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AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE UN VIRUS EN LARVAS
DE Euprosterna elaecasa Dyar. (Lepidoptera: Limacodidae)

RESUMEN

De larvas Euprosterna elaeasa Dyar,
con sintomas de una infeccion bacte-
rial y/o viral, recolectadas en la planta-
cion de Palmas Oleaginosas Bucarelia
S.A.” (Puerto Wilches, Colombia), se
efectud un estudio bacteriologico y vi-
rologico de los agentes causantes de
dichos sintomas.

En el caso de infeccion bacterial, se
aislaron los gérmenes Serratia marces-
cens Bizio y Bacillus subtilis Cohn, los
cuales se caracterizaron e identificaron
mediante observaciones macroscopicas
y la realizacion de pruebas biquimicas.

Por primera vez en Colombia, se aislo
un Virus de la Poliedrosis Nuclear de
tipo Multiple (M V P N) en E. elaeasa,
mediante ultracentrifugacion en gra-
dientes de sacarosa y se identifico por
microscopia electronica y electrofore-
sis. Asi mismo, se realizd una secuen-
cia general de la infeccion a nivel histo-
patologico.

Para probar la patogenicidad del virus
aislado, se realiz6 un bioensayo con
larvas de 11, 1V y V instar de E. elaea-
sa, las cuales se inocularon con 6 con-
centraciones del virus. Con los porcen-
tajes de mortalidad obtenidos, se reali-
z6 un andlisis de regresion por el méto-
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do “probit” y se calculd la dosis letal
media (DL50), obteniéndose un valor
de 1,24 pol/mm? y 13,49 pol/mm?,
para larvas de IV y V instar, respecti-
vamente.

Se confirm6 la patogenicidad del virus
y se concluye que, a medida que au-
menta el instar larval, se requiere de
un DL 50 mayor.

SUMMARY

The present study was carried out in
Euproterna elaeasa Dyar larvae with
symptoms of a bacterial and/or virus
infection, collected at the plantation
of “Palmas Oleaginosas Bucarelia S.A.”
located in Puerto Wilches, Colombia.
The bacteria and virus responsible of
the symptoms were identified.

In the case of a bacterial infection,
Serratia marcescens Bizio and Bacillus
subtilis Cohn, were isolated and
characterized by macroscopic and
microscopic observations and bio-
chemical tests.

For the first time in Colombia, a
Multiple Nucleopolyhedrosis Virus (M
N P V) were isolated of E. elaeasa by
ultracentrifugation in sacharose gra-
dients and identified by electronic
microscopy and electrophoresis. A
general sequence of the infection at a
histologic level was performed.

To test the pathogenicity of the
isolated virus a biossay was carried
out with larvae of the Ill, IV and V
instar inoculated with 6 different
concentrations of the M N F V. The
Lethal Doce (DL50) was calculated by
the “Probit analysis” obtaining 1,24
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pol/mm? and 13,49 pol/mm? DL 50
for the larvae in the IV and V instar,
respectively.

The pathogenicity of the virus is con-
firmed. It is concluded that as the
instar larvae increases a higlier LD 50
is required.

INTRODUCCION

En Colombia, el cultivo de Palma Afri-
cana de Aceite (Elaeis guineensis Jacq.)
ha sido el principal motor de desarro-
llo economico y social de la agricultura
en amplias regiones del pais que, antes
se consideraban como fronteras agri-
colas.

Entre las plagas mas importantes que
afectan este cultivo, se encuentra Eu-
prosterna elaeasa (Lepidoptera: Lima-
codidae), defoliador que ha causado
grandes pérdidas econdmicas en varias
plantaciones colombianas, particular-
mente en la region del Magdalena Me-
dio. En esta area, influida por el culti-
vo de Palma Africana de Aceite, se han
detectado, en larvas de E. elaesa, sin-
tomas de infecciones de tipo bacterial
y/o viral, que hacen parte del control
biologico natural de este insecto.

Con el fin de determinar estas causas y
orientarlas hacia el manejo y regula-
cion de las poblaciones de esta plaga,
se realizd un estudio, cuyos objetivos
principales fueron aislar e identificar
los agentes causantes de dichos sinto-
mas, seleccionar el 6 los patogenos que
presentaran la posibilidad de incorpo-
rarlos a programas de control biologi-
co, realizando una evaluacion prelimi-
nar de su efectividad en larvas de E.
elaeasa en condiciones de laboratorio.
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El control microbiologico es, actual-
mente, uno de los métodos de control
de plagas mds promisorio, debido a los
adelantos alcanzados en la produccion
masiva de patdgenos de insectos, entre
los cuales, los virus ocupan un lugar
prominente y, entre estos, los del géne-
ro Baculovirus han sido la causa predo-
minante de enfermedades en lepidop-
teros, razon por la cual son considera-
dos componentes ideales para progra-
mas de manejo y regulacion de las po-
blaciones de plagas.

