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Resumen: Antecedentes: Actualmente los productores usan
insecticidas para las plagas, sin embargo una alternativa viable
es el uso del VPN (Virus de la Poliedrosis Nuclear). El objetivo
del trabajo fue reactivar la cepa de VPNHz1991, para el manejo
de Helicoverpa zea. Metodología, Se usaron seis tratamientos
y seis repeticiones. Los tratamientos fueron: Concentración
viral de 93 LE con tres instar larvales y concentración viral
de 96 LE con tres instar larval. Se realizó un bioensayo con
larvas de instar L1, L2 y L3, con 25 larvas por tratamiento,
inoculando los tratamientos en la dieta artificial para que sea
ingerida por las larvas. Se obtuvo una mortalidad del 100% sobre
los instar L1 y L2 y 97% para instar L3. El tiempo letal que
se obtuvo fue de 192 h cumpliendo con lo esperado del actuar
del virus. Para determinar el conteo de cuerpos de inclusión
poliedral CIP se usó la cámara de Neubauer, donde se usaron
dos lotes cosechados de las concentraciones usadas. Resultados:
El resultado del conteo para el lote cosechado (116 LE) de la
concentración de 93 LE fue de 9.2X10. y para el lote cosechado
(119) de la concentración de 96 LE fue de 1.34X1010 con 99%
de mortalidad.Conclusiones: Se logró la reactivación de la cepa
VPNHz1991 presentando una excelente actividad biológica
en larvas de Helicoverpa zea pese a los años de inactividad,
demostrando que la cepa viral VPNHz1991 usada en el estudio
es apta para su uso como agente de control biológico para el
manejo del gusano elotero.

Palabras clave: baculoviridae, entomopatógeno, bioplagucida,
biotecnología, noctuidae.

Abstract: Background: Currently producers use insecticides
against pests, a viable alternative is the use of NPV (Nuclear
Polyhedrosis Virus). e objective of the work was to reactivate
the VPNHz1991 strain, for the management of Helicoverpa
zea, six treatments and six repetitions were used. Methodology:
e treatments were: Viral concentration of 93 LE with three
larval instars and viral concentration of 96 LE with three
larval instars. A bioassay was carried out with L1, L2 and L3
instar larvae, with 25 larvae per treatment, inoculating the
treatments into the artificial diet so that it is ingested by the
larvae. A mortality of 100% was obtained for instars L1 and
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L2 and 97% for instar L3. e lethal time obtained was 192 h,
complying with what was expected from the action of the virus.
To determine the PIB polyhedral inclusion body count, the
Neubauer chamber was used on a microscope where two batches
harvested from the concentrations used were used. Results: e
counting result for the harvested lot (116 LE) of the 93 LE
concentration was 9.2X109 and for the harvested lot (119) of
the 96 LE concentration was 1.34X1010, being very good results.
Conclusions: e reactivation of the VPNHz1991 strain was
achieved, presenting excellent biological activity in Helicoverpa
zea larvae despite the years of inactivity, demonstrating that the
VPNHz1991 viral strain used in the study is suitable for use as a
biological control agent for management. of the corn worm.

Keywords: baculoviridae, entomopathogen, biopesticide,
biotechnology, noctuidae.

INTRODUCCIÓN

El maíz (Zea mays) (Poaceae) es uno de los cultivos de mayor importancia en la dieta alimenticia de los
nicaragüenses. Los cultivos que se encuentran en los agroecosistemas son susceptibles al ataque de plagas,
lo que afecta su desarrollo fenológico y desempeño productivo. Entre las principales plagas se encuentra el
insecto de las mazorcas Helicoverpa zea (Lepidoptera: Noctuidae), siendo una de la más agresivas, causando
severos daños a las mazorcas (Reisig, 2022; Jiménez, 2009).

Al eclosionar las larvas de Helicoverpa zea, comienzan a trasladarse en la parte apical del estigma del
maíz hasta llegar al elote, alimentándose de los granos superiores, dejando galerías llenas de excremento
permitiendo de entradas de organismos nocivos como hongos, bacterias, gorgojos y otros insectos (Jiménez
y Rodríguez, 2014).

