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EVALUACION DE LA PERSISTENCIA DEL VIRUS DE LA POLIEDROSIS
NUCLEAR (VPN), EXPUESTO A LA LUZ SOLAR EN DIFERENTES PERIODOS
DE TIEMPO

El trabajo fue realizado en el Campus Agropecuario de la UNAN-Leon, ubicado a 2 Km. sobre la
carretera a la comarca la Ceiba, departamento de Ledn entre los meses de Octubre del afio
2002 y Enero del afio 2003. El objetivo fue evaluar la persistencia del Virus de la Poliédrosis
Nuclear (VPN) solo y con protectantes expuesto a la luz solar, bajo diferentes condiciones de
campo por un periodo de cuarenta y ocho horas. El disefio metodoldgico fue el modelo factorial,
utilizando un area total de 26.4 m2, la que se dividi6 en 4 parcelas de 10 surcos de largo por 4
surcos de ancho con una distancia entre surco de 0.66 m, para el cultivo de soya (Glycine max)
variedad Chemaya. El area (til de cada parcela fue de dos surcos centrales, eliminando 1 m en
los extremos para un &rea de 10.56 m2. Los tratamientos aplicados fueron: 1) VPNSe semi-
purificado, 2) VPNSe en formulacion liquida (virus mas agua), 3) VPNSe mas carbon como
protectante mas agua y 4) VPNSe més leche en polvo como protectante mas agua, a los que a
su vez se les adicion6 un penetrante-humectante llamado SERACSA WK 86% L. S, los que se
aplicaron con una microaspesora de 400 ml de capacidad. Para evaluar la persistencia del
VPNSe se realizd una colecta de hojas en los estratos superior y medio de la planta, estos
fueron tomados a diferentes periodos de tiempo: Media hora antes de la aplicacion (testigo), a
las 0, 4, 8, 12, 24 y 48 horas después de la aplicacion. Se utilizaron 25 larvas en L2 de
Spodoptera exigua provenientes de la cria para cada tratamiento. Se realizd un segundo
ensayo para confirmar los resultados obtenidos en el primero, con la diferencia que la
exposicion del VPNSe fue en viales de plastico y el nimero de larvas utilizado fue 30. Los datos
obtenidos en el primer ensayo demuestran que el VPNSe mas carbdn alcanzé un 66.8% a las
cuarenta y ocho horas de exposicion solar en el estrato superior y el VPNSe mas leche resulto
ligeramente inferior con un 62.5% en este mismo estrato en comparacion con el tratamiento
VPNSe semi-purificado el que obtuvo un 46.8%. Comportamiento similar ocurrid en el estrato
medio, presentando el VPNSe mas leche un 75.1% y el VPNSe mas carbén un 68.8% en
relacion a los otros tratamientos, lo que indica que los tratamientos con protectantes tuvieron una
mejor persistencia en el campo, presentado una tendencia mejor el estrato medio; Sin embargo,
en el andlisis estadistico realizado con el ANOVA del disefio factorial, se muestra que existe
diferencia significativa entre los tratamiento y los tiempos de exposicion, pero no en los estratos
superior y medio de la planta. Los resultados obtenidos en el segundo ensayo muestran un
comportamiento similar, lo que reafirma que los tratamientos con protectantes VPNSe mas leche
y VPNSe mas carbon mejoran la persistencia del virus, presentaron una mortalidad de 88% y
83.9% respectivamente.
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l. INTRODUCCION

La agricultura ha sido y continda siendo la principal fuente de abastecimiento de productos
alimenticios; sin embargo el hombre con el manejo que le ha venido dando a los Recursos
Naturales ha provocado un gran desequilibrio en los ecosistemas, haciendo que éstos se

degraden y sean mas vulnerables a los fenémenos naturales.

Un factor importante que contribuyd al avance indiscriminado de la frontera agricola fue la
llamada “Revolucién Verde”, la que vino ha satisfacer la necesidad del hombre de incrementar
su capital, sin pensar en el dafio que ocasionaba al ambiente y al hombre mismo, provocando de
esta manera un sin nimero de afecciones que se han venido manifestando en la actualidad,
siendo algunas dificiles y a veces imposibles de curar, destacandose las enfermedades
respiratorias, alergias, deformaciones congénitas, contaminacion de la leche en mujeres

lactantes, esterilidad y otras.

No obstante, no podemos aludir el gran impacto causado al ambiente por la utilizacién de
diversas practicas inadecuadas, como es el uso excesivo de insumos toxicos para el manejo de
organismos, que causan dafio econdémico en los cultivos, contaminando en gran medida con el
paso del tiempo los principales elementos que el hombre necesita para su subsistencia como

son: el agua y el suelo.

Ante la creciente demanda de insumos quimicos en la agricultura, los nuevos plaguicidas
sintéticos siguen representando una amenaza para el hombre méas que los propios insectos, ya
que éstos adquieren cada vez mas inmunidad fisiologica; razén por la cual es necesario
aumentar las dosis de estos productos, efecto que a dado origen a la rapida busqueda de
alternativas que den soluciones ecoldgicas como una respuesta simple, racional y econémica a

este problema; tal es el caso de la produccién masiva de controladores bioldgicos.



El control bioldgico se presenta como una alternativa eficaz, esperanzadora y libre de riesgo
frente a los numerosos y crecientes problemas, derivados del uso de los productos quimicos
biocidas (Lecuona, 1996). Uno de los principales grupos de organismos controladores de plagas
es el Virus de la Poliedrosis Nuclear (VPN), el cual es un insecticida microbial especifico que
actta por ingestion, y controla larvas del género Lepidoptera como el complejo Spodoptera sp.

provocando la muerte al tercer o cuarto dia de infeccion.

Este al igual que un sin nimero de organismos son la respuesta eficaz para el establecimiento
de préacticas de Manejo Integrado de Plagas (MIP). Demanda que se ha incrementado como
opcion integral a las tecnologias modernas de proteccion a la naturaleza, a la ecologia; a la
exigencia de producir alimentos mas sanos y a la necesidad de ajustarse a las normas de

calidad requeridas por la globalizacion comercial, para ingresar a los mercados mundiales.

El uso de Virus de la Poliédrosis Nuclear (VPN), representa una nueva alternativa ecolégica para
el manejo integrado de Spodoptera exigua en diferentes cultivos, como cebolla (Allium
sativum L), soya (Glycine max), entre otros, en Nicaragua. Su uso contribuira a la
sostenibilidad y a la restauracion de los agroecosistemas. Sin embargo, los insecticidas
microbiales y en particular el VPN pueden ser afectados por diversos factores ambientales como:
la radiacion solar, el viento, la humedad relativa, la temperatura, entre otros, los cuales inciden
en la actividad bioldgica de éstos. Es por esta razén que se hace necesario conocer la
capacidad de persistencia del virus y el efecto de agregar sustancias o materiales protectantes
que le confieran mayor persistencia a este en condiciones de campo, lo que permitira la
utilizacion del mismo como un insecticida microbial con un efecto de control de la poblacion a
corto plazo, tal como lo hacen los insecticidas sintéticos, asegurando de esta manera un mejor

manejo de Spodoptera en los cultivos (Lecuona, 1996).



ll. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar la persistencia del Virus de la Poliédrosis Nuclear (VPN) solo y con protectantes
expuesto a la luz solar, bajo diferentes condiciones de campo por un periodo de cuarenta y ocho

horas.

2.2 Objetivo especificos

2.2.1 Determinar el efecto de la adicion de protectantes solares, leche en polvo y carbén,

sobre la persistencia del virus VPNSe, aplicado en el cultivo de soya (Glycine max).

2.2.2 Determinar el efecto de la adicion de protectantes solares, leche en polvo y carbon,
sobre la persistencia del virus VPNSe, expuesto a la luz solar en viales de plasticos.

2.2.3  Determinar la persistencia del virus VPNSe semi-purificado y crudo (impuro), aplicado en
el cultivo de soya (Glycine max) y expuesto a la luz solar en viales de plastico.

2.2.4  Medir el efecto del estrato superior y medio de la planta de soya (Glycine max) en la

persistencia del virus en diferentes formulaciones.



lIl. HIPOTESIS

El Virus de la Poliédrosis Nuclear (VPN) tiene mayor persistencia al agregarle un
protectante en comparacion con el Virus de la Poliédrosis Nuclear crudo y semi-

purificado.

El Virus de la Poliédrosis Nuclear (VPN) tiene mayor persistencia en el estrato medio del

cultivo de soya (Glycine max) en comparacion al estrato superior.



IV. MARCO TEORICO

La Agricultura es una de las actividades méas antiguas que el hombre ha desarrollado y que
constituye una de las fuentes fundamentales de subsistencia; dicha actividad es una de las
principales proveedoras de materia prima, siendo utilizada en la elaboracion de diversos
productos y subproductos, (Lecuona, 1996). Sin embargo, las précticas inadecuadas que se han
implementado a través del tiempo a ocasionado grandes pérdidas que afectan los rendimientos y
la calidad de la produccion. Esto se debe a la presencia de diversos organismos, tales como
insectos, malezas Y fitopatdgenos, los cuales se han venido contrarrestando con el empleo de
agroquimicos, jugando un rol importante en la disminucion de dafios econoémicos en los
vegetales. No obstante, la toxicidad elevada de algunos de ellos, su residualidad y mal manejo
han llevado a un replanted de tacticas de control de plagas, dentro de las que encontramos las
implementadas por el MIP, (Lecuona, 1996).

El Manejo Integrado de Plagas (MIP), es un sistema que utiliza todos los métodos de control
compatibles con la conservacion del ambiente, manteniendo las poblaciones en cantidades que
no causen pérdidas a los agricultores; una de las estrategias fundamentales del MIP, es la
manipulacion de los enemigos naturales, depredadores, parasitoides y entomopatégenos,
aprovechando sus cualidades inherentes como reguladores de las poblaciones de organismos
dafiinos (DeBach, 1968).

