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RESUMEN

Cruz, Ever. 2002. Estimacion de la DLsy y DLgo del Virus de la Poliedrosis Nuclear
de Autographa californica en Spodoptera exigua y Helicoverpa zea. Proyecto
especial del programa de Ingenieria en Ciencia y Produccion Agropecuaria.
Zamorano, Honduras. 27 p.

Los virus entomopatégenos son agentes promisorios para ser utilizados como
insecticidas bioldgicos en programas de mango integrado de plagas y cultivos. El
objetivo de este estudio fue determinar la Dosis Letal Media (DLso) y la Dosis Letal
90% (DLgy) con € uso en € laboratorio del Virus de la Poliedrosis Nuclear
Autographa californica (AcVPN) en e Laboratorio de Control Biologico de
Zamorano, en larvas del tercer estadio en Spodoptera exigua y Helicoverpa zea,
también se estim6 € Tiempo Letal Medio (TLsg) que nos indica en cuanto tiempo
muere e 50% de los individuos a determinada dosis. Para € estudio fue necesario
realizar ensayos para conocer la ventana de respuesta bioldgica de los insectos a
AcVPN, paralo que se establecieron las crias de las especies, aimentandolas con dieta
artificial y colocando sobre la superficie de ésta la solucion con € virus. Se utilizo e
rango de concentraciones de 5 x 10 ° hasta 5 x 10" Cuerpos Poliedros de Inclusion
(CPI) en ambas especies. Posteriormente se seleccionaron cinco dosis tomando como
dnico criterio la presencia de mortaidad a la dosis minima, la que fue de 5 x 10° CP|
para Spodoptera exigua y de 5 x 10’ CPl en Helicoverpa zea. A partir de elas se
gligieron cuatro dosis més un testigo, y fueron evaluadas en 40 individuos por dosis.
Para €l andlisis estadistico se utilizé la metodologia Probit con el programa PriProbit
ver 1.63. Se estimé que la DLs para Spodoptera exigua es 5 x 10° CPl y laDLgy €s
7.33 x 10" CPI con un TLsp de cinco dias, mientras que para Helicoverpa zea la DLso
es5x 10'°y laDLg es 3 x 10" CPI, siendo & TLs, de ocho dias. Con este estudio se
comprueba la efectividad del AcVPN producido en Spodoptera exigua como
hospedero, por 1o que se recomienda usarse como hospedero de ACVPN para la
produccion en el laboratorio.

Palabras clave: Baculovirus, bioensayos, rango de accién, tiempo letal, VPN
Autographa californica

Dr. Abelino Pitty



\"ARN

Nota de Prensa

OTRA ALTERNATIVA PARA EL CONTROL DE PLAGAS

Los insecticidas quimicos no son la Unica alternativa para € control de plagas,
en muchos paises ya se estan utilizando otras opciones como los virus
entomopatdgenos, 1os cuales han dado muy buenos resultados.

Los virus entomopatdégenos como agentes de control de plagas son utilizados
en diferentes partes del mundo y han dado muy buenos resultados, representan una
muy buena alternativa sobre todo para los pequefios agricultores ya que la inversion
inicial no es dlta, y posteriormente se puede reducir € nimero de aplicaciones, debido
aque € virus se multiplicay disemina de forma natural en el campo por lo que puede
perdurar por mucho tiempo.

Este virus ya ha sido utilizado en otros paises y con e se pueden controlar muchas
otras plagas de importancia agricola como el Falso Medidor del repollo (Trichoplusia
ni), Falso medidor de la yema del tabaco (Heliothis virencis), gusano peludo
(Estigmene acrea) y Plutela (Plutella xylostela), entre otros. Ademas no causa ningun
riesgo ala salud humana o animal, no genera resistencia en 10s insectos, no contamina
el ambiente y también preserva los insectos benéficos.

En €l Laboratorio de Control Bioldgico en e Zamorano, en los meses de Abiril
a Septiembre se realizaron estudios en los que se utilizé € Virus de la Poliedrosis
Nuclear Autographa californica (AcVPN) para e control de gusano elotero
(Helicoverpa zea) y gusano soldado (Spodoptera exigua).

El propdsito de este estudio fue determinar la cantidad de virus necesario para alcanzar
mortalidades mayores a 50 por ciento en el menor tiempo posible, para ello se criaron
los insectos en e laboratorio para ser expuestos a diferentes cantidades de virus, y se
concluy6 que la dosis més apropiada para estas especies es de 5 X 10’ cuerpos de
inclusién para gusano soldado y de 5 X 10™ para gusano elotero. Se observé que en e
laboratorio puede haber mortalidades del 50 por ciento de los individuos en tan sblo
cinco dias, posteriormente estos insectos muertos pueden servir de fuente de infeccion
en el campo.

Este virus podria ser utilizado muy pronto en los programas de Mango
Integrado de Plagas (MIP) y Mangjo Integrado de Cultivos (MIC), ya que es una muy
buena aternativa econdmicay sobre todo amigable al medio ambiente.

Lic. Sobeyda Alvarez
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1. INTRODUCCION

En la busqueda de establecer un control biolégico de plagas, y asi poder desarrollar
una agricultura sostenible y amigable al ambiente, se estan usando en diferentes paises
virus entomopatdgenos especificos que pueden ser agentes de control natural muy
efectivos en muchas especies. Segin Cave (1995) “estos virus son considerados
entidades infecciosas cuyo genoma esta constituido por &cido nucleico, ya sea de ADN
0 ARN, y gue se reproducen en € tegjido del hospedero”.

Los estudios sobre virus que atacan a los artrépodos son muy importantes porque
existen més de 700 virus que tienen la capacidad para infectar especies de varios
ordenes. Muchos de estos virus ocurren naturalmente en insectos de importancia
agricola. Por lo tanto, son agentes promisorios para ser utilizados como insecticidas
biol6gicos en programas de Mangjo Integrado de los Cultivos (MIC). Los virus
entomopatdgenos son  microorganismos que producen enfermedades infecciosas que
se multiplican en los tgjidos de |os insectos hasta, eventualmente, ocasionar su muerte.
Son parasitos intracelulares obligados, pues no pueden reproducirse fuera de la célula
huésped, ya que necesitan un organismo vivo para su multiplicaciéon y diseminacion
(Rizoy Narvéez, 2001).