Entre las caracteristicas que ofrece el
control de plagas por medio de estos
virus, esta su proteccion al ambiente,
la especificidad que los hace indcuos
para insectos benéficos y vertebrados,
incluyendo al hombre.

Otras consideraciones importantes son
que los virus presentan una alternativa
para disminuir el uso de insecticidas
quimicos, son muy efectivos, selecti-
VoS y seguros y tienen una relativa faci-
lidad de produccion y alta capacidad
de distribucion y son almacenables por
largos periodos de tiempo y los insec-
tos no crean resistencia. Actualmente,
muchas organizaciones relacionadas
con agricultura han aceptado estos
agentes de control como una de las
mejores soluciones a los problemas de
insectos plagas y un componente im-
portante de las estrategias de manejo
de las mismas (World Health Organiza-
tion, 1973).

Virus de la Poliedrosis Nuclear (VPN)
— Morfologia del Poliedro

Las especies de virus que pertenecen al
género Baculovirus, aislados de los in-
sectos y causales de la poliedrosis nu-
clear, se caracterizan por la formacion
de una estructura proteinica cristalina,
llamada poliedro o cuerpo de inclusion
y se localizan dentro del nicleo de las
células infectadas. Estos cuerpos y su
caracteristica localizacion dentro de
las células dan a este grupo su nombre.
(Harrap, 1972a, 1972b).

Los cuerpos de inclusion difieren en
forma y tamano (aproximadamente
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0,5 a 10 um de diametro) y, general-
mente, dentro de un mismo insecto
hospedante tiene una forma caracteris-
tica, sin embargo, se pueden ver, entre
los poliedros de un insecto enfermo,
varias formas (Harrap, 1972a; Tinsley
y Harrap, 1978).

— Morfologia del Virion

El Virion o particula viral es bacilifor-
me y de tamano variable, pudiendo
medir 200 a 400 nm de largo por 40 a
110 nm de ancho y contiene una mem-
brana o envoltura. Morfologicamente,
se pueden distinguir dos tipos de virus,
seglin la cantidad de viriones envueltos
y contenidos dentro del poliedro a
saber: SNPV (simple), que posee un
solo virion por envoltura y MNPV
(Mdltiple), que puede contener varias
particulas virales por envoltura (Mat-
thews, 1982).

— Composicion Quimica

El poliedro esta conformado por una
proteina cristalina, con peso molecular
de 25 a 33 x 102 daltons y esta protei-
na Unica se la denomina poliedrina.
(Matthews, 1982). Los viriones son es-
tructuralmente complejos y estan
constituidos, por lo menos, de 10 a 25
proteinas con peso molecular de 10 a
160 x 103 daltons, aproximadamente
(Harrap etal., 1977; Summers y Smith,
1978; Matthews, 1982).

— Propiedades Fisicas y Quimicas

Los cuerpos poliédricos, asociados con
estos virus, son notablemente resisten-
tes al ataque de varios productos qui-
micos, son insolubles en agua, alcohol,
éter, cloroformo o acetona, pero solu-
bles en NaOH, NH3, H2S04, Na2CO03.
Esta Gltima sustancia, en diferentes
concentraciones, se usa para remover
las particulas virales del poliedro. So-
luciones acidas o bases fuertes disuel-
ven la proteina del poliedro; y, ade-
mas, son resistentes a tinciones biologi-
cas, a menos que se traten previamente
con un acido débil. (Burges y Hussey,
1981).

— Propiedades Biologicas

Los Virus de la Poliedrosis Nuclear han
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sido aislados de insectos que -pertene-
cen a los ordenes Lepidoptera, Hyme-
noptera, Diptera, Orthoptera, Neurop-
tera, Coleoptera y Trichoptera, ade-
mas, de acaros y crustaceos. (Martigno-
nie Iwai, 1981).

