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RESUMEN 

Trichoplusia ni (Hübner). se considera como una de las principales plagas de diversos 

cultivos agrícolas, el control de está ha sido ineficiente con insecticidas convencionales, una 

alternativa de control es mediante el uso de virus entomopatógenos. En el presente trabajo se 

determinó la virulencia en laboratorio mediante bioensayos de los virus de la poliedrosis nuclear 

de Trichoplusia ni , Anlicania gemnuJJalis y Aulographa califomica sobre larvas de 

Trichoplusia ni; para la realización de este trabajo se llevó a cabo la cría y mantenimiento del 

insecto en laboratorio, reaislamiento y purificación de los VPNs, determinación del Equivalente 

larval en larvas de cuarto estadio temprano de T. ni y por último determinar la CLso y TI~ de 

los VPNs sobre larvas de T. ni. Para la propagación del virus se utilizó el método de inoculación 

de insectos en laboratorio; la extracción de los virus se n:alizó con la t&:nica recomendada por 

Granados y Lawler (1981), y para la determinación de la CL,o y TL,o la técnica de bioensayo 

de residuos en las hojas. El menor EL se obtuvó con VPNAc con l. lOXlO' poliedros/larva. 

seguido del VPNAg con 8.29Xl08 poliedrps/larva y por último el YPNTn 8.63XI03 

poliedros/larva. El virus más agresivo contra T. ni~ el VPNAg con una CL,o de 8.7Xlü4 

poliedros/mi seguido del VPNAc con 2. 9X 1()6 poliedros/mi y por último el VPNTn con l.56X 107 

poliedros/mi. El TL50 sobre larvas de T.ni de tercer estadio temprano fue para YPNAc de 1.27 

días siendo más activo. que el VPNTn y VPNAg con una TLw de 4.5 y 3.2 días 

respectivamente. Sin embargo se recomienda utilizar YPNAg para el control de T.ni al presentar 

una menor concentración de poliedros por mi para matar el 50% de la población plaga y una 

producción de poliedros similar al VPNTn, y el tiempo letal medio al ser de 3 .2 días permitió 

el desarrollo completo del estado larval. La cruza infectiva que e~iste entre estos VPNs con 

miembros de la misma familia Noctuidae, hace necesario realizar pruebas con otros virus y 

encontrar virus más patógenos y generalistas de Lepidópteros plaga. 

ix 



1. INTRODUCCION 

El falso medidor de la col Trichoplusia ni (Hübner) (Lepidoptera: Noctuidae). constituye 

una de las principales plagas de diversos cultivos agrícolas. Se le encuentra alimentandose sobre 

el follaje de crucíferas, lechuga, espinaca, betabel, chícharo, apio, perejil. papa, jitomate, 

algodón, soya, tabaco, clavel y de numerosos hospederos silvestres. Este Lepidóptero es un 

insecto cosmopolita que se originó en Africa tropical o subtropical y de ahí se extendió hacia 

Europa, Asia y América (Metcalf y Flint, 1977). 

En los últimos años, 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 económicamente aceptables. Se deduce, que las poblaciones naturales de la 

plaga han adquirido resistencia a los insecticidas químicos y que mientras la susceptibilidad 

natural de las poblaciones no se restituya eliminando la presión de selección de los insecticidas, 

se requerirá de una alternativa de control similarmente eficiente. La alternativa más factible es 

el uso de insecticidas microbianos (López e Ibarra, 1991). 

Los insectos son susceptibles a un amplio espectro de enfennedadcs, estas pueden ser muy 

importantes como reguladores naturales, o bien por la explotación 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 está incrementando de 10-25% por año en comparación con los insecticidas químicos cuyo 

incrementó va del 1-2% por año (Stames, 1993). 

Entre las características sobresalientes de los agentes microbianos resalta el hecho de 

presentar un rango de hospederos limitado, son biodegradables, bajos costos de producción en 

comparación con los insecticidas químicos, y son generalmente buenos en el manejo integrado 

de plagas (Roberts et ¡11. . 1991). Estos permiten un balance en la fauna de predadores y 

parásitos. 
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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 dañan a la fauna benéfica, ni a venebrados, 

no contaminan, son fáciles de aplicar; se utilii.a equipo y tecnología desarrollada para insecticidas 

químicos, es difícil que los insectos plaga generen resistencia y además tienen la ventaja de poder 

establecerse en la rona donde son introducidos. El único efecto negativo es indirecto sobre las 

poblaciones de insectos entomófagos oomo consecuencia de la reducción de su hospedero 

(Roberts et al., 1991). 

Dentro de los microorganismos asociados a insectos capaces de pronx:ar enfermedades 

se encuentran bacterias, hongos, protozoarios, virus y nemátodos. Hasta el momento más de 

1500 agentes microbianos han sido aislados tanto de insectos como de ácaros. El grupo de 

agentes microbianos más numeroso está constituido por virus, el siguiente grupo son los hongos, 

seguido de protozoarios, bacterias, rickettsias y nemátodos (fanada y Kaya. 1993). 

Los virus entomopatógenos causan enfermedades epizooticas, las cuales son debidas a la 

persistencia y a su eficiente transmisión horizontal y vertical. La persistencia y capacidad de 

diseminación de los virus, son dos características que los hacen muy imponantes ya que pueden 

permanecer activos durante mucho tiempo en el suelo y ser diseminados por el viento, la lluvia. 

la gravedad y por el mismo hospedero incluso parásitos y depredadores: ofrecen seguridad 

ambiental debido principalmente a la especificidad que existe entre hospedero y virus (K~thleen 

et al., 1981). 

Otra de las ventajas que ofrecen los virus es el potencial a ser manipulados por técnicas 

de recombinación de DNA, debido a la relativa simplicidad del genoma viral. Las aplicaciones 

de la Ingeniería 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 producción, 

acción lenta y por su especfficidad. Debido a que son parásitos obligados requieren ser 

propagados en células vivas (in viro o in vitro) necesitan tiempo para su desarrollo y matar o 
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debilitar a su insecto hospedero. Este tiempo es un período de 7 días o más, lo cua: permite que 

la planta se.a daftada. La especfficidad hacia un insecto hospedero limita su uso en cultivos que 

presentan un complejo de plagas. La persistencia es también un factor limitantc ya que el virus 

es rápidamente 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 Htliolhis zea, 

Autographa uúifomica, Ntodiprlon sttti{tr y un VG que infecta Cydía pomontlla (Miller et 

al .. 198'.1). Algunos productos comerciales son Gypchek usado para el control de la palomilla 

gitana Lymanlría dispar, TM-Biocontrol- l, para el gusano peludo del abeto Orgyía 

pseudosugala; en Guatemala VPN 80 para el control de Alllographa californka, Plultlla 

xylostella, Trichoplusía ni y Spodopltra erigua, y VPN 82 para controlar S. exigua y S. sunía. 

LI insecticida viral más exitoso en cuanto al número de héctareas tratadas es el producto 

bra." ll'fHl M111!igen, hasado en el VPN de Anticarsia gemmallllis (VPNAg). 
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2 . OBJETl\/O Y JUSTIFICACION 

Objetivo gene¡·al 

Dc1erminar la virulencia en labnralorio mediante la técnica de !>icx'nsayo de los ,·iri:s de la 

poliedrosis nuclear de Trichop/usi.a ni, Anticarsia gemmatalis y AulOgrapha calijomica sobre 

larvas de Trichoplusia ni. 

Objetivos particulares: 

1. Determinar el equivalente larval en larvas de Trichoplusia ni de cuarto instar temprann . ..:un 

VPNTn, VPNAg y VPNAc. 

2. Determinar la CI -< , y "i.~1• de YPNTn. VPNAg y VPNAc , sobrr larvas de Trichoptusia ni. 

JlJSTfflCACION 

Triclwp!usio ni es un ir,.,,~ctu que puede ser controlado bio!ógican;..:nte media:ae el uso 

de q rus entnrnopatógenos. la seler ciun de aislamientos agresivos y persis:ent.:s permitirá;~ lograr 

este objeti,·o . 