Existe una gran diversidad de virus entomopatdgenos que son especificos sin embargo,
esto representa una desventaja en aquellos cultivos en 1os que se presenta el ataque de
varias plagas es por elo, necesario tener a disposicion virus con los cuales se pueda
controlar un rango mas amplio de plagas, como es el caso del Virus de la Poliedrosis
Nuclear Autographa californica, € cua segun Estrada (2002) controla plagas de
importancia econdémica, entre ellas Helicoverpa zea, Spodoptera exigua, Diatraea
lineolata, Estigmene acreay Plutella xyllostela, y otros Lepidopteros. Es por €lo, que
en este estudio se llevaron a cabo bioensayos para estimar la Dosis Letal media (DL so)
y laDosis Letal 90% (DLgo) para e control de Soodoptera exigua y Helicoverpa zea
en condiciones de laboratorio. Dichas dosis nos indican la concentracion necesaria
para que muerael 50y e 90 por ciento de los individuos, respectivamente.

La literatura entomol 6gica contiene numerosos reportes con la estimacion de DLsg Y
DL g usados para comparar respuestas quimicas (Robertson y Preider, 1992), debido a
gue estas demuestran la actividad bioldgica del virus (Jones, 2000). Otro de los
factores importantes que se determino fue & Tiempo Letal medio (TLso) que nos
muestra en cuanto tiempo muere e 50% de los individuos a una concentracion
especifica. Para dicho andlisis se hizo uso del programa PriProbit Ver. 1.63 disefiado
por Throne (1996) con € que podemos saber las diferentes dosis efectivas para cada
especie. Throne (1995) menciona que los programas de computadoras proveen un fécil
método para analizar una serie de datos de mortalidad con respecto a tiempo y ala
dosis utilizada, mostrando en los resultados |as respuestas estadisticas necesarias para
el andlisis probit, con € que se puede establecer una grafica logaritmica de la relacion
dosis-respuesta para cada uno de los parametros eval uados.



1.1 OBJETIVOS

General

Estimar en € laboratorio la Dosis Letal (DL) y e Tiempo Letal (TL) Optimos del
Virus de la Poliedrosis Nuclear de Autographa californica, en Spodoptera exigua y
Helicoverpa zea.

Especificos

Estimar €l tiempo letal 50 % (TLsp) para cada especie.

Estimar ladosis letal media (DLso) y 90% (DL o) para cada especie.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA DEL CONTROL BIOLOGICO

Existe un gran interés en muchos paises para reducir la cantidad de plaguicidas que
estdn siendo usados en los cultivos, los cuades muchas veces contaminan
especialmente € suelo y € ecosistema acuatico; reducen € hébitat de la faunay la
flora, ademés de los dafios que causa a la salud publica. Para aumentar la produccién
mundial de alimentos y suplir las necesidades de una sobrepoblacion humana, la
produccion agricola también debe ser incrementada, preferiblemente a través del
control biolégico de plagas en lugar del uso de plaguicidas (Castafio-Zapata, 1994).

El uso inapropiado y € abuso de los plaguicidas han generado muchos problemas
como la seleccion de individuos resistentes, € brote de plagas secundarias,
disminucion de organismos benéficos y e incremento en € riesgo directo sobre la
sdud de los humanos. Por estas razones es que se estdn realizando muchas
investigaciones en e uso de précticas para € control microbiolégico como una
aternativa a control quimico (Metcalf y Luckmann, 1994).

2.2 DESCRIPCION DE LASPLAGAS

2.2.1 Spodoptera exigua (Hlebner)

2.2.1.1 Importancia. Es conocida por los nombres comunes de rosquilla verde o
gardama, pertenece a Orden Lepidoptero, Familia Noctuidae. En la actualidad se
distribuye por Africa, Sur de Europa, India'y Sur de Asia, Japon, Australia, Centro
América, Estados Unidos y Canada (INFOAGRO, 2002).

Esta especie haido incrementando sus dafios en invernaderos en los Ultimos afios. Esto
puede deberse a la aparicion de resistencias en las poblaciones de la plaga como
consecuencia de la utilizacién de plaguicidas (INFOAGRO, 2002). Cave (2002)
menciona gue los principales cultivos que afecta son: cebolla, remolacha, tabaco, soya
y algodon, entre otros.

2.2.1.2Ciclo. Los huevos son colocados en grupos de 50-150 huevos por masa,
normamente la produccion de huevos es de 300 a 600 por hembra, son de color
blanguecino o verde, y eclosionan al tercer dia. El desarrollo larval esta compuesto por
cinco estadios que duran de 12 a 18 dias. Las larvas normamente tienen cinco estadios
gue pueden durar a 30° C, entre 2-3 dias cada uno. Son de color verde pdlido a



amarillo durante el 1°- 2° estadio, pero durante el tercer estadio son de color verduzco
y en el cuarto estadio adquieren un color oscuro en la parte dorsal. Durante € quinto
estadio su apariencia varia, tienden a ser verde dorsalmente con rosado o amarillo en
la parte ventral y blanco en la parte lateral. En la etapa de pupa son de color café y
miden entre 15-20 mm, este periodo dura entre 6-7 dias. Los adultos miden 25-30 mm,
poseen alas moteadas de gris y café, normalmente con una banda irregular y con
puntos de forma circular. Lalongevidad del adulto es de 10 dias. La oposicién inicia 2
06 3 dias después de emerger, y se extiende hasta por 10 dias (Capinera, 1999).

2.2.2 Hélicoverpa zea (Boddie)

2.2.2.1 Importancia. Se le conoce como gusano del fruto o elotero, es de la Familia
Noctuidae y pertenece a Orden Lepiddptera, se encuentra en la mayor parte del
hemisferio occidental. Es un insecto polifago de gran importancia econdmica en maiz,
sorgo, tabaco, tomate, frijol, girasol y otros cultivos (Navarro, 2002).

2.2.2.2Ciclo. Los huevos son aproximadamente de 0.5 mm de didametro, de color
blancos a verdes, eclosionan a tercer dia. Las larvas pasan por seis estadios
alcanzando de 30 a 40 mm de longitud. El color del cuerpo varia desde verde,
amarillo, rosado y café rojizo, a casi negro, y la cabeza es usualmente gris palido,
también posee lineas finas, onduladas 0 quebradas que recorren su cuerpo, esta etapa
dura 20 dias aproximadamente. Las pupas poseen entre 14-20 mm de longitud son de
color café oscuro, y emergen a séptimo dia. Los adultos miden de 35 a40 mmy €l
rango de colores es desde verde grisaceo a anaranjado oscuro. Sus aas estan rodeadas
por lineas oscuras y una banda de color café (DEFRA, 2000).