Según Cave et al. (2011) y Goméz et al. (2010) en la actualidad los productores se ven obligados a
utilizar plaguicidas sintéticos de manera indiscriminada para el manejo de Helicoverpa zea y otras plagas,
provocando daños en la salud de los usuarios y familias productoras que los utilizan, resistencia de las
plagas, contaminación ambiental, destrucción de especies benéficas, mayor perturbación y desequilibrio en
los ecosistemas; por tal razón, se han realizado investigaciones que implemente y desarrolle alternativas más
eficientes que ayuden al manejo de las plagas (Capinera, 2001; Urbina y Valle, 2012; Sánchez et al., 2019).

A través de los años se han implementado nuevas estrategias y combinación de métodos agrícolas, culturales
y biológicos con el propósito de reducir la tasa de incremento de plagas y la cantidad de daños infligidos a los
cultivos (Quiroz-Medina et al., 2023; Brunetti et al., 2022).

Una alternativa viable es el uso de agentes entomopatógeno como el Virus de la Poliedrosis Nuclear (VPN)
de la familia de los Baculovirus el cual produce enfermedades infecciosas que se multiplican en los tejidos de
los insectos hasta, eventualmente, ocasionar su muerte, siendo una alternativa viable y eficiente para el manejo
de poblaciones de Spodoptera ugiperda, Spodoptera sunia, Spodoptera exigua, Helicoverpa zea (Lepidoptera:
Noctuidae) (Real-Baca y Zúniga-Gohzáles, 2023; Villamizar et al., 2018; Rizo y Narváez, 2001; Cory y
Myers, 2003; Castillo et al., 1995; Gröner, 1986). Este trabajo se desarrolló con el objetivo de reactivar el
virus de la Poliedrosis Nuclear (VPN) de la cepa VPNHz1991 para el manejo de poblaciones de larvas de
la especie H. zea.

Notas de autor

carlos.real@ev.unanleon.edu.ni
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METODOLOGÍA

Ubicación del estudio

El trabajo se realizó en el Laboratorio de Producción de Virus Entomopatógenas del Centro de Investigación
y Reproducción de Controladores Biológicos de la Universidad Nacional Autónoma de Nicaragua, León.
Con una temperatura de 26 ±1 C y una humedad relativa de 70-80 %.

Establecimiento de la cría del insecto

Para el establecimiento de la cría del gusano elotero (Helicoverpa zea) se realizaron colectas de larvas en instar
2 y 3 en campo, en el municipio de León.

El rastreo se realizó en el cultivo de maíz mediante la observación en plantas de maíz en floración, revisando
los pistilos de la mazorca y capturando las larvas manualmente para evitar daños mecánicos, estas fueron
puestas en tazas de plásticas de 454 ml y se le agregó maíz tierno para su traslado, luego se le ofreció una dieta
artificial (Real-Baca y Zúniga-Gonzáles, 2023) hasta la etapa de pupa, estas fueron sexadas y puestas en valdes
plásticos forrados en la parte interior con papel reciclado para la oviposición (Huerta y Arróliga, 2020).

Manejo de la segunda progenie del pie de cría

Acorde a lo descrito por Arana Ríos y Cárdenas Corrales (2003), se debe colectar los huevos una vez
ovipositados por las hembras dy contabilizar los huevos que luego fueron puestos en una solución de
formalina al 3 % durante 15 Minutos, inmediatamente se enjuagaron con agua y se pusieron a secar a
temperatura ambiente para su traslado a bolsas plásticas de libra, esto se realizó para la desinfección de
los huevos y garantizar de que vallan libre de contaminación. Una vez que las larvas eclosionaron fueron
trasladadas a tazas plásticas de 454 ml con dieta artificial (Tejana) siendo esta una dieta rica en trigo y
complementos que ayudan a la asimilación nutritiva, las dietas se proporcionaron en el momento de eclosión
de las larvas ,. cuando las larvas alcanzaron el segundo instar se trasladaron individualmente en tazas con dieta
para evitar el canibalismo hasta que empuparon.