4.1 Control biolégico

El control bioldgico, desde el punto de vista ecoldgico, es la regulacion, por medio de enemigos
naturales, parasitoides, depredadores y patdgenos, de las densidades poblacionales de otros
organismos a un promedio menor que el que existiria en su ausencia (DeBach, 1968). Esta
definicion no incluye el punto de vista econdmico, ni la manipulacion por el hombre, 0 sea es una
definicidon de control biolégico natural, el que se da como producto de la coevolucién de los
organismos. Por lo tanto el control biologico aplicado es la utilizacion intensional de estos
enemigos naturales, y la meta es la regulacion de la abundancia de las plagas.



Estas técnicas son compatibles con la conservacion del ambiente, que actuando de un modo
normal controlan el nivel poblacional de las especies plagas, sin ocasionar problemas de

contaminacion, ni de residuos (Lecuona, 1996; Coulson, 1989).

Este tipo de control tiene grandes ventajas, contemplando principalmente el respeto al ambiente,
mayor seguridad a la salud humana, no produce efectos nocivos colaterales 0 son minimos a los
insectos benéficos y otros organismos, no produce resistencia de las plagas o es muy rara, y
evita la presencia de plagas secundarias, el control es relativamente a largo término, con
frecuencia permanente, y la relacion costo-beneficio es favorable, disminuyendo las pérdidas
productivas. Sin embargo, presenta desventajas, como el resultado que es a largo plazo,
requerimiento de personal especializado, ignorancia sobre los principios del método, pues tiene
que haber una buena sincronizacién entre la plaga y su enemigo natural, ademas de la
susceptibilidad a muchos productos quimicos y principalmente por no estar disponible (DeBach,
1968).

En la naturaleza existen muchos organismos patégenos de insectos plagas, a los que se
denominan entomopatdgenos, sefialando a las bacterias, hongos, protozoarios, nematodos y
virus, como los que presentan mayores posibilidades para emplearse en el control microbiano,

rama del control bioldgico (Coulson, 1989).

4.2 Control microbiano

Es la utilizacion de microorganismos entomopatdgenos, que sirven para disminuir las densidades
poblacionales de insectos plagas, que afectan econdmicamente al hombre, 0 es un proceso
dindmico en el cual el hospedero y el patégeno estan intimamente relacionados con el medio
(Alves, 1986; Moscardi, 1983).



En general, no hay duda, que los virus tienen ventajas sobre los insecticidas quimicos, debido a
que no afectan a los insectos benéficos, lo cual contribuye a que los parasitoides y depredadores
continien ejerciendo su accion de control de las plagas (Hunter, Crook y Entwistle, 1984).
Ademas, poseen un grado de especificidad variable, una alta capacidad de multiplicacion y
dispersion que le permiten persistir dentro del agroecosistema, no ocasionando la muerte directa
y resistencia de los insectos; del mismo modo, éstos tienen la capacidad de mezclarse con

productos quimicos y bioldgicos sin perder su patogenicidad o virulencia (Coulson, 1989).

No obstante, estos entomopatdgenos pueden presentar desventajas que perjudican su accion
microbial, ocasionada principalmente por las condiciones climaticas (temperatura, humedad
relativa, radiacion solar, etc.), la falta de ciertas medidas de almacenamiento y el periodo de
aplicacion (Coulson, 1989). Otras limitaciones del uso de virus es que no impide el dafio estético
en el cultivo, debido a que el control no es tan rapido como el de los insecticidas sintéticos, se
sefiala también que la especificidad es una desventaja, puesto que en un cultivo existen
generalmente varias especies, lo que implica la necesidad de utilizar otros agentes de control lo

que resulta un incremento de costos.

A pesar de ello el control de plagas por medio de los Baculoviridae ha recibido mucho énfasis en
los ultimos afios, siendo el mas promisorio dentro de este grupo el Virus de la Poliédrosis
Nuclear, por su gran potencial como agente de control microbial (Evans y Entwistle, 1987).

4.3 Virus Entomopatogenos

Existen virus que afectan a los insectos, pertenecientes a 7 familias y un namero de grupos, la
mayoria de ellos causan una infeccion letal. Se ha demostrado que miembros de la familia
Reoviridae, Parvoviridae, Picornaviridae y Baculoviridade, han mostrado ejercer un cierto control
en los insectos, cuando éstos se han aplicado en cultivos con equipos convencionales.
Solamente la familia Baculoviridae, sin embargo, es exclusiva para invertebrados, ocurriendo
principalmente en insectos, pero también en algunos artrpodos. Todas las otras familias

contienen miembros que



causan enfermedades en los humanos y en otros vertebrados. Por esta razény por su potencial

de desarrollo como insecticidas microbiales, ha sido concentrado el esfuerzo en los baculovirus.

Actualmente cerca de 40 baculoviridae han sido desarrollados para controlar una amplia
variedad de plagas en cultivos, pastos, bosques y productos almacenados. Varios de estos virus
han sido registrados como plaguicidas y estan disponibles comercialmente.

4.3.1 Baculoviridae

La familia Baculoviridae, constan de un genoma, ADN de doble fila que infecta invertebrados,
multiplicAndose en los tejidos de los insectos hasta ocasionar su muerte. Son parasitos
intracelulares obligados, debido a que solo se reproducen en la célula del huésped y necesitan
de un organismo vivo para su multiplicacion y diseminacion (Alves, 1986; Evans y Entwistle,
1987).

La mayoria de los 300 baculovirus aislados de diversos ordenes de insectos y otros artropodos
son conocidos genéricamente como VPN, existen tres subgrupos, ellos son: el subgrupo A, el
virus de la poliédrosis nuclear, VPN, el subgrupo B, el virus de la granulosis, VG, y el subgrupo
C, el virus de Oryctes. Los primeros dos subgrupos se caracterizan por la presencia de cuerpos
de inclusion proteinacea, en la cual una o varias particulas virales estan envueltas (Lobo de
Souza, et al 2000), y existen dos tipos morfoldgicos clasificados como subgéneros: VPN simple
(VPNS), el que presenta un nucleocépside por virion y VPN mdltiple (VPNM), el cual varia su
numero de nucleocapside por virién (Lecuona, 1996). Esta matriz que envuelve el cuerpo de
inclusion es conocida como poliedrin para los VPN y como granulin para lo VG (Hunter, Crook y
Entwistle, 1984).

4.3.2 Virus de la Poliédrosis Nuclear (VPN)

Estos baculovirus tienen un tamafio aproximado que varia de 0.5 a 15 um (micrometros de
didmetro). La matriz de este cuerpo de inclusion esta compuesto esencialmente de un
polipéptido, llamado poliédrina, con un peso molecular aproximado a 30,000 dalton, (ver figura

1). Internamente



esta compuesto por una capa de proteina llamada capside, que rodea o protege el cido
nucleico,

representando la porcién bioldgica del virus, pudiendo presentar ADN o ARN con un peso
molecular de aproximadamente 100 x 106 dalton, medidas variables segun la cepa considerada
(Payne y Kelly 1981). A este conjunto se le denomina nucleocapsides, los cuales pueden estar
solos 0 agrupados de una envoltura lipoproteica para formar el virion, el que tiene forma de bala
0 bastén, de 40 a 70nm x 250 a 400 nm (nandmetros), construida a partir del material celular del
insecto parasitado (Evans y Entwistle, 1987; Payne y Kelly, 1981). Esta caracteristica, sumada a
la de poder contener mas de cien viriones por poliedro y la de multiplicarse solamente en el

nucleo celular, es lo que los diferencia del resto de los virus de esta familia (Padhi, 1985).

Al lado de los viriones, los dos componentes principales del cuerpo de inclusion son la matriz
interna y la envoltura. La primera esta formada principalmente por poliédrina, presentando una
conformacion multinumérica y una estructura paracristalina. La envoltura del poliedro esta
constituida mayoritariamente de carbohidratos, no habiendo cantidades significativas de
proteinas (Minion et al, 1979). Sin embargo, fue demostrada la presencia de una proteina
fosforilada (pp34), juntamente con una subpoblacion de poliédrina en la envoltura del poliedro
(Whitt y Manning, 1988).

Los poliedros confieren proteccion al VPN, siendo estos rodeados en el nucleo de la célula,
oclusos y liberados tras la muerte celular, son bastante estables y pueden persistir ante las
condiciones adversas del ambiente. Estos poliedros son disueltos en pH basico (>7.5), como el
presente en el intestino medio de los Lepiddpteros, produciéndose la liberacion de los viriones
infectados (Rohrman, 1992).

La mayoria de las técnicas utilizadas en la caracterizacion de los baculovirus requieren
inicialmente de la purificacion de particulas virales de los cuerpos de los insectos, procesos
basados en centrifugacion diferencial, los cuales consisten en periodos alternados de
velocidades de sedimentacion, altas y bajas, permitiendo separar el virus de otros materiales
(Lobo de Souza, et al 2000).



»  Poliedrin : 0.5-15 um de diametro

o > Envoltura
Capside nucleocapsides (Virion)

ADN+ Proteina

Fig. 1. Cuerpo de Inclusion Poliedral. Adaptado de Payne y Kelly, 1981, tomado de Rizo y
Narvaez 2001.

4.3.3 Modo de accién

Los virus contaminan a los insectos por via oral, siendo ingeridos muchas veces con los
alimentos presentes en los tallos y hojas. El contagio se puede dar via interna y externa por
contaminacion del corium, a través de los huevos del insecto (Alves, 1986). La infeccion también
puede ocurrir por la inyeccion del virus directamente en el hemaocelo de la larva por parasitodes

durante la oviposicion de los mismos (Hunter, Crook y Entwistle, 1984).