2.3 USO DEL VPN COMO INSECTICIDA EN LA AGRICULTURA

Seguin Castafio-Zapata (1994) considerando solamente a hemisferio occidental,
arededor del 30% de las plagas que afectan a la agricultura son susceptibles a virus,
especificamente a los Baculovirus. Por 1o tanto, |os beneficios econdmicos potenciales
de su desarrollo y uso son promisorios.

D"amico (2000) menciona que se han realizado liberaciones exitosas de estos virus en
el Reino Unido y en EE.UU. Compafiias como Dupont, Biosys, American Cyanamid y
Agrivirion, entre otras estédn trabgando en e desarrollo de insecticidas virales.
Recientemente, Biosys ha lanzado dos productos basados en Baculovirus
genéticamente modificados (Spod-X y Gemstar). El primero para controlar
Spodoptera exigua; y € segundo para Heliothis (=Helicoverpa) zea.

VPN Autographa californica tiene un amplio rango de hospederos, a sido evaluado
para €l control de diferentes plagas de insectos, en Estados Unidos esta registrado para
el control de Heliothis virescens y Trichoplusia ni. Experimental y comercialmente el
uso de VPN Autographa californica es reportado en Centroamérica (OECD, 2002) en
donde se aplica aproximadamente en 17800 hectéreas anualmente (Estrada, 2002).



2.4 VIRUSENTOMOPATOGENOS

Los virus entomopatdgenos especificos pueden ser agentes de control natural muy
efectivos en muchas especies de larvas de lepidopteros. Muchas cepas del Virus de la
Poliedrosis Nuclear (VPN) y del Virus de la Granulosis (VG) se encuentran en bagjo
nivel en muchas poblaciones de insectos. Pero cuando se desatan epizootias pueden
devastar a las poblaciones de algunas plagas, principamente cuando éstas son altas
(SANINET, 2002).

2.4.1 Caracterizacion de los virus entomopatdgenos

Para clasificar los virus se toman en cuenta principamente dos factores. € tipo de
acido nucleico y la presencia o ausencia de cuerpos de inclusion (Castillo et al., 1995).
Los virus se denominan después del binomio Latino del insecto del cua han sido
aislados, por gjemplo, Autographa californica VPN y Choristoneura fumiferana VPN
(Castario-Zapata, 1994).

2.4.2 Familia Baculoviridae

La familia Baculoviridae, segin Castafio-Zapata (1994) contiene solo un género,
Baculovirus, dentro del cua se encuentran los Virus de la Poliedrosis Nuclear (VPN) y
los Granulovirus (GV), los que tienen un gran potencial como agentes de control
biol égico.

Cadtillo et al. (1995) mencionan que esta familia es considerada como la mas
importante en el control de insectos ya que, ataca muchas de |as plagas de importancia
econdémica en varios cultivos. Las principales caracteristicas de esta familia son:

» El genoma de estos virus estd compuesto de una particula de ADN.

» El acido nucleico se encuentra envuelto por una capa proteica llamado cpsido.

» El cdpsido y la molécula de ADN forman la unidad infectiva denominada
virién.

» Los viriones envueltos en una matriz proteica forman e conjunto conocido
como cuerpos poliédricos de inclusion.

Los nucleocapsidos son de 30-55 nm de didmetro y de 250 a 300 nm de largos,
contienen una cadena superembobinada de forma circular con una doble cadena de
ADN de 90-160 kb. Los cuerpos de inclusion son formados en € nuicleo de la célula
infectada y pueden ser facilmente detectados en el microscopio en la fase contrastante
0 campo oscuro, como particulas de alta refaccion, que pueden ser vistos a 40X
(OECD, 2002).

2.4.3 Modo de acciéon del VPN

Los Baculovirus contaminan a los insectos por via oral, 10s viriones son ingeridos con
el alimento después de la ingestion, los poliedros del VPN que contienen los viriones
se disuelven en condiciones alcalinas (pH>7.5) del intestino medio y se liberan los



Virus Poliedro-Derivados (VPD). Los VPD pasan a través de la membrana peritropica,
una capa proteica-quitinica que es secretada por las células del intestino medio, que
protege el epitelio del contacto directo con el material ingerido. Después de adherirse a
las microvellosidades dedl epitelio del intestino medio, los nucleocapsides penetran el
lumen de las células o por fusion de los viriones envuetos con la membrana epitelial,
donde el virus normamente realiza su primera vuelta de replicacion. Los
microcapsides son transportados, mas cominmente dentro de las envolturas de las
estructuras microtubulares de las células, a los nlcleos y llegan a liberarse en los
poros nucleares o en los nucleos donde e ADN vira es liberado, la expresion y
replicacion es iniciada. Las siguientes etapas y |as infecciones secundarias inician por
el crecimiento de viriones en los tegidos hospederos. En las primeras etapas (8 horas
post infeccién) de infeccion los nlcleos desarrollan hipertropismo y un estroma
virogenico es formado cuando la replicacion del ADN y la liberacion de los
nucleocapsides suceden. La sintesis de las proteinas de las células hospederas es
completada 24 horas post infeccion (OECD, 2002). Posteriormente, € virus afecta
otros tegidos susceptibles del hospedero, donde continua reproduciéndose y
multiplicandose. Otros tgjidos atacados son principalmente cuerpo graso, epidermis
del intestino, hemocitos, tragueas y glandulas de seda (Cave, 1995).

2.4.4 Sintomas de infeccion por VPN

El primer sintoma es un hinchamiento de los segmentos, seguido por una anorexiay €l
insecto cesa de dimentarse. Las larvas infestadas por VPN suben a las partes
superiores de las hojas y se cuelgan de las propatas permaneciendo con la cabeza hacia
abgjo. El integumento se vuelve blando y de un color oscuro. Al momento de la
muerte ocurre una licuefacciéon de los tgjidos internos por 1o que la larva queda con
una textura blanda, lo que facilita la diseminacién del virus a permitir un fécil
rompimiento de las membranas y la liberacion de los viriones (Castillo et al., 1995).
La muerte de las larvas se da en un periodo promedio de siete dias después de la
ingestion de VPN reduciendo su alimentacién en un 93% a partir de la ingestion hasta
lamuerte de lalarva (Navon y Ascher, 2002).

