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RESUMEN

Trichoplusia ni (Hibner), se considera como una de las principales plagas de diversos
cultivos agricolas, el control de estd ha sido ineficiente con insecticidas convencionales, una
alternativa de control es mediante el uso de virus entomopatégenos. En el presente trabajo se
determind la virulencia en laboratorio mediante bioensayos de los virus de la poliedrosis nuclear
de Trichoplusia ni, Anticarsia gemmatalis y Auwtographa califernica sobre larvas de
Trichoplusia ni; para la realizacién de este trabajo se llevé a cabo la crfa y mantenimiento del
insecto en laboratorio, reaislamiento y purificacién de los VPNs, determinacion del Equivalente
larval en larvas de cuarto estadio temprano de T. ni y por tltimo determinar la CLs, y Tl de
los VPN sobre larvas de T. ni. Para la propagacion del virus se utilizé el método de inoculacién
de insectos en laboratorio; la extraccién de los virus se realizé con la técnica recomendada por
Granados y Lawler (1981), y para la determinacién de la CLs, y TLs, la técnica de bioensayo
de residuos en las hojas. El menor EL se obtuvé con VPNAc con 1.10X10® poliedros/larva,
seguido del VPNAg con 8.29X10* poliedrps/larva y por iiltimo el VPNTn 8.63X10°
poliedros/larva. El virus méds agresivo contra T. ni fué el VPNAg con una CLy, de 8.7X10*
poliedros/ml seguido del VPNAc con 2.9X 10 poliedros/ml y por iiltimo el VPNTn con 1.56X 10
poliedros/ml. El TL, sobre larvas de T.ni de tercer estadio temprano fue para VPNAc de 1.27
dfas siendo mds activo, que el VPNTn y VPNAg con una TL, de 4.5 y 3.2 dias
respectivamente. Sin embargo se recomienda utilizar VPNAg para el control de T.ni al presentar
una menor concentracién de poliedros por ml para matar el 50% de la poblacién plaga' y una
produccioén de poliedros similar al VPNTRn, y el tiempo letal medio al ser de 3.2 dias permitié
el desarrollo completo del estado larval. La cruza infectiva que existe entre estos VPNs con
miembros de la misma familia Noctuidae, hace necesario realizar pruebas con otros virus y

encontrar virus mds patégenos y generalistas de Lepiddpteros plaga.
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LINTRODUCCION

El falso medidor de la col Trichoplusia ni (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae), constituye
una de las principales plagas de diversos cultivos agricolas. Se le encuentra alimentandose sobre
el follaje de cruciferas, lechuga, espinaca, betabel, chicharo, apio, perejil. papa, jitomate,
algodén, soya, tabaco, clavel y de numerosos hospederos silvestres. Este LepidGptero es un
insecto cosmopolita que se originé en Africa tropical o subtropical y de ahi se extendié hacia
Europa, Asia y América (Metcalf y Flint, 1977).

En los dltimos afos, el control del falso medidor de la col Trichoplusia ni, ha sido
ineficiente debido a que el uso de insecticidas convencionales no ha logrado abatir las poblaciones
insectiles a niveles econémicamente aceptables. Se deduce, que las poblaciones naturales de la
plaga han adquirido resistencia a los insecticidas qufmicos y que mientras la susceptibilidad
natural de las poblaciones no se restituya eliminando la presién de seleccién de los insecticidas,
se requerird de una alternativa de control similarmente eficiente. La alternativa mds factible es
el uso de insecticidas microbianos (Ldpez e Ibarra, 1991).

Los insectos son susceptibles a un amplio espectro de enfermedades, estas pueden ser muy
importantes como reguladores naturales, o bien por la explotacién de esos organismos causantes

de enfermedades como agentes de "control microbiano”.

Aunque los insecticidas microbianos representan el 1% del mercado global de insecticidas,
su uso estd incrementando de 10-25% por aiio en comparacién con los insecticidas quimicos cuyo

incrementé va del 1-2% por afio (Starnes, 1993).

Entre las caracterfsticas sobresalientes de los agentes microbianos resalta el hecho de
presentar un rango de hospederos limitado, son biodegradables, bajos costos de produccién en
comparacién con los insecticidas quimicos, y son generalmente buenos en el manejo integrado
de plagas (Roberts et al., 1991). Estos permiten un balance en la fauna de predadores y

parasitos.
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El control microbiano en México, poco a poco ha cobrado interés entre los agricultores
debido a las ventajas que ofrecen por ejemplo, no dafian a la fauna benéfica, ni a vertebrados,
no contaminan, son féciles de aplicar; se utiliza equipo y tecnologia desarrollada para insecticidas
quimicos, es dificil que los insectos plaga generen resistencia y ademds tienen la ventaja de poder
establecerse en la zona donde son introducidos. El iinico efecto negativo es indirecto sobre las
poblaciones de insectos entomdéfagos como consecuencia de la reduccién de su hospedero
(Roberts et al., 1991).

Dentro de los microorganismos asociados a insectos capaces de provocar enfermedades
se encuentran bacterias, hongos, protozoarios, virus y nemdtodos. Hasta el momento mds de
1500 agentes microbianos han sido aislados tanto de insectos como de 4caros. El grupo de
agentes microbianos mds numeroso estd constituido por virus, el siguiente grupo son los hongos,
seguido de protozoarios, bacterias, rickettsias y nemdtodos (Tanada y Kaya. 1993).

Los virus entomopatdgenos causan enfermedades epizooticas, las cuales son debidas a la
persistencia y a su eficiente transmisién horizontal y vertical. La persistencia y capacidad de
diseminacidn de los virus, son dos caracterfsticas que los hacen muy importantes ya que pueden
permanecer activos durante mucho tiempo en el suelo y ser diseminados por el viento, la luvia,
la gravedad y por el mismo hospedero incluso pardsitos y depredadores; ofrecen seguridad
ambiental debido principalmente a la especificidad que existe entre hospedero y virus (Kathleen
et al., 1981).

Otra de las ventajas que ofrecen los virus es el potencial a ser manipulados por técnicas
de recombinacién de DNA, debido a la relativa simplicidad del genoma viral. Las aplicaciones
de la Ingenieria Genética contribuyen al uso de los insecticidas microbianos incrementando
virulencia, rango de hospedero y persistencia (Roberts et al., 1991),

Los virus por otro lado no son totalmente aceptados debido a su alto costo de produccion,
accién lcnta y por su especfficidad. Debido a que son pardsitos obligados requieren ser
propagados en células vivas (in vivo o in vitro) necesitan tiempo para su desarrollo y matar o



3

debilitar a su insecto hospedero. Este tiempo es un perfodo de 7 dfas o mds, lo cuai permite que
la planta sea dafiada. La especfficidad hacia un insecto hospedero limita su uso en cultivos que
presentan un complejo de plagas. La persistencia es también un factor limitante ya que el virus
es rdpidamente inactivado por la luz ultravioleta (Payne, 1982).

Pocos insecticidas virales han sido desarrollados comercialmente. En los Estados Unidos
la EPA (Environmental Protection Agency) ha registrado VPNs para infectar Heliothis zea,
Autographa californica, Neodiprion sertifer y un VG que infecta Cydia pomonella (Miller et
al., 1983). Algunos productos comerciales son Gypchek usado para el control de la palomilla
gitana Lymantria dispar, TM-Biocontrol-1, para el gusano peludo del abeto Orgyia
pseudosugata; en Guatemala VPN 80 para el control de Autographa californica, Plutella
xylostella, Trichoplusia ni y Spodoptera exigua, y VPN 82 para controlar §. exigua y S. sunia.
Il insecticida viral mds exitoso en cuanto al nimero de héctareas tratadas es el producto

hrasileno Multigen, basado en el VPN de Anticarsia gemmatalis (VPNAg).



2. OBJETIVO Y JUSTIFICACION
Objetivo general
Determinar la virulencia en taboratorio mediante la técnica de bioensayo de los virus de la
poliedrosis nuclear de Trichoplusia ni, Anticarsia gemmatalis y Autographa californica sobre
larvas de Trichoplusia ni.

Objetivos particulares:

1. Determinar el equivalente larval en larvas de Trichoplusia ni de cuarto instar temprano. con
VPNTn, VPNAg y VPNACc.

2. Determinar la Cl. vy ii.,, de VPNTn, VPNAg y VPNAc, sobre larvas de Trichoplusia ni.

JUSTIFICACION

Trichoplusia ni es un inseclo que puede ser controlado bioldgicaniente mediante el uso

de virus entomopatdgenos. la seleccion de aislaniientos agresivos y persisientes permitirds lograr

este objeiivo.



3. REVISION DE LITERATURA.

3.1. Caracteristicas generales del insecto

3.1.1. Taxonomia

Trichoplusia ni (Hubner) pertenece al Phylum: Artropoda, Clase: Insecta, Orden

Lepidoptera, Familia Noctuidae, Genero Trichoplusia, Especie: T.ni.