Smith, 1976, reportado por Jiménez,
1980, anota, acerca de la poliedrosis
nuclear, que el periodo de incubacion
puede durar de una a tres semanas vy,
en gran parte de este periodo, las lar-
vas pueden no mostrar sintomas.
Como regla general, en los estados
tempranos de la infeccion, las larvas
“vomitan” y rehusan comer. El primer
sintoma externo definido puede notar-
se en la coloracion del tegumento, el
cual se torna excesivamente fragil has-
ta romperse, liberando millones de po-
liedros. Este rompimiento y la subsi-
guiente liberacion del contenido del
cuerpo son caracteristicas de la polie-
drosis nuclear y la granulosis y estas
enfermedades se diferencian de la po-
liedrosis citoplasmatica, porque en
ésta no se presenta ruptura del tegu-
mento.

Burges y Hussey (1981) anotan que en
larvas infectadas con VPN y VG, el
tegumento, generalmente, cambia de
color y el insecto comienza a ponerse
flacido y fragil y la larva, en estado
avanzado de enfermedad, puede col-
garse en una posicion invertida. A la
muerte de la larva, frecuentemente su
tegumento se rompe vy libera la masa
de cuerpos de inclusion.

— Propagacion a Nivel Histologico

Varios estudios han demostrado que,
en insectos del orden Lepidoptera, un
ciclo inicial de replicacion del virus
ocurre en el epitelio del intestino me-
dio. Los viriones producidos en estos
ndcleos pasan a través de la base de la
membrana del estomago e infectan la
mayoria de los tejidos y los principa-
les sitios son la matriz traqueal, el
cuerpo graso y la epidermis. (Harrap y
Robertson, 1968; Cunningham. 1971;
Kawanishi y et al. 1972).

Un ciclo definitivo de replicacion y en-
samblaje ocurre en estos tejidos, luego
de lo cual, los viriones son envueltos
en una membrana y, posteriormente,
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ocluidos dentro de una proteina crista-
lina, conocida como poliedro. Las in-
clusiones o poliedros son facilmente
detectables.en el nGcleo de las células
infectadas y presentan una citopatolo-
gia que es caracteristica de las infec-
ciones iniciadas por virus de este géne-
ro. (Harrap. 1972b; Knudson y Harrap,
1976).

El poliedro representa la forma natural
por medio de la cual la infeccion del
virus es transmitida a los insectos.
Cuando las larvas ingieren alimento
contaminado con poliedros, el medio
alcalino y la actividad enzimatica aso-
ciada con el intestino de la larva, solu-
biliza la proteina del poliedro, liberan-
do los viriones, iniciandose la infec-
cion (Harrap. 1972b; Knudson y Ha-
rrap, 1976).

La secuencia de los eventos comienza
con la hipertrofia del nacleo y la con-
densacion de la cromatina (Virogenic
Stroma). Posteriormente, se presenta,
en el ndcleo, un aumento en las es-
tructuras granulosas y se inicia la for-
macion de viriones, simultaneamente
con la incorporaciéon de éstos a los po-
liedros, y se incrementa la cantidad y
tamafo de éstos. (Knudson y Harrap,
1976).

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizd en los labo-
ratorios de Biologia de la Universidad
Javeriana de Bogota y de Bioquimica
de la Facultad de Medicina, del Centro
de Equipos Interfacultades “CEIF” de
la Universidad Nacional de Colombia
y en el Laboratorio de Entomologia

de la Empresa “Palmas Oleaginosas

“Bucarelia, S.A.”, Puerto Wilches
(Santander, Colombia).

Aislamiento e ldentificacion de Bac-
terias

Los aislamientos se realizaron a partir
de larvas con sintomas de bacteriosis
(larvas de color café oscuro), proce-
dentes de diferentes sitios de la region
en estudio (Plantacion de Bucarelia).

Los procedimientos y medios emplea-
dos para la identificacion fueron los
que, comunmente, se utilizan en esta
clase de investigacion. La identifica-
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cion se realizo de acuerdo con las ca- -

racteristicas culturales y morfologicas
a nivel microscopico, y, ademas, las
pruebas bioquimicas.

Aislamiento e ldentificacion del Virus

Purificacion de Poliedros.

Se recolectaron larvas con sintomas
de virosis y, posteriormente, se mace-
raron durante cinco minutos, utilizan-
do una solucidn buffer de fosfato 0,1
M, pH, 7,0. La suspension resultante
se filtro a través de cuatro capas de
gasa y se le adiciond Na N3, en con-
centracion de 0,1%%o.