2.4.5 Diseminacion del virus

Los cadaveres de las larvas muertas representan una fuente de indculo para otras
larvas susceptibles presentes en un cultivo. Cuando las membranas corporales de la
larva se rompen liberan una gran cantidad de poliedros (cuerpos de inclusién) al
ambiente (Hostetter, 1985) tanto €l agua de lluvia, como las larvas caidas a suelo,
transportan las particulas virales hasta el suelo, donde permanecen y seran € indculo
inicial para futuras infecciones. La diseminacion de estos virus puede darse por
factores bidticos y abidticos ya sea verticamente (de una generacion a otra) u
horizontalmente (de un hospedero susceptible a otro) (Van Driesche, 1996).

La transmision vertical se da principamente al momento de la ovoposiciéon y por la
contaminacion de la superficie de los huevos y puede darse de tres formas que son: por
la contaminacion directa de la superficie de los huevos (transovum), la infeccién de
huevos dentro del sistema reproductivo de la hembra (transovarial) y cuando €
patdgeno (virus) pasa a través de algunas fases o por todo e ciclo de vida del



hospedante (transestadial). La transmision horizontal se da principamente por los
adultos del hospedero y por otros organismos como depredadores y parasitoides;
también puede haber diseminacién por factores abidticos como la lluvia, € viento (en
forma de polvo y aerosoles) y movimientos de cuerpos naturales de agua (Hostetter &
Bell, 1985).

2.4.6 Control de calidad y cuantificacién biologica de virus

Para controlar la calidad de los virus se requiere controlar principamente el nimero y
tipo de poblacion presente. La calidad estéd asociada con la potencia biolégica o
virulencia de los virus. Se usan individuos totalmente susceptibles y se mide la
capacidad de infeccion de los virus. La cuantificacion de los virus se hace mediante
conteos de cuerpos de inclusion (PIB, por sus siglas en ingles) por unidad de volumen,
area u hospedero (Alves, 1986).

Generalmente se usa el parametro de larva equivaente (LE) que indica un nimero
estandarizado de cuerpos de inclusion (PIB) producidos por una larva criada,
inoculada y cosechada en las condiciones Optimas (Estrada, 1994). Esta medida es un
poco imprecisa s se habla del nimero de viriones ya que no existe una completa
relacion linear entre PIB s y viriones infectivos. Esta medida varia segiin € virusy la
especie del hospedero (Alves, 1986). Para el VPN de S frugiperda se usa la
concentracion de 6 x 10° PIB’s por larva equivaente (Santos, 1998), para VPN
Spodoptera albula es6 x 10™° (Estrada, 2002).

2.5 Virusdela Poliedrosis Nuclear Autographa californica

Virus de la Poliedrosis Nuclear Autographa californica, acorde con e Comité
Internacional de Taxonémia de Virus (Francki et al., 1991), también es conocido
como Virus de la poliedrosis nuclear multicapside Autographa californica (AcMVPN
0 AcCVPN), y las propiedades de estas particulas son representativas del subgénero
Virus Nucleocapside MUltiples (MVPN), donde los viriones pueden contener agunos
o multiples nucleocapsides dentro de una envoltura viral. La proteina de inclusion
especifica es referida como un poliedrin y envuelve nucleocapsides liberados desde la
poliedra'y son referidos como Virus Poliedra-Derivados (VPD). Los viriones gue no
han sido liberados y que naturalmente se liberan desde células infectadas son referidos
como virus extracelulares (VEC).

En este proceso la transcripcion de genes virales depende de ARN polimerasa I, que
es sengitiva a apha-aminiton. Estos genes son necesarios para la regulacion de la
transcripcion del gen viral, la replicacion de ADN vird y la expresion del gen de
retrazo. Los genes tienen un universal e invariable sitio inicial de transcripcién que es
(A/GIT)TAAG por un codon viral de ARN polimerasa insensitivo a apha-amanitin.
Cinco genes estimuladores inicidles (dnapol, p35, ie-2, lef7, y pe38) y cinco
esenciales (pl43, ie-1, lef-1, lef-2, y lef-3) fueron identificados en la replicaciéon de
ADN de AcMVPN. Ademas, estudios expresan que € uso de acetil cholamfenicol
transferasa (cat) reporta genes de control de retrazo y promotores de retrazo (vp39,
p6.9, poliedrin, p10) y que ocho genes de ACMVPN (los que son necesarios para la
replicacion de ADN y lef-4, lef-5, |ef-6, |ef-8, |ef-9, lef-10, lef-11, p47, y 39K) fueron



esenciales para la expresion optima desde estos promotores. Sin embargo, existe
evidencia en que un Baculovirus gque infecta diferentes hospederos dependen de genes
especificos que establecen la infeccion y la replicacion del virus, ese conjunto de
genes puede cambiar no significativamente de una especie a otra (OECD, 2002).

2.5.1 Rango de hospeder os

Segun Estrada (2002) las principales plagas que afecta € Virus de la Poliedrosis
Nuclear Autographa californica son: Falso medidor del repollo (Trichoplusia ni), falso
medidor pata negra (Pseudoplusia includens), medidor de la afafa (Autographa
californica), gusano de la yema del tabaco (Heliothis virescens), gusano soldado
(Spodoptera exigua), barrenador del tallo del maiz (Diatraea lineolata), gusano peludo
(Estigmene acrea), gusano elotero (Helicoverpa zea) y Plutela (Plutella xylostella);
Kaya (1977) menciona también Anagrapha falcifera (Kirby), Pectinophora
gossypiella (Saunders), Halisidota caryae (Harris), Bucculatrix thurberiella (Busck),
Galleria mellonella (L.), Alsophila pometaria (Harris), Hyphantria cunea (Drury),
Malacosoma americanum (F.), Ennomos subsignarius (Hibner), Eupsilia sp., Xylena
curvimacula (Morrison) y Anisota senatoria (Smith).