La ruta primaria de ingreso del virus al hospedante es la via del tracto alimenticio, especialmente
para larvas y adultos. Después de la ingestion el alimento se mueve directamente al intestino

medio, produciéndose las siguientes etapas (Lecuona, 1996; Evans y Entwistle, 1987):

1. En larvas de Lepidopteras los fluidos del intestino tienen un pH bésico (>7.5), factor que
interviene principalmente en la gradual o rapida disolucién de la proteina del virus, también
por la accion enzimatica que ocurre en el mismo, en menor grado. Esta etapa puede ocurrir
en un periodo de 15 minutos hasta 2 horas después de ingerido el virus.

2. Luego se libera la particula viral o virion.

3. La particula viral se fusiona con la membrana de la célula del intestino por dos posibles
procesos, viropexis o por pinocitosis, entrando los nucleocépsides al citoplasma de la célula
y de éstas se transportan al nucleo.



1. En esta etapa se forma un estroma virogénico y es en esta estructura que los cuerpos de
inclusion poliedral del virus se producen. Donde el ADN de la célula, es la plantilla para replicar
al ADN (genoma viral).

2. El virus toma el control de los mecanismos para la produccion de macromoléculas celulares
(polipéptidos y &cidos nucleicos) y los utiliza para producir nuevas particulas virales.

3. Se inicia la infeccién secundaria, la cual consiste en la liberacion de los cuerpos de inclusién
poliedral en el hemdcelo, pasando de una célula a otra a través de la membrana basal, por el
proceso de viropexis o fusion.

4. Elinsecto se transforma en un virus latente.

5. El insecto se muere y por consiguiente se produce la rotura del integumento, liberandose y

dispersandose el virus en el ambiente.

4.3.4 Sintomatologia

Estos aparecen después del tercer o cuarto dia de infeccion de las larvas. Observandose manchas
sobre el integumento, amarillamiento y aspecto oleoso de la piel, movilidad reducida y disminucion
de consumo de alimentos, los principales tejidos atacados son: adiposo, epidérmico, matriz traqueal,
glédndulas salivares, tubos de Malphigy, células sanguineas, células musculares, ganglios nerviosos
y células pericardiales, siendo el ultimo tejido infectado la hipodermis. Los insectos enfermos se
colocan en la parte superior de la planta con las patas posteriores, tornandose oscuras debido a la
desintegracion de los tejidos internos hasta la rotura del integumento, los cuales seran fuentes de
indculos para otras larvas susceptibles presentes (Alves 1986; Lecuona, 1996; Evans y Entwistle,
1987).

En el caso de los adultos provenientes de larvas que sobrevivieron a una infeccién de baculovirus se
observan alteraciones, principalmente en la reproduccion, reduccion en la fecundidad y/o viabilidad
en la oviposicion o en ambos parametros, cuando la infeccion larval tiene lugar en los Ultimos

estadios (Lecuona, 1996).



4.3.5 Aspectos ecoldgicos

4.3.5.1 Dispersiony persistencia

Los cadaveres de las larvas muertas representan una fuente de inoculo para otras larvas presentes
en el cultivo, ocurriendo la dispersién a través de factores bidticos como parasitos, depredadores,
adulto del hospedante, detritivoros, aves, entre otros y de factores abioticos como la lluvia, viento,
riego y laboreo, (Alves, 1986), los cuales representan el indculo inicial para generaciones futuras y
el posible establecimiento de epizootias (enfermedad que afecta a muchas larvas en un momento

dado en un cultivo) en el campo.

Estas epizootias dependen en gran escala de la dispersion del virus y de la persistencia del mismo
dentro y fuera de su huésped. Los restos de virus sobre las plantas son importantes en la dinamica
de las epizootias, pero las reservas de virus en el suelo son mas importantes a largo plazo (Hunter,
Crook y Entwistle, 1984).

4.4 Utilizacion de Baculovirus para el control de plagas

Segun Hunter, Crook y Entwistle, (1984), existen tres métodos para usar baculovirus en el control de

plagas:

1- Manejo del Baculovirus: minimiza los disturbios del ambiente para mantener las poblaciones

naturales del patogeno.

2- Control biolégico clasico: este introduce el patdgeno en el cultivo haciendo aplicaciones en
cantidades pequefias y escalonadas que resultan en una adecuada dispersién y disminucion de

la plaga a un numero econdmicamente aceptable.

3- Uso de virus como insecticidas quimicos: se realizan aplicaciones con una dosis alta, para tener

un efecto deseado de control de la plaga.



4.5 Factores que influyen sobre la eficiencia del virus entomopatdgeno aplicado en campo

4.5.1 Inoculo del patdgeno

La variabilidad genética en poblaciones de virus en campo puede estar traducida en grandes
variaciones de la virulencia a su hospedante, considerando el aislamiento mas virulento como el mas
adecuado para su produccién masiva, multiplicandose inicialmente en cantidades suficientes para
que sirva de indculo de referencia en producciones futuras; procedimiento que reduce las

posibilidades en las alteraciones genéticas del agente.

4.5.2 Dosis del patdgeno

La definicion de dosis eficiente de virus para la aplicacion en el campo debe basarse en una
diversidad de situaciones, procurando seleccionar la dosis que proporcione resultados adecuados de
control, por lo que se recomienda la realizaciéon de ensayos en condiciones controladas de campo,
en distintos lugares, con diferentes densidades de las plagas y condiciones de cultivo, eligiendo la

dosis que presenta un desempefio deseable para casi todas las situaciones analizadas.

Las dosis recomendadas para controlar el complejo Spodoptera varia de acuerdo al aislamiento
viral; para Spodoptera frugiperda, en Nicaragua se utiliza una dosis de 708 LE/ha (Rizo y Narvaez
2000); para Spodoptera sunia y Spodoptera exigua la dosis aplicada en campo es de 212 LE/ha.
Alves (1986), sugiere que cuando las infestaciones de larvas son muy altas o hay larvas de
diferentes instares, es recomendable aplicar una dosis alta al inicio y después aplicar dosis mas
bajas segun la densidad poblacional de la plaga, con el objetivo de mantener el indculo en el campo.

4.5.3 Temperatura

La temperatura aparentemente no ejerce un efecto directo significativo sobre los virus asociados a

cuerpos de inclusion, particularmente los baculovirus son aplicados normalmente en el campo, ya



que mantienen su virulencia cuando son sometidos a temperaturas elevadas (40 - 45 °C) o bajo cero
(Ignoffo, 1985; Benz, 1987). En cambio, cuando se considera su asociacion con el hospedante,
puede ocurrir inhibicion del proceso infectivo tanto en temperaturas bajas como elevadas (Jaques,
1977; Benz, 1987; Moscardi, 1991).

45.4 Humedad

Este factor tiene poco efecto sobre la eficiencia y estabilidad de los virus de insectos, sin embargo la
alta humedad puede facilitar la diseminacién del virus presente en las larvas muertas, resultantes de
la aplicacién, debido a que en estas condiciones el cuerpo del insecto se rompe faciimente,
permitiendo que el in6culo sea transportado por otros artropodos o gotas de lluvias, como fue
verificado para el VPN de A. gemmatalis (Moscardi, 1991). No obstante, en periodos de sequias
prolongados después de la aplicacion, la epizootia de virus a partir de larvas muertas, es perjudicada
pues los cadaveres de las larvas tienden a desecarse y no se rompen con facilidad, lo que torna
menos rapido la liberacion del virus sobre las plantas.

455 Sustrato

La eficiencia de aplicaciones de virus en el campo y la persistencia del mismo, estan estrechamente
relacionados al sustrato donde estos agentes son depositados y pueden ser desactivados de
manera diferente, en funcién de la morfologia, lugar y especie de la planta donde el virus fue

depositado.

Existen plantas que por la disposicién de sus hojas, insercién del peciolo y distribucion espacial de
sus ramas evitan una penetracion mayor de los rayos solares en su interior, lo que propicia mayor
persistencia de la actividad viral. De la misma manera, el deposito del virus en las hojas de la
periferia de la planta es menos protegida que las particulas virales depositadas internamente

(Jaques, 1967; Jaques y Morris, 1981).



Otro aspecto importante a considerar es el valor del pH en el follaje de algunos cultivos como
algoddn (Gossypium hirsutum), soya (Glycine max), tomate (Lycopersicum esculemtum Mill),
factor que contribuye en la inactivacién del virus, ejemplo de ello son los estudios realizados por
Gudauskas and Canerday 1968; Ignoffo et al. 1972; Andrews and Sikorowski 1973; Young and
Yearian 1974; McLeod et al 1977; Young et al 1977, los que concluyen que el alto valor del pH en la

hoja del algodon reduce la persistencia del VPN de Heliothis.

4.5.6 Radiacion solar

El espectro de radiacion solar, esta constituido por luz natural, luz infrarroja y luz ultravioleta. El
rango de radiacion de la longitud de onda ultravioleta (200-400 nm), es el principal factor que influye
en la desactivacién de los virus entomopatogenos aplicados en campo, el cual ha sido sefialado
como el aspecto mas importante en la sobrevivencia del mismo (Enwistle y Evans, 1985; Tanada,
1973; Yendol y Hamlen, 1973; Jaques, 1977). Los virus asociados a cuerpos de inclusion proteicos,
como los VPN, VG, VPC y Entomopoxvirus, poseen generalmente mayor capacidad de persistencia
en el ambiente que los virus de particulas libres, debido a la proteccién conferida por estos cuerpos

a las particulas infectivas inclusas en su interior (Jaques, 1977).

Varios estudios han demostrado que la longitud de onda de la radiacion ultravioleta, presente en la
luz solar (280-300 nm), inactiva los baculovirus en intensidades semejantes a la luz ultravioleta
germicida, que se situa alrededor de 237 nm (Bullock, 1967; Gudauskas y Canerday 1968; Jaques,
1968; David, 1969; Bullock et al 1970; Smirnoff, 1972).