3.1.2. Danos que ocasiona

Trichoplusia ni (falso medidor de la col), es importante por el tipo de dafio que ocasiona a
las plantas ya que las primeras hojas exteriores en la col, coliflor y otras cruciferas son
generalmente acribilladas con agujeros grandes de forma v tamafo regulares, las capas exteriores
de las cabezas de la co! son perforadas tambien por las larvas de diferentes tamancs gue
aproximadamente ilegan a medir hasta 3 5 cm de largo St las hojas son separadas. se enconi s an
masas de excremento {verde o cafe) sostenido en los angulos de ias hojas Como el tejido de ias
hojas es generalmente devorado por las larvas. el crecimiento de la planta ¢s afectado (Metcalf v

Flint, 1977)

3.1.3. Biologia

Trichoplusia ni presenta una pupa de color verdoso o cafe. mide aproximadamente 1 9 cm
de larzo v esta envuelta en un capullo delicado de hiles blancos ciretenidos. o3 sostenda por uno
de sus lados generalmente a una hoja de la planta. Estas pupas se transforman en palomilles de
color cafe grisacec. miden en promedio 2 & cm de largo, con una extension alar de 3 7 vm Las
alas anteriores son de color cafe moteado. tienen una mancha plateada cerca de la mitad,
semejando un ocho, las alas posteniores son de un color mas claro a bronceado Son de hatigos
nocturnos, alcanzan a depositar de 275 a 350 hueveciilos en torma aisladi en ¢! w09 de fas hos

(Metcalf' v Flint, 1977)



Todo el daio ¢s causado por la larva. que pasa por cinco estadios, presenta tres pares de
patas delgadas cerca de la cabeza y tres pares de falsas patas mas anchas en forma de maza
despues de la mitad del cuerpo. La larva se desarrella de 30 a 35 dias, despues teje el capullo. y

posteriormente a los 3 0 4 dias emergen los adultos (Hill, 1983)

3.2. Virus Entomopatégenos

3.2.1. Antecedentes historicos

Entre los primeros estudios sobre enfermedades virales en insectos se encuentra Ja
enfermedad del gusano de seda Bombix mori descnta por Nysten en 1808, sin embargo el agente
casual fué identificado en ese tiempo equivocadamente como una bacteria y mas tarde como un
protozoario. Acqua en 1918-1919 dio la primera prueba convincente de que el agente casual de la
enfermedad del gusano de seda era un wvirus. En 1856 Cornalia descnibio algunas de las
manifestaciones patologicas de la enfermedad del gusano de seda y Maestri localizo los
corpisculos en el nucleo de varios tejidos. Bolle en 1894 reporto que los poliedros del gusano de
seda y los de la palomilla religiosa Lymantria monacha son similares, Wahl en 1909 mostra que
los poliedros de estas dos ecspecies son diferentes, tienen forma hexagonal y trigonal

respectivamente.

Steinhaus en 1946 publico su trabajo Microbiologia de insectos donde hace referencia a las
enfermedades virales, y Bergold en 1947 publica las primeras micrografias de los poliedros de
Bombix mori y Lymantria dispar (Granados y Federici, 1986) Pocos afos mas tarde las

enfermedades por virus fueron observadas y descritas en una amplia variedad de insectos

Los virus patogenos constituyen un medio natural que afectan plagas de insecios
Frecuentemente en el campo ocurren epizootias naturales, esto provee una evidencia de que los
virus pueden incrementarse rapidamente y causar una alta mortalidad Por ejemplo. en Canada

fue introducida Gilpinia hercyniae, despues de cuatro anos los virus también fueron introducidos



accidentalmente, estos se propagaron en forma natural constituyendose en un factor importante

para el control de la especie plaga (Tinsley, 1977).

3.2.2. Virus asociados a insectos

Aproximadamente 650 virus han sido aislados de insectos 83% son de Lepidopteros, cerca
de 14% de Hymenopteros y 3% son de Orthopteros, Coleopteros y Dipteros (Kathleen et al |
1981). Allen y Ball (1992), demostraron la presencia de particulas virales en varias especies de

afidos.

3.2.3. Caracteristicas generales de Baculovirus

De los virus asociados a insectos, solo los Baculovirus han sido recomendados para ser

utilizados en el campo, para el manejo integrado de plagas (Moscardi, 1983)

Los Baculovirus son los mas ampliamente investigados Se localizan dentro de la Famihia
Baculoviridae (Matthews, 1982 citado por Tanada y Hess, 1984) comprenden virus de forma
bacilar 0 en forma de vanlla que contienen DNA de doble cadena, encerrado covalentemente en
nucleocapsides con un peso molecular de aproximadament.: 8 x 10" daltones En la mayoria de los
casos los virones estan incluidos dentro de un cnstal de naturaleza proteica conocido como
cuerpo poliédrico de inclusion, este contribuye a su estabilidad en el ambiente (Starnes, 1993)
(Fig. 1) Los baculovirus se separan en los subgrupos: A, virus de la Poliedrosis nuclear (VPN), 1
B, virus de la Granulosis (VG). Otros dos subgrupos han sido propuestos: no ocluidos, virus en

forma de varilla y virus ocluidos con un genoma de DNA polidisperso (Tanada y Hess, 1984)
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Figura 1. Componentes estructurales de un Baculovirus. Tomado de Blissard y Rohrmann, 1990,

3.2.4. Caracteristicas del VPN

El virus de la poliedrosis nuclear, presenta viriones embebidos en una matriz cristalina de
naturaleza proteica denominada poliedrina o cuerpo de inclusion de aproximadamente 1 um de
diametro. Los nuleocapsides del virus de la poliedrosis nuclear de Trichoplusia ni (VPNTn)
consiste de 12 proteinas (Young v Lovell, 1973). La configuracion de los viriones difiere en que.
los nucleocépsides pueden estar envueltos en forma sencilla 6 multiple, denominandose virus de la
poliedrosis nuclear maltiple (VPNM) 6 virus de la poliedrosis nuclear sencilla (VPNS) (Tanada y

Hess, 1984).
3.2.5. Vias de entrada
La via de infeccion de los Baculovirus es de importancia fundamental en el entendimiento

de la interaccion virus - hospedero. El conocimiento de los mecanismos de infeccion pueden

revelar los sintomas principales del hospedero, la susceptibilidad o resistencia al virus.



La via mas comun de infeccion con el virus de la poliedrosis nuclear es por ingestion, sin
embargo también puede transmitirse trasoval y transovaricamente, a través de espiraculos y por
medio de parasitos sin embargo, estos mecanismos no se consideran importantes por su baja

frecuencia (Granados y Federici, 1986).
3.2.6. Barreras contra la infeccion

Antes de que se inicie la infeccion de las células epiteliales columnares del mesenteron, los
viriones deben atravesar la membrana pentrofica (MP). La MP sirve en los insectos como una
barrera mecanica a la invasion por microorganismos Derksen y Granados (1988), estudiaron la
alteracion de la MP debida a la infeccion de VPNMAc, VPNSTn y VGTn, dichos autores
observaron que existe una interaccion especifica entre el baculovirus y la MP y el grado de
susceptibilidad de las larvas de T.ni, a los 15 min de la postinoculacion de VPNMAc 6 VPNSTn,
desaparece una glicoproteina A 68 KDa de la MP, y en larvas inoculadas con VGTn desaparecen
3 glicoproteinas de 253, 194 y 123 KDa. Los biéensayos en larvas de T.ni muestran que existe un
factor presente en la granulina 6 poliedrina, que aumenta la infectividad Esto indica también un
factor presente en los cuerpos de inclusion en los tres baculovirus, que pueden causar cambios

bioquimicos y estructurales en la MP.
3.2.7. Modo de infeccién del virus de la poliedrosis nuclear

Después de la ingestion de los poliedros, estos son disueltos en el lumen del intestino
medio a través de la accion del jugo digestivo alcalino. pH 9.5 a 11.5 y posiblemente por la
degradacion enzimatica, Pritchett et al. (1984), reportan que al adicionar trypsina y chymotrypsina
al buffer de carbonato de sodio 0.1 M-NaCl 0 | M, a un pH de 9 a 11 no afectd la disolucion de
VPNMACc. Sin embargo, |a adicion de la proteasa bacterial (Streptomyces griseus) a pH de 9 5
resulto en la disolucion de los poliedros de manera similar como ocurre con los fluidos digestivos

del intestino medio.
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Los viriones embebidos en el poliedro son liberados, las células columnares son invadidas
por las nucleocapsides. Las cubiertas de los vinones se fusionan a las microvellosidades de las
células. La adhesion parece ser dependiente de los fosfolipidos y las cargas ionicas de la cubierta

de los virus (Tanada y Hess, 1984).

Las nucleocapsides entran en las microvellosidades a través de una abertura, la absorcion,
fusion y entrada del virus se lleva a cabo dentro de 0.25 a 4 hrs postinfeccion. El movimiento en
las microvellosidades al interior del citoplasma aparentemente sigue un gradiente. Las
nucleocapsides llegan a adherirse a un nucleoporo dentro de | hr y el acido nucleico (DNA) es
descargado dentro de los nucleos. Posterior a estos eventos se inicia el periodo de eclipse la
replicacion del virus (Fig. 3), v este termina con la aparicion del estroma virogénico al producir las
nucleocapsides. Las nucleocapsides son envueltas por una membrana producida por sintesis de
novo en el nacleo. En un estado temprano de formacion algunas nucleocapsides, pasan a traves de
los nucleoporos, otras en forma de yemas a través de la cubierta nuclear Los wviriones al
atravesar la membrana basal adquieren unas estructuras en forma de espinas denominadas
peplomeros (Fig. 2). Estas formas inician nuevos ciclos de infeccion en las células susceptibles

(Tanada y Hess, 1984)

('ubierta del virién

(derivada de la membrana Cépside

plasmauca) R

Acido nucleico

Figura 2 Componentes estructurales de un peplomero. Tomado de Blissard y Rohrmann, 1990



Figura 3. Ciclo de replicacion del virus de la poliedrosis nuclear segin Blissaid y Rohimann, 1990

3.2.8. Signos y sintomas

Los signos y sintomas de fa enfermedad causada por Baculovirus no son aparentes en el
momeato de la ingestion sino despues de algunos dias. Uno de los primeros signos de la infeccion
viral lo constituye el cambio que sufre la hemolinfa por la reduccion en la concentracion de
proteinas, En algunos Lepidopteros esto es seguido por una perdida de apetito y despues cesan de
alimentarse presentando inactividad general, los insectos infectados llegan a  ser flacidos. los
tejidos del cuerpo se desintegran. y la cuticula se vuelve fragil rompiendose v liberando los
poliedros. Los Lepidopteros mueren adheridos de las propatas a ramas u hojas (Granados y
Federici, 1986) El tnempo requerido para que ocurra la muerte del insecto depende de las
especies, pero este tiempo veneralinenic es de 3 a 7 dias y puede ser de 3 a 4 semanas

dependiendo de las interacciones entre ¢l virus, el insecto y la planta (Starnes, 1993)