Posteriormente, se realizaron centrifu-
gaciones diferenciales, para obtener los
poliedros semipurificados. Estos polie-
dros fueron colocados en un gradiente
de sacarosa (40-80% P/V) y centrifu-
gados a 100000 x g, durante 45 minu-
tos, utilizando un rotor SW-41 Ti.

La banda de poliedros, ubicada en la
concentracion del 55 al 65%o del gra-
diente, fue recuperada y lavada con
buffer. Los poliedros asi purificados
fueron congelados a -70°C vy, poste-
riormente liofilizados. La técnica se
basd en procedimientos descritos por
Harrap y Longworth (1974), Beaton
et al. (1975), Summer y Smith (1978),
con algunas modificaciones en el pH,
soluciones Buffer, gradiantes, graveda-
des y tiempo de centrifugacion.

Inclusion y Corte de Tejidos

Las larvas sanas de V y VI instar se ali-
mentaron con foliolos de Palma as-
perjados con una suspension, la cual
contenfa poliedros del virus a una con-
centracion de 109 Pol/ml y, después
de cinco dfas, las larvas se disectaron y
secciones de intestino, tegumento, teji-
do graso y tubos de Malpighi fueron
procesados e incluidos para corte y
observacion al microscopio optico vy al
electronico.

Purificacion de los componentes del
Poliedro.

La proteina del poliedro, viriones y
envolturas virales fueron removidas de
los poliedros purificados, utilizando el
método de Summers y Smith (1978),
con algunas modificaciones.

ELECTROFORESIS DE
PROTEINAS VIRALES

La electroforesis se realizo utilizando
el método de Laem Li (1970), anali-
zando la proteina del poliedro, los vi-
riones y las envolturas virales. Los
pesos moleculares se calcularon de
acuerdo con el método descrito por
Weber y Osborn (1969) vy el gel se tifd
con nitrato de plata, utilizando el pro-
cedimiento descrito por Blum y et al.
(1987).

Recuento de Poliedros

De la muestra de poliedros liofilizados
se tomaron 25 mg que se suspendieron
en agua destilada, para realizar el re-
cuento en camara de Neubauer de 0,1
mm de profundidad.

Prueba de Patogenicidad

Las larvas de E. elaeasa de I, IV yV
instar fueron inoculadas con 6 concen-
traciones de Poliedros. Las dosis eva-
luadas fueron: 3000; 1000; 100; 10; 1;
0,1y 0,0 (Testigo) pol/mm? de super-
ficie de foliolo. Estos tratamientos
fueron arreglados en un D.C.A. con un
factorial de 3x7 (3 instares, 7 dosis).
Las unidades experimentales constaron
de 18 larvas y se realizaron 5 repeticio-
nes por tratamiento. .

A partir de la fecha de infeccion, se
realizaron, cada 24 horas, lecturas de
mortalidad por virus. Ademas, se tu-
vo en cuenta la sintomatologia que
las larvas inoculadas presentaban con
relacion a los tejidos.

Anilisis Estadistico

Con los datos de mortalidad obtenidos
en la prueba de patogenicidad, se reali-
z6 un analisis de regresion por el mé*
todo “‘Probit”, utilizando el paquete
estadistico SAS/

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e ldentificacion de Bac-
terias.

Las larvas con sintomas bacteriales se
caracterizaron por la presencia de las
bacterias Serratia marcescens Bizio
(Eubacteriales: Enterobacieriaceae) y
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Bacillus subtilis Cohn. (Eubacteriales:
Bacillaceae), que son patogenas regis-
tradas como causantes de septicemias
en humanos (Black y et al 1967; Das
son, 1968), infecciones intestinales
Mc Cormack y Kuyrin, 1966), citados
por Burges y Hussey (1971). Estas
aseveraciones y el hecho de que afec-
tan a algunos insectos benéficos (God-
win y Shields, 1982), constituyen in-
convenientes para ser tenidas en cuen-
ta como alternativa en el control de
plagas.

Aislamiento e ldentificacion del virus.

La centrifugacion en gradientes de sa-
carosa facilito la separacion de los po-
liedros de otros materiales contami-
nantes, como grasa, bacterias, residuos
celulares y limos. (Figura 1). Estos
poliedros, observados al microscopio
optico, presentaron forma irregular
redondeada con diametro entre 0,855
y 1,955 um (Figura 2).

x

1a. Fraccién:
Grasa, bacterias,
b residuos de
células, poliedros.

2a. Fraccion:
p Poliedros (P).