De esta manera los virus aplicados en campo sobre la superficie de las plantas puede ser
desactivado répidamente, variando para la mayoria de las virosis de dos a cinco dias (Jaques,
1977). Por otro lado, la mayor o menor persistencia de la actividad viral va a depender del cultivo en
consideracion, de la morfologia de la planta, del lugar donde el patégeno fue depositado y de la

dosis utilizada.



La adicién de adyuvantes, que promueven cierta proteccion al virus, ha sido ensayada y utilizada en
formulaciones de bioinsecticidas virales, con la finalidad de prolongar la actividad de estos agentes
en campo, los que posteriormente se controlan de forma adecuada (Ignoffo y Batzer, 1971; Jaques,
1971, 1972, 1977; Ignoffo y Couch, 1981; Smith et al 1982; Lutrel et al 1983; Shapiro et al 1983;
Jaques, 1985; Alves et al 1992).

Debido al efecto de la radiacién ultravioleta sobre los virus entomopatégenos, ha sido recomendada
su aplicacion al atardecer, garantizando de este modo un mayor periodo en la actividad microbial,
luego de su aplicacién y en consecuencia, el incremento de la probabilidad de que los insectos
presentes en el cultivo ingieran la dosis letal del patégeno (Smirnoff, 1972; Moscardi, 1983, 1986;
Ignoffo, 1985).

Aunque puede ocurrir una rapida desactivacion del virus, la gran mortalidad provocada al
pulverizarlo sobre el cultivo proporciona altos niveles de reposicion del patogeno en el ambiente.
Esto representa una disminucion de las plagas por debajo de los niveles de dafio econdmico,
especialmente para insectos masticadores en cultivos con tolerancia o alta capacidad de dafio
(Moscardi, 1983).

4.6 Formulacion

Consiste en preparar una combinacion de ingredientes de forma tal que el principio activo se

mantenga estable a largo plazo en un rango de pH.

Normalmente una formulacion contiene disolventes, humectantes, adherentes, emulsificantes y la
sustancia activa. Estos aditivos permiten que se utilice faciimente el equipo, mezclandose en el
vehiculo transportador que puede ser agua o aceite, lo cual facilitara la dispersion y adhesion al
follaje con un rango minimo aceptable de residualidad, para el caso de los insecticidas quimicos
o0 persistencia, mejorando la actividad bioldgica del mismo. Asimismo es importante que sea

compatible con otros insecticidas (Fernandez- Larrea, 2001).



Las formulaciones y métodos de aplicacién de insecticidas virales son probablemente mas exigentes
que para los productos quimicos, ya que éstos deben permanecer viables y ser ingeridos para ser

eficaz en el control de plagas (Angus y Luthy, 1971; Ignoffo y Couch 1981).

4.6.1 Componentes de un formulado

En toda formulacion se distinguen tres componentes principales, el principio activo, los
microorganismos o sus toxinas, el diluyente o vehiculo que puede ser solido o liquido y es un

material inerte y el adyuvante, con funcion protectora (Fernandez- Larrea, 2001).

Las formulaciones basicas pueden ser: 1. Liquidas, ya sea suspensiones acuosas o emulsificantes;

2. Polvos para espolvoreo; 3. Polvos humedecibles; 4. Cebos y 5. Granulados.

4.6.2 Criterios de formulacion

Un insecticida microbiano ademas de eficaz, debe ser economico y satisfacer algunos
requerimientos comerciales y de aplicacion en condiciones de campo. Entre los aspectos que se
debe mejorar en una formulacion estan la estabilidad fisica y bioldgica durante el almacenamiento,
evitar la evaporacion, incrementar la cobertura y adherencia en el follaje, mejorar la dispersion y
suspensibilidad e incrementar la resistencia a las condiciones ambientales (lluvia, temperatura,

radiacion, etc.).

Una de las desventajas de los productos microbioldgicos usados para el control de plagas es el
efecto negativo de las condiciones ambientales, lo cual afecta la estabilidad y eficacia. Este
problema puede ser resuelto mediante la preparacién de formulaciones, mezclando el ingrediente

activo con los diferentes componentes.



Cémo se menciond la luz ultravioleta inactiva al virus, perdiendo en casos extremos su actividad
viral en un dia, por consiguiente este efecto se ha contrarrestado con la aplicacion de protectantes.
Estas, son algunas sustancias o materiales que se agregan al virus para proteger el ADN viral de la
radiacion solar, con el objetivo de conservar la potencia de éste por un lapso de tiempo mayor
(Jaques 1971, 1972; Ignoffo y Batzer, 1971; Young y Yearian 1974).

4.6.3 Protectactes en las formulaciones de virus

La adicién de protectantes en la aplicacion de virus, es una de las técnicas que requiere de la
realizacion de estudios que confirmen su efectividad. Sin embargo, existen ciertas clases principales

de protectantes que se clasifican por su modo de accion:

1- Reflectantes: Son sustancias o0 materiales opacas que se han utilizado como protectantes de luz
ultravioleta, dentro de los que se conocen: el aluminio metalico (en polvo), el 6xido de aluminio y el
titanio; siendo prohibido el uso de éste ultimo, pues es considerado un contaminante ambiental en la

actualidad.

2- Absorbentes generales: Es un material oscuro que absorbe la luz infrarroja. Uno de los ejemplos
mas estudiados en esta clasificacion es el carbén, el cual ha sido empleado industrialmente en la

proteccion del virus de la poliédrosis nuclear (Bull et al, 1976).

3- Absorbentes selectivos: Son sustancias que absorben fuertemente los rayos ultravioletas, los
cuales se han seleccionado y probado como protectantes. Estos materiales a menudo son

transparentes a la luz visible.

Segun Killick, (1990), la protecciéon del virus depende de las concentraciones utilizadas; en
bioensayos experimentales la adicion de protectantes presento buenos porcentajes de actividad viral
original, llegando a la conclusidn que la sobrevivencia del virus, mejora normalmente con

protectantes, pero no siempre es mayor con concentraciones mas altas de éste.



Jaques, (1972); Killick, (1990); afirman que el agregar protectantes como leche en polvo desnatada,
carbon de lefia, albumina de huevo o extracto de levadura, a la aplicacion del virus es beneficiosa,
debido a que extiende el periodo de vida de éste y produce tres veces mas la actividad microbial en
la dosis letal cincuenta (LDso), ocasionando un 50% de mortalidad original larval en un lapso de 4 a

20 dias, prolongando significativamente el periodo de proteccién de la planta.

4.7 Aspectos técnicos y equipos de aplicacion

Una buena aplicacion se define en el momento oportuno, con la maxima cobertura posible, la
cantidad de preparado (ingrediente activo) requerido sobre un blanco bien definido, con la correcta
calibracion del caudal y el ajuste adecuado del tamafio de la particula. Ademas, cabe sefialar que el
VPN, debe ser preparado bajo sombra y al momento de aplicarse, para evitar su inactivacion por la

accion de los rayos ultravioleta (Enwistle y Evans, 1985).

La aplicacion terrestre de virus es considerada generalmente mas eficiente que la aplicacién aérea,
principalmente en relacién al dep6sito del agente activo sobre el cultivo (Yearian, 1978). En el caso
de insecticidas virales aplicados por via aérea, estan sujetos a la pérdida por deriva o evaporacién
en una proporcion 4:5 veces mayores que en aplicacion terrestre, especialmente cuando el vehiculo
utilizado es agua aplicada en bajos volumenes. Por otra parte el uso de sustancias que aumentan la
viscosidad de la suspension y que retardan la evaporacion, como la melaza y aceites vegetales o
minerales, puede proporcionar un adecuado depoésito de estos microorganismos, posibilitando un

eficiente control de la plaga (Yearian, 1978; Smith y Bouse, 1981).

Segun estos ultimos autores, la mortalidad por virus es generalmente mayor con un tamario de gotas
entre 100 y 150 micrones, en contraste con gotas mayores y con velocidad horizontal del viento
entre 0.6 — 2.0 metros por segundo. Asimismo, el uso de maquinaria y tecnologia inapropiada es un
factor importante en el fracaso de las aplicaciones, no solo en el caso de virus sino también, con

otros entomopatogenos.



Dentro de los métodos mas utilizados para la aplicacion de VPN en los diferentes cultivos se
encuentran la microulva y Micron Sprayers Ltd.UK., los cuales generan una gota de
aproximadamente 58 de diametro promedio de volumen. Poveda y Saravia, (1994) citado por Rizo
y Narvéez (2000), en evaluaciones de la eficacia de otros tipos de equipo probaron bombas de motor
y de presion, y no encontraron diferencias estadisticas significativas, lo cual demuestra que para la
aspersion de este virus se puede utilizar cualquier equipo convencional, utilizado para productos
sintéticos o biolégicos. Lo mas importante es que se garantice una buena cobertura, porque el virus
manifiesta su actividad biolégica en especies que ingieren las hojas contaminadas. Es por ello que
se consideran aspectos importantes para la aplicacién: la cobertura d aplicacién, Coleccién y

redistribucion de las gotas y tamarfio de gota asperjada.

4.7.1 Cobertura de aplicacion

Una cobertura adecuada de las plantas es un factor fundamental para una aplicacién eficiente del
virus, ya que este debe ser ingerido para actuar sobre el hospedante susceptible. La cobertura es
muy afectada por el tamafio de la gota y el volumen del vehiculo utilizado (agua, aceite efc.), los

cuales a su vez son influenciados por el tipo de maquinaria empleada.