3.2.9. Susceptibilidad

Los baculovirus producen infecciones cronicas o letales en sus hospederos, las pupas y los
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adultos de algunas especies pueden ser infectados pero, se considera que el estado larval es el mas
susceptible (Payne, 1982). La susceptibilidad de Trickoplusia ni hacia diversas cepas de
baculovirus es ampliamente conocida (Lopez e Ibarra, 1991) Ignoffo y Garcia (1969), determinan
la susceptibilidad de Trichoplusia ni al virus de la poliedrosis nuclear, mencionan que el virus de
T. ni es mas activo que el virus de otros noctuidos El porcentaje de mortalidad es variable

dependiendo de la dosis y tiempo de exposicion

En un estudio sobre la susceptibilidad de las pupas de Trickoplusia ni al virus de la
poliedrosis nuclear, Vail y Hall (1969) reportan que las pupas del falso medidor de la col fueron
susceptibles al VPN, la respuesta depende del estado pupal pero el sexo no es un factor
determinante. Sin embargo, las palomillas que emergieron de las pupas infectadas con virus fueron
frecuentemente deformes, y muchas carecian de pigmentacion obscura caracteristica de los adultos
normales, ademas presentan una baja longevidad, bajo apareamiento. baja fertilidad y oviposicion

de huevecillos

Estos mismos autores, estudiaron la influencia de la infeccion del VPN en adultos y en la
progenie de Trichoplusia ni, observaron que la longevidad y oviposicion de los adultos no fue
afectada, estudios histologicos mostraron nicleos de células traqueales infectados pero raramente
cuerpo graso, hipodermis y otros tejidos La viabilidad de los huevecillos fue significativamente
reducida {10%). Una palomilla hembra de un dia de edad fué inoculada con el virus, pero el
efecto decrecio con la dilucion, también fue menor el efecto cuando se inoculo una palomilla
hembra de mayor edad El examen de los huevecillos afectados mostraron que el desarrollo
embrionario habia comenzado, no se observo la transmision transovanial La progenie de las
palomillas alimentadas con poliedros, frecuentemente infectaban los huevecillos pero esterilizando

la superficie de estos pueden climinarse los poliedros

3.2.10. Potencialidad de los Baculovirus como Bioinsecticidas

Entre las caracteristicas que debe cumplir todo entomopatogeno para su uso efectivo en

programas de manejo integrado de plagas, se pueden mencionar' su comportamiento en campo
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(transmision, dispersion, persistencia), la especificidad (range de hospederos). su agrespidad

(patogenicidad y virulencia) y su produccion masiva (Roberts et al , 1991)

3.2.10.1. Transmisiéon

Los baculovirus se diseminan en las poblaciones de insectos tanto en forma vertical (de
generacion a generacion), como horizontal (de un hospedero susceptible a otro), asi como por

agentes bioticos y abidticos (Kathleen y Elkinton, 1989).

Murray y Elkinton (1989), consideran la transmision transovum es decir la contaminacion
directa de la superficie del huevo como la mas importante para transmitir el VPN de una
generacion a otra la transmision de baculovirus por insectos adultos, constituyen un medio
efectivo para su transmision, sin embargo la dispersion del virus aplicado al follaje de las plantas es
mas efectvo, que fa diseminacion por adultos de Trichoplusia ni contaminados con VPN

(Elmore y ifowland, [S96d)

Young y Yearian (1988), estudiaron la transmision secundaria del virus de la poliedrosis
nuclear de Pyvcudoplusia includens, y Anticarsia gemmatalis En ambas especies la transmision
secundaria esta relacionada directamente al estado de la enfermedad en las larvas infectadas
primariamente, el tiempo de exposicion y tamafo larval, sin embargo, el efecto de la transmision

secundaria difiere en las especies de insectos

3.2.10.2. Persistencia

Mientras que el insecto hospedero continua su crecimiento, la infeccion viral se sigue
extendiendo, ademas de que puede permanecer a través de generaciones, esta caracteristica es
importante ya que persiste a través del tiempo. Existen evidencias de infecciones latentes, Kislev et
al. (1971) al caracterizar el DNA del virus de la poliedrosis nuclear de Spedoptera littoralis y de
su hospedero, detectaron DNA viral en larvas donde no fué inoculado, sugiriendo infeccion

latente, lo cual es una alternativa para combatir la plaga en el campo.
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).as mfecciones viales latentes definidas como "aquellos fenomenos donde se infecta un
Organismo con un virus pero que no muestran los signos de la infeccion" (Smith, 1967 citado por
Metcalf y Luckmann, 1990), ocurre frecuentemente en los insectos Existen varios ejemplos de
infecciones latentes causadas por virus en los insectos Sin embargo. se conoce poco sobre las
condiciones que determinan si una infeccion viral es latente o virulenta Se cree que las infecciones
latentes se presentan cuando la dosis inicial de virus es muy pequea, si la dosis se recibe durante
una etapa tardia del desarrollo de la larva o en ambos casos Varios factores pueden hacer que
estas infecciones latentes se conviertan en infecciones activas virulentas que afectan la poblacion
de insectos hospederos Steinhaus (1963), llamo a todos esos factores "factores de estrés”, que
incluyen temperaturas extremas, sustancias quimicas toxicas, calidad de los alimentos v otras

enfermedades

Los VPNs de Trichoplusia ni pueden soportar condiciones deslavorables de
almacenanuento, Jaques v Huston (1v62) demostraron que los VPN-Tni pueden alimacenirse
tanto en suspensiones acuosas como en el suelo, presumiblemente los poliedros se encuentran
intactos, esto indica un alto grado de resistencia de la proteina poliedral a la descomposicion por
accion microbial. Los VPNs pueden ser almacenados a 4'C por periodos considerables; y pueden

conservar su infectividad (Ignoffo y McIntosh. 1988).

En campo el virus de la poliedrosis nuclear de T. ni persiste en el follaje de las hojas de
col, al monitorear parcelas tratatadas con VPNTn, se asocid la acumulacion de altas
concentraciones de virus, con el desarrollo de epizootias (Jaques, 1974). Biever y Hostetter
(1985), reportan que la actividad del virus localizado en el envés de las hojas fué mas alta (50% de
mortalidad de las larvas probadas despues de 3 semanas), comparado con la actividad del virus
presente en la superficie de las hojas (13% de mortalidad después de 5 dias) Es importante

considerar la localizacion del virus en las plantas y el comportamiento de alimentacion del insecto.



3.2.10.3. Rango de hospederos

En los estudios de la cruza infectiva de los VPNs se ha observado que tienen la capacidad
de afectar a otras especies de insectos, difurentes a su hospedero natural. La infectividad de
muchos VPNs son limitados a miembros del Género o Familia del hospedero original. Por
ejemplo, Anticarsia gemmatalis (Lep.:Noctuidae), Autographa californica (Lep Noctuidae)
presentan como hospedero altermante a Trichoplusia ni (Lep Noctuidae) El VPN de
Autographa californica infecta 12 Familias, Noctuidae, Arctiidae, Gelechiidae, Geometridae,
Lasiocampidae, Lymantriidae, Lyonetiidae, Notodontidae, Plutellidae, Pyralidae, Satumiidae, y
Tortricidae (Granados y Federici, 1986).

Sheepens y Wysoki (1989) al realizar pruebas de patogenicidad con VPNMAc contra
cinco especies de lepidopteros, observan diferencias en susceptibilidad: Heliothis peltigera y
Heliothis armigera (Noctuidae) fueron muy susceptibles, Boarmia selenaria (Geometridae) y
Ephestia cautella (Pyralidae) pocos fueron infectados, y Spodoptera littoralis (Noctuidae) no fué

susceptible

l.a infectividad reciproca de VPNM (embebido en forma multiple) de Aurographa
californica y VPNS (embebido en forma simple) de Trichoplusia ni, muestra que el VPN de A.
californica es bastante patogenico para ambas especies ya que presenta un amplio rango de
hospederos, mientras que el VPN de T.ni parece ser mas patogenico a T.ni. La difcrencia en
infectividad puede ser resultado del nimero de viriones contenidos en los dos tipos de poliedros
Fl VPNSAc tiene un limitado rango de hospederos comparado con el VPNMTn (Granados y
Federici, 1986) Entonces, si la infectividad de un virus fue igual o superior a los otros virus en
ambos hospederos, esto puede ser necesanio a propagar y estandarizar solo un virus para el

control de varias especies (Vail et al., 1971, Van Beek et al, 1988, Mclntosh e Ignoffo, 1989)

En estudios de la patologia del VPNAc en T.mi, Spodoptera exigua, Estigmene acrea,
Heliothis zea. Bucculatrix thurberiella y Plutella xylostella, Vail y Jay (1973), observaron que

en todos estos hospederos fue infectada la hipodermis, traquea, cuerpo graso. tubulos de



Malpigio, musculo, hemocitos, ganglho, intestino medio y postenior Les sintomas externos fueron

tipicos de VPN en todas las especies

Evaluaciones en campo de VPNM-Tni y VPNS-Tni, se reporta que estos tienen diferentes
1espuestas segun la especie de insecto Por ejemplo, suspensiones donde predomuna VPNM-Tni
son infectivas en altas dosis contra larvas de Ceramica picta mientras que VPNS-Tni no causa
mortalidad. Asi mismo se tiene semejante respuesta con Heliothis zea. EI VPNS-Tni es
considerado el VPN especifico para T. mi ya que no es infectivo para Ceramica picta y Heliothis

zea, mientras que el VPNM-Tnt no tiene un rango tan especifico (Splittstoesser y McEven, 1971).

Tompkins et al. (1969), muestran la cruza infectiva de dos virus diferentes
morfolagicamente de VPN-Tni en larvas de Trichoplusia ni y Heliothis zea El VPNM se
encontro en células del cuerpo graso, hipodermis, triquea, tejido conectivo y epitelio del intestino
medio y algunos hemocitos; el VPNS estuvo presente en algunos tejidos pero no en el epitelio del
intestino medio EI VPNM-Tni cuando fué transmitido a Heliothis zea, se encuentra en el nucleo
de células de la hipodermis, traquea y frecuentemente del epitelio del intestino medio y raramente

en el cuerpo graso.