3a. Fraccion:
Limos y arenas.

Figura 1. Esquema de las tracciones del
gradiente de densidad de sacarosa (40-80%
P/V).

Centrigugado a 100.000 x g. por 45 min. en
un rotor SW.-41 Ti.
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Figura 2. Microfotografia 6ptica de un frotis de Poliedros del VPN de Euprosterna elaeasa.
Dyar. (3.250 X; Barra= 3.0 dm). Foto: CEIF).

Las observacines de los cortes de tejido
infectado mostraron en células del in-
testino, tejido graso, epidermis y tubos
de Malpighi, hipertrofia del nicleo e
inclusiones nucleares irregulares en for-
ma y tamano. Estas inclusiones son
iguales a los poliedros purificados. La
cantidad de poliedros encontrados por
nacleo vario de 5 a 22. También, se
observaron, dentro del nicleo, grandes
espacios o vacuolas (1 o 2) sin ninguna
estructura interna; este fendmeno es
registrado por Hudson et al. (1979),
quienes realizaron un estudio en larvas
de Anticarsia gemmatalis (Hubner) y
confirman la presencia de vacuolas
dentro del nicleo de células infectadas
con VPN y afirman que no fue posible
encontrar registros previos de estas es-
tructuras y su funcion es desconocida.

En las células que presentaron nicleos
hipertrofiados, éstas alcanzaron tama-
fios hasta de 6 veces mayor que el ni-
cleo de células normales. No todos
estos nucleos contenian poliedros y
algunos mostraron manchas oscuras en
diferentes zonas del nlcleo, debido,
posiblemente, a la concentracion de la
cromatina (Virogenic Stroma). Este
fenomeno, que prevee que la infeccion
por los virus se ha desarrollado en in-
sectos, es reportado, también, por
Cunningham (1971).

Los cortes de los tubos de Malpighi
observados al microscopio optico pre-
sentan células con diferente grado de
infeccion y células normales. Leving-
ton y Yearian (1972) encontraron re-
sultados similares en infecciones virales
en Pseudoplusia ineludens y afirman
que el sitio de replicacion del VPN
fue restringido al ndcleo y que las go-
nadas y tubos de Malpighi fueron mo-
deradamente infectados. E: presente
estudio presenta una secuencia general
de infeccion por el VPN de E. elaeasa,
que es similar a otros Baculovirus estu-
diados (Figuras 3, 4y 5).

Las particulas virales presentaron mor-
fologia homogénea, pero tamano varia-
ble y presencia de envolturas que con-
tienen de 1 a 11 particulas virales y se
observaron, ademads, envolturas en pro-
ceso de desprendimiento y envolturas
vacias. (Figuras 6 y 7). La longitud de
la particula viral es de 307,50 nm vy el
ancho de 68,12 nm y es de forma ba-
ciliforme o de varilla. El tamano y for-
ma concuerda con el observado usual-
mente en Baculovirus (200 a 400 nm
x 40 a 110 nm) (Matthews, 1982).

La electroforesis de los componentes
del poliedro produjo patrones de ban-
das de proteinas diferentes para cada
una de las muestras analizadas. La par-
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Figura 3. Microfotografia Optica del corte transversal en un tubo de
Malpighi de larvas de Euprosterna elaeasa Dyar, donde se observa una
célula con hipertofia del nicleo y estructuras granulares internas co-
rrespondientes a los poliedros en formacion, en un estado inicial de
infeccion causado por el VPN. (3.250 X; Barra= M m). Foto: CEIF).

Figura 4, Microfotografia o6ptica del corte transversal de un tubo de
Malpighi de larvas de Euprosterna elaeasa Dyar, donde se observa una
ceélula con hipertrofia del nicleo y estructuras granulares internas co-
rrespondientes a los poliedros en formacion, en un estado intermedio
de infeccion causado por el VPN. (3250 X; Barra= 3 M m). (Foto:
CEIF).

ticula viral presentd un total de 14
proteinas, con un rango de 20.000 a
150.000 daltons; las envolturas virales
presentaron un total de 11 bandas con
un pesoentre 14.000 a 68.000 daltons;
la proteina del poliedro se presentd en
mayor proporcion y con un peso apro-
ximado a 28.500 daltons (Figura.8).

Figura 7,
Microfotografia
electronica de una
envoltura viral en
proceso de degradacion
(e), conteniendo varias
e particulas virales (v),
del VPN de
Euprosterna elaeasa
Dyar. (66.000 X;
Barra= 150 Um).
(Foto: CEIF).