Otros factores como la formulacién utilizada, viscosidad del liquido, altura de aplicacién, presion,
velocidad horizontal del viento, humedad relativa, temperatura, precipitacion y tipo de planta, influye
en gran medida sobre la calidad de la cobertura obtenida y consecuentemente sobre la aplicacién
del virus (Smith y Bouse, 1981). En funcién de las numerosas variables que pueden afectar la
aplicacion, la comparacion de resultados obtenidos con dosis en diferentes lugares se torna muy
dificil, aun cuando se estudia la misma combinacién insecto-planta-virus-maquinaria (Smith y Bouse,
1981; Bals, 1973; Morgan y Col 1972; Mathews, 1979).

Junco, (1978) sefala que la cobertura y penetracién que se obtiene con aplicaciones de gotas
grandes son muy deficientes y que este tipo de tratamiento sélo puede ser posible con productos
sistemicos. Asimismo Killick, (1990) en el estudio realizado para el control de la polilla del pino

(Panolis flammea) confirma que los niveles de infeccion eran significativamente afectados



por el tamafo de las gotas y la exposicion antes de la ingestion, ya que las gotas pequefias
alcanzaron niveles de infeccidn més altos en arboles pequefios, que las gotas grandes en arboles

altos.

4.7.2 Coleccion y redistribucion de las gotas

El recobrado es la parte del ingrediente activo del producto, que se recupera como depésito en la
superficie del cultivo. Torgeson (1967), sefiala que el depdsito sobre el objetivo se debe a varios
factores, refiriéndose a que en las hojas mas grandes y de superficie lisa, la eficiencia del impacto de
las gotas es menor; siendo estas colectadas sobre insectos o superficies de plantas por la
sedimentacion e impacto, del mismo modo el humedecimiento es otro factor que afecta el angulo de

contacto de las gotas sobre las hojas y la superficie cerosa.

El didmetro de gotas menor a 150 micrones y formulaciones dotadas de agentes tensoactivos,
favorecen notablemente el cubrimiento de las hojas (Mathews, 1979). La estructura y rugosidad de
las hojas influye sobre el humedecimiento y pueden ser diferentes por el haz y el envés (Holloway,
1970).

4.7.3 Tamarfio de gota asperjada

Segun estudios realizado por Muller, (1969), la uniformidad de las gotas de aspersion optimiza el
combate contra las plagas; sin embargo, al realizar la aspersién, la mayoria de los equipos y
formulaciones, forman un amplio rango de tamafio de gotas simultineamente, las cuales son
afectadas por el viento, la turbulencia y la evaporacion, principalmente las de tamafio menor a los
150 micrones, causa que conlleva a una mala cobertura durante la aplicaciéon (Akesson, 1972;
Junco, 1978).

Spillman (1982), destaca que la eleccidén del tamafio de las gotas debe estar enfocadas en la

efectividad bioldgica sobre el objetivo y el tipo de producto, teniendo presente que las gotas mas



pequefas ofrecen un mayor efecto bioldgico, mayor penetracion y distribucién en el follaje de la
planta, sin embargo son mas propensas a ser desviadas por el viento en la aplicacion, favoreciendo
mas la evaporacion; por otro lado las gotas mas grandes pueden provocar mayores pérdidas, hasta
de un 50% y més del ingrediente activo por escurrimiento. Mathews (1979), refiere como tamafio de
gota optimo de 30-50 micrones para el control de insectos en el follaje y de 40-100 micrones en

aplicaciones dirigidas al follaje de la planta.

4.8 Aspectos generales de Spodoptera exigua

4.8.1 Taxonomia

Esta especie es un insecto plaga que pertenece al orden Lepidoptera y a la familia Noctuidae. Fue
descrita primero como Noctua exigua por Hubner en 1808. Fue renombrada como Laphygma
exigua Hubner, por Hampson en 1909 y actualmente ubicada en el género Spodoptera exigua por
Zimmerman en 1958 (Smits, 1987). Por su estatus de plaga en todo el mundo, es conocida por
muchos nombres en cada localidad, el mas comun el gusano soldado, el cual es ampliamente

utilizado en diferentes partes del mundo.

4.8.2 Descripcion, biologia y dafios

Spodoptera exigua esta ampliamente distribuida en los paises tropicales y subtropicales del
mundo. El dafio de estos insectos es ocasional, pero severo en algunas partes del pais.
Normalmente, afecta las hojas, sin embargo, las condiciones ambientales y la presion de los
plaguicidas, incrementa las poblaciones de la misma, afectando también las vainas o estructuras

reproductivas, produciendo roeduras superficiales que deprecian el producto.

Segun King y Saunders (1984), han reportado al gusano soldado (Spodoptera exigua), como plaga
secundaria en cultivos importantes como algodon (Gossypium hirsutum), sorgo (Sorghum

bicolor), ajonjoli (Sesamiun indicum), frijol (Phasseolus vulgaris), soya (Glycine max),



cebolla (Allium cepa L), esparrago (Asparagus officinalis L), garbanzo (Cicer arietinum L.) y vid
(Vitis vinifera L.)

Esta especie deposita los huevos sobre las hojas en masas de 50-150, cubiertos con escamas de
color gris del abdomen de la hembra en oviposicion. Las larvas pasan por 5 6 6 estadios con un
largo de 25-35mm, cuando éstas estan maduras, dorsalmente presentan un color gris-verdoso con
una linea quebrada de color amarillo en medio del dorso y una banda palida por debajo de éste; en
la fase gregaria presentan un color verde oscuro a negro total. En el primer estadio la larva se
alimenta por debajo de una telarafia de seda en el envés de la hoja, quedando esqueletonizadas.
Los estadios posteriores se pueden encontrar alimentandose solos, en grupos o en agregados
extensos, bajo estas condiciones pueden ocurrir defoliaciones seria y las larvas pueden migrar en
grandes numeros hacia nuevos campos de alimentacién. Spodoptera exigua, empupa en el suelo
después de un periodo de prepupa de 1 — 2 dias, este es un capullo suelto de color café. El adulto
de esta especie tiene una envergadura de 5mm, presentando en las alas delanteras un color gris
con una mancha central palida y anaranjada de forma circular y alas posteriores blancas con venas

café (King y Saunders, 1984).

La biologia de Spodoptera exigua es muy similar a la de Spodoptera frugiperda, siendo la
incidencia de estos insectos muy irregular; observandose en algunos afios altas poblaciones y dafios

severos y en otros poblaciones bajas con dafios de poca importancia.

4.8.3 Biologiay ecologia

4.8.3.1 Duracion de cada estadio
Huevo: 3-5 dias

Larva: 10-16 dias

Pupa: 6-7 dias

Adulto: 10 dias



Tiempo de generacion: 30-35 dias

NUmero de generaciones: 3-6 (zonas frias 3 y zonas costeras 6), segun King y Saunders, (1984).

4.8.3.2 Ecologia

La tasa de desarrollo y la duracion relativa de cada estadio esta relacionada con la temperatura.
También la calidad y el tipo de planta influyen en la tasa de desarrollo (Smits, 1987). Spodoptera
exigua es una especie polifaga, el nimero de especies vegetales cultivadas que pueden ser
atacadas por esta plaga es bastante elevado, 60 especies pertenecientes a 23 familias distintas.
Igualmente el numero de especies de malas hierbas y plantas espontaneas sobre las que puede
alimentarse es alto y corresponde a un total de 31 familias botanicas. Dentro de éstas se destacan
los cultivos herbaceos extensivos y horticolas.

Existen muchos organismos parasitos y predatores, que mantienen regulado las poblaciones de esta
plaga, especialmente en cultivos con bajo uso de insumos quimicos. Se han reportado mosca
Tachinidae, varios Ichneumonidaes, Braconidae, Enlophidae, Choysopidae, entre otros (King y
Saunders, 1984; Smits, 1987).

4.8.4 Metodo de control de Spodoptera exigua

Tradicionalmente se han utilizado insecticidas sintéticos para el control de esta especie en diferentes
cultivos. Sin embargo, Spodoptera exigua ha adquirido resistencia a muchos plaguicidas, razon que
genera en las ultimas décadas el desarrollo de una creciente actividad investigadora, dirigida a la
busqueda de medidas de luchas eficaces y al mismo tiempo, seguras para establecer sistemas de
proteccion de cultivos sostenibles y respetuosos con el ambiente (Anon, 1974).

El principal método usado se basa en insectidas quimicos. El uso excesivo de estos ha conducido al
desarrollo de resistencia, habiéndose reportado esto en productos como el DDT, Toxafeno,

Methomyl (Lannate), entre otros en Norte América y México (Smits, 1987).



Entre los métodos alternativos mas atendidos se encuentra el desarrollo de insecticidas biologicos
basados en neméatodos, parasitos, microorganismos y virus entomopatdgenos, siendo estos ultimos,
uno de los grupos mas estudiados, y efectivos para el control de plagas, tanto en cultivos agricolas
como en ecosistemas forestales. Ejemplo de ello es la aplicacién del Virus de la Poliédrosis Nuclear
en cultivo de cebolla en la regién de Sébaco, por algunos productores, para contrarrestar el
incremento de las poblaciones de esta plaga, obteniendo buenos resultados, debido a su

especificidad y alta capacidad virulenta.



V. METODOLOGIA

El trabajo se realiz6 en el Campus Agropecuario propiedad de la UNAN- Ledn, ubicada al sureste del

centro de la ciudad, 2 Km. sobre la carretera de la comarca La Ceiba, municipio de Leodn.

5.1 Descripcién del area de estudio

El Campus Agropecuario cuenta con una extension de 60 manzanas, en la cual predominan suelos
franco-arenosos, con pendientes de 1-2 %, topografia relativamente plana, temperatura promedio de
27.85 °C, humedad relativa de 77.12 %, precipitacion media mensual de 128.11 mm. y

evapotranspiracién media mensual de 4.87 mm.