3. MATERIALESY METODOS

3.1 GENERALIDADES DEL EXPERIMENTO

El presente experimento se desarroll6 en e Centro de Control Bioldgico de Centro
América (CCBCA) de la Escuela Agricola Panamericana, Valle del Yeguare,
Zamorano, Honduras. Utilizando €l pie de cria de Helicoverpa zea, y siendo necesario
establecer € pie de cria para Spodoptera exigua.

3.1.1 Piedecria de Spodoptera exigua

Las larvas para establecer la cria de Spodoptera exigua fueron recolectadas en
Nicaragua, e identificadas en el CCBCA utilizando la clave de Caballero et al (1994).
Para comenzar con la cria se hicieron dos selecciones de las larvas con € proposito de
uniformizar en tamafio y coloracion. Una vez estandarizada se procedio a desarrollar
la criaen mayor escala.

3.1.2 PiedecriadeHélicoverpa zea

La cria de Helicoverpa zea ya establecida en €l laboratorio y su origen eran larvas
provenientes de los campos de produccion de maiz dulce en Zamorano, por lo que
solamente fue necesario seleccionar una jaula con 20 individuos para poder establecer
la cria para el experimento.

3.2 DESCRIPCION DEL METODO DE CRIA

El méodo que se utilizo fue € de produccidn in vivo, que consiste en la produccién de
virus en insectos hospederos vivos, ya que segin Roman (1998) éste es un parasito
obligado, y actualmente es el més utilizado para obtener material utilizable en los
insecticidas virales. El crecimiento y vigor de las larvas del insecto hospedero
dependen de varios factores como son nutricion, tamafio del recipiente de cria,
temperatura, humedad, densidad poblacional, la relacion machos.hembras y la luz
(Sherman, 1985), por lo que esto fue determinante para el desarrollo de las larvas.

Para la cria de ambas especies se utilizd el método descrito por Trabanino (2001) que
consiste en proporcionarle a las larvas dieta artificial (Anexo 1) para su alimentacion y
todos los procedimientos apropiados para postura 'y desarrollo de las larvas en copitas
plasticas de una onza, donde se colocd 6-7 ml de dieta artificial.



Las larvas fueron criadas en dieta artificial hasta la etapa de pupa, después de la cual
fueron recolectas y lavadas durante dos minutos con agua destilada con €l proposito de
remover los residuos de dieta (Estrada, 1992), posteriormente fueron colocadas en
platos petri hastala emergencia de los adultos.

Para la cria de Spodoptera exigua los adultos (3 6 4 pargjas) eran colocados en jaulas
de malla metdlica (Anexo 2), los que se alimentaban de una solucién mielosa col ocada
en un recipiente con algodén. Para la ovoposicion eran colocadas dentro de las jaulas
tiras de papel bond, dichas tiras de papel eran colectadas cada dos dias y las masas
puestas eran removidas en tiras de papel que median 7 cm de largo por 0.5 cm de
ancho, las tiras eran colocadas en vasitos con dieta artificial hasta que las larvas
eclosionaban (3-4 dias después de haber sido ovopositadas). Una vez eclosionadas las
larvas estas eran colocadas en copitas con dieta artificial colocando cuatro larvas de
primer estadio por copita, donde las larvas completaban su desarrollo.

En Helicoverpa zea los adultos (5-10 pargjas) eran colocados en jaulas de tela de
manta (Anexo 2), los que eran alimentados con una solucion mielosa colocada en un
recipiente con algodon. Las hembras depositan los huevos sobre la tela de manta, los
gue eran cosechados todos los dias. La metodologia en la cosecha de los huevos
consistia en invertir la tela para sumergirla en una solucién de cloro comercia a 2 %
para que los huevos se desprendieran. Al haberse desprendido todos los huevos de la
tela, se extrgeron del recipiente por decantacion, utilizando un pedazo de tela de
manta donde eran colectados para posteriormente mantenerlos sobre un flujo de agua
potable durante 30-40 segundos con e proposito de remover los residuos de cloro,
después eran ubicados sobre papel toalla para secarlos. Una vez secos se ubicaron en
las copitas sin dietas para esperar la eclosiéon (3-4 dias). Posteriormente las larvas
recién eclosionadas eran colocadas individualmente en copitas con dietas desde que
nacian hasta completar su desarrollo.

3.3INOCULO INICIAL DEL VIRUS

El inéculo inicid de VPN Autographa californica fue obtenido de la Empresa
Agricola “El Sol”, proporcionado por e ingeniero Ronald Estrada, propietario de
dicha empresa.

3.4 REALIZACION DE LOSBIOENSAYOS

Unavez establecidas las crias se procedi arealizar |os diferentes bioensayos.

3.4.1 Ensayo preliminar

Con €l objetivo de determinar @ rango de accion bioldgica del virus en ambas
especies, se procedi6 a evaluar presencia de mortalidad en larvas de tercer estadio, no
se midio tiempo ni cantidad de larvas muertas.

Se evaluaron 30 individuos por especies, no se realizo ningun andlisis estadistico sobre
los resultados, ya que para determinar la ventana de respuesta bioldgica, basté con la
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observacioén; debido a que € Unico parametro que se evalud fue mortalidad. Los datos
eran recolectados cada 24 horas hasta que moria € 100% de los individuos con
cualquiera de las dosis, 0 hasta que los individuos Ilegaban a la etapa de pupa, y los
criterios utilizados en esta etapa eran determinar cudl era la dosis minima a la que
comenzaban a morir los individuos y también cudl erala dosis méxima en que mueren
el total delos individuos en e menor tiempo posible.

Las concentraciones evaluadas fueron desde 5x10* hasta 5x10™ cuerpos de inclusién
(PIB, por sus siglas en ingles).

3.4.2 Desarrollo del experimento

Una vez seleccionada la ventana de respuesta bioldgica se seleccioné la menor
concentracion a la cual las dos especies respondieron, a partir de ello se seleccionaron
cinco dosis mas un testigo y con ellas se desarrollaria la siguiente etapa.

L as dosis sel eccionadas para Soodoptera exigua fueron desde 5x 10° hasta 5x10™° P B,

mientras que para Helicoverpa zea desde 5x10" hasta 5x10™ PIB, con las cuaes se
estimo la DLsp que nos dice la dosis con la que muere € 50% de los individuos en un
tiempo determinado, la DLy que nos indica la dosis ala que muere & 90% de los
individuo y e TL s nos dice en cuanto tiempo, a una concentracion conocida, muere el
50% de los individuos.