Stairs (1989), estudid los efectos de el virus de la poliedrosis nuclear de Malacosoma
disstria en el crecimiento larval de Lymantria dispar, el porcentaje de mortalidad fué bajo, vy al
examinar larvas infectadas y eventualmente recuperadas, la presencia de poliedros fué alta pero no

letal, aunque el VPN parecio ser infeccioso no causo enfermedad.
3.2.10.4. Produccién masiva de Baculovirus y Equivalente larval

Debido a que los virus de Artropodos son un grupo de patogenos obligados, especificos de
especies de insectos, uno de los requisttos para que sean utilizados como pesticidas microbiales, es
producirlos en forma masiva Entre los metodos que existen para producir virus se encuentra. 1)

coleccion de larvas enfermas en campo, 2) inocular insectos en laboratorio, y 3) por medio de
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cultivo de tejidos celulares, este método es similar a los procesos de fermentacion microbiana

(Shieh y Bohmfalk, 1980).

El método mas usado es la multiplicaccion del virus en su insecto hospedero, el cual
involucra el mantenimiento de la cria del hospedero incluyendo huevo, larva, pupa y adulto (Shieh
y Bohmfalk, 1980). Las larvas pueden ser alimentadas con dieta natural o artificial. Las larvas se
seleccionan en un estadio adecuado (determinado experimentalmente) e infectadas con el inoculo
viral, el cual se puede obtener de larvas muertas en campo. Después de un tiempo de incubacién
(dependiendo de la especie hospedera y el tipo viral) las larvas se colectan y posteriormente se
extrae el virus (Fig, 4) (Shieh y Bohmfalk, 1980).

ADULTOS —nu

—a

PUPAS +——-——— NEONATAS +—--————— HUEVECILLOS

LARVAS
4" ESTADIO
INFECCION
LARVAS
ENFERMAS
RECOLECCION
VPN
CRUDO

PURIFICACION
FORMULACION
PRODUCTO

Figura 4 Esquema general de la produccion de Baculovirus in vivo. Tomado de Shieh y
Bohmfalk, 1980.

En la produccion de baculovirus por medio de cultivos celulares de invertebrados, se han
establecido mas de 200 lineas celulares de aproximadamente 70 especies de insectos, la mayoria de
estds son de lepidopteros, dipteros, ortopteros, homopteros, hemipteros, coledpteros e

himendpteros (Granados et al , 1987)
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Una de las ventajas de la utilizacion de la técnica de cultivo de tejidos es la produccion de
un producto viral puro, es decir libre de contaminantes microbianos, pero una limitante es el alto

costo por la tecnologia que se utiliza (Shieh y Bohmfalk, 1980)

Algunos baculovirus son altamente patogenicos en insectos y pueden producir suficiente
progenie de virus por insectos, para permitir su produccion comercial (Miller et al , 1983), para
definir el nimero de larvas necesarias que deberin ser aplicadas por hectarea, es importante
conocer el "Equivalente larval” (EL), el cual es una unidad que se define como el nimero méximo
de poliedros que puede producir una larva en un estadio y una dosis dada.

3.3. Criterios usados para caracterizar baculovirus

Existen diversos criterios para caracterizar Baculovirus:
Morfologicos.- La morfologia se emplea comunmente como patron de diagnostico en insectos
infectados, ya que la presencia de cuerpos de inclusién cuyas dimensiones varian de pocos cientos
de nm a varios wm, facilita su observacion al microscopio optico, lo cual permite la facil diagnosis
de los VPNs (Crook y Jarret, 1991); a traves de microscopia electronica de transmision se

diferencia un VPNM de un VPNS (Burgues, 1981).

Propiedades bioquimicas.- El criterio morfologico no es suficiente para la identificacion.de una
nueva cepa de baculovirus, es necesario determinar las propiedades biofisicas como el coeficiente
de sedimentacion, densidad del virus, de la nucleocapside y del DNA con estas caracteristicas se
puede identificar a un miembro de la Familia Baculoviridae, pero no permite hacer una
identificacion a niveles taxonomicos mas inferiores. Se han estudiado las proteinas estructurales
del cuerpo de inclusion y del vinon mediante electroforesis, se han analizado los polipéptidos mas
abundantes y sus propiedades en el poliedro y el virion, asi como también se ha realizado el mapeo
de péptidos, el analisis de aminoacidos y enzimas asociadas con los virus; Maskel y DiCapua,
(1988), comparan la actividad proteolitica de la poliedrina de cuatro diferentes VPNs (Heliothis
armigera, Lymantria dispar, Pseudoplusia includens, y Trichoplusia mi) en cuatro substratos
(gelatina, azoalbumina. succinyl - L - fenilalanina - p - nitroanilide (Suphepa), y alfa - N - benzoyl -
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DL - arginine - p - nitroanilide hydrochloride (DL - BAPA) Las comparaciones realizadas
muestran que probablemente los NPVs son similares, pero es necesario hacer mas estudios para
determinar si una 0 mAs enzimas estan presentes y si son endogenas o exogenas para cada uno de
esos virus, ademis estd actividad proteolitica puede proveer una correcta manera de distinguir los

baculovirus.

Serologia.- La serologia se emplea para confirmar categorias subgenéricas y de grupos dentro de
subgéneros. Es importante destacar que se requieren antigenos virales puros, mientras que la
especificidad del antisuero depende del propésito de la investigacion Dentro de las técnicas
serologicas mas empleadas son: la precipitacion, inmunodifusion, fijacion del complemento,
inmunoelectréforesis, hemaglutinacion, inhibicién de la hemaglutinacion, neutralizacion, tincion
con inmunoperoxidasa y anticuerpos fluorescentes, radioinmunoensayo (RIA) y ensayo
inmunoabsorbente ligado a una enzima (ELISA) (Burgues, 1981).

Enzimas de restriccion.- Este criterio es importante para identificar y comparar una cepa de
baculovirus con otra. Se realiza mediante el anélisis del genoma con enzimas ¢ endonucleasas de
restriccion.  Sin embargo, la limitante de esta técnica es que los resultados son dificiles de
examinar, ya que en algunas ocasiones las digestiones son parciales y puede haber un exceso de
fragmentos que no representan a los fragmentos reales producto de una buena digestion
(Bilimoria, 1986 citado por Del Rincon, 1993)

Actividad patolégica.- Uno de los procedimientos més empleados para caracterizar a una nueva
cepa de baculovirus, es la determinacion de los niveles de patogenicidad de dicha cepa contra un
hospedero en particular o en grupos de ellos. Una manera de cuantificar la actividad patologica es
mediante bioensayos, los cuales miden la potencia de cualquier estimulo fisico, biologico.
fisiolégico o psicolégico, mediante la respuesta producida en una materia viviente Finney define al
biensayo como un método que permite determinar alguna propiedad de un material o substancia
en base a la respuesta biologica que producen (Steinhaus y Martigoni, 1970 citado por Del
Rincon, 1993).
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Generalmente los bioensayos se utilizan para determinar la DLy, 6 ClLg,. que se define como
la désis o concentracién necesaria para matar a la mitad de individuos dentro de una poblacidn
probada (Busvine, 1971 citado por Vazquez, 1993).

Para encontrar la concentracién letal media Cl.q, de cualquier insecticida microbial contra una
especie dada, el primer paso consiste en determinar la dosis minima cuyo ciecto se reficia en una
mortalidad del 0% o un valor cercano a este y, la dosis méxima capaz de matar al 100%. A
dicho intervalo de respuesta se le conoce como respuesta bioldgica (RB). Una vez determinada
la RB, cl siguiente paso consiste en preparar diluciones intermedias para el bioensayo a traves

del cual obtendremos la linea de respuesta dosis mortalidad y la concentracion letal media (CL,,)

Los métodos que se emplean en los bioensayos para baculovirus son inoculacion oral,
incorporando ¢l virus a la dieta artificial o por contaminacién superficial de la dieta artificial o
natural; Ignoffo (1964), desarrollo la técnica de bioensayo para determinar la patogenicidad
del virus de la poliedrosis nuclear de Trichoplusia mi sobre larvas de T. ni. Utilizé una dieta
semisintética para la crla y como vehiculo para proporcionar el virus a las larvas: esto se redliza
debido a que la accién del patégeno es estomacal, aunque también puede transmitirse  por
contacto. El desarrollo de la crfa en dieta artificial ha sido una herramienta valiosa. para probar
baculovirus (Magnoler. 1974), aunque es importante considerar los ingredientes de la dieia
artificial, ya que estos pueden variar la susceptibilidad de las larvas al VPN (Keaung ot al..
1989).

3.4, Importancia de los Baculovirus.
3.4.1. Control de Plagas.

El uso de Baculovirus para el control de plagas ha dado resultados exitosos como por ¢jemplo
en Colombia el VPNTn, ha sido usado en gran escala contra larvas de Trichoplusia ni cn

algoddn, fue efectivo al remplazar todos los otros métodos de control y el insecto dejd de ser una
de las principales plagas (Crook y Jarrett, 1991).



Richter y Fuxa (1984), encontaron que el VPN de Anticarsia gemmatalis aplicado en
campo, fue mas efectivo para reducir la poblacion de Anticarsia gemmaralis que los insecticidas

quimicos.

A pesar de lo arriba mencionado existen pocos productos registrados como bioinsecticidas

a base de baculovirus Cuadro 1

Cuadro 1. Bioinsecticidas a base de virus entomopatogenos. Tomado de Del Rincon, 1993

Producto Compafiia Pais
lilcar Sandoz El.
Gypehek Serv. Forestal EU.
Vinn-ENSh Gobierno URSS
Vinn-EKS Gobierno LTRSS
Vinn HS Ciohierno LIRSS
-L'-:'\HT}:[‘HU:I Gobiemo 1IR=S

| Virin Ksil Gabiemo TRSS
Vinn-1.8 Cobierno VIRSS
Mamestnn Calhope Francia
Momistirmid-vinus kemira (h Finlandis
TM-t3ocontrol- | Serv Forestal [ B
Virox Extond Virol Inglatera
Preserve Microgenesys LU
Spodotern Callope Francia
Neocheck N Serv. Forestal U
Virtuss Serv Forestal Canada
Lecontvirus Serv Forestal Canada
Multigen Agroggen Brasil
VPN R0 Agnc. El Sol (ruatemala
VPN 82 Agric. El Sol Ciuatemala
SAN 404 - EU




LR

3.5. Ventajas del uso de Baculovirus

k|l uso de wvirus entomopatogenos constituye una alternativa para controlar plagas
insectiles, con las siguientes ventajas a) son especificos de invertebrados, a pesar de que los
baculovirus parecen ser muy complejos en estructura, no presentan propiedades fisicas, quimicas o
biologicas en comun ~on virus de vertebrados (Katleen. 1981), b) presentan una alta especifidad
de hospederos, por lo tanto no dafian parasitos y depredadores, el unico efecto es indirecto, ¢) no
contaminan el medio ambiente debido a que no causan problemas residuales, ya que son
degradados por los rayos ultravioleta del sol, d) se reproducen exclusivamente en el interior del
insecto hospedero, €) no generan resistencia, f) son compatibles con insecticidas quimicos. es
decir, su aplicacion puede ser exitosa mezclando insecticidas quimicos y microbiales, y g) se¢

pueden aplicar con la misma tecnologia que para los insecticidas quimicos

3.6. Limitaciones ¢n el uso de Baculovirus

Los baculovirus presentan algunas caracteristicas que restringen su uso como agentes de
control, por ejemplo aj) su alta ecpecificidad aun cuando es una ventaja se considera una
desventaja ya que su rango especifico de hospederos limita su uso en culinvos que presentan un
complejo de plagas, ademas de que las compaiiias productaras prefieren comercializar productos
de amplio espectro de accion (Payne, 1982), b) el hecho de que los baculovirus son efectivos
solamente en los estadios larvales de los insectos, c) al presentar parasitismo obligado necesitan su
produccion en células vivas, ademas requieren tiempo para su desarrollo y para matar o debilitar a
su insecto hospedero, lo cual implica alto costo y lenta accion. Entre las alternativas que existen
actualmente para solucionar estos inconvenientes, esta el uso de cultivo de tejidos celulares de
insectos y la Ingenieria Genética, d) la persistencia es tambien un factor limitante ya que el virus es
rapidamente inactivado por la luz ultravioleta sin embargo, este problema ha sido resuelto
mediante la técnica de encapsulacion en almidon, Ignoffo et al. (1991). determinaron la estabilidad
a la luz ultravioleta del VPN de Heliothis zea encapsulado, y e) existen algunos problemas para
registrar y patentar productos a base de baculovirus (Wood v Granados, 1991).



3.7. Compatibilidad de VPN con insecticidas

Los virus son mas estables en el ambiente, ademas los productos comerciales tienen una

larga vida, y son compatibles con formulaciones de utros agroquimicos (Miller et al | 1983)

L:studios en laboratorio v en campo, demuestran la eficacia de las mezclas de permetrina y
Bacillus thuringiensis var. kurstaki, y VPNAc, contra larvas de T.mi. La aplicacion en mezclas
de insecticidas quimicos y microbiales protegen al cultivo Estas pruebas demostraron que la
aplicacion de este tipo de mezclas es un método factible para reducir la cantidad de insecticidas

guimicos (Jaques, 1977, Jaques, 1988 y Jaques et al. 1989).

3.8. Avances en el uso futuro de Baculovirus

Hl conocimiento de la Biologia Molecular v Génetica de los baculovirus ha incrementado
considerablemente en los ulimos afos El potencial de la biotecnologia ha tenido un gran impacto
va que ofrece nuevas técnicas y estrategias de control de plagas, a traves de Ingenieria Génetica
las propiedades insecticidas y el rango de hospedero pueden ser mejoradas, esto se puede hacer
cambiardo el matenal genetico entre baculovirus o por insercion de genes extrafios dentro del
genoma viral ( Maeda et al, 1991, Maramorosch, 1991) Por otro lado la génetica y bases
moleculates de la patogénesis de los baculovirus en larvas de insectos son importantes para el
entendimiento de los factores implicados en el modo de accion de esos virus, y con esto facilitar la

Ingenicria Genetica (Wood v Granados, 1991)
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4. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo de investigacién se llevd a cabo en e! laboratono de Patologia de Insectos del

Centro de Entomologia y Acarologia del Colegio de Postgraduados, Montecillo, Edo. de México.

Sea cual sea ¢l entomopatégeno que se pretenda utilizar, es necesario hacer varias pruebas
del mismo contra el insecto que se quiere controlar. De este modo, se hace necesario un nimero
considerable de insectos, lo cual se puede realizar a través de su crfa y mantenimiento en

laboratorio, y de no ser posible a través de la colecta en campo.

4.1 Cria de Trichoplusia ni

El material para obtener el pie de crfa de Trichoplusia ni, fué proporcionado por el
laboratorio de Biwoinsecticidas del Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados del Instituto

Politécnico Nacional Unidad Irapuato.

La crfa de Trichoplusia ni se estableci6 en una cdmara con una temperatura de 25°C y una
himedad relativa del 70%. La limpieza y mantenimiento fueron seguidas como lo menciona
Martinez et al. (1988).

Las pupas se colocaron en bolsas de papel de estrasa del nimero 8 para su emergencia, en
la cual se colocd una proporcién de dos machos por una hembra para garantizar su fecundacion.
Aproximadamente 8 dias después de que emergen los adultos, dentro de la bolsa se colocé
media caja petri con algodén humedecido con solucién de azicar (no refinada) al 10%, para su

alimentacion, ésta se cambid diannamente.

Cuando se presentaron las primeras oviposturas sobre las paredes de la bolsa entre 3 y 4 dfas,
los adultos s¢ cambiaron a otra bolsa de papel. Las bolsas con oviposturas se recortaron en
pequenos trozos, €stos se esterilizaron con una solucion de hipoclorito de sodio (Cloralex) al

0.05% durante 1S min, después se enjuagaron con agua destilada durante 10 min, los trozos de
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papel ya secos se colocaron en recipientes de pldstico para gelatina de 8 cm de didmetro por 6
cm de altura con dieta artificial (Apéndice A), se esper6 3 6 4 dfas a la eclosién de los
huevecillos. Todo este procedimiento se seguié hasta la muerte de los adultos, durante
aproximadamente 20 dfas.

De manera rutinaria se seguié con el mantenimiento de la crfa, alimentando las larvas con
dieta artificial, seleccionando larvas del instar adecuado, para las pruebas a realizar manteniendo
un pie de crfa.

4.2. Propagacién del virus de la poliedrosis nuclear (VPN)

En la propagacién del virus se utilizaron larvas de cuarto instar temprano, de
aproximadamente 52.1 mg, se colocaron en cajas de pldstico de 18 cm de didmetro por 7 ¢m de
altura. Las larvas se alimentaron con hojas de col inoculadas con virus, después se siguieron
alimentando con hojas de col sin virus. Las larvas enfermas fueron colectadas aproximadamente
a los cuatro dias después de infectadas depositandolas en un frasco con agua destilada, que se
mantuvo a 4°C. Esto se llevd a cabo para la propagacién masiva y para la activacién del VPNTn,
VPNAg y VPNACc.

4.2.1. Cédlculo del equivalente larval (EL)

Para determinar el EL se plaqued 0.1 ml de cada uno de los virus a una concentracién del
1% (VPNTn 6.2X10* poliedros/ml, VPNAg 6.6X10" poliedros/s/ml y VPNAc 6.8X10°
poliedros/ml), en cajas petri con dieta artificial, se colocé una rejilla de pldstico para separar las
larvas de cuarto instar temprano. Las larvas muertas fueron colectadas aproximadamente al
cuarto dfa en un frasco con agua destilada y se mantuvieron a 4°C. Se colectaron 20 larvas al
azar tratadas con cada uno de los virus, con la finalidad de extraer y determinar los poliedros

producidos por larva.
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4.3. Extraccién de virus entomopatégenos

La extraccién de los poliedros se realizé siguiendo el método sugerido por Granados y
Lawler, (1981) (con algunas modificaciones). La técnica utilizada fue la siguiente: Las larvas
muertas por virus, fueron almacenadas durante 20 dfas para su desintegracién por maceraci6n.
Las larvas infectadas fueron maceradas en un mortero de mano con agua destilada, y el producto
resultante fué filtrado a través de 4 capas de pafalina, la suspensién obtenida se centrifugé
durante 15 min a 500 rpm, se desechd la pastilla, el sobrenadante se centrifugé 20 min a 4500
rpm, se desecho el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en una solucién buffer (Tris-HCI
0.00IM + Ac. ascérbico 0.01M + NaCl 0.5 M pH 7.5) agitindose regularmente por 30 min
a temperatura ambiente. La suspensién se centrifugé 20 min a 4500 rpm, se desecho el
sobrenadante y la pastilla se resuspendié con agua destilada, se centrifugé 20 min a 4500 rpm,
este dltimo paso se repiti6 tres veces. Por (ltimo la pastilla se resuspendié en agua destilada, la
suspensién final se almacend a 4°C en frascos ambar de 50 ml.

4.4. Bioensayo
4.4.1. Determinacién de la CL,,

Para determinar la CLs, se segui6 el método de bioensayo, se utilizaron diluciones apaj-'tir de
una suspensién de virus concentrado, para determinar la concentracién minima cuyo efecto se
reflejé en una mortalidad del 0% o un valor cercano a este y la concentracién médxima capaz de
matar al 100%; y asf encontrar el intervalo de respuesta bioldgica (RB). Se experiment6 con las
siguientes concentraciones: 1.0%, 0.1%, 0.01%, 0.001%, 0.0001% y 0.00001%, en caso de
no encontrarse en estds concentraciones el 0 y 100%, se afiadieron concentraciones superiores

o inferiores segtin fuera el caso.

A cada dilucién se le agregé adherente dispersante (Tritén-X) al 0.01% con el fin de obtener
una mejor homogenizacién de los poliedros en suspensién, ademds de una mejor adherencia y

dispersién de las gotas sobre los discos de col, utilizadas para la alimentacién de las larvas.
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4.4.2. Conteo de Poliedros/mi

Para el célculo de los poliedros por ml se llevaron a cabo conteos de las diluciones preparadas
a partir de la suspensién de virus concentrado en el Hematocitémetro, con el microscopio
compuesto (40 X). Para el cdiculo del nimero de poliedros se consideraron unicamente cinco

cuadros del milimetro central: los cuatro de las esquinas y el centro.

La solucidn a cuantificar se mantuvé en agitacidn constante en una plancha magnética, cuando
menos 15 min, se esperé de 3 a 5 min para realizar el conteo (para que se sedimenten los
poliedros), se hicieron de 5 a 10 conteos (dependiendo de la homogeneidad de los datos), se
calculd el nimero de poliedros presentes en las diferentes concentraciones de virus utilizadas en

el bioensayo por ml, aplicando la siguiente férmula: (Lipa y Slizynski, 1973).

No. de poticdros/ml= 1edros ¢ ¢ 4X1
80

FD = Factor dilucidn

4.4.3. Método de Bioensayo

Se llevé a cabo la técnica de bioensayo de residuos en las hojas (Tabashnik y Cushing, 1987

citado por Diaz, 1992).

1) Se seleccionaron larvas de Trichoplusia ni de tercer instar temprano, de aproximadamente

12.81 mg.

2) De hojas de col previamente lavadas con detergente y agua corriente se recortaron discos de
8 mm de didmetro, cortados con un sacabocados del nimero S, tamano éptimo para ser ingerido
por las larvas de tercer instar en un periodo de 24 hrs, y asi asegurar que la cantidad de

poliedros por disco fuera consumido por la larva,
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3) Las soluciones preparadas a partir de la suspensién de virus concentrado s¢ mantuvieron en

una agitacién constanie en una plancha magnética durante 10 min previos a su utilizacién.

4) Cada disco se sumergié en la solucién de virus durante tres segundos, se dejé secar en una

parrilla a temperatura ambiente.

5) Una vez que el excedente se evapord, los discos se introdujeron en vasos de pldstico de 3.5
cm de didmetro por 3.5 cm de altura en forma individual, en los cuales se colocé una mota de

algodon humedecido para evinar la deshidratacion del disco de col.

6) En cada vaso s colocé una larva, después se acomodaron cn contenedores de cartdn y se
mantuvicron en la cainara de cria, con una temperatura de 25°C y una himedad relativa del

10%.

En cada una de las concentraciones preparadas a partir de la suspensién madre se trataron 20

larvas, realizando 3 repeticiones por separado.

Se siguieron alimentando las larvas con cfrculos de hojas de col, las hojas fueron previamente
esterilizadas, lavadas con agua y detergente, después se mantuvieron en una solucién de
hipoclorito de sodio (Cloralex) al 10% durante 15 min, posteriormente se enjuagaron con agua

cormente.

Una vez detcrminados los rangos de RB, el siguiente paso consistié en determinar las
diluciones intermedias para obtener la CLy,, las concentraciones intermedias se obtuvieron al
graficar en papel probit la mortahdad resultante en cada una de las concentraciones probadas,
después se trazé una linea recta "a 0jo" que pasara por la mayoria de los puntos. Se dividié en
forma equidistante la linea que atravezd cada una de las concentraciones, y se trazaron lineas
diripidas hacia el eje de las abcisas determinandose los puntos que corresponden a las

concentraciones intermedias que se utilizaron en el bioensayo.
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4.4.4. Tiempo letal medio TL,,

El tiempo letal medio (TLy,) se registré al mismo tiempo que los biensayos, por lo que se
evalud el efecto del virus (mortalidad) sobre las larvas a las 48 hrs, se continud cada 24 hrs, por
espacio de 10 dfas.

Este mismo procedimiento se seguié para realizar las pruebas de patogenicidad de los
diferentes virus de la poliedrosis nuclear de Trichoplusia ni, Autographa californica, Anticarsia
gemmalalis, en larvas de Trichoplusia ni.

Los resultados se analizaron mediante el programa de computo Andlisis Pc-Probit. Este
programa sirve para estimar la CLg, (concentracién letal media) y TLg, (tiempo letal medio),
mediante la transformacion de los datos de mortalidad a unidades probabilisticas. n todos los
casos en que se realizaron bioensayos, se colocd un testigo negativo, el cual solo se hano con

fa solucion de Tritén-agua, colocando un minimo de 20 larvas del tercer estadio.

1.0s requisitos que se tomaron en cuenta para considerar un bioensayo como vélido fueron

como lo mencionan Ibarra y Federict, (1987), que son los siguientes:

- Mortalidad menor del 10% (medida en el testigo).

- Valor de la pendiente entre 1.5 y 6.

- Valor de la ji-cuadrada menor de 5.

- Cociente entre los limites fiduciales superior e inferior no debe ser mayor de 2.

- Al menos 4 de los valores de mortalidad deben de estar entre 10 y 90% (distribucién de
mortalidad).
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- El valor de la CL5, debe estar ubicado entre la segunda y la quinta dosis (punto de equilibrio),

en un total de 6 dosis.

- Obtener al menos tres repeticiones gue cumplan con los requisitos anteriores realizados en dias

diferentes y con un coeficiente de variacién menor del 20%.



31

5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Cria de Trichoplusia ni

La cria de Trichoplusia ni. se desarrolld en condiciones dptimas a una temperatura de 25°C
y una hiimedad relativa del 70%. Se observé que la emergencia de adultos ocurre a los 8 dias,
a los 3 y 4 dfas de emergidos empiezan a ovipositar proceso que se prolonga hasta 8 dias. La
eclosion de huevecillos ocurre a los 3 y 4 dfas, el tiempo que tardan en completar su desarrollo
del primero al quinto estadio larval es de aproximadamente 20 dfas. Estas observaciones del ciclo
de vida son similares a las reportadas por Santos (1991), quién mantuvé la crfa de Trichoplusia

ni en laboratorio con dieta natural.

Al utilizar dieta natural para la alimentacién de las larvas, estds presentaron un mejor
desarrollo comparado con la dieta artificial; sin embargo esta tltima presenta mayores venlajas
ya gue se evita la contaminacién por patdgenos que pueden ser introducidos con las hojas de col,

al no realizarse su correcta esterilizacién.
5.2. Propagacién del virus

La inoculacién de larvas de cuarto instar temprano, asegurd una alta produccién de poliedros.
l1.as larvas tratadas con dieta contaminada con tres diferentes virus produjeron diferentes
cantidades de poliedros; obteniendose suspensiones equivalentes a 2.1X 10" poliedros/ml para el
VPNTn, 3.3X10" poliedros/ml y 3.4X 10" poliedros/ml para VPNAg y VPNAc respectivamente.

Las larvas al cuarto dfa de haber ingerido los virus, mostraron los primeros sintomas de
entermedad, éstas empezaron a perder su color caracteristico, presentando un aspecto
blanguecino, debido a la formacién de paquetes blancos que corresponden al tejido adiposo
hipertrofiado, se volvicron lentas, su integumento se volvié flicido, y en una etapa mds
desarrollada de 1a enfermedad Ia larva tomé un color café obscuro, siendo de consistencia muy

fragil.
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5.3. Equivalente larval (LL)

La determinacién del EL, que representa el ndmero de pooedros producidos por cada larva,
cuando estas alcanzan su mdximo desarrollo. permnie ademas detinr el camero de larvas

necesarias que deberdn ser aplicadas por hectarea,

Larvas de T.ni de cuarto instar temprano (52.1 mg) infectadas independientemente con una
concentracién de 6X10* poliedros/ml de tres virus diferentes, se encoatré que la cantidad de
poliedros producidos fué muy similar en el caso del VPNTn (B.63X10") y VPNAg (8.29X10"),
valores que fueron superiores a los obtenidos con VPNAc (1.10X10%).

Con el VPNAC, se obtuvo la menor produccién de poliedros por larva debido a que estas no
alcanzaron a completar su desarrollo lo cual no permitié la mdxima produccién de cuerpos

virales.

5.4 BIOENSAYO

5.4.1. Concentracién letal media (CLg)

Para determinar la Clg,, el pnmer paso consistié en encontrar el intervalo de respuesta
bioldgica (RB) (Apéndice D), y a partir de estos valores se determinaron las concentraciones

intermedias, supcriores ¢ inferiores.

De acuerdo a los resultados que se obtuvicron se observé que existen diferencias significativas
entre los tres VPNs con respecto al porcentaje de mortalidad sobre T.ai, asi como también entre
las concentraciones utilizadas en los tres virus y la mortalidad observada (Cuadro 2). El VPNAg
a concentraciones de 0.001 % redujo 60% de la poblacién de T.nai probada mientras que con el
VPNTn y VPNAc¢ a esta concentracion se alcanzé un 22.9 y 33.3% de mortalidad
respectivamente, a la concentracion de 1.0% se observé una mortalidad de 84.8% con VPNTn
y s¢ obtuvé el 100% de mortalidad ¢ la poblacion probada con VPNAg y VPNAC.
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Cuadro 2. Mortalidad de larvas de Trichoplusia ni tratadas con diferentes concentraciones de
VPNTn, VPNAg y VPNAc.

VIRUS Cor Co racién | Mortalidad
(%) (poliedros/ml) (%)

0.001 6.2X10° | 22.9

0.003 1.8X10° | 25.5

0.01 6.2X10° | 26.6
VPR 003 1.8X107 | 35.5
0.1 6.2X10" | 51.0

0.2 1.2X10* | 61.3

0.47 29X10° | 725

1.0 6.2X10° | 84.8
0.00001 6.6X10° | 23.5
0.0001 6.6X10° | 55.5

0.001 6.6x10° | 611
vPNAg | 0.003 1.9X10° | 777
0.01 6.6X10° | 90.0

0.1 6.6X10" | 95.0

1.0 6.6X10* 100
0.0001 6.8X10° | 14.2
0.0003 2.0X10° | 25.0

0.001 6.8X10° | 33.3

0.003 2.0X10° | 46.6
vt Lo 6.8X10° | 43.7
0.03 2.0X10" | 75.0

0.1 6.8X10° | 81.2

0.3 2.0X10° | 93.7

1.0 6.8X10* 100
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El andlisis Probit de cada bioensayo realizado con VPNTn, VPNAg y VPNAc sobre T.ni,
se muestran en el Cuadro 3, en el cual se presentan los valores CL,, y CL., concentracion (%)
y Pol/ml, limites fiduciales al 95%, la ecuacién de regresion y el valor de ji-cuadrada (la cual
refleja el nivel de similitud entre los datos obtenidos del bioensayo y los tedricos).

Cuadro 3. Datos del andlisis Probit de los bioensayos con VPNTn, VPNAg y VPNAc contra

larvas de Trichoplusia ni.
VIRUS CLw Cly, | (Pol/ml) Limites fiduciales Ecuacion dv regresion X’
(alfa=0.05)
VPNTn | 0.02525 | 5.909 | 1.56X10° | 0.0088-0.0617 Y =6.109 +0.0694X 1.7
VPNAg | 0.00013 | 0.070 | 8.7X10* 0.00002-0.0003 Y =7.339 +0.6030X 1.6
VPNAc: | 0.00429 | 0.755 | 2.9X10¢ 0.0017-0.0093 Y=6.734+0.7328X 3.2

El virus mds agresivo contra larvas de T.ni fué el VPNAg con una CL,, de 8.7X10'
poliedros/ml, es decir que requiere menor concentracién de poliedros por ml para matar el 50%
de la poblacién plaga. Seguido del VPNAc con 2.9X10° poliedros/ml y por dltimo el VPNTn con
1.56X107 poliedros/ml.

El VPNTn, VPNAg y VPNAc fueron estadisticamente diferentes ya que sus linutes
fiduciales no se traslapan. En cuanto a la ji-cuadrada se observé una médxima similitud ya que
se obtuvieron valores menores a §. Las Ifneas de respuesta dosis-mortalidad de VPNTn, VPNAg
y VPNAc muestran una respuesta mds homdgenea con el VPNAc que se define por el mayor
valor de pendiente (0.7328) (Fig. 5).

La comparacién de medias de los valores de mortalidad mediante la prueba de Tukey
(Alfa=0.05) (Apendice E) indicé diferencias entre la agresividad de VPNTn, comparado con
VPNAg y VPNAc. Siendo estadisticamente iguales al VPNAg y VPNAc, sin embargo s¢
recomienda utilizar VPNAg al presentar una menor CL,.
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5.4.2. Mortalidad a diferentes dias, después de la exposicién al virus de la poliedrosis

nuclear

Larvas tratadas con diferentes concentraciones de VPNTn mostraron diferencias en el
patrén de respuesta; a bajas concentraciones la mortalidad fué lenta y al final del estudio el
nimero de larvas afectadas fué bajo comparado con los valores de mortalidad que se obtuvieron
en las concentraciones mds altas. A una concentracion de 6.2X10" la mortalidad se extendid del
cuarto al séptimo dfa, lapso en el que se logrd la mdxima mortalidad de larvas tratadas (Fig. 6).
Sin embargo el pico de mayor mortalidad se noté al quinto dia en las diferentes concentraciones
utilizadas (Cuadro 4).

Cuadro 4. No. de larvas muertas de tercer instar temprano de Trichoplusia ni, expuestas a cuatro
concentraciones diferentes de VPNTn.

Poliedros/ml | No. de larvas muertas a diferentes dias Total de | Mortalidad
después de la exposicidn al virus. larvas (%)
muertas

1 23 45 6 7 8 910

62x10° | -1 - - 72 - 21 - 13 224
62X10° | - - - - 7T 6 25 1 - 21 40.3
62X10 | - 2 1 1185 7 3 6 6 - 41 74.5
62X10* } - 3 11220111 4 1 - 53 92.8

Larvas expuestas a diferentes concentraciones del VPNAg manifestaron efectos de la
infeccién viral, se observé baja mortalidad al quinto dia con la concentracién de 6.6X10*
poliedros/ml, al séptimo dia se presenté mortalidad en las cuatro concentraciones utilizadas, y
entre el noveno y décimo dia se registré la mds alta mortalidad (Fig. 7), esto permite inferir que
las larvas completan su desarrollo larval, permitiendo una alta produccién de poliedros, sin

embargo mueren antes de llegar al estado de pupa (Cuadro 5).
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Cuadro 5. No. de larvas muerlas de tercer instar temprano de Trichoplusia ni despuds de
expuestas a diferentes concentraciones de VPNAg.

Poliedros/ml | No. de larvas muertas a diferentes dias Total de Mortalidad
después de ls exposicion al virus. larvas (%)
muertas

1 23 456 78 9 10

6.6X10° |- - - - - 1 219 1 24 60
6.6X10° - - - - - - 6 3 12 14 35 87.5
6.6X10°" |- - - - - 3 6 1 1315 38 95
6.6X10° |- - - - 15 8 8 117 40 100

larvas de T.mi expuestas a altas concentraciones del VPNAc registraron una baja
mortalidad al quinto dfa de ocurrida la infeccidn. La mortalidad mds alta se registré al séptimo
dfa en todas las concentraciones (Cuadro 6), sobresaliendo el pico de mortalidad producido con

la concentracién de 6.8X10" pol/ml (Fig. 8).

Cuadro 6. No. de larvas muertas de tercer instar temprano de Trichoplusia ni después de
expuestas a diferentes concentraciones de VPNAc.

Poliedros/ml No. de larvas muertas a diferentes dias Total de | Mortalidad
después de la exposicidn al virus. larvas (%)
muertas

123 4 5 6 7 38396 10

6.8X10° = - - = - - 47 - 9 20 58.8
6.8X10° - - - - - 2107 - 9 28 80
6.8X10’ - - - - 6 30105 - 10 34 100

6.8X10" - - - - 9 215 7 - 2 35 100
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Fig.8. No. de larvas de tercer instar temprano de 7.n/i expuestas a diferentes
concentraciones (pal/ml) de VPNAc.
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5.4.3. Tiempo letal medio (TLy,)

Cuando las larvas de tercer instar temprano de Trichoplusia ni, fueron expuestas a las
diferentes concentraciones de los virus, se observé que con el VPNACc se presentaron los valores
m4s bajos de TLy, de 3.7 a 1.27, con el VPNTn y VPNAg el tiempo letal medio fué de 18.3 a
4.5 y 5.0 a 2.5 respectivamente (Cuadro 7).

Cuadro 7. Tiempo letal medio (TL,,) de larvas de tercer instar temprano de Trichoplusia ni
tratadas con diferentes concentraciones de VPNTn, VPNAg y VPNAc.

VIRUS Poliedros/ml | Mortalidad TLso Limites
(%) fiduciales
(alfa=0.05)

6.2X10° 22.4 18.3 | 13.7-32.2
6.2X10° 40.3 10.0 | 9.0-11.6
VPNTn | 6.2X107 74.5 6.6 6.2-7.1
6.2X10* 92.8 4.5 4348

6.6X10° | 60.0 50 | 4.3-6.6
6.6X10" 87.5 2.5 | 2.1-2.96
VPNAg | 6.6X10" | 95.0 3.2 | 2.83.6
6.6X10" 100 - -

6.8X10° 58.8 3.7 2.8-6.5
6.8X10° 80 2.9 2.5-35
VENAe: | 16,8%107 100 - -

6.8X10* 100 1.27 0.6-1.7

De los tres virus probados contra larvas de tercer instar de T.ni, se puede concluir que

de acuerdo con los valores de la TL, el VPNAc mostré mayor agresividad comparado con el
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VPNTn y VPNAg (Fig. 9); sin embargo en este caso el grado de pupacion de larvas infectadas
fué alto, comparable al obtenido con el VPNTn (Cuadro 8). En el caso del VPNAg aiin cuando
se presenté una TLy, de 5 a 2.5 dfas, la pupacién fué muy baja después del tratamiento, lo cual
permite suponer que a las dosis utilizadas el virus es capaz de replicarse permitiendo a la larva
hospedera alcanzar su mdximo desarrollo, con lo cual el Equivalente larval es muy alto.

Cuadro 8. Niimero de larvas de Trichoplusia mi que puparon dfas después de la exposicién al
VPNTn, VPNAg y VPNAc,

VIRUS Poliedroa/m! | No. de Dfas después de la Pupas | % de
larvas exposicién al virus pupacitn
tratadas

B
Testigo 49 9 47 95.9
6.2X10° 58 9 45 77.5
VPNTn
6.2X10¢ 52 9 28 53.8
6.2X10° 55 9 13 23.6
6.2X10* 56 9 3 5.3
Testigo 40 13 33 82.5
6.6X10° 40 13 10 25
VPNAg | 6.6X10° 40 13 13 7.5
6.6X10" 40 13 1 2.5
6.6X10° 40 13 = =
Testigo 34 9 31 91.1
6.8X10° 34 9 30 | 88.23
VPNAc | 6.8X10° 35 9 21 60
6.8X10 34 9 13 38.2
6.8X10" 35 9 2 5.7
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Considerando los resultados obtenidos, se demostrd ademds de la patogenicidad de estos
virus, su capacidad para causar infecciones cruzadas, o sea la capacidad que ticnen de afectar
a otras especics diferentes a su hospedero natural. La infectividad en este caso se observé con
miembros de la misma Familia Noctuidae. El VPNAg resulté ser mds agresivo contra T.ni, por
lo cual se podria recomendar ser utilizado para el control de T.ri y de Anticarsia gemmatalis
como lo mencionan Vail et al., (1971), Van Beek et al., (1988), y McIntosh e Ignoffo, (1989).
Sin embargo considerando las concentraciones utilizadas, las cuales son muy altas, se hace
necesario realizar pruebas con otros virus y encontrar virus mds patégenos y generalistas, que
permitan ser utilizados en el control de complejos de Lepidépteros plaga.



6. CONCLUSIONES

-1.a alimentacion de las larvas de Trichoplusia ni con dieta artificial, evita la contaminacién de
la colonia por otros microorganismos patégenos ¢ contaminantes, ¢l tiempo de atencién a la cria

se reduce, y el desarrollo de las larvas es similar que con dieta natural.

-Las larvas de cuarto estadio tratadas con dieta contaminada con VPNTn, VPNAg y VPNAc
aseguré una alta produccién de poliedros. Con el VPNAc se obtuvé la menor produccién con
1.10X10" poliedros/larva, comparado con VPNTn de 8.63X10* poliedros/larva y VPNAg
8.29X10* poliedros/larva.

-L.a mayor mortalidad sobre larvas de Trichoplusia ni, para el VPNTn fué al quinto dfa, sieudo

mds activo que el VPNAg que fue al noveno y décimo dia y el VPNAc al séptimo dia.

L1 virus mas agresivo contra Trichoplusia ni fué el VPNAg al presentar una Cl.g, de 8.7X10*
poliedros/mi seguido del VPNAc con 2.9X10" poliedros/ml y por dltimo el VPNTn con 1.56X10’
poliedros/ml.

-El tiempo letal medio (TL.,) sobre larvas de Trichoplusia ni, con el VPNAc fué de 1.27 dfas
siendo mds agresivo que el VPNTn y VPNAg en donde se presento una TLg, de 4.5 y 3.2 dias

respectivamente.

-Es necesario realizar pruebas con otros virus para encontrar virus mds patégenos y generalistas,
asi como realizar pruebas en campo, para observar si existe el mismo comportamiento que en

laboratorio, ademds de que esto debe ser manejado por el agricultor para comprobar su eficacia.
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APENDICE A

Dieta artificial para Trichoplusia ni

Ingredientes:
Agua destilada 450 ml
Frijol 87.5 gr
Agar 5.5gr
Ac. sérbico 1.25 gr
Methyl parabén 3.0 gr
Ac. ascdrbico 4.5 gr
Salvado 50gr
Levadura 70.0 gr
Acette de germen de trigo 1.25 ml
Formaldehido 3.0ml

Preparacién:

Agregar el agar en 200 ml de agua destilada, y calentar hasta ebullicién. Licuar el frijol con
la otra mitad de agua destilada (250 ml) y agregar en el siguiente orden el Ac. sérbico, el Methyl
parabén, el Ac. ascorbico, salvado, el aceite de germen de trigo y el formaldehido,

posteriormente agregar el agar, mezclar por |1 min, vaciar en recipientes y dejar enfriar.
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APENDICE B

ANALISIS PROBIT

Existen varios métodos para obtener la Ifnea de respuesta logaritmo dosis mortalidad. La
relacién entre la dosis y la mortalidad estd representada por la lfnea sigmoide, la cual, es dificil
de comparar e interpretar; por lo que se debe transformar para poder ajustar a un modelo lfneal.
Es necesario usar el logaritmo de la dosis y cambiar el porcentaje de mortalidad a unidades
Probit. Existen tablas que permiten hacer directamente dichas transformaciones; y ﬁn programa

para computadoras personales PC-Probit; que facilita el procesamiento de los datos.

Los pardmetros principales resultantes de un andlisis Probit son: la concentracién letal
media (CLs,), sus limites fiduciales, el valor de ji-cuadrada y la pendiente de la linea de

regresion.

I a CLg, nos muestra la cantidad de unidades infectivas necesarias para matar ¢l 50% de
la poblacién plaga. Si el limite ffducial (95%) inferior o superior de la CL, de una de las
pohiaciones se traslapan se dice que las poblaciones son estadfsticamente iguales (95% de
certeza)es decir provienen de poblaciones con susceptibilidad similar al téxico. la ji-cuadrada
refleja el nivel de similitud entre los datos obtenidos del bioensayo y los datos tedricos. Un valor
minimo de la ji-cuadrada expresa una mdxima similitud. El valor de la pendiente de la linea de
regresion Y =a+bx (donde Y es igual al valor Probit, a la ordenada al origen, b la pendiente
y x ¢l logaritmo de la dosis), nos permite conocer el rango de dosis que abarca la respuesta de
la muestra en el bioensayo. Valores bajos de pendiente indican un rango amplio de dosis, lo cual
es probable que se trate de un proporcidn alta de individuos con genotipo resisiente al 1oxico,

y a mayor pendiente mayor homogenidad.
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CRITERIOS USADOS PARA UN BUEN BIOENSAYO

Para que los resultados de un bioensayo sean confiables debe de reunir los siguientes
requisitos:
a) La respuesta debe ser lineal. Es decir, que se observe una relacién lineal entre el logaritmo
de la dosis y las unidades Probit.
b) 1.a dosis que se aplique o se pruebe, debe ser precisa.
¢) La respuesta debe ser determinante: vivo o muerto. No pueden cosiderarse los puntos
intermedios. Dependiendo del patdgeno, el criterio para tomar a un organismeo como vivo o
muerto depende del modo de accién del mismo.
d) Cuando en ei testigo exista mortahidad esta debe ser corregida a traves de la ecvacidn o
Abbot, debido a que no se podria inferir si la mortaiidad de los tratamientos se debe al elecio

del patdgeno o a otros factores como la alimentacion deficierte, contaminacidn o mal manejo.

2) la temperatura debe ser constanie v oadecuada con la Ninehidad de evitar seseos en la

mortalidad.

) El método cebe ser sensible para poder captar las diferencias en la mortalidad come ana

respuesta al cambio de desis.

g) El métode debe ser reproducible.

11 La nuiricion de los msectos debe ser uniforme.

i) Fl lugar de aphicacion debe ser constante.

j) Las repeticiones del expertinento deberdn hacerse @ Ia misma hora pero en afus diferunio,



APENDICE C

Bioensayos y respuestas bioldgicas realizados durante estd investigacion con valores

significativos

Bioensayos realizados con VPNTu contra Trichoplusia ni

1§14

FECHA CLyy Clgs Linutes fiduciales Ecuacidn de regresion x?
(alfa=0.05)
18/06/92 0.009214 0.768508 2.454507-1.631226 Y=6.7427 +0.8561X 1589
28/06/92 * 0.000494 0114427 4.038780-2.830109 Y =7.29% + 0.6955X welh
4:17/92 * (123819 1.388292 1.232699-0.575446 Y=6.4215t 1.5669X 216
280643 0.597684 264.177842 (0.642E34-0.566427 Y=51389+0.6217X 12.61
006 YT 0.343267 3366.65401] 1.0133570.775687 Y:5.1913+40.4120X 8.54
10793 0.289533 742888655 1.032859-0.699320 Y =6.2597 +0.4824X 16,50
/08193 NO SIGNIFICATIVO

* Bioensayos gue presentaron un mayor porcentaje de mortalidad en el testigo.



Contnuacion APENDICT, ©C

Respuesta Bioldgica de larvas de tercer instar temprano de Trichoplusia ni con
VPNAg, con valores no significativos.

FECHA Concentraciin No de Mucrios Mortalidad
(E4] larvas (Tutal (%)
Testge 15 0o 0
ol i 3 20
SRR 01 7 3 1=
1 16 B S
ikl 15 (18} LR
Testipn 7 1 S8
o.m 0 6 kIt
Hkinnd 0.1 " s 77
1.r (L3 5 M2
ikt 14 2 14.2
Testigo 18 1 5.5
AL 16 7 437
001 16 ] 375
17/08/93 0.1 18 L] 313
1.0 16 3 18.7
100 17 0 ]
Testigo 20 2 10
0.0 n 3 15
25/08/93 20! 2 £ 3
0.00 0 6 30
0.1 20 2 1y
1.0 m 7 15
Testiy 0 7 s
0w 20 3 15
26008193 ke Ll A ¥
il Mt R 40
L | o 5 1%
I_'-! Y 1 18 E



RB con VFMAg conta tarvas de Trichoplusia ai

{Continuac 1fin)

FECHA Concenfracion Na. de Muertos Mortalidad

%) larvas (Total) iK%

Testigo 20 ] 30
0.000 20 4 20
0.001 20 3 15

31/08/93
0.01 20 k] 15
0.1 20 3 40
1.0 20 8 40
Testign 20 0 o
0.0001 20 2 1
0.001 20 1 5

1704993




RE con VPNAg contra larvas Jde Trichoplusia wi

(Continuacidn)

FECHA Concentracitn No. de Muertos Monalidad
(%) larvas (Total) %)

Testigo 20 o o
0.001 20 0 0

10/11/93 D01 20 0 0
Q.1 20 0 a
[R) 20 0 0
Testigo 17 3 17.6
0.00001 17 12 70.5
0.0001 17 16 94.1
0.001 17 14 8213

4/01/94
0.003 17 11 64.7
0.1 17 I5; 88.2
1 17 16 94.1
1.0 17 17 100
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APENDICE D

Ventunag de respuesta biologica de VPNTn, VPNAg v VPNAc contra larvas de Trichoplusia ni

VIRUS | Concentracidn | No. de Muertos Mortalidad
(%) larvas {Total) (%)
1.0 56 52 92.8
0.1 55 35 63.6
VENTn: |64 52 20 384
0.001 58 13 22.4
1.0 40 40 100
0.1 40 38 95.0
VENAR | g.01 10 35 87.5
0.00] 40 24 60.0
1.0 35 33 94.2
0.1 34 21 61.7
VPNAc 6.01 35 14 401
0.001 34 4 11.7
0.0001 LE | | 3.0




APENDICE E
Pruebas estadfsticas ANOVA y prueba de Tukey
Fuente de Grados de | Suma de Cuadrados | F exp. F Teérica
variacién libertad cuadrados medios
Tratamientos 11 512.5
Efecto del VPN 2 85.75 43.875 7.7427 3.89
Efecio de la
concentracidn 3 367.5 122.5 21.6179 3.49
Interaccién
entre los 6 59.25 9.875 1.7426 3.00
factores
Error 12 68 5.6666
Total 23 580.5

Rechazar la Ho. si F exp. es mayor que F Tedrica.
1) H,: El VPN si influye en el porcentaje de mortalidad.
2) H,: Si existe efecto de la concentracién sobre el porcentaje de mortalidad.

3) Ho: No existe interaccién entre el VPN y la concentracién.

Grados de Suma de Cuadrados F exp. F Tedrica
libertad cuadrados medios
Tratamieato 2 3.2072X10" 1.6036X 10" 10.3304 5.14
Error 6 9.314X10" 1.5523X10"
Total 8 4.1386X10"

62

Si hay diferencia entre la agresividad de VPNTn, VPNAg y VPNACc sobre larvas de Trichoplusia

ni.
A=VYPNTn
A-B=4.0446X10"

B=VPNAg C=VPNAc
A-C=3.7633X10"

B-C=2.813X10*

W=3.12X10

La prueba de Tukey (Alfa=0.05) nos indicé que hubé mayor diferencia cuando se compard:

VPNTn-VPNAg y VPNTo-VPNAc.
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