5.2 Ensayo |. Evaluacion de la persistencia del virus VPNSe aplicado en el cultivo de soya
(Glycine max).

5.2.1 Procedimiento

El ensayo se ejecutd en el mes de Octubre del afio 2002. Se estableci6 el cultivo de soya (Glycine
max), variedad Chemaya, utilizando cuatro parcelas de 10 surcos de largo por cuatro 4 surcos de
ancho, con una distancia entre surco de 0.66 m, para un area total de 26.4 m2 por parcela. El area
util de cada parcela fue de dos surcos centrales, eliminando 1 m en los extremos para un area de
10.56 m2,

En cada parcela se aplicd Virus de la Poliédrosis Nuclear aislado en Spodoptera exigua (VPNSe) a
una dosis de 150 LE/mz (1.08 x 10"'CIP/mz), correspondiendo a 1 LE para el rea de cada parcela.

Los tratamientos a evaluar son:
1) Virus de la Poliédrosis Nuclear (VPNSe) semi-purificado (disuelto en agua).
2) Virus de la Poliédrosis Nuclear (VPNSe) crudo (virus mas agua).
3) Virus de la Poliédrosis Nuclear (VPNSe)
) ( )

4) Virus de la Poliédrosis Nuclear (VPNSe) méas leche en polvo como protectante mas agua.

més carbon como protectante mas agua.



5.2.2 Preparacion del Virus

Para el tratamiento uno se preparo el virus semi-purificado, se tomé 1 larva muerta en el ultimo instar
de Spodoptera exigua, se macerd y se filtro con una tela de organdi, luego se agregé Sodio Dudecil
Sulfato (SDS) al 1%, el caldo obtenido se sometié a un proceso de centrifugacion diferencial. La
primera centrifugacion fue por 1 minuto a 3000 rpm, produciéndose un sobrenadante y un
precipitado, eliminando este Ultimo y centrifugando nuevamente el sobrenadante a 6000 rpm por un
periodo de 10 minutos, el precipitado es el pelet que contiene los cuerpos de inclusion poliedral

(CIP), al cual se le agregd agua destilada y se aplict en la parcela.

Para la preparacion del tratamiento 2, en la formulacién liquida del virus crudo se mezclo, tomando
una LE de Spodoptera exigua, mas agua destilada y se filtro con tela de organdi obteniendo el
caldo para la aplicacién en la parcela.

Para la preparacion del tratamiento 3, se procedio6 igual que el anterior y el caldo obtenido del virus
mas agua, se mezcld con carbon en una proporcion del 1%. Procedimiento que se realizo igual para
el tratamiento 4 donde se mezclo el caldo de virus mas agua con leche en polvo en una proporcion
de 1%. A todos los tratamientos se les adicicioné al momento de la aplicacién un penetrante-

humectante llamado SERACSA WK 86% L. S, para mejorar o asegurar la accion de los tratamientos.

5.2.3 Aplicacion del Virus de la Poliédrosis Nuclear (VPNSe)

La aplicacion se hizo con una microaspesora de 400 ml. de capacidad, utilizando para ello una
boquilla de abanico. Previamente se calibr el equipo para determinar el volumen de agua que se
utilizé por tratamiento, el que fue de 350 ml., posteriormente se realizé la limpieza y desinfeccion del
equipo. Dicha aplicacion se efectu6 a las 6:00 AM.



5.2.4 Evaluacion de la persistencia en laboratorio

Para evaluar la actividad del virus, se cortd de cada parcela (til diez hojas de ambos estratos
superior y medio de plantas seleccionadas al azar. La toma de muestra se realizd antes de iniciar la
aplicacion, inmediatamente después de esta (hora cero), a las 4, 8, 12, 24 y 48 horas después de la
aplicacion. Cada muestra de hojas se coloco en bolsas plasticas estériles selladas y rotuladas con

cada tratamiento, estrato y hora de toma de muestra, las cuales fueron llevadas al laboratorio.

Las muestras recolectadas en campo se colocaron en platos petri, debidamente esterilizados con
alcohol al 97%, en cada uno de estos se colocé un foliolo de la hoja trifoliada de la soya, colocando

un algodon impregnado de agua destilada para evitar la desecacion de la misma.

Para evaluar la persistencia del virus sobre el follaje, se usaron 25 larvas del segundo instar (+ 6
dias de edad) de Spodoptera exigua en cada tratamiento, provenientes de la cria del laboratorio de

la UNAN-LEON, alimentadas con dieta a base de soya.

En cada plato petri se colocaron dos larvas, las que consumieron el material vegetal contaminado,
por un periodo de veinticuatro horas, posteriormente se trasladaron a vasos individuales para
evaluar la muerte por virus o la pupacion de la misma. Se considerd una larva muerta por virus,
aquella que moria colgada de sus patas traseras en cualquier parte del vasito o cuando el

integumento se rompia, saliendo un liquido oscuro.

Se calculé el porcentaje de mortalidad en cada tratamiento y cada uno fue corregido usando la

formula de Abbott, utilizando la mortalidad del tratamiento pre-aplicacion (testigo).

fe=(r-c) x 100 re = Mortalaad Cricwal Conmsada
) f =FySENeIan de rrﬁwmﬁ & raaeT
(1- ¢) ¢ = Progeenon de mreekes g9l teshns



La persistencia del virus se expreso como un porcentaje de la Mortalidad Original Remanente
(MOR), la cual consiste en dividir el porcentaje de mortalidad larval en cada periodo de
exposicion entre el porcentaje de la mortalidad larval del virus no expuesto a la luz (hora cero), y
multiplicado por 100.
%MOR= %M(Hi) X 100
% M (Ho)

5.3 Ensayo Il. Evaluacién de la persistencia del virus VPNSe expuesto a la luz solar en
viales de plastico

5.3.1 Procedimiento

En este ensayo se utilizaron los mismos tratamientos y un control con agua (testigo). Cada
tratamiento fue preparado con el procedimiento descrito anteriormente y no se utilizd como

sustrato el cultivo de soya (Glycine max), por falta de recursos para establecerlo.

Para cada tratamiento se prepard una dosis de 50 ml, las que se expusieron al sol por un
periodo de 0, 4, 8, 12, 24 y 48 horas. De cada solucion se tomé 250 pl, el cual se asperjo sobre
la dieta artificial contenida en cada vaso, seguidamente se coloco una larva de Spodoptera
exigua de segundo estadio proveniente de la cria. Este procedimiento se repitié con 30 larvas
por cada tratamiento y por cada tiempo de exposicidn. Diariamente se revisé cada vasito y se
anoto en la hoja disefiada para ello (Anexo 6), la muerte o sobrevivencia, considerando en los

mismos criterios descritos en el ensayo .

Se realiz6 un analisis de varianza para determinar si hay diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos; utilizando para ello el programa Excel y el programa estadistico SPSS. El
disefio estadistico usado fue el modelo factorial, el cual mide el efecto de dos o mas factores
juntos, comparandolos en el mismo experimento para todas las combinaciones posibles de los
niveles de ambos factores. Se consideraron como factores: el tratamiento, tiempo de exposicion
(en ambos ensayos) y niveles de exposicion, los estratos superior y medio, en el primer ensayo.
Para el factor tratamiento los niveles fueron tratamiento 1, 2, 3 y 4, para el factor tiempo de

exposicion los niveles fueron 0, 4, 8, 12, 24 y 48 horas.



VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo 1. Evaluacion de la persistencia del virus VPNSe aplicado en el cultivo de soya
(Glycine max).

Los resultados obtenidos del primer ensayo en el estrato superior de las hojas del cultivo de
soya, demuestran que la méxima actividad biolégica del virus (hora cero), causé una mortalidad
entre 82.3% y 94% en los diferentes tratamientos y se dié un 32 % de mortalidad en el
tratamiento pre-aplicacion, factor que fue corregido con la formula de Abbott (Tabla 1). Se
observé una disminucion progresiva de la actividad viral a medida que éste era expuesto a la luz
solar (Grafica 1), existiendo diferencias significativas entre los tratamientos a un nivel de
significancia de 0.05 (Tabla 2) este comportamiento descendente de la mortalidad original en los
tratamientos del estrato superior, se debe a que recibe de forma directa la radiacién solar, factor
que inactiva la capacidad microbial de los baculovirus a medida que se incrementa el tiempo de
exposicion en el campo. Segun Entwistle y Evans (1985), la hoja es el sitio a partir del cual el
virus es ingerido por las larvas, sin embargo, es la que provee el ambiente mas adverso para el

mismo.

Tabla 1. Porcentaje de mortalidad en larvas de Spodoptera exigua alimentadas con hojas de
soya (Glycine max) del estrato superior, contaminadas con virus no expuesto a la luz solar (hora
cero). Campus Agropecuario UNAN-Ledn, 2002-2003.

Tratamientos Porcenta]e de mortalidad larval
Testigo Pre-aplicacion 32.0
Virus Semi-puro 88.0
Virus Crudo 82.3
Virus + Leche 94.0
Virus + Carbon 88.0

El tratamiento donde se aplicd virus semi-purificado en el estrato superior, mostré la menor
persistencia después de las cuarenta y ocho horas de exposicion, logrando un 46.8% de
Mortalidad Original Remanente (Anexo 1), esto es debido a que el virus semi-purificado esta
desprovisto de proteinas y otros materiales (grasa, lipidos, células y tejidos del insecto huésped,
etc.), que recubren el cuerpo de inclusion poliedral Entwistle y Evans (1985). En cambio el

tratamiento virus mas



agua (crudo) a las cuarenta y ocho horas incrementé la mortalidad en 10.3% con respecto
al virus semi-purificado, lo que se atribuye a la presencia de restos de proteinas y otros
materiales presentes en la solucidn viral provenientes de la larva muerta, lo que coincide con lo
sefialado por Jaques, (1972). Sin embargo, en la persistencia del virus, aunque puede dar al

cultivo cierta proteccion ésta no es suficiente para mantener las poblaciones bajas de

Spodoptera exigua.
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Grafica 1. Porcentaje de Mortalidad Original Remanente (MOR) en larvas de Spodoptera
exigua, alimentadas con hojas de soya (Glycine max) del estrato superior, contaminadas con
Virus de la Poliédrosis Nuclear expuesto a la luz solar. Campus Agropecuario UNAN-Le6n, 2002-
2003.