Una vez las larvas llegaron a tercer estadio fueron evaluadas a diferentes
concentraciones de virus, las cuales eran colocadas sobre la dieta inoculada con
VPNAC, las larvas eran revisadas periodicamente hasta que morian. Las larvas muertas
se colectaban de los vasitos con pinzas entomoldgicas para luego ser amacenadas en
recipientes plésticos los que eran colocados en refrigeracion a 2 - 4 °C hasta €
momento de hacer € conteo de los cuerpos de inclusion (PIB).

Para determinar € nimero de individuos para cada ensayo Sakumay Throne (2000)
mencionan que al usar el programa PriProbit Ver 1.63, se recomienda usar diferente
nimero de individuos para cada tratamiento ya que, los resultados son expresados
como una proporcién de respuesta y de esta forma se reduce € error estandar y €l
nimero de sujetos es € total de individuos para todas las concentraciones, este
programa puede andizar teniendo hasta 200 individuos por tratamiento, en LeOra
Software (1987) se menciona que en analisis de laboratorio con larvas de lepidopteros
no existe variacion entre los resultados al incluir en los tratamientos mas de sesenta
individuos, mientras que Jones (2000) concluye que €l nimero minimo de larvas que
se pueden utilizar en un andlisis estadistico es de 20 individuos por tratamiento
(Cuadro 1).



1

Cuadro 1. Dosisy numero de individuos evaluados de cada especie.

Dosis (PIB) No. deindividuos
evaluados
S. exigua H. zea

5,00E+06 60 -

5,00E+07 30 45
5,00E+08 30 44
5,00E+09 44 45
5,00E+10 28 45
5,00E+11 - 45

3.4.3 Variables medidas

Las variables medidas son las requeridas por el modelo estadistico utilizado (Probit)
en € que se necesita conocer la cantidad de larvas expuestas a tratamiento y la
respuesta de estas en un periodo de tiempo. Las variables medidas fueron:

» Numero de larvas muertas por dia
» Numero de dias para que muera un 100% de la poblacion
» Numero de larvas muertas necesarias para producir una larva equivalente.

Este Ultimo parametro se estimo con €l propdsito de poder observar e comportamiento
infectivo del virus en cada una de |as especies.

35 ANALISISESTADISTICO DE LOSDATOS

Para el andlisis de datos se utilizé € programa PriProbit ver.1.63, € cua segin Throne
(1998) es exclusivo para calcular dosis letaes, € gue provee modelos de regresion
para una gran variedad de dosis-respuestas, este programa utiliza el modelo Probit.
Marcus y Eaves (1999) mencionan que e modelo probit es cominmente usado para
describir larelacién entre la concentracion y la mortalidad, la que es expresada
Como:

¢ =F@EBx [1]

Cuando x => 0, donde F representa la funcion de la distribucion normal acumulada, a
y R son pardmetros desconocidos. F* (¢) denota la funcién inversa de F, la que
muestra un valor Unico. La'Y que corresponde a la probabilidad ¢ de una mortalidad
acumulada, lafuncion es:

Y=b+mx [2]

Donde Y representa la probabilidad acumulada, b, es € coeficiente de correlacion, m
es la pendiente de la grafica 'y x la dosis utilizada, cuando los datos son analizados
como €l Log (dosis) este valor puede ser reemplazado en la ecuacion 2.

PriProbit es un programa estadistico que analiza la correlacion entre la intensidad del
estimulo (dosis) y la cantidad de organismos que responden. La cantidad de respuestas
puede ser expresada como una probabilidad binomial de respuesta por sujeto. También



estima la correlacion lineal entre las desviaciones de la distribucién y la dosis
logaritmica aplicada a modelo de distribucion de los datos observados, como una
dosis media efectiva (DEsp) donde € 50% de los organismos de la poblacion pueden
presentar respuesta (Throne, 1998).



4. RESULTADOSY DISCUSION

4.1 ESTIMACION DE DLsg Y DLg EN Spodoptera exigua

Al utilizar un modelo probit para obtener la relacion dosis-respuesta con € uso de
VPN Autographa californica a diferentes concentraciones usando como hospedero
larvas de Spodoptera exigua en tercer estadio se observo homogeneidad entre |os datos
y paralelismo entre las diferentes concentraciones (Anexo 4) no mostrando diferencia
estadistica significativa (p>0.05) ajustandose a las ecuaciones obtenidas para cada dia
(Cuadro 2).

La relacion entre € logaritmo de la dosis y las unidades probit, muestra que las
repuestas favorables en unidades probit (mayores a cinco) se presentan a partir del
quinto dia, utilizando una concentracién de 5x10° PIB (Anexo 5), debido a que la
cantidad de larvas muertas es superior a 50 por ciento (Figura 1).

También se puede mencionar con un 95% de confianza que la dosis media efectiva
(DEso) para el quinto dia es de 8,29x10’ PIB (Anexo 6), S se desea alcanzar una
mortalidad de 90% para € mismo periodo de tiempo seria necesario incrementar la
dosis a 7,33x10™ PIB, lo que ademés incrementa la probabilidad de controlar mayor
nimero de insectos, Robertson y Preider (1992) mencionan que esto se debe a que la
mortalidad es afecta por la actividad biologica ddl virus, y esto se muestra al reducir a
cuatro dias €l periodo en que muere €l 50% de los individuos, para |o que se necesita
incrementar la dosis a 2,08x10™ PIB, y s de igual manera extendemos el periodo de
tiempo a seis dias se necesita un concentracion de 1,16x10° PIB. El andlisis de
potencia relativa ayuda a entender mejor la relacion de la actividad biologica del virus
a través del tiempo, utilizando como comparador la dosis media efectiva (8,29x10’
PIB) a cuarto dia, se concluye (p>0.05) que €l virus es 4.39 veces menos activo que
el quinto dia (Anexo 7).

Cuadro 2. Ecuaciones para las respuestas en unidades probit de Spodoptera exigua a
AcVPN. Zamorano, Honduras, 2002.