Los adultos se colocaron en parejas para garantizar la fecundidad de los huevos en recipientes plásticos
(como jaulas de ovoposición, los recipientes se forraron con papel reciclable para la postura de huevo y se les
colocó un algodón impregnado con miel diluida al 10 % y otro impregnado con agua para su alimentación
e hidratación.

Preparación del Virus

Para la preparación del virus se usaron dos lotes de la cepa VPNHz1991, el primer lote fue de 93 LE (Larvas
equivalentes) y el otro 96 LE (Larvas equivalentes), macerado en 200 ml de agua, las cepas de H. zea se
maceraron por lotes separados y se filtró la solución obtenida a través de una malla para evitar el paso de
residuos, obteniendo una solución limpia.
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Inoculación del Virus

la infestación del virus se usó el método de infección vía oral, para ello se usaron larvas de tres diferentes
estadios de H. zea las cuales fueron criadas en el laboratorio de cría de noctuidae descrito anteriormente.

Se preparó dieta artificial tejana previo a la inoculación, esta fue seccionada en cubos de 3 cm de largo x 2
cm de ancho, los cubos se colocaron homogéneamente en tazas de 2 onza de polietileno pequeñas las cuales
previamente fueron desinfectadas con alcohol al 70%.

De las soluciones preparadas se inocularon 360 larvas para una población total de 720 larvas de H. zea, se
usó una micropipeta depositando 20 microlitros de solución viral en la dieta, colocando una larva por taza,
estas fueran rotulada con fecha y hora.

Conteo de cuerpos de inclusión poliedral (CIP)
El conteo de cuerpos de inclusión poliedral se usaron dos lotes cosechados de las dos concentraciones

usadas en el ensayo, el primero lote corresponde a 116 LE (Larvas equivalentes) de concentración de 93 LE
inoculadas el día 28 de junio de 2022 y cosechadas el día 6 de julio de 2022 y el segundo lote 119 LE de
concentración de 96 LE, inoculadas el 07 de septiembre y cosechadas el 15 de septiembre.

Semipurificación del virus

Cada lote del virus seleccionado se maceró individualmente con 80 ml de agua destilada, la solución resultante
se centrifugó en dos etapas: primero se centrifugó por un minuto a 3000 revoliciones por minutos (rpm), se
eliminó sedimento y el sobrante se pasa otros tubos de ensayo para introducirlos nuevamente a la centrífuga
por 10 minutos a 6000 rpm ,se eliminó el sobrante y en el sedimento es donde se encuentran los cuerpos
de inclusión poliedral , al cual se le agregó 4 ml de agua destilada y con la ayuda de una pipeta se extrajo el
sedimento, a esta solución resultante se le denomina solución madre.

Previo a realizar el conteo, la solución madre obtenida se pasó por un minuto en un vortex y se prepararon
tres soluciones sucesivas de 1:10, 1:100 y 1:1000. Para obtener la solución 1:10 Se agregó 50 μl de la solución
madre y 450 μl de agua esta solución se agitó por un minuto y se extrajeron 50 μl de la solución de 1:10 y se
agregó 450 μlde agua y se agito por un minuto. Este mismo proceso se repitió para obtener la solución 1:1000.

De la solución 1:1000 se tomó una gota y se colocó sobre la cámara de conteo Neubauer y se ubicó sobre
un microscopio usando lente de proximidad de 40X.

El conteo se repitió tres veces por cada cuadro, obteniendo un promedio de los conteos realizados. El
resultado se multiplica por 5 x 10. x 1000, donde 5 es el número de cuadros contados, 10. representa el área
de profundidad de la cámara y el volumen contenido en la cámara y 1000 es la solución usada.