Esto confirma que los Baculovirus v,
en particular los VPN, son estructural-
mente complejos y poseen por lo me-
nos 12 a 25 proteinas con pesos mole-
culares de 10 a 160 x 103 daltons
(Matthews, 1982).

Figura 5. Microfotografia electronica de un corte transversal de una cé-
lula del intestino medio de Euprosterna elaesa Dyar, infectada con po-
liedros del VPN, en un estado final de infeccion. P.’ poliedros, Mn:
membrana nuclear, V.: vacuolas. Las manchas internas de los poliedros
corresponden a los viriones individuales o en grupo, incluidos dentro de
éstos. (7.850 X; Barra=2,0 Mm). (Foto: CEIF).

ik

Figura 6. Microfotografia electronica de particulas virales sin envoltura
(v), particula viral con envoltura (ve), envoltura en proceso de despren-
dimiento y envoltura vacia (e); del VPN de Euprosterna elaeasa Dyar.
(62.500 X; Barra= 300 nm). (Foto: CEIF).
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Py 95

Py 68

PY 58
Y 50

PY 43
Py 37-38
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PY 30-31
PY 28-29

PY 20

PV 28.5

PV 28,5

w

Figura'8. Electroforesis de las proteinas virales (PV)y pesos moleculares (X93 daltons) del VPN de E. elaeasa. Carril A: Proteinas de la particula
viral: 35 M g. Carril B: Proteinas de la envoltura viral: 35 Mg. Carril C: Proteina del Poliedro: 5 (g. Carril D: Proteina del Poliedro:

25 Mg.
Prueba de Patogenicidad

Con los datos de mortalidad obtenidos
en laboratorio y mediante el analisis
“Probit”, se calculd la DL 50, el cual
presento un valor de 1,24 pol/mm? y
13,49 pol/mm? para larvas de IV y V
instar, respectivamente.

Estos valores de DL50 obtenidos son
similares a otros, entre los cuales estan
la DL50 de H. gemmatalis y del VPN
de Heliothis Spp, los cuales presenta-
ron actividad entre 0,7 y 12,7 pol/
mm? de superficie de dieta (Shapiro e
lgnoffo, 1970; Richter y Fuxa, 1984).
Asi, el VPN de E. elaeasa muestra un
buen potencial para el control micro-
biologico de esta plaga.

CONCLUSIONES

1. Se aislaron e identificaron dos espe-

" cies de bacterias las cuales fueron:
Serratia marcescens Bizio y Bacillus
subtillis Cohn.

2. Se aislo e identifico el virus, el cual

se clasifica como Virus de la Polie-
drosis Nuclear de tipo Mdltiple de
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Euprosterna elaeasa Dyar (E. e.
MVPN). (Baculovidae: Baculovirus).

. Se comprobo la patogenesis viral y

se calculo la DL50 del VPN para
larvas de 1V y V instar de E. elaesa
(1,24 y 13, 49 Pol/mm?, respectiva-
mente).

La identificacion del virus se baso
en una combinacion de caracteristi-
cas morfologicas y bioquimicas,
complementadas con informacion
biologica del hospedante a nivel
histologico, asi como de su sinto-
matologia.

La alta mortalidad causada por el
VPN de E. elaeasa, en condiciones
de laboratorio, muestra un buen po-
tencial como un insecticida biologi-
co para el control integrado de este
insecto.

RECOMENDACIONES

. Para conocer su comportamiento en

condiciones naturales, se deben rea-
lizar evaluaciones del VPN en cam-
po, teniendo en cuenta las DL50
obtenidas en laboratorio.

2. Es conveniente que estas.evaluacio-
nes se realicen con poliedros puros
y liofilizados, como un procedi-
miento para conservar la virulencia
del virus y obtener un mejor con-
trol de la plaga.

3. Se recomienda aplicar el VPN en los
primeros instares de E. elaeasa, ya
que éstos requieren una DL50
menor.

4. La identificacion, caracterizacion y
liofilizacion del virus son un aporte
basico para futuros trabajos practi-
cos y de nuevas investigaciones y
constituyen un punto de partida
para llegar a una produccion semi-
industrial o industrial de cepas co-
merciales con virus patogenos de
insectos, en especial con los perte-
necientes al geénero Baculovirus,
sobre la base de la necesidad de
aprovechar el potencial de accion
de entomopatogenos en el manejo
adecuado de plagas.
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