Dia Ecuacion
4 Y = -2,2722097 + 0,184498X

5 Y =-1,4610149 + 0,184498X
6 Y =-0,5659599 + 0,184498X
7 Y = 0,2910644 + 0,184498X

8 Y = 0,8300216 + 0,184498X

* Donde: Y=b + mx; siendo “Y” lamortalidad, “b” € intercepto, “m” |la pendiente y
“X” ladosis
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Figura 1. Relacién de la concentracion de PIB de AcV PN versus proporcion de
respuesta en Spodoptera exigua. Zamorano, Honduras, 2002.

4.2 Estimacion de DLgyy DLgy en Helicoverpa zea

Para producir VPN Autographa californica utilizando como hospedero larvas de
Helicoverpa zea en el tercer estadio, es necesario utilizar concentraciones de virus
mayores a 5x10™° PIB para que mueran més del 50 % de las larvas en € octavo dia
(Grafica2). Con € andlisis estadistico se observa que no existe diferencia estadistica
significativa entre lo esperado y lo observado, por lo que los datos se gjustan a
modelo Probit (p>0.05), mostrando homogeneidad y paralelismo (Anexo 8) entre la
proporcion de respuesta y las diferentes concentraciones gjustandose a las ecuaciones
estimadas para cada dia (Cuadro 3).

Con la relacién dosis-respuesta en unidades probit (Anexo 9) se determino gue con
5x10™ PIB en el octavo dia murié el 50% de los individuos. En la estimacion de la
dosis efectiva (DE) para e mismo periodo de tiempo se obtuvo que la DEsg es de
7x10" PIB, y se necesita de una dosis de 3x10™ PIB para que muera el 90% de los
individuos (DEgo) en e mismo periodo de tiempo (Anexo 10).

El andlisis de potencia relativa, usando como comparador la dosis efectiva media,
muestra en su andlisis asintético de varianza, que a octavo dia es cuando se da la
mejor actividad biolégica del virus, siendo 3.85 veces més activo que € dia siete, pero
€s cinco veces menos activo que e dia nueve (Anexo 11).



Cuadro 3. Ecuaciones para las respuestas en unidades probit de Helicoverpa
zea a AcVPN. Zamorano, Honduras, 2002.

Dia Ecuacion

6 Y=-2,7268422 + 0,165698X
7 Y =-25236479 + 0,165698X
8 Y =-2,2213549 + 0,165698X
9 Y=-1,5621281 + 0,165698X

10 Y =-1,0545879 + 0,165698X
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Figura 2. Relacién concentracion de PIB de AcV PN versus proporcién de respuesta
en Helicoverpa zea. Zamorano, Honduras, 2002.

4.3 Estimacion de TL s para Spodoptera exigua y Helicoverpa zea.

En la estimacion del tiempo letal medio (TLsp) se observo (Figura 3) que para
Spodoptera exigua este se da €l dia cinco después de inoculado (120 horas), mientras
gue para Helicoverpa zea se da hasta € octavo dia (192 horas), la diferencia puede
estar altamente influenciada por la cantidad de alimento ingerido por las larvas, como
también que de forma natural exista un mecanismo de detoxificacion bioquimica que
retrase la tasa de replicacion del virus (Robertson y Preisler, 1992), estadisticamente
esto se muestra con la estimacion de la potencia relativa la cual esta poco influenciada
por la correlacion entre las variables (Throne, 1996), en €l presente estudio se observo
gue la actividad del virus incremento de forma més rdpida en Spodoptera exigua que
en Helicoverpa zea.



El andlisis asintético de varianza (Anexo 7) muestra que a comparar DLgy (5x10’
PIB) del quinto dia, en Spodoptera exigua, contra la actividad del virus en los demés
dias se observa que ésta aumenta de forma paulatina siendo € dia cinco 4.39 veces
mas activo que €l dia cuatro, de igual forma es 4.85 veces menos activo que € dia seis.
Este andlisis también muestra que en Helicoverpa zea a usar como comparador la
DLso (5x10™ PIB) del octavo dia (Anexo 11) la actividad del virus aumenta 5.02
veces para €l dianuevey 8.52 veces para el diadiez.

También se puede observar la actividad bioldgica del virus a comparar la pendiente
de las ecuaciones obtenidas para ambas especies (Cuadro 2 'y 3).

Al utilizar las ecuaciones obtenidas para cada dia en ambas especies (Cuadro 2y 3), y
utilizando como constante las DLsp obtenidas del andlisis probit se puede estimar €l
TLso que esde 120 horas post infeccion para S. exigua y 192 horas para H. zea.

1,00
0,90 [ 5x107PIB 5x10'°PIB
0,80 r
0,70 r
0,60 r
0,50 r
0,40 r
0,30 r
0,20 r
0,10 r
0,00

Mortalidad

Dia

—— Helicoverpa zea Spodoptera exigua

\ y

Figura 3. Determinacion de TLsp para Helicoverpa zea y Spodoptera exigua con €
uso de VPNAc. Zamorano, Honduras, 2002.



5. CONCLUSIONES

En € estudio se estimaron |0s siguientes parametros:

Para Spodoptera exigua:
1. DLsp=5x10'PIB
2. DLgo=7x10"PIB
3. TLgg=5 dias
4. Unalarvaequivalente (5 x 10° PIB/ml) = 3.5 larvas vivas

Para Helicoverpa zea:
1. DLsp=5x10"PIB
2. DLoo=3x10"PIB
3. TLgg=8 dias
4. Unalarvaequivalente (5 x 10° PIB/ml) = 3.2 larvas vivas



6. RECOMENDACIONES

Probar VPN Autographa californica en otras plagas de importancia en la zona.

Para produccion de VPNAC en el laboratorio se recomienda usar 5x10° PIB, y s desea
utilizar en e campo la dosis a probar es de 5x10™ PIB, ya que se observarian
mortalidades altas en especies como H. zea la cual necesita mayor cantidad de virus.

Utilizar este virus en programas de Mangjo Integrado de Cultivos (MIC).
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8. ANEXOS

Anexo 1. Dietas parala cria de Lepidopteros en € laboratorio. Zamorano, Honduras,
2002.

INGREDIENTES PARA DIETAS

Ingrediente Cantidad
AN 80¢g
FHJOIES e 2509
GErmMeN detrigo ...ooeeveeeeeie e 2009
Proteina de SOYa ........ccoveerereriieienese e 200 g
(@83 = SRS 1409
Levadura.......ccocoeevieciiececee e 2009

Mezclar con agua hasta completar 6 litros, luego se hierven durante 15 minutos.
Esperar que latemperatura baje a 65°C y agregar 10s siguientes preservantes y
vitaminas y mezclarlos por 3 minutos.

