha del Traslado:
N¢2 de Larvas Trasladadas:

Dosis: Replica N2 :
Fecha de Larvas Tamaiio
revision muertas por de
VPN Larvas N2 de Agentes Contaminantes Estadios Vivos Condiciones Ambientales
Larvas
G| M Mosquitas | Bacterias | Hongos | Otras Causas | Vivas | Prep | Pup | T2(2C) | Humedad (%)
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