Se observé que al agregar carbdn al virus la mortalidad original remanente alcanzé un 66.8% a
las cuarenta y ocho horas de exposicion en el estrato superior, presentando una mejor
persistencia de la actividad microbial en el campo, esto puede atribuirse al color oscuro del
carbon, el cual representa una fuente de proteccion a los cuerpos de inclusién poliedral (Jaques,
1971 - 1972; Killick, 1990). El tratamiento virus mas Leche resulté ligeramente inferior con un
62.5% en este mismo estrato, lo que indica que ambos tratamientos con protectantes tuvieron
mejor persistencia; observandose un incremento porcentual de estos mismos en el estrato
superior en un rango de 15.7% - 20% y en el estrato medio de 37.5% - 43.8%, en comparacion
con el tratamiento Virus Semi-puro, debido a que éstos contrarrestan el efecto de la radiacion

solar en los cuerpos de inclusion poliedral (Anexo1).



Tabla 2. Andlisis de varianza de la Mortalidad Original Remanente (MOR) de Spodoptera
exigua en cada tratamiento, realizado en el cultivo de soya (Glycine max). Campus
Agropecuario UNAN-Leon 2002- 2003.

Fuente de Variacion Suma Cuadrado Cuadrado Medio F P
Entre tratamiento 8516.556 2838.852 4,095 0.008
Tiempo de 50328.499 10065.700 14519 0.000
exposicién

Estratos 16.921 16.921 0.024 0.876

En el estrato medio, se observd que la maxima actividad del virus fue de 94% a un 100% a la
hora cero (Tabla 3), siendo similar al estrato superior; sin embargo, en éste estrato, los
tratamientos virus semi-puro y virus crudo mostraron una actividad original remanente inferior de
31.3% y 52.9% respectivamente, después de cuarenta y ocho horas de exposicién solar (Anexo
2), lo que coincide con lo encontrado por Rizo, 1993. Esto podria ser a causa de una cobertura
inadecuada, que a menudo dan como consecuencia una baja mortalidad (Tanada, 1968). Caso
contrario ocurrié en los tratamientos virus més leche con un 75.1% y 68.8% en el virus mas
carbon (Grafica 2), esto puede atribuirse a la presencia de protectantes (leche en polvo y carbon)
y a la consistencia de la gota, por ser mas pesada, lo que disminuye el efecto del viento en la
aplicacion. Del mismo modo, (Jaques, 1972), sefiala que el método de aplicaciéon es muy
importante para el control de insectos, ya que el virus localizado en estas partes de la planta de

soya no es expuesto directamente a la luz del sol.

Tabla 3. Porcentaje de mortalidad en larvas de Spodoptera exigua alimentadas con hojas de
soya (Glycine max) del estrato medio, contaminadas con virus no expuesto a la luz solar (hora
cero). Campus Agropecuario UNAN-Ledn, 2002-2003.

Tratamientos Porcentaje de mortalidad
larval

Testigo Pre-aplicacion 32.0

Virus Semi-puro 94.0

Virus Crudo 100

Virus + Leche 94.0

Virus + Carbon 94.0
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Grafica 2. Porcentaje de Mortalidad Original Remanente (MOR) en larvas de Spodoptera
exigua, alimentadas con hojas de soya (Glycine max) del estrato medio, contaminadas con
Virus de la Poliédrosis Nuclear expuesto a la luz solar. Campus Agropecuario UNAN-Ledn, 2002-
2003.

La diferencia porcentual de los tratamientos en este estrato mostraron una mayor Mortalidad
Original Remanente (MOR) de 8.3% (Anexo 1y 2), indicando una mayor actividad del virus en el
estrato medio en horas posteriores a la aplicacion, debido a que la incidencia de los rayos
solares es menor en éste por la estructura morfolégica que presenta el cultivo. Del mismo modo
se observd una mayor persistencia en el tratamiento virus mas Leche con una diferencia de
12.6% y de 2% en el tratamiento virus més carbdn respectivamente, lo que indica que en el
estrato medio, el virus mas Leche actia por mas tiempo, manteniendo un mayor porcentaje de
mortalidad. Sin embargo, en el anélisis estadistico realizado con el ANOVA del disefio factorial,
se muestra que existe diferencia significativa entre los tratamiento y los tiempos de exposicién,

pero no en los estratos superior y medio de la planta, (Tabla 2).

Caso contrario ocurri en el estudio realizado por Rizo en 1993, en el que se observo que el
porcentaje de mortalidad original fue mayor en el estrato superior. Esto puede deberse, que al
agregar protectante se afecte la cobertura y cantidad del material depositado sobre las hojas,
de manera que no queda una buena cobertura con el equipo de aplicacion usado. Cabe sefalar

que durante el periodo de evaluacion de la persistencia del virus en el cultivo de soya, no ocurri6



ninguna precipitacion (Anexo 3), observandose el dia claro, factor que contribuyd a la
aceleracion de la desactivacion del virus, tal como lo sefiala Jaques (1972).

Asimismo al realizar el anélisis estadistico de los resultados, se observd que no existe
interaccidn de segundo ni de tercer orden entre los factores tratamientos aplicados, estratos de
la planta de soya y tiempo de exposicion en horas, esto quiere decir que la combinacion de estos
factores no produce ningun efecto diferente en la sobrevivencia del virus, lo que significa que

actiian de manera independiente (Anexo 5).

Tabla 4. Prueba de Tukey realizada para el factor tratamientos aplicados al cultivo de soya

(Glycine max) en el Campus Agropecuario UNAN-Leon 2002-2003.

Tratamientos aplicados Porcentaje Promedio de Mortalidad
Original Remanente gMOR! *

Virus Semi-Puro 72.2632

Virus Crudo 77.533ab

Virus + Leche 86.1110

Virus + Carbon 86.315P

*Valores seguidos de la misma letra son estadisticamente iguales; A un nivel de significancia de
0.05

Al realizar la prueba de Tukey para detectar diferencia entre los tratamientos se observo, que el
virus semi-puro y virus crudo son estadisticamente iguales, compartiendo igual grado de
significancia el tratamiento virus crudo y virus mas leche, siendo este Ultimo estadisticamente

igual al tratamiento virus mas carbon.

Tabla 5. Prueba de Tukey aplicada al factor tiempo de exposicidn de los tratamientos realizada

en el cultivo de soya gGIxcine maxz enel CamEus AgroEecuario UNAN-Ledn 2002-2003.

Tiempo de exposicion Porcentaje Promedio de Mortalidad Original

de los tratamientos Remanente (MOR) *
Hora Cero 1002

Cuatro Horas 94.3652

Ocho Horas 85.294a.b
Doce Horas 76.9000
Veinticuatro Horas 69.056b¢
Cuarenta y Ocho Horas 57.721¢

*Valores seguidos de la misma letra son estadisticamente iguales; A un nivel de significancia de
0.05



Los promedios de los porcentajes de mortalidad en los diferentes tiempos de exposicion difieren
estadisticamente, observandose que desde el tiempo cero a las ocho horas, todos los
tratamientos son estadisticamente iguales, mientras que de las ocho a las veinticuatro horas,
donde la actividad del virus comienza a disminuir drasticamente, resultan iguales entre si,
asimismo a las veinticuatro y cuarenta y ocho horas todos los tratamientos presentan un

comportamiento similar.

Ensayo 2. Evaluacion de la persistencia del virus SeVPN expuesto a la luz solar en viales
de pléstico.

Los resultados obtenidos en el segundo ensayo se muestran en la grafica 3 . Datos que
respaldan los resultados del primer estudio; en este segundo experimento el comportamiento
descendente de los tratamientos evaluados fue similar al primer ensayo, lo que confirma la

pérdida de la actividad viral a medida que transcurre el tiempo de exposicion solar del virus.
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Grafica 3. Porcentaje de mortalidad en larvas de Spodoptera exigua, contaminadas con Virus
de la Poliédrosis Nuclear expuestos en viales de plastico a la luz solar. Campus Agropecuario
UNAN-Ledn, 2003.

En este ensayo la mortalidad por virus en el tratamiento pre-aplicacién (testigo) fue de 6.6%
(tabla 6), esto fue ocasionado por la manipulacién, valor que no pasa los limites permisibles, el

cual es de 10%, segun Alves, (1986).



Tabla 6. Porcentaje de mortalidad en larvas de Spodoptera exigua, contaminadas con Virus de
la Poliédrosis Nuclear (VPNSe) no expuesto a la luz solar (hora cero). Campus Agropecuario
UNAN-Leén, 2002-2003.

Tratamientos Porcenta’le de mortalidad larval
Testigo Pre-aplicacion 6.6
Virus Semi-puro 90.0
Virus Crudo 80.3
Virus + Leche 70.6
Virus + Carbon 70.6

La maxima expresién de mortalidad de los tratamientos, fue alcanzada en las primeras horas
(cuatro horas), observandose valores entre 96% - 96.3% (Anexo 4), esto significa que el virus
durante los primeros periodos de exposicion presenté una mayor actividad microbial (Jaques
1972); no obstante el comportamiento de los tratamientos en las horas posteriores fue
decreciendo paulatinamente, llegando a alcanzar 70.4% y 76.9% en los tratamientos virus semi-
puro y virus crudo respectivamente, a las cuarenta y ocho horas de exposicién. Sin embargo, los
tratamientos con protectante mostraron valores superiores, de 83.9% en el tratamiento virus mas
carbén y 88% en el tratamiento virus mas leche, lo que indica una mayor persistencia de éste
(SeVPN) durante la exposicion solar a las cuarenta y ocho horas, resultados similares a los

encontrados por Jaques, (1971-1972).