3. REVISION DE LITERATliRA. 

3.1. Caracttrísticas generales del insecto 

3.1.1. Taxonomía 

Trichoplusia ni (Hubner) penenece al Phylum: Artrópoda. Clase: lnsecta, Ordt:n· 

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

3. 1.2. Daños que ocasiona 

Trichaplu.fia ni (falso medidor de la col). es importante por el tipo de daño que oca~iona a 

las plantas ya que las primeras hojas exteriores en la col. coliflor y otras cn.iciferas sM 

generalmente acribilladas con ag.uj cr,i ~ grandes de fo1ma y tamaño re~ulares. la~ c;ipas extcriore5 

de las cabezas de la col son perforada~ también por las larvas de difcrcnt.:s tamatk :, q·.1c 

aproximadamente !icgan a medir hasta .3 S cm de largo Si las hojas so:1 stparndas. se en,·,m;; ,1:.rn 

masas de excremento (verde o cate) ~ostenido en los angulos de ias hojas Como el ¡ejiclo de las 

hojas es generalmente devorado por las larvas. el crecimiento de la plant<t es afectado (t-:!ctcalf v 

Flint, l 977) 

3.1.3. Biología 

Trichop/11sia ni presenta una pupa de color verJ0so o café. midl' apm'\1111ada 11 w1ne l 9 cm 

de lar~o y esta c:'n\'\1clta en un c;ipullo d.:iicado de hi!,'s blanc0< ~ :nr::tej i ch •>. ,,, sos1rn1da ¡Jtl l' ll!hl 

de sus lados generalmente a una hoja de la planta. E>t:is pupa-; se transforman e: :~ paloo1ill.1 , <k 

color cafe grisáce0. mide11 ,·n prom;:dio :: 5 cm de largo, con una cxtension alar d~ :; i u n l.as 

¡;las anteriores s0n de color cafe moteado. tienen una mancha platc<1,!a cerra d•? !.1 1nitad. 

5emcjando un ocho, la; .1!a; posterilH'~> ;0 1~ Je un c,~IN m:is claro a ¡,,·cHh:t.:ado :\on de it::t .. t," 

nocturnos. aka111.an a depositar de 27:' a 3:'0 lli1C\c:'cii ios en fo rma aislad:\ e¡¡ c·I,,. t'< ' "-' ia.' hu::· ; 

( ~1etcal f ,. Flint , 1977) 



Todn el daiio es causado por la larva. que pa~a por i:11Ko estadi,•~. presenta tres pares de 

patas delgadas cerca de la cahe1..a y tres pares de falsas patas mas anchas en fom1a de maza 

despucs de la mitad dd cuerpo La lana se desam,lla dl· JO a 3' d1as. después teje el capullo. ~ 

posteriormente a 111~ ~ ó ·I días emergen los adultos lllill. 1983) 

J.2. Virus Encomopatógenos 

3.2.1. AnCttedences históricos 

Entre los primeros estudios sobre enfermedades virales en insectos SI! encuentra la 

enfermedad del gusano de seda Bombix mori descrita por Nysten en 1808, sin embargo el agente 

casual fue identificado en ese tiempo equivocadamente como una bacteria y más tarde como un 

protozoario. Acqua en 1918-1919 dió la primera prueba convincente de que el agent~ casual de la 

enfemiedad del gusano de seda era un virus. En 1856 Comalia describió algunas de las 

maniti:staciones patológicas de la enfermedad del gusano de seda y Maestri localizó los 

corpúsculos en el núcleo de varios tejidos. Bolle en 1894 reportó que los poliedros del érusano de 

seda y los de la palomilla religiosa Lymantria monacha son similares. Wahl en 1909 mostró que 

los poliedros de estas dos especies son diferentes, tienen forma hexagonal y trigonal 

respectivamente. 

Steinhaus en 1946 publicó su trabajo Microbiología de insectos donde hace referencia a las 

enfermedades virales. y Bergold en 1947 pública las primeras micrografias de los poliedros de 

llnmbix mnri y 1.ymantria dispar (Granados y Federici. 1986). Pocos años más tarde las 

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

Los virus patógenos constituyen un medio natural que afectan plagas de insccws. 

Frecuentemente en el campo ocurren epizootias naturales. esto provee una evidencia de que los 

virn~ pueden incrementars(· rápidamente y causar una aha m<'rtalidad. Por ejemplo. en Canada 

fue introducida Gilpinia hercyniae. después de cuatro años los virus también fueron introducidos 
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accidentalmente, estos se propagaron en forma natural constituyendose en un factor impor1ante 

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 Lepidópteros. cerca 

de 14% de Hymenopteros y 3% son de Orthopteros. Coleopteros y Dípteros (Kathleen et al. 

1981 ). Allen y Ball ( 1992), Jemostraron la presencia de partículas virales en varias especies de 

áfidos. 

3.2.3. Características generales de Baculovirus 

De los virus asociados a insectos, solo los Baculovirus han sido recomendad0s para ser 

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

Los Baculovirus son los más ampliamente investigados Se localizan dentro de la Familia 

Baculoviridae (Matthews, 1982 citado por Tanada y Hess. 1984). comprenden virus de forma 

bacilar o en forma de varilla que contienen ONA de dohle cadena. encerrado covakntemente en 

nucleocapsides con un peso molecular de aprox1madament-: 8 x 1 O' daltones En la mayoria de Jo.~ 

casos los virioncs están incluidos dentro de un cristal de naturaleza pro1eíca conocido como 

cuerpo poliédrico de inclusión. este contribuye a su estabilidad en el ambiente (Starnes. J 99.\) 

(Fig. 1) Los baculovirus se separan en los subgrupos: A. virus de la Poliedrosis nuclear (VPN). ' 

B. vinis 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 polidispcrso (Tanada y Hcss, 1984) 



X 

Envoltura dd polil:Jrn 
Acido Nucleico 

Envoltura del virión 

Matri1. proteica 

Figura l. Componentes estructurales de un Baculovirus. Tomado de Blissard y Rohrmann, 1990. 

3.2.4. Características del VPN 

El virus de la poliedrosis nuclear, presenta viriones embebidos en una matriz cristalina de 

naturaleza proteica denominada poliedrina o cuerpo de inclusión de aproximadamente 1 um de 

diámetro. Los nuleocapsides del virus de la poliedrosis nuclear de Trichoplusia ni (VPNTn) 

consiste de 12 prott:inas (Young y Lovell. 1973). La configuración de los viriones difiere en que. 

los nucleocápsides pueden estar envueltos en forma sencilla 6 multiple, denominandose virus de la 

poliedrosis nuclear múltiple (VPNM) 6 virus de la poliedrosis nuclear sencilla (VPNS) (Tanada y 

Hess. 1984) 

3.2.5. Vías de entrada 

La vía de infección de los Baculovirus es de importancia fundamental en el entendimiento 

de la interacción virus - hospedero. El conocimiento de los mecanismos de infección pueden 

revelar los síntomas principales del hospedero, la susceptibilidad o resistencia al virus. 
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La via mas común de infección con el virus de la poliedrosis nuclear es por ingestión. sin 

embargo también puede transmitirse trasoval y transoviuicamente, a través de espiráculos y por 

medio de parásitos sin embargo, estos mecanismos no se consideran importantes por su baja 

frecuencia (Granados y Federici, 1986). 

3.2.6. Barnras contra la infección 

Antes de que se inicie la infección de las células epiteliales columnares del mesenteron, los 

viriones deben atravesar la membrana peritrófica (MP). La MP sirve en los insectos como una 

barrera mecanica a la invasión por microorganismos. Derksen y Granados ( 1988). estudiaron la 

alteración de la MP debida a la infección de VPNMAc, VPNSTn y VGTn. dichos autores 

observaron que elliste una interacción específica entre el baculovirus y la MP y el grado de 

susceptibilidad de las larvas de T. ni, a los 15 min de la postinoculación de VPNMAc ó VPNSTn, 

desaparece una glicoproteína A 68 KDa de la MP, y en larvas inoculadas con VGTn desaparecen 

3 glicoproteínas de 253, 194 y 123 KDa. Los bioensayos en larvas de T. ni muestran que existe un 

factor presente en la granulina 6 poliedrina, que aumenta la infectividad. Esto indica tamhién un 

factor presente en los cuerpos de inclusión en los tres baculovirus, que pueden causar cambios 

bioquímicos y estructurales en la MP. 

3.2. 7. Modo de infecrión del virus de la poliedrosis nuclear 

Después de la ingestinn de los poliedros. estos son disueltos en el lumen del intestino 

medio a través de la acción del jugo digestivo alcalino. pH 9.5 a 11 .S y posiblemente por la 

degradación enzimática, Pritchett et al. ( 1984 ). reportan que al adicionar trypsina y chymotrypsina 

al buffer de carbonato de sodio 0. 1 M-NaCI O 1 M. a un pH de 9 a 11 no afectó la disolución de 

VPNMAc. Sin embargo, la adición de la proteasa bacteria! (Streptomyces griseus) a pH de 9 5 

resultó en la disolución 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 nucleocápsides. Las cubiertas de los viriones se fusionan a las microvellosidades de las 

células. La adhesión parece ser dependiente de los fosfolipidos y las cargas iónicas de la cubicna 

de los virus (Tanada y Hess. 1984). 