Variables evaluadas

Mortalidad: Se revisaron las larvas que estuvieran muertas por el virus.
Conteo de cuerpos de inclusión poliedral: Se contabilizo la cantidad de viriones para determinar la

viabilidad de las soluciones virales.

Análisis estadístico

Se utilizó el programa estadístico R Statistical para el procesamiento de datos y se usó un modelo lineal
generalizado para calcular la mortalidad según los instar larvales y el tiempo letal con un nivel de confiabilidad
de 95%.
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RESULTADO Y DISCUSIÓN

Concentración viral VPNHz1991
Los datos de las cepas de VPNHz1991 almacenadas durante 31 años demuestran un alto efecto de

mortalidad en larvas de H. zea, en los estadios L1, L2 y L3, esto es debido al alto contenido de CIP encontrado
en las larvas de H. zea (Tabla 1).Estos datos corroboran lo que plantea Fuxa (1987) el virus se mantiene
altamente viable debido a que las cepas no han sido expuestas de manera continua en larvas del complejo
noctuidos, el virus puede perder su eficacia y viabilidad debido que no se renuevan de manera natural y se usan
constantemente sin modificación lo que ocasiona que las larvas del complejo Spodoptera sp. generen cierta
resistencia a los virus entomopatógenos. Chen et al. (2019) y Castro (2019) manifestaron que la melanización
juega un papel muy importante ya que el sistema activador profenoloxidasa (proPO) genera inmunidad a
varias especies de lepidópteros. Debido a esto Real-Baca y Zúñiga-Gonzáles (2023), explican que se debe de
realizar rastreo y recolección de especímenes que estén contaminados por virus de manera natural para crear
variabilidad y mejorar los genes de la cepa.

Tabla 1.Concentración estimada de la solución madre de dos lote de producción de VPNHz1991.

TABLA 1
Concentración estimada de la solución madre de dos lote de producción de VPNHz1991

El comportamiento de mortalidad obtenido en el estudio sobre larvas de H. zea se manifestó a partir de las
24 h y a medida que van pasando las horas la mortalidad va incrementando, pero cuando se llega a las últimas
horas no hay diferencia significativa. ya que son para L1: 0.001, L2: 0.01 y L3: 0.05 siendo lo esperado debido
al tiempo de acción del virus (Figura 1).

Espinoza et al. (1994), confirma que para alcanzar una mortalidad sobre larvas de instar pequeños esta se
comienza a manifestar síntomas de infección por VPN hasta las 72 h de haber sido inoculadas.

Cruz Valdez (2002), afirma que la mortalidad por VPN en larvas de Helicoverpa zea se da hasta las 192 h
en instar larvales pequeños y está influenciada en la cantidad de alimento inoculado que las larvas ingirieron,
por lo tanto los resultados obtenidos de la mortalidad, se obtuvo en menos tiempo y está relacionado con
las concentraciones virales usadas; Afolamy y Oladun (2017) y Sosa-Gómez et al. (2020) también destacan
que una acción importante para causar una buena infección viral es inocular las larvas en sus primeros
instar ya que son más susceptibles a enfermarse debido que necesitan una baja inoculación del virus para
morirse, esto debido a que al virus le toma poco tiempo colonizar el cuerpo para replicarse. Por otra parte,
Yu (1983) evidencia que al aplicar insecticidas en diferentes edades de las larvas se demuestra que hay una
mayor resistencia con respecto al instar larval, También en ese estudio se observo un patrón para la actividad
de glutacion S- transferasa del intestino medio en donde la actividad de esterasa era mayor en las larvas más
jóvenes.

Cruz Valdez (2002), El-Sheikh (2015) destacaron que se obtienen resultados a partir de las primeras 120
horas para larvas en segundo instar, 117 horas y 74 horas para larvas que se encontraban en instar de L1 y L2,
siendo inferiores también a los de este estudio, por lo que se evidencia que la reactivación de la cepa de H. zea
presenta una excelente mortalidad en función al tiempo.



Revista Iberoamericana de Bioeconomía y Cambio Climático, 2023, vol. 9, núm. 18, Julio-Diciembre,...