Este incremento con respecto al primer ensayo sugiere que la hoja de soya afecta la
sobrevivencia del virus, tal como lo sefiala Ali y Sikorowski (1986), quienes aseguran que el pH
de la soya disminuye la poliédrina que protege al virién. Por otro lado, la cobertura en la

aplicacion podria ser otro factor importante sobre los depositos del virus en la hoja.

Segun el ANOVA del disefio factorial (Anexo 5), muestra que existe diferencia significativa entre
los tratamientos y no en los tiempos de exposicion; sin embargo se observa una tendencia a
mejorar la persistencia en el tratamiento virus mas Leche con un 88% y 83.9% en el tratamiento
virus mas carbén (Anexo 4), esto es debido a que los protectantes que se les adicionaron al
Virus de la Poliédrosis Nuclear, le confieren una mayor proteccion a los cuerpos de inclusion
poliedral y por ende una mayor actividad microbial (Jaques, 1972). el mismo modo el analisis
demostrd que no existe interaccion entre los factores tratamientos aplicados y exposicion solar,

lo que significa que ambos factores son diferentes e independientes (Anexo 5).



Tabla 7. Prueba de Tukey aplicada al factor tiempo de exposicion de los tratamientos realizados

en viales de Eléstico en el Camgus AgroEecuario UNAN-Leon, 2003.

Tiempo de exposicion de los  Porcentaje Promedio de Mortalidad

tratamientos Original Remanente (MOR)*
Hora Cero 1002
Cuatro Horas 97.313¢2
Ocho Horas 91.179ab
Doce Horas 86.016a b
Veinticuatro Horas 85.326ab
Cuarenta y Ocho Horas 81.1620

*Valores seguidos de la misma letra son estadisticamente iguales; A un nivel de significancia de
0.05

En los diferentes tiempos de exposicion los porcentajes promedios no difieren estadisticamente,
observandose que desde la cero a las veinticuatro horas, todos los tratamientos son
estadisticamente iguales, mostrando diferencia significativa los tratamientos expuestos a las
cuarenta y ocho horas en relacion a los tratamientos expuestos durante los dos primeros

periodos.



VIl.  CONCLUSIONES

1. El VPNSe presenta una mejor persistencia a las cuarenta y ocho horas de exposicion solar
cuando se le adiciona protectantes, carbon y leche en polvo en comparacion con el virus semi-

purificado y crudo en ambos ensayos.

2. En el ensayo aplicado al cultivo de soya (Glycine max), la mejor persistencia en el estrato
superior fue alcanzada en el tratamiento virus mas carbdn, con un 66.8% y en el estrato medio

por el tratamiento virus mas Leche con un 75.1%.

3. Los tratamientos con protectantes, expuestos en viales de plasticos a diferentes periodos de
luz solar presentaron una mayor actividad microbial, con 88% y 83.9% en los tratamientos virus
mas leche y virus mas carbon respectivamente, en comparacion con los tratamientos virus semi-

purificado y crudo.

4. En ambos ensayos el comportamiento de los tratamientos es similar, observdndose un
incremento de mortalidad en los tratamientos con protectantes, no existiendo diferencias

estadisticas significativas entre ellos.

5. Los tratamientos virus semi-purificado y virus crudo aplicados al cultivo de soya (Glycine max)
en el estrato superior disminuyeron su actividad microbial en un 46.8% y 57.1%, respectivamente

y en el estrato medio en un 31.3% y 52.9% a las cuarenta y ocho horas de exposicion solar.

6. Los tratamientos expuestos en viales de plasticos virus semi-purificado y virus crudo
disminuyeron su actividad microbial en un 13.1% y 26.8%, respectivamente a las cuarenta y
ocho horas de exposicion solar.



VIIl.  RECOMENDACIONES

1- Realizar estudios que evallen factores como: temperatura, insolacion y pH de la hoja de
soya (Glycine max), con el objetivo de conocer el efecto que tienen en la persistencia del

Virus de la Poliédrosis Nuclear.

2- Evaluar el efecto de otros protectantes y la combinaciéon de ellos, para mejorar la
persistencia del VPNSe en campo, aumentando el periodo de exposicién solar para
determinar la actividad microbial de éste.

3- El Virus de la Poliédrosis Nuclear (VPN), es una alternativa viable que contribuye al

restablecimiento del equilibrio poblacional de los insectos.

4- Tomar las medidas pertinentes al momento de manipular estos microorganismos para evitar

cualquier tipo de contaminacion, pérdida de materiales y por ende costos econdémicos.
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ANEXOS

Ensayo 1. Evaluacién de la persistencia del virus VPNSe aplicado en el cultivo de soya
(Glycine max).

Anexol. Porcentaje de mortalidad en larvas de Spodoptera exigua alimentadas con hojas de
soya (Glycine max) del estrato superior, contaminadas con virus expuesto a la luz solar.
Campus Agropecuario UNAN-Leon, 2002-2003.

MORTALIDAD ORIGINAL REMANENTE DEL ESTRATO SUPERIOR

Tratamientos Periodos de Exposicion / Horas
0 4 8 12 24 48
Virus Semi-Puro 100% 93.2% 80.2% 66.8% 60.1% 46.8%
Virus Crudo 100% 92.9% 85.8% 71.4% 64.3% 57.1%
Virus + Leche 100% 93.8% 87.0% 81.4% 68.8% 62.5%
Virus + Carbon 100% 93.5% 86.9% 80.2% 73.5% 66.8%

Anexo 2. Porcentaje de mortalidad en larvas de Spodoptera exigua alimentadas con hojas de
soya (Glycine max) del estrato medio, contaminadas con virus expuesto a la luz solar. Campus
Agropecuario UNAN-Le6n, 2002-2003.

MORTALIDAD ORIGINAL REMANENTE DEL ESTRATO MEDIO

Tratamientos Periodos de Exposicion / Horas
0 4 8 12 24 48
Virus Semi-Puro 100% 87.2% 75.1% 68.8% 62.5% 31.3%
Virus Crudo 100% 82.3% 82.3% 64.7% 58.8% 52.9%
Virus + Leche 100% 93.8% 93.8% 87.0% 81.4% 75.1%
Virus + Carbon 100% 93.8% 87.0% 81.4% 75.1% 68.8%

* La diferencia porcentual de los tratamientos que presentaron mayor persistencia a las cuarenta
y ocho horas de exposicion en ambos estratos, equivale a 8.3 %.



Anexo 3
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Grafica 1. Precipitacion diaria y acumulada del mes de Octubre 2002. Fuente: Estacion Agro
meteoroldgica del Campus Agropecuario de la UNAN Ledn.
Ensayo 2. Evaluacion de la persistencia del virus SeVPN expuesto a la luz solar en viales
de pléstico.
Anexo 4. Porcentaje de mortalidad en larvas de Spodoptera exigua, contaminadas con virus
expuestos en viales de plastico a la luz solar. Campus Agropecuario UNAN-Ledn, 2003.
MORTALIDAD ORIGINAL REMANENTE
Tratamientos Periodos de Exposicion / Horas
0 4 8 12 24 48
Virus Semi-Puro 100% 96.3% 85.1% 77.8% 74.1% 70.4%
Virus Crudo 100% 96.1% 88.4% 80.7% 88.4% 76.9%
Virus + Leche 100% 96.0% 96.0% 92.0% 88.0% 88.0%
Virus + Carbén 100% 96.0% 92.0% 88.0% 88.0% 83.9%



Anexo 5. Andlisis de varianza de la Mortalidad Original Remanente (MOR) de Spodoptera
exigua en cada tratamiento expuesto en viales de plastico. Campus Agropecuario UNAN-Ledn
2002-2003.

Fuente de Variacion Suma Cuadrado Cuadrado Medio F P
Entre tratamiento 1596.271 532.090 1.95 0.01
Tiempo de 5410.344 1082.069 3.91 0.60

exposicién



Anexo 6

Formato utilizado en el levantamiento de datos de la mortalidad natural en larvas de Spodoptera
exigua, contaminadas con Virus de la Poliédrosis Nuclear (VPNSe).

HOJA DE BIOENSAYO

Especie: Instar/edad:

Tratamiento: Hora de toma de muestra:

Fecha de traslado de la larva:

No. Larva Causa de mortalidad Observacion
Virus Otro Pupa
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. - Aplicacion de
Virus de la Poliédrosis Nuclear VPNSe, con y sin protectantes en el cultivo de  soya (Glycine
max), Campus Agropecuario. UNAN-LEON. 2002-2003.

Recolecta de hjas de soya (Glycine max), en el estrato perior, deués de aplica Virus de la
Poliédrosis Nuclear VPNSe solo y con protectantes. Campus Agropecuario. UNAN-LEON. 2002-
2003.



Recolecta de hojas de soya (Glycine max), en el estrato medio, después de aplicar Virus de la

Poliédrosis Nuclear VPNSe solo y con protectantes. Campus Agropecuario. UNAN-LEON. 2002-
2003.

Hoja de soya (Glycine max) asperjada con Virus de la Poliédrosis Nuclear VPNSe, utilizada
como sustrato en la contaminacion de larvas de Spodoptera exigua en L2. Campus
Agropecuario. UNAN-LEON. 2002-2003.



. = - T : . -
Rotulacion de platos petri, conteniendo foliolos de soya (Glycine max) y larvas de Spodoptera
exigua en L2 contaminadas con Virus de la Poliédrosis Nuclear. UNAN-LEON. 2002-2003.

5 — N s ¢
Traslado de larvas de Spodoptera exigua contaminadas con VPNSe a vasitos con dieta
artificial. Campus Agropecuario. UNAN-LEON. 2002-2003.




Larva de Spodoptera exigua muerta por Virus de la Poliédrosis Nuclear VPNSe. Campus
Agropecuario. UNAN-LEON. 2002-2003.
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