Las nucleocápsides entran en las microvcllosidadcs a través de una abertura, la absorción. 

fusión y entrada del virus se lleva a cabo dentro de 0.25 a 4 hrs postinfección. El movimiento en 

las microvellosidades al interior del citoplasma aparentemente sigue un gradiente. Las 

nucleocápsides llegan a adherirse a un nucleoporo dentro de 1 hr y el ácido nucleico (DNA) es 

descargado dentro de los núcleos. Posterior a estos eventos se inicia el período de eclipse la 

replicación del virus (Fig. 3), y este tennina con la aparición del estroma virogénico al producir las 

nucleocápsides. Las nucleocápsides son envueltas por una membrana producida por sintesis de 

novo en el núcleo. En un estado temprano de fonnación algunas nucleocápsides. pasan a través de 

los nucleoporos, otras en fom1a de yemas a través de la cubierta nuclear. Los virion.:s al 

atravesar la membrana basal adquieren unas estructuras en fonna de espinas denominadas 

peplo mcros (Fig. 2). Estas formas inician nuevos ciclos de infección en las células susceptibles 

(Tanada y Hess. 1984). 

Cubiena del virión 
(derivada de la membrana 
plasmática) 

Mr--- Cápsidc 

Acido nucleico 

Figura 2 Componentes estructura.les de un pcplomcro. Tomado de Blissard y Rohrmann, 1990. 
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Figura 1. Ciclo de replicacion del ~iru s de la poliedrosis nuclear segun Blis~;i,,I y Roh1mann. 1990 

3.2.8. Signos y síntomas 

Los signos y síntomas de la enfennedad causada por Baculovinis no son aparentes en el 

mome.1to de la ingestión sino después de algunos días. Uno de los primeros signos de la infección 

viral lo constituye el cambio que sufre la hemolinfa por la reducción en la concentración de 

proteínas. En algunos Lepidópteros esto es seguido por una perdida de apetito y después cesan de 

alimentarse presentando inactividad general. los insec1os infectados llegan a ser flácidos. los 

tejidos del cuerpo se desintegran. y la cu1icula se vuelve frágil rompiendose '! liberando los 

poliedros Los Lepidópteros mueren adheridos de las propalas a ramas ú hoJaS (Granados y 

Federici. l 986) El tiempo requerido para que ocurra la muerte del insecto depende de las 

especies. pe1 ll es1e 11cmpo <'eneralmen t·~ es de 3 a 7 dias y puede ser de 3 a 4 semanas 

dependiendo de las interacciones entre el virus, el insecto y la planta (Starncs, 1993) 

3.2. 9. Suscr¡1tibilidad 

Los baculovi rns producen inrl>cciones crónicas 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 mils 

susceptible (Payne, 1982). La susceptibilidad de Tricltoplusia ni hacia diversas cepas de 

baculovirus es ampliamente conocida (López e !barra. 1991) lgnolfo y Garcia ( 1969), determinan 

la susceptibilidad de Tricltop/11.~ia ni al virus de la poliedrosis nuclear, mencionan que el virus de 

T. ni es más activo que el virus de otros noctuidos El porcentaje de mortalidad es variable 

dependiendo de la dosis y tiempo de exposición 

En un estudio sobre la susceptibilidad de las pupas de Tricltoplusia 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 pupa! pero el sexo no es un factor 

de1erminante. Sin embargo, las palomillas que emergieron de las pupas infectadas con virus fueron 

frecuentemente deformes, y muchas carecían de pigmentación obscura característica de los adultos 

normales. además presentan una baja longevirlad, bajo apareamiento, baja fertilidad y ovíposición · 

dl' hucvecillo~ 

Estos mismos autores, estudiaron la influencia de la infección del VPN en adultos y en la 

progenie de Tricltoplusia ni, observaron que la longevidad y oviposición de los adultos no fue 

afcc1acla. l'Studios histológicos mostraron núcleos de células traqueales infectados pero raramente 

cuerpo graso, h1poder111is y otros tejid0s La viabihdad de los hueveci llos füe significativamente 

reducida ( 10% ). Una palomilla hembra de un día de edad fué inoculada cou el virus, pero el 

rfrcto decreció con la dilución, también fué menor el efecto cuando se inoculo una palomilla 

hembra ck mayor edad El examen de los hucvecillos afectados mostraron que el desarrollo 

embrionario hab1a comenzado. no se observó la transmisión transovarial La progenie de las 

palomillas alimentadas con poliedros, frecuentemente infectaban los huevecillos pero esterilizando 

la superfi,-¡,. ele estos pueden climmarse los poliedros 

3.2.10. Pocencialidad de los Baculovirus como Bioinsect.icidas 

Entre las características que debe cumplir todo entomopatógeno para su uso efectivo en 

programas de manejo integrado de plagas. se pueden mencionar· su comportamiento en campo 
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(transmisión, dispersión. persistencia), la específü:idad (rang(> de hospederos). su a_>.!rc~1vidad 

(patogenicidad y virulencia) y su producción masiva (Roberts et al ., 199 1 ). 

3,2.10.1. Transmisión 

Los baculovirus se diseminan en las poblaciones de insectos tanto en forma vertical (de 

generación a generación). como horizontal (de un hospedero susceptible a otro), asi como por 

agentes bióticos y abióticos (Kathlcen y Elkinton. 1989). 

Murray y Elkinton ( 1989), consideran la transmisión transovum es decir la contaminación 

directa de la superficie del huevo como la mas importante para transmitir el VPN de una 

generación a otra La transmisión de baculovirus por insectos adultos, constituyen un medio 

etectiv0 para su transmisión, sin embargo la dispersión del virus aplicado al follaje de las plantas es 

111 . •~ el(·ct;, t1, que In di,;l·minacion 111>1 adultos de Trichoplu.~Íll ni contarn!na,lo.' CPll \ 'I':\ 1, 

(l·.lrm>1t: y i lc>wiand. ¡ <;t•<l) 

Young y Yearian ( 1988), estudiaron la transmisión secundaria del virus de la poliedrosis 

nuclear de /~"l'Utloplusia inc/udens, y Anticar.~ia gemmatafü En ambas especies la transmisión 

>«cundaria esta relacionada directamente al estado de la enfennedad en las larvas infectadas 

primariamente, el tiempo de exposición y tamai\o larval: sin embargo, el efecto de la transmisión 

secundaria difiere en las especies de insectos. 

3.2. l 0.2. Persistencia 

Micn1ras que el insecto hosp~'dero continúa su crecimiento. la infección viral se sigue 

extendiendo, además de que puede pennanecer a través de generaciones; esta característica es 

importante ya que persiste a través del tiempo. Existen evidencias de infecciones latentes, Kislev et 

al. ( 1971) al caracteri1.ar el DNA del virus de la poliedrosis nuclear de Spodoptera littorafü 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. 



1.as infoú:iones vi1alc~ 1~1ent t's detinidas como "ac¡uellos fenlllnenos dondt> se infe.:ta un 

organismo con un virus pero que no muestran los signos de la infec<.:1on" lSmith. 1%7 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 infección viral es latente o virulenta Se cree que las infecciones 

latentes se presentan cuando la dosis inicial de virus es muy pequeña. si la dosis se recibe durante 

una etapa tardía del desarro llo de la larva o en ambos casos Varios factores pueden hac~r que 

estás infecciones latentes se conviertan en infecciones activas virulentas que afectan la población 

de insectos hospederos Steinhaus ( 1963). llamo a todos esos factores "factores de estrcs", qut> 

incluyen temperaturas C.\tremas. sustancias químicas tóxicas. calidad de los alimentos y otras 

enfermedades 

Los Vl'Ns de Trichoplu.~ia ni pueden soportar rondicioncs desfavorables de 

almace11a1111entr\ Jaques v llu<t·>n t l'1(l'1 ) d<·mostraron que los VPN-Tni pueden a!n,a.:en:trse 

1:111to en suspensiones acuosas c0mo .:n el ~udo. presumiblemente los poliedro~ ~e encuentran 

intactos. esto 111dica un alto grado de resistencia de la proteína policdral a Ja descomposicion por 

acción microbial. Los VPNs pueden ser almacenados a 4"C por períodos considerables: y pueden 

conservar su infectividad (lgnoffo y Mclntosh. 1988). 