ACIO 8SCOMDICO ..ot 18 g
ACIHO SOTDICO ...ttt 9g
ViItaMINGS® ... e 309
Tetraciclina 0 aureoOMICING. ........ccccereerieeeeneree e 250 mg
Formalinaal 40%0 ......c.ooovieeienieeeeee e 10 ml
Metil-paradenCeno .........ccoeeverenerrenee e 15¢g

Licuar y colocar las raciones en los depdsitos individuales antes que se endurezca
(més 0 menos 15 minutos)

*Son un complgjo especifico de vitaminas distribuido por SERVIAGRO, bgo el
nombre comercial VITAMIN MIX, VANDERZANT.

Este volumen de dieta alcanza para 30 bandejas de 30 raciones cada una en promedio,
es decir, para aimentar a 900 larvas en promedio.

Fuente: Laboratorio de Control Biolégico. Escuela Agricola Panamericana- El Zamorano- Honduras



Anexo 2. Fotografia de las jaulas utilizadas para la cria de (A) Spodoptera exigua y

(B) Helicoverpa zea. Zamorano, Honduras, 2002.

d

Las jaulas para la producciéon de huevos Spodoptera exigua (A) miden 10 cm de
diametro por 14 cm de alto, siendo de forma cilindrica, Ilevando en los extremos dos
platos petri de igual dimension, € cilindro es de maya metalica. Mientras que las de
produccion de huevos de Helicoverpa zea (B) mide 20 cm de alto, 20 cm de ancho y
35 cm de largo. El marco es de alambre liso (calibre # 12) y la cubierta es una bolsa o

funda de tela de manta.



ot

Anexo 3. Especies del estudio: Helicoverpa zea larva (A), pupa (B) y adulto (C),
Spodoptera exigua larva (F), pupa (D) y adulto (E). Zamorano, Honduras, 2002.

Créditos de fotografias:

* Fotografia A, Ey F: John L.
Capinera, Universidad de Florida.

*Fotografia B 'y D: Ever Cruz,
Zamorano.

*Fotografia C: Claudia Kuniyoshi,
Zamorano.

Anexo 4. Separacion de medias y varianza para Spodoptera exigua, en la estimacion
del paralelismo y la homogeneidad entre los datos. Zamorano, Honduras, 2002.

Chi-cuadrado de Pearson (Suma de Cuadrados)
Grados
de Sumade Cuadrado
Libertad Cuadrados Medio P(>0.05)

Paralelismo 4 29 0,73 0,57
Heterogeneidad 15 21 1,42 0,13
Tota 19 23,9 1,25 0,20

Razon de Probabilidad con la Prueba de Chi cuadrado
Grados
de Sumade Cuadrado
Libertad Cuadrados Medio P(>0.05)
Paralelismo 4 3.01 0,75 0,56
Heterogeneidad 15 22,20 1,48 0,10
Total 19 25,23 1,32 0,15




Anexo 5. Relacién del logaritmo de ladosis y proporcion de respuestas en unidades
probit, para Spodoptera exigua. Zamorano, Honduras, 2002.

- 2
8
7 /
e Dia 4
6 Dia5
5 Dia7
P——
// =Dia8
4 —
3
6,69897 7,69897 8,69897 9,69897 10,69897
Log (Dosis)
. J

Anexo 6. Estimacion de Dosis Efectiva (DE) para Spodoptera exigua. Zamorano,
Honduras, 2002.

Dia DEsy (95% Limites) DEg (95% Limites)
4 2,08x10 %% (8,17x10%, 1,34x10") 1,82x10(1,23x10, 3,22x10%)
5 8,29x107 (5,5x10°, 8,19x10°) 7,33x10™ (6,86x10", 14,86x10™)
6 1,16 x10° (2,47x10", 6,58x10% 1,03x10'%(6,53x10°, 8,94x10™)

Anexo 7. Andlisis asintético de varianza para Spodoptera exigua. Zamorano,
Honduras, 2002.

L og(Potencia
Dia relativa) Varianza  SE
4 -4,39 1,26 1,12
5 0,00 0,49 0,70
6 4,85 1,47 121
7 9,49 4,48 2,11
8 12,41 8,15 2,85




Anexo 8. Separacion de medias y varianza para Helicoverpa zea, en la estimacion del
paralelismo y la homogeneidad entre los datos. Zamorano, Honduras, 2002.

Chi-cuadrado de Pearson (Suma de Cuadrados)
Grados
de Sumade Cuadrado
Libertad Cuadrados Medio P(>0.05)

Paralelismo 6 3.2 0.53 0,42
Heterogeneidad 16 24 151 0,20
Total 22 27.2 1,24 0,25

Razon de Probabilidad con la Prueba de Chi cuadrado
Grados
de Sumade Cuadrado
Libertad Cuadrados Medio P(>0.05)

Paralelismo 6 5 0,83 0,55
Heterogeneidad 16 24.1 1,50 0,14
Total 22 29.1 1,32 0,15

Anexo 9. Relacién logaritmo de ladosis y proporcién de respuestas en unidades
probit, para Helicoverpa zea. Zamorano, Honduras, 2002.

[
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Anexo 10. Estimacién de Dosis Efectiva (ED) para Helicoverpa zea. Zamorano,
Honduras, 2002.

Dia DEsy (95% Limites) DEgo (95% Limites)
7  6,83x10 '3 (5,61x10", 3,41x10™)  7,75x10%°(2,86x10", 2,87x10%)
8 7,19x10" (5,5x108, 1,23x10%) 3,18x10" (5.98x10", 4,68x10"")




1

9 7,01x10° (1,58%10°, 3,76x10°) 0,37x10%(3,89x10°, 1.59x10")

Anexo 11. Andlisis asintético de varianza para Helicoverpa zea. Zamorano, Honduras,

2002.
L og(Potencia
Dia relativa) Varianza  SE
6 -5,21 1,12 1,06
7 -3,85 0,72 0,85
8 0,00 1,68 1,15
9 5,02 3,98 2,08
10 8,52 8,06 3,26
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