PDF generado a partir de XML-JATS4R 2198

FIGURA 1.
Porcentaje de mortalidad de larvas de Helicoverpa zea horas después de haber
sido inoculadas con del virus de la Poliedrosis nuclear de la cepa VPNHz1991

Al usar el VPN causa una disminución de consumo de alimento durante el proceso de desarrollo de la
enfermedad en las larvas, ya que la multiplicación de los virus ocurre primero en el intestino y este proceso
de multiplicación del virus en las células es más rápido cuando las larvas están pequeñas (Leucoma, 1996).
Por lo cual los resultados obtenidos en el estudio, se presentó mortalidad general sobre los tres diferentes
instar de H. zea inoculadas con las cepas de VPNHz1991, en la cual se observa que la mortalidad de larvas es
mayor en el instar L1 respecto a larvas de instar L2 y L3, pero cuando se toma el último día no hay diferencia
significativa (Figura 2).

Los resultados en el estudio son parecidos con los obtenidos por Espinoza et al. (1994), ya que reportan
que al usar concentraciones letales bajas se pueden manejar poblaciones de larvas de instar L2 y L3.  Romero-
Gutiérrez y Cruz-Reyes (2011) obtuvo resultados similares al usar diferentes concentraciones letales sobre
larvas de Lepidópteros, con la diferencia que las larvas en instar L3 no eran tan susceptibles a la acción del virus
por su tamaño, como se observa en la gráfica 2, la concentración 50 de la cepa VPNHzea 1991 obtuvo una
mortalidad mayor sobre los instar L1 y L2 de H. zea, en el caso del instar larval L3 de H. zea, fue similar a los
resultados obtenidos por otros autores por ende hay diferencia significativa entre los tratamientos usados.

Al usar concentraciones altas se pueden manejar poblaciones de H. zea de instar L3 con resultados de
mortalidad similares (Cruz-Valdez, 2002). Estos resultados son similares y se demuestra que con la segunda
concentración de 100 se pueden manejar poblaciones de H. zea en instar larvales L1, L2 y L3. Por otra
parte, Lilliam Lezama (2011) menciona que al analizar los datos de mortalidad en bioensayos estos están
directamente relacionadas con las dosis aplicadas, es decir que se presenta una mayor mortalidad de las larvas
a medida que la dosis aplicada se incrementa.

Coronado et al. (2012), afirma que al usar el virus de la Poliedrosis Nuclear sobre larvas de instar L1, L2
y L3, el virus ocasiona un efecto en la disminución del consumo de alimentos, siendo las larvas L1 la que
presentan mayor vulnerabilidad ante la acción del virus.

La mortalidad obtenida por el virus de la cepa VPNHzea 1991,sobre el primer estadio de las larvas de H.
zea, es un resultado excepcional, ya que Vargas (2009) y Alves (1986), afirman que las larvas más jóvenes son
más susceptibles al virus que otras larvas más desarrolladas, esto es muy esperado ya que el virus actúa más
rápido en larvas pequeñas, ya que los Baculovirus atacan más rápido, también (Urbina Hernández y Valle
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García, 2012) destacan que al usar el virus con diferentes concentraciones virales en instar de L2 se presenta
una mortalidad esperada en poco tiempo porque la larva aun es susceptible a ataques de patógenos.

GRÁFICO 2.
Porcentaje de mortalidad en tres instar larvales de Helicoverpa zea inoculadas con el virus

de la Poliedrosis nuclear de la cepa VPNHz1991 en condiciones de los laboratorios.

CONCLUSIÓN

Los rendimientos encontrados de CIP al usar el virus de la Poliedrosis nuclear de la cepa VPNHz1991 son
de 9.2X109 y 1.34X1010. Las larvas de instar L1, L2 y L3, presentan un 99% de mortalidad al usar diferentes
concentraciones de la cepa VPNHz1991. Pese a la inactividad la cepa del virus almacenada presentó una
excelente viabilidad y acción de control biológico sobre la especie H. zea.
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