En campo el virus de la poliedrosis nuclear de T. ni persiste en el follaje de las hO:ias de 

col. al monitorear parcelas tratatadas con VPNTn. se asoció la acumulación 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 después de 1 semanas), comparado con la actividad del virus 

presente en la superficie de las hojas (13% de mortal idad después de 5 dias) fa importante 

considerar la localización del virus en las plantas y el comportamiento de alimentación del insecto. 
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3.2. l U.3. R11ngo de hospederos 

En los estudios de la cruza infectiva de los \'PNs se ha observado qm· tienen la capacidad 

de afectar a otras especies de insectos. dift..rentes a su hospedero natural. La infectividad de 

muchos VPNs son limitados a miembros del Género o Familia del hospedero original. Por 

ejemplo, A11ticania gemmatalis (Lep.:Noctuidae). Autographa calif<>rnica (Lep ·Noctuidae) 

presentan como hospedero alternante a Trichopl11sia ni (Lep. :Noctuidae) El VPN de 

Autographa californica infecta 12 Familias. Noctuidae, Arctiidae. Gelechiidae. Geometridae. 

Lasiocampidae, Lymantriidae, Lyonetiidae, Notodontidae, Plutellidae. Pyralidae, Satumiida.e, y 

Tortricidae (Granados y Federici, 1986). 

Sheepens y Wysoki ( 1989) al realizar pruebas de patogenicidad con VPNMAc contra 

cinco especies de lepidópteros, observan diferencias en susceptibilidad: Heliothis peltigera y 

lleliothis armigera (Noctuidae) fueron muy susceptibles, Roarmiu sefrnaria (Geometridae) y 

Ephe.ftia cautel/a (Pyralidae) pocos fueron infectados, y Spodoptera litroralis (Noctuidae) no fué 

susceptible 

La infectividad reciproca de VPNM (embebido en forma múltiple) de A11tographa 

rn/if11rnic11 y VPNS (embebido en forma simple) de Trichopl11sia ni. muestra que el VPN de A. 

californicn es bastante patógenico para ambas especies ya que presenta un amplio rango de 

hospederos: mientras que el VPN de T.ni parece ser más patógenico a T.ni. La diferencia en 

infcctividad puede ser resultado del número de viriones contenidos en los dos tipos Je poliedros 

FI VPNSAc tiene un limitado rango de hospederos comparado con el VPNMTn (Granados y 

h:derici. 1986) Entonces. si la infectividad de un virus fue igual o superior a los otros virus en 

amh11s hospederos. esto puede ser nccc~ano a propagar y estandarizar solo un virus para el 

control de vanas especies {Vail et al., 1971 . Van Beek et al. . 1988: Mclntosh e lgnoffn. 1989) 

En estudios de la patología del VPNAc en T.ni, Spotloptera exil(ua, fatigmene acrea, 

Heliothi.~ r.ea. Huccu/atrix thurberíel/a y Plutt•lla xylostella, Vail y Jay ( 1973), observaron que 

en lodos estos hospederos fue infectada la hipodermis. tráquea. cu(·rpo grnso. iuhulos de 
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Malpigio, musculo. henioci10s. ganglio, intestino medio y posterior L<'~ s1ntPma' cx1ern0s fueron 

típicos de \ 'PN en todas las especies 

Evalua.:iones en campo de VPNM-Tni y VPNS-Tni, se reporta que estos tienen diferentes 

1 cspuestas segun la especie de in~ecto Por ejemplo, suspensiones donde predomina VPNM-T ni 

son infc..:tiv;1s en altas dosis contra larvas de Cutunica pid4 mientras que VPNS-Tni no causa 

mortalidad. Así mismo se tiene semejante respuesta con Hdiotliis ua. El VPNS-Tni es 

considerado el VPN especifico para T. ni ya que no es infectivo para Ceramica picta y Heliotliis 

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

Tompk.ins et al. ( 1969), muestran la cruza infectiva de dos virus diferentes 

morfológicamente de VPN-Tni en lacvas de Trichopl11sia ni y Heliothis r.ea El VPNM .;e 

encontró en células del cuerpo graso, hipodermis, tráquea, tejido conectivo y epitelio del intestino 

medio y algunos hcmocitos; el VPNS estuvó presente en algunos tejidos pero no en el epitelio del 

intestino medio El VPNM-Tni cuando fué transmitido a Heliotltis z;ea, se encuentra en el núcleo 

de células de la hipodennis, tráquea y frecuentemente del epitelio del intestino medio y raramente 

en el cuerpo graso. 

Stairs ( 1989), estudió los efectos de el virus de la poliedrosis nuclear de Malacowma 

disstrúJ en el crecimiento larval de Ly""'111ri4 dU¡Hu, el porcentaje de mortalidad fué bajo, y al 

examinar larvas infectadas y eventualmente recuperadas, la presencia de poliedros fué alta pero no 

letal, aunque el VPN pareció ser infeccioso no causó enfermedad. 

3.2.10.4. Producción masiva de Baculovirus y Equivalente larval 

Debido a que los virus de Artropodos son un grupo de patógenos obligados, específicos de 

especies de insectos. uno de los requisitos para que sean utilizados como pesticidas microbiales. es 

producirl0s en fom1a masiva Entre los métodos que existen para producir virus se encuentra. 1 ) 

colección 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 fermentación microbiana 

(Shieh y Bohmfalk, 1980). 

El método más usado es la multiplicacción 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, J 980). 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 muenas en campo. Después de un tiempo de incubación 

(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 --
PUPAS --NEONATAS - - HUEVECILLOS 

l 
LARVAS 
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l 
PURIFICACION 

! FORMULACION 
PRODUCTO 

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

En la producción de baculovirus por medio de cultivos celulares de invertebrados. se han 

establecido más de 200 lineas celulares de aproximadamente 70 especies de insectos. la mayoría de 

estás son de lepidópteros, dípteros. onópteros, homópteros, hemípteros, coleópteros e 

himenópteros (Granados et al.. 1987) 



18 

Una de las ventajas de la utilización de la técnica de cultivo de tejidos es la producción de 

un producto viral puro. es decir libre de contaminantes microbianos, pero una limitante es el alto 

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

Algunos baculovirus son altamente patógenicos en insectos y pueden producir suficiente 

progenie de virus por insectos, para permitir su producción comercial (MiUer et al . l 983), para 

definir el número de larvas necesarias que deberán ser aplicadas por hectárea, es importante 

conocer el "Equivalente larval" (EL), el cual es una unidad que se define como el número máximo 

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: 

Morfológicos.- La morfología se emplea comunmente como patrón de diagnostico en insectos 

infectados, ya que la presencia de cuerpos de inclusión cuyas dimensiones varian de pocos cientos 

de nm a varios rnn, facilita su observación al microscopio óptico. lo cual permite la fácil diagnosis 

de los VPNs (Crook y Jarret, 1991); a traves de microscopia electrónica de transmisión se 

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

Propiedades bioquímicas.- El criterio morfológico no es suficiente para la identificación.de una 

nueva cepa de baculovirus, es necesario determinar las propiedades biofisicas como el coeficiente 

de sedimentación, densidad del virus, de la nucleocápside y del DNA con estas características se 

puede identificar a un miembro de la Familia Baculoviridae. pero no permite hacer una 

identificación a niveles taxónomicos más inferiores. Se han estudiado las protcmas estructurales 

del cuerpo de inclusión y del virión mediante electróforesis, se han analizado los polipéptidos más 

abundantes y sus propiedades en el poliedro y el virión. así como también se ha realiz.ado el mapeo 

de péptidos, el análisis de aminoácidos y enzimas as0ciadas con los virus; Maskel y DiCapua, 

( 1988). comparan la actividad proteolitica de la poliedrina de cuatro diferentes VPNs (HelitJthis 

armigera, Ly""1nt1ÜJ dispar, Psoldopl11sÜI incl111ku, y Tric6oplllSÍll ni) 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 más rstudios para 

detenninar si una o más enzimas están presentes y si son endógenas o exógenas para cada uno de 

esos virus, además está actividad proteolítica puede proveer una correcta manera de distinguir los 

baculovirus. 

Serologla.- La serologia se emplea para confirmar categorías subgenéricas y de grupos dentro de 

subgéneros. Ea importante destacar que se requieren antígenos virales puros, mientras que la 

especlfiddad del antisuero depende del propósito de la investigación Dentro de las técnicas 

serológicas más empleadas son: la precipitación, inmunodifusión, fijación del complemento, 

inmunoelectr6foresis, hemaglutinaci6n, inhibición de la hemaglutinación, neutralización, tinción 

con inmunoperoxidua y anticuerpos fluorescentes, radioinrnunoensayo (RIA) y ensayo 

inmunoabsorbente ligado a una enzima (ELISA) (Burgues, 1981). 

Enzimas de restricción.- Este criterio es importante para identificar y comparar una cepa de 

baculovirus con otra. Se realiza mediante el análisis del genoma con enzimas ó endonucleasas de 

restricción. Sin embargo, la límitante de esta técnica es que los resultados son díficiles 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 digestión 

(Bilimoria, 1986 citado por Del Rincón, 1993) 

Actividad patológica.- Uno de los procedimientos más empleados para caracterizar a una nueva 

cepa de baculovirus, es la determinación de los niveles de patogenicidad de dicha cepa contra un 

hospedero en particular o en grupos de ellos. Una manera de cuantificar la actividad patológica es 

mediante bioensayos, los cuales miden la potencia de cualquier estímulo fisico. biológico. 

fisiológico o psicológico, 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 biológica que producen (Steinhaus y Martigoni. 1970 citado por Del 

Rincón, 1993 ). 
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Generalmente los bioensayos S(! utilizan para determinar la DL.w ó CL,0 • que se define com,) 

la dósis o concentración necesaria para matar a la mitad de individuos d.:ntro de una pohlaci0n 

probada (Busvine, 1971 citado por Váz.quez, 1993). 

Para encontrar la concentración letal media CL,., de cualquier insecticida m1crohi.1I rnnira una 

especie dada. el primer paso consiste en determinar la dosis mínima cuyo d ecto se rdlcj;1 en una 

mortalidad del 0% o un valor cercano a este y. la dosis máxima capai de matar al 1 ()() t;;,. A 

dicho intervalo de respuesta se le conoce como respuesta biológ11.:a (RR) . llna vc1. d,·J,·rnunaJJ 

la RB, el siguiente paso consiste en preparar diluciones intermedias para el b11x:11~1)11 a 1r,1,es 

del cual obtendremos la línea de rcspucs¡a dosis mortalidad y la concentración letal me.dia (CL, .. 1. 

Los métodos que se emplean en los bioensayos para baculovirus son 1noc0.1lacil>n 11r;il. 

incorporando el virus a la dieta anificial o por contaminación superficial de Ja d1ela artilicial o 

natural; lgnoffo ( 1964), desarrollo la técnica de bioensayo para determinar la patogenicidad 

del virus de la poliedrosis nuclear de 'IWdopb¡Wi 1U sobre larvas de T. ni. Utilizó una dieta 

semisintética para la cría y como vehículo para proporcionar el virus a las larvas: esto se rea lw1 

debido a que la acción del patógeno es estomacal, aunque también puede transmitirse por 

contacto. El desarrollo de la crla en dieta anitic1al ha sido una herramienta \ali<1sa. para probar 

baculovirus (Magnoler. 1974). aunque es importante considerar los ingredientes de la die;;i 

anificial, ya que estos pueden variar la susceptibilidad de las larvas al YPN (Keattng 1•1 al.. 

1989). 

3.4. Importancia de los Baculovirus. 

3.4. l. Control de Plaps. 

El uso de Baculovirus para el control de plagas ha dado resultados exitosos como por t"jemplo 

en Colombia el VPNTn. ha sido usado en gran escala contra larvas de Trichoplusia ni ¡:n 

algodón, fue efectivo al remp!aur todos los ()(ros métodos de control y el insecto dejó de ser una 

de las principales plagas (Croolt y Janat. 1991 ). 
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Richter y Fuxa ( 1984), encontaron que el VPN de Anticarsia xemmatalis aplicado en 

campo, fue más efectivo para reducir la población de Anticarsía gemmatalis que los insecticidas 

químicos. 

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 entomopatógenos. Tomado de Del Rincón, 1993. 

Producto ComDallla Pai1 

Elcar Sandoz EU. 

Gypchck Serv. Foresta 1 J::U. 

Virin-ENSh Gobierno URSS 

Vonn·l'KS Uot>oemn lll{SS 

v .. ,11 "" tiuh1cntí) l!RSS 

L~~f\(l\l:\ (H>hu.·mo 1 IRSS 

V ~r:n KS i l f 1oh1t.-mo l fRS~ 

Vorm-1.S (1(lh1c.m (1 llR~" 

Mamcslnn Cal hope Fnat11.:m 

l\.1 .. m1sAnn1ó-Vln1s .._,cmira Ü\ l'mlantlw 

TM-lliocontrol-1 Serv Forestal l:l: 

Viro:\ ' l\'.!01\_l Vtrol 111¡1.l•knu 

P11.·~1.~J'VC M1crogencsys I·. ll 

~poitk,tcrin Call u>¡x· Franctts 

Ncochc"k S Serv Forestal E.t i 

Virtuss Serv For.stal Canud;i 

Lecontvirus Serv Forestal Canadá 

Mulhgen Agrossen n!'asil 

VPNllO Agric. F,i Sol Crtl&lemuln 

VPNR2 Agric. El Sol (iuatemala 

SAN 404 rw. 
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3.S. Vtnlajas dd uso dt Baculovirus 

El uso de virus entomopatógenos constiruye una alternativa para controlar plagas 

insectiles. con las siguientes ventajas· a) son especificos de invertebrados. a pesar de que los 

haculov!rus parecen ser muy complejos en estructura.. no presentan propiedades fisicas. químicas o 

biológicas en común :'On virus de vertebrados (Katleen. 1981). b) presentan una alta especifidad 

de hospederos. por lo tanto no dal'an parásitos y depredadores. el único efecto es indirecto. c) 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: e) no generan resistencia. 1) son compatibles con insectrcidas químicos. es 

decir. su aplicacion puede ser exitosa mezclando insecticidas químicos y microbiales. y g) se 

pueden aplicar con la misma tecnología que para los insecticidas químicos 

3.6. Limílarionr-~ t'n el uso de Baculovirus 

Los baculo,irus prrsentan algunas caracteristicas que restringen su uso como agentes de 

control. por ejemplo a) su alta e~·pecificidad aun cuando es una ventaja se considera una 

desventaja ya que su rango específico de hospederos lunita su uso en cuh1vos que presentan un 

complejo de plagas; además de que las compañías productoras prefieren comercializar productos 

de amplio espectro de acción (Payne, 1982). b) el hecho de que los baculovirus son. efectivo~ 

solamente en los estadios larvales de los insectos. c) al presentar parasitismo obligado necesitan su 

producción en células vivas. además requieren tiempo para su desarrollo y para matar o debilitar a 

su insecto hospedero: lo cual implica alt:i costo y lenta accion. Entre las alternativas que existen 

actualmente para solucionar estos inconvenientes, está el uso de cultivo de tejidos celulares de 

insectos y la lngenieria Genética, d) la persistencia es tambíen un factor limitante ya que el virus es 

rápidamente inactivado por la luz ultravioleta sín embargo, este problema ha sido resuelto 

mediante la teaúca de encapsulación en almidón, lgnoffo et al . ( 1991 ). detenninaron la estabilidad 

a la luz ultravioleta del VPN de HdiOllU.f Ufl encapsulado. y e) existen alguno~ problemas para 

registrar y patentar productos a base de baculovirus (Wood y Granados. 1991 ). 



J .7. Compatibilidad de VPN ron insecticidas 

Los virus son más estables en el ambiente. ~demas los productt>s comerriales tienen una 

larga vi Ja, y son compatibles con formulacione$ dt> ,>1ros agroquimicos ( Milkr et a L. 198.1 ) 

l:studios en laboratorio y en campo. demuestran la eficacia de las ml·zclas de pcrmetrina y 

Jl11cillus thurinxiensis var. kuntaki, y VPNAc, contra larvas de T.ni. La aplicación en mezclas 

de insecticidas químicos y microbiales protegen al cultivo Estas pruebas demostraron que la 

aplicación de este tipo de mezclas es un método fáctible para reducir la cantidad de insecticidas 

químicos (Jaques. 1977. Jaques. 1988 y Jaques et al . 1989). 

J.8. A vanres en el uso futuro de Baculovirus 

1 1 '""111c11111t·n10 de l;1 Uiolo~1a Molecular y Genetic¡1 de los baculov1rus ha incrementado 

con~idc1ahlt:menre en lm uh1mos años El potencial de la biotecnología ha tenido un gran impacto 

va que ofrece nuevas técnicas y estrategias de control de plagas, a tráves de lngenieria Génetica 

las propiedades msrct icidas y t•I rango dt• hospedero pueden ser mejoradas. esto se puede hacer 

cambia1:du el material genctico entre baculovirus o por inserción de genes extraños dentro del 

genoma viral ( Macda et al. . 1991; Maramorosch. 1991 ) Por otro lado la génetica y bases 

molecula1es de la patogénesis de los baculovirus en larvas de insectos son importantes para el 

entend1mien10 de los factores implicados en el modo de acción de esos virus. y con esto facilitar la 

Ingeniería Genctica {Wood y Granados. 199 1) 
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4. MATERIALES Y METOOOS 

Este trabajo de investigación se llevó a cabo en el laboratorio de Patología de Insectos del 

Centro de En111111ología y Acarología del Colegio de Post graduados. Montecillo, &lo. de México. 

Sea cual sea d entomopatógeno que se pretenda utilizar, es necesario hacer varias prnehas 

del mismo contra el insecto que se quiere controlar. De este modo, se hace necesario un númew 

considerable de insectos. lo cual se puede rcaliz.ar a través de su cría y mantenimiento en 

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

4.1 Cría de Trichopluria ni 

El material para obtener el pie de cría de Trichopluria ni, fué proporcionado por el 

laboratorio de Bioinsccticidas del Centro de Investigación y de Estudios Avani.ados del Instituto 

Politécnico Nacional Unidad lrapuato. 

La cría de Triclwplusla ni se estableció en una cámara con una temperatura de 25 º C y una 

húmedad relativa del 70%. La limpieza y mantenimiento fueron seguidas como lo menciona 

Marúnez et al. (1988). 

Las pupas se colocaron en bolsas de papel de estrasa del número 8 para su emergencia. en 

la cual se colocó una proporción de dos machos por una hembra para garantizar su fecundación. 

Aproximadamente 8 días después de que emergen los adultos. dentro de la bolsa se colocó 

media caja petri wn algodón hume.decido con solución de azúcar (no refinada) al 10%. para su 

alimentación. ésta se cambió diariamente. 

Cuandn '" presentaron las primeras oviposturas sobre las paredes de la bolsa entre 3 y 4 días. 

los adullos ~l· ,·amhiaron a otra bolsa de papel. Las bolsas con oviposturas se recortaron en 

pequc1ios trow~. éstos se esterilizaron con una solución de hipoclorito de sodio (Cloralex) al 

Cl.<Vi % durante 15 min, después se enjuagaron con agua destilada durante 10 min, los trows de 
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papel ya secos se colocaron en recipientes de plástico para gelatina de 8 cm de diámetro por 6 

cm de altura con dieta artificial (Apéndice A), se esperó 3 ó 4 días a la eclosión de los 

huevecillos. Todo este procedimiento se seguió hasta la muerte de los adultos, durante 

aproximadamente 20 días. 

De manera rutinaria se seguió con el mantenimiento de la cría, alimentando las larvas con 

dieta artificial, seleccionando larvas del instar adecuado, para las pruebas a realizar manteniendo 

un pie de cría. 

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

En la propagación del virus se utilizaron larvas de cuarto instar temprano, de 

aproximadamente 52.1 mg. se colocaron en cajas de plástico de 18 cm de diámetro por 7 cm 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 días después de infectadas depositandolas en un frasco con agua destilada, que se 

mantuvo a 4ºC. Esto se llevó a cabo para la propagación masiva y para la activación del VPNTn, 

VPNAg y VPNAc. 

4.2.1. Cálculo dd equivalente larval (EL) 

Para determinar el EL se plaqueó 0.1 ml de cada uno de los virus a una concentración del 

1 % (VPNTn 6.2XJ(t poliedros/mi, VPNAg 6.6X 108 poliedros/mi y VPNAc 6.8XIO~ 

poliedros/mi), en cajas petri con dieta artificial, se colocó una rej illa de plástico para separar las 

larvas de cuarto instar temprano. Las larvas muertas fueron colectadas aproximadamente al 

cuarto día 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 Ja finalidad de extraer y determinar los poliedros 

producidos por larva. 
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4.3. Extracción de virus eotomopatógenos 

La elltracción de los poliedros se realii.ó siguiendo el método sugerido por Granados y 

Lawler, (1981) (con algunas modificaciones). La t6cnica utilizada fue la siguiente: Las larvas 

muertas por virus, fueron almacenadas durante 20 días para su desintegración por maceración. 

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 pailalina, la suspensión obtenida se centrifugó 

durante 15 min a 500 rpm, se desechó la pastilla, el sobrenadante se centrifugó 20 min a 4500 

rpm, se desecho el sobrenadante y ta pastilla se resuspendió en una solución buffer (Tris-HCI 

O.OOIM + Ac. ascórbico 0.0lM + NaCI 0.5 M pH 7.5) agitándose regularmente por 30 min 

a temperatura ambiente. La suspensión se centrifugó 20 min a 4500 rpm, se desecho el 

sobrenadante y la pastilla se resuspendió con agua destilada, se centrifugó 20 min a 4500 rpm , 

este último paso se repitió tres veces. Por último la pastilla se resuspendió en agua d.!stitada, la 

suspensión final se almacenó a 4ºC en frascos ambar de 50 mi. 

4.4. Bloensayo 

4.4. J. Determinación de la CLso 

Para determinar la CLj() se seguió el método de bioensayo, se utili:zaron diluciones apartir de 

una suspensión de virus concentrado, para determinar la concentración mínima cuyo efecto se 

reflejó en una mortalidad del 0% o un valor cercano a este y la concentración máxima capaz de 

matar al 100%; y así encontrar el intervalo de respuesta biológica (RB). Se ellperimentó con las 

siguientes concentraciones: 1.0%, 0.1 %, 0.01 %, 0.001 %, 0.0001 % y 0.000013, en caso de 

no encontrarse en estás concentraciones el O y 100%, se añadieron concentraciones superiores 

o inferiores según fuera el caso. 

A cada dilución se le agregó adherente dispersante (Tritón-X) al 0.01 % con el fin de obtener 

una mejor homogenización de los poliedros en suspensión, además de una mejor adherencia y 

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

Para el cálculo de los poliedros por mi se llevaron a cabo conteos de las diluciones preparadas 

a partir de la suspensión de virus concentrc1do en el Hematocitómctro. con el microscopio 

compuesto (40 X). Para el cálculo del número de poliedros se consideraron unicamente \:inco 

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

La solución a cuancificar se rnantuvó en agitación constante en una plancha magnética, cuando 

menos 15 min , se esperó 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 

calculó el número de poliedros presentes en las diferentes concentraciones de virus utilizadas en 

el bioensayo por mi, aplicando la siguiente fórmula: (Lipa y Slizynski, 1973). 

N\1 . de 1x•~1l·Jros/ml:: Poliedros contados X 4Xto• X FD 

80 

FI> :. Fach•r dilución 

4.4.3. Método de Bloemayo 

Se llevó a cabo la técnica de biocnsayo de residuos en las hojas (fabashnik y Cushing, 1987 

ci1ado por Díaz, 1992). 

1) Se seleccionaron larvas de TrichoplusilJ ni de tercer instar temprano. de aproximadamente 

12.81 mg. 

2) De hojas de col previamente lavadas con deh:rgente y agua corriente se recortaron discos de 

8 mm de diámetro. cortados con un sacabocados del número 5, tamaño óptimo para ser ingerido 

por las larvas de tercer instar en un período de ~4 hrs. y así asegurar que la cantidad de 

poliedros por disco fuera consumido por la larva. 
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)) Las soluciones preparadas a partir de la suspensión de virus concentrado se mantuvieron en 

una agi1ación conslantc en una pl.111l·ha magnélica durante 10 min previos a su utilización. 

4) Cada disco se s11mc::rg16 en la ~olución de "irus durante tres segundos. se dejó secar en una 

parrilla a temperatura ambiente. 

5) Una vez que el excedente se evaporó, los discos se introdujeron en vasos de plás1ico de 3.5 

cm de diámetro ¡>or 3.5 cm de altura en forma individual, en los cuales se colocó una mota de 

algodón humedt.x:ido parn evitar la deshidratación del disco de col. 

6) En cada vaso ~ colocó una larva. después se aromodaron en contenedores de cartón y se 

mantuvieron en la dinara de cría, con una temperatura de 25º C y una húmedad relativa del 

70%. 

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

larvas. realizando 3 repeticiones por separado. 

Se siguieron alimentando las larvas con círculos de hojas de col, las hojas fue ron previamente 

esterilizadas, lavadas con agua y detergente, después se mantuvieron en una solución de 

hipoclorito de sodio (Cloralex) al 103 durante 15 min, posteriormente se enjuagaron con· agua 

.;orriente. 

Una vez determinados los rangos de RB, el siguiente paso consistió en determinar las 

diluciones intermedias para obtener la CL}o• las concentraciones intermedias se obtuvieron al 

gralicar en papel pmbit la mortalidad re~ultantc en cada una de las concentraciones probadas. 

después se trazó una línea recta "a 010" que pasara por la mayoría de los puntos. Se dividió en 

forma equidistante la línea que atrave7.Ó cada una de las concentraciones, y se trazaron líneas 

diri¡;idas hacia el eje de las abcisas dctcrminandose los puntos que corresponden a las 

concentraciones intenncdias que se utili1aron en el bioensayo. 
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4.4.4. Tiempo letal medio TLse 

El tiempo letal medio (fL5o) se registró al mismo tiempo que los biensayos, por lo que se 

eva.luó el efecto del virus (mortalidad) sobre las larvas a las 48 hrs, se continuó cada 24 hrs. por 

espacio de 1 O días. 

Este mismo procedimiento se seguió para realizar las pruebas de patogenicidad de los 

diferentes virus de la poliedrosis nuclear de Trichoplusia ni, Autographa califomica, Anlicarsia 

gemmalalis, en larvas de Trichoplusia ni. 

Los resultados se analizaron mediante el programa de computo Análisis Pc-Probit. Este 

programa sirve para estimar la CLso (concentración letal media) y TL50 (tiempo letal medio). 

11wJ ian1e la transformación de l o~ dato~ de mortalidad a unidades probabilísticas. r 1! iodos los 

casos en que .~e rca lii.aron hincnsayos, se colocó un tesugo negativn, el cu,1l ~nlo ~l' harhí con 

la soluci6n de Tritón-agua. colocando un mínimo de .W larvas del tercer esta<li:1. 

l .l•S requisitos que se !Ornaron en cuenta para considerar un bioensayo como válido fueron 

romo lo mencionan lbarra y Federici , (1987) . que son los siguientes: 

- Monaliclad menor del 10% (medida en el tt'Stigo). 

· Valor de la pendiente entre 1.5 y 6. 

- Valor de la ji-cuadrada menor de 5. 

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

- Al menos 4 de los valores de mortalidad deben de estar entre to y 90% (distribución de 

mortalidad). 
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- El valor de la CL)O debe estar ubicado entre la segunda y la quinta dosis (punto de equilibrio). 

en un total de 6 dosis. 

- Obtener al menos tres repeticiones que cumplan con los requisitos anteriores reafüados en días 

diferentes y con un coeficiente de variación menor del 20%. 
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5. RFSULTADOS y msct:s10N 

5.1 . ( ría dt· Trichoplusia ni 

La cría de Trichoplusia ni. se desarrolló en condiciones 6ptimas a una temperatura de 25"(' 

y una húmedad relativa del 70%. Se observó que la emergencia de adultos ocurre a los 8 días, 

a los 3 y 4 días de emergidos empiezan a oviposilar proceso que se prolonga hasta 8 días. La 

eclosión de huevecillos ocurre a los 3 y 4 días, el tiempo que tardan en completar su desarrollo 

del primero al quinto estadio larval es de aproximadamente 20 días. Estas observaciones del ciclo 

dt! vida son similares a las reportadas por Santos (1991), quién mantuvó la cría de Trichoplusia 

ni en laboratorio con dieta natural. 

Al utilizar dicta natural para la alimentación de las larvas, estás presentaron un mejor 

desarrollo comparado con la dieta artificial; sin embargo esta última presenra mayores ventaja~ 

ya que se evita la contaminación por patógenos que pueden ser introducidos con las hojas de col. 

al no realizarse su correcta esterilización. 

5.2. Propagación del virus 

La inoculación de larvas de cuarto instar temprano, aseguró una alta producción de poliedros. 

1 .as larvas tratadas con dieta contaminada con tres diferentes virus produjeron diferentes 

cantidades de poliedros; obteniendose suspensiones equivalentes a 2. 1X10111 poliedros/mi para el 

VPNTn, 3.3X 10111 poliedros/mi y J.4X J01º poliedros/ ml para VPNAg y VPNAc respectivamente. 

Las larvas al cuarto día de haber ingerido los virus, mostraron los pmnerns síntomas de 

enfermedad. éstas empezaron a perder su color característico, presentando un aspecto 

blanquecino. debido a la formación de paquetes blancos que corresponden al tt'jido adiposo 

hipcrrn>fiado, se volvieron lentas. su integumento se volvió flácido. y en una etapa más 

desarrollada de la enfermedad la larva tomó un color café obscuro. siendo de consistrneia muy 

frágil. 



5.3. Equivalente larval (Ll.) 

Ut determinación del EL. que rerrcsn11.1 l'I númt"'' d1· ¡"1u,·dr11' producid<" p1>t ,·a<la larva. 

cuando esta~ alca111.an su máximt' desarroll11. pn1:111c· .t<kmas .tc1in1r el • ;n.1cro de larvas 

neccsarias que deberán ser aplicada~ por hú:l.á r..:a . 

Larvas de 1'.ni de cuarto instar temprano (52. I mg) infectadas independientemente con una 

concentración de 6X 1 o• poliedros/mi de tres virus diferentes, se enco.11ró que la cantidad de 

poliedros producid<'S fué muy similar en el caso del VPNTn (8.63XIO' ) y VPNAg (8.29X10~). 

valores que fueron superiores a los obtenidos con VPNAc ( 1. IOX !Cf). 

Con el VPNAc. se obtuvo la menor producción de poliedros por larva debido ::. que estas no 

alcanzaron a completar su desarroll(l lo cual no permitió la máxima producción de cuerpos 

virales. 

S.4 BIOENSA YO 

5.4.1. Concentración letal media (C~ 

Para determinar la CL.IO. el primer paso consistió en encontrar el intervalo de respue~ta 

biológica (RB) (Apéndice D). y a partir de estos valores se determinaron las concentraciones 

intermedias, suraiores ó inferiores. 

!>e acuerdo a los resultad()S que se ohtuvu:ron se observó que existen diferencias significativas 

entre los tres VPN~ con respecto al por1.:entaJl' de mortalidad sobre T.ni. así como también entre 

las concentraciones utili ·1adas en los tres virus y la mortalidad observada (Cuadro 2). El VPNAg 

a concentraciones de 0.001 % redujo 60% de la población ele T.ni probada mientras que con el 

VPNTn y VPNAc a esta concentra.-1<'•11 se alcanzó un 22.9 y 3'.\ __ ,% de mortalidad 

respu:tivamente. a la concentración de 1.03 se observó una mortalidad de 84.8% con VPNTn 

y "l' obtuv1S e l 100% de mortalidad r11 1.i pohlatión probada con VPNAg y VPNAc. 
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Cuadro 2. Mortalidad de larvas de Trlchopluria ni tratadas con diferentes concentraciones de 
VPNTn, VPNAg y VPNAc. 

VIRUS Coocentr9Ci6n Concentr.ción Monal idad 
(") (poliedro&/ml) (") 

0.001 6.2Xl<>5 22.9 

0.003 l.8Xl06 25.5 

0.01 6.2XI06 26.6 
VPNTn 

0.03 l.8Xl07 35.5 

0.1 6.2Xl07 51.0 

0.2 1.2x1oa 61.3 

0.47 2.9Xlo& 72 .5 

1.0 6.2Xlo& 84.8 

0.00001 6.6Xl~ 23.5 

0.0001 6.6Xl0' 55.5 

0.001 6.6Xl<>5 61.1 

VPNA¡ 0.003 l.9Xl06 77.7 

0.01 6.6Xl06 90.0 

0.1 6.6Xl07 95.0 

1.0 6.6Xlo& 100 

0.0001 6.8XIO' 14.2 

0.0003 2.0Xl<>5 25.0 

0.001 6.8XltY 33.3 

0.003 2.0XI06 46.6 
VPNAc O.O! 6.8X!06 43.7 

0.03 2.ox101 75.0 

0.1 6.8Xlo& 81.2 

0.3 2.ox1os 93 .7 

1.0 6.8XI01 100 
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El análisis Prohi1 de cada bioensayo realizado i:on VPNTn, VPNAg y VPNAc sobre T.ni. 

se muestran en el Cuadro 3, en el cual se presentan los valores CL~0 y \L.,, concentración (%) 

y Poi/mi, límites fíduciales al 95%, la ecuación de regresión y el valor de ji-cuadrada (la cual 

refleja el nivel de similitud entre los datos obtenidos del bioensayo y los teóricos). 

Cuadro 3. Datos del análisis Probit de los bioensayos con VPNTn, VPNAg y VPNAc contra 
larvas de Tridwpbuio lli. 

VIRUS CLx, CL,~ (Poi/mi) Límites fidu.:1•1« EcuaCH\U .,,. f q:.r~~IÓJI X! 
(alfa=0.05 1 

VPNTn 0.02525 S.909 t.S6XI01 0 .0088-0.0617 Y =6. IO'l +0.0694X 1.7 

VPNAg 0.00013 0.070 8.7XIO' 0 .00002-0.0003 Y= 7.J .19 .¡. 0 .6-0.lOX 1.6 

VPNAc 0.00429 o.7SS 2 .9XH1 0.0017-0.()()1)3 Y= 6. 734 + O. 7J 28X .u 

El virus má.<i agresivo contra larvas de T.ni ~ el VPNAg con una CL", de 8. 7X IV' 

poliedros/mi, es decir que requiere menor concentración de poliedros por mi para matar el 50% 

de la población plaga. Seguido del VPNAc con 2.9X H1 poliedros/mi y por último el VPNTn con 

J.56X 107 poliedros/mi. 

El VPNTn, VPNAg y VPNAc fueron es~ísticameme diferentes ya que sus límite~ 

ffduciales no se traslapan. En cuanto a la ji-cuadrada se observó una máxima similitud ya que 

se obtuvieron valores menores a 5. Las líneas de respuesta dosis-mortalidad de VPNTn. VPNAg 

y VPNAc muestran una respuesta más homógenea con el VPNAc que se define por el mayor 

valor de pendiente (0.7328) (Fig. 5). 

La comparación de medias de los valores de mortalidad mediante la prueba de Tukey 

(Alfa"-"'0.05) (Apendice E) indicó diferencias entre Ja agresividad de VPNTn. comparado con 

VPNAg y VPNAc. Siendo estadísticamente iguales al VPNAg y VPNAc, sin embargo se 

recomienda utilizar VPNAg al presentar una menor CL:io. 
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5.4.2. Mortalidad a diferentes días, lkspués de la exposición al virus de la poüedrosis 

nuclear 
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Larvas tratadas con d iferentes concentraciones de VPNTn mostraron diferencias en el 

patrón de respuesta; a bajas concentraciones la mortalidad fué lenta y al final del estudio el 

número de larvas afectadas fué bajo comparado con los valores de mortalidad que se obtuvieron 

en las concentraciones más altas. A una concentración de 6.2XH>1' la mortalidad se extendió del 

cuarto al séptimo día, lapso en el que se logró la máxima mortalidad de larvas tratadas (Fig. 6). 

Sin embargo el pico de mayor mortalidad se notó al quinto día en las diferentes concentraciones 

utilizadas (Cuadro 4). 

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

Poliedros/mi No. de ht1"v~ muerta.~ a difer~ntea día.~ Total de Monalid•cl 
después de la exposición al virus. larvas <'*l 

muertas 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 JO 

6.2Xl0S - 1 - - 7 2 - 2 1 - 13 22.4 

6.2X1<>6 - - - 7 6 2 5 1 - 21 40.3 

6.2Xl07 - 2 1 1 15 7 3 6 6 - 41 74.5 

6.2XIO' - 3 1 12 20 11 t 4 1 - 53 92.8 

Larvas expuestas a diferentes concentraciones del VPNAg manifestaron efectos de la 

infección viral, se observó baja mortalidad al quinto día con la concentración de 6.6Xlü8 

poliedros/mi, al séptimo día se presentó mortalidad en las cuatro concentraciones utilizadas. y 

entre el noveno y décimo día se registró la más alta mortalidad (Fig. 7), esto permite inferir que 

las larvas completan su desarrollo larval, permitiendo una alta producción de poliedros, sin 

embargo mueren antes de llegar al estado de pupa (Cuadro 5). 
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Cuadro 5. No. de larvas muertas de tercer instar temprano de Trichoplusia ni después de 
expuestas a diferentes concentracionrs de YPNAg . 

Poliedros/mi No. Je l¡.trV.t.: mucrld!\ ra diferentes día.~ Total dt M<>rta lid•d 
de&pué• de lb ~xposición al virus. larvu (%) 

muertas 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

6.6XHY - - - - - 1 2 l 9 11 24 60 

6.6X Hf - - - - - - 6 3 12 14 35 87.5 

6.6Xl07 - - - - - 3 6 1 13 15 38 95 

6.6XIO' - - - - 1 5 8 8 1l 7 40 100 

)9 

Larvas de T.ni expuestas a altas concentraciones del VPNAc registraron una baja 

mortalidad al quinto día de ocurrida la infección. La monalidad más alta se registró al séptimo 

d ía en todas las concentraciones (Cuadro 6), sobresaliendo el pico de monalidad producido con 

la concentración de 6.8XlOK poi/mi (Fig. 8). 

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

PoliedroMml No. de larvas 1nuub<S a diferentes días Total de Mortalidad 
desputs de la exposición al virus. larva,, (%) 

muertas 

1 2 J 4 5 6 7 8 9 10 

6.8Xlü5 - - - - - - 4 7 - 9 20 58.8 

6.8X 106 - - - - - 2 10 7 - 9 28 80 

6.8X l07 - - - - 6 3 10 5 - 10 34 100 

6.8XIO~ - - - 9 2 15 7 2 35 100 
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5.4.3. Tiempo letal medio (TLso) 

Cuando las larvas de tercer instar temprano de Tricltoplusia ni, fueron expuestas a las 

diferentes concentraciones de los virus, se observó que con el VPNAc se presentaron los valores 

más bajos de TL.w de 3.7 a 1.27, con el VPNTn y VPNAg el úempo letal medio fué de 18.3 a 

4.5 y 5.0 a 2.5 respecúvamente (Cuadro 7). 

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

VIRUS Poliedroelml Monaliclad ~ Límitea 
(~) tiducialea 

(aJfa;O.O.S) 

6.2XIOS 22.4 18.3 13.7-32.2 

6.2XI06 40.3 10.0 9.0-11.6 

VPNTn 6.2XI07 74.5 6.6 6.2-7.1 

6.2X\01 92.8 4.5 4.3-4.8 

6.6X !OS 60.0 5.0 4.3-6.6 

6.6X 10" 87.5 2.5 2.1-2.96 

VPNAg 6.6XI07 95.0 3.2 2.8-3.6 

6.6XIO~ 100 - . 

6.8Xl05 58.8 3.7 2.8-6.5 

6.8Xl06 80 2.9 2.5-3.5 

VPNA.· 6.8Xl01 100 -

6.8Xl08 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 TL50 el VPNAc mostró mayor agresividad comparado con el 
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VPNTn y VPNAg (Fig. 9); sin embargo en este caso el grado de pupación de larvas infectadas 

fué alto, comparable al obtenido con el VPNTn (Cuadro 8). F.n el caso del VPNAg aún cuando 

se presentó una T4, de 5 a 2.5 días, la pupación 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 alcanz.ar su máximo desarrollo, con lo cual el Equivalente larval es muy alto. 

Cuadro 8. Número de larvas de Tricl&opllUia ,.; que puparon días después de la exposición al 
VPNTn, VPNAg y VPNAc. 

VIRUS Poliedroe/ml No. de oc. delpu& ele la Pup ... "de 
larvu expooiclón al vinu pupación 
tnlldaa 

Teetiao 49 9 47 95.9 

6.2Xl0S 58 9 45 77.5 
VPNTa 

6.2Xl06 52 9 28 53.8 

6.2Xl07 55 9 13 23.6 

6.2XHt 56 9 3 5.3 

TMtigo 40 13 33 82.5 

6.6Xl0S 40 13 10 25 

VPNAg 6.6Xl06 40 13 13 7.5 

6.6Xl07 40 13 1 2.5 

6.6Xl0' 40 13 - -
Testigo 34 9 31 91. l 

6.8Xt0S 34 9 30 88.23 

VPNAc 6.8Xl06 35 9 21 60 

6.8Xl07 34 9 13 38.2 

6.8XIO' 35 9 2 5.7 
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Considerando los resultados obtenidos, se demostró además de la pa1ogenicidad de estos 

virus. su capacidad para causar infecciones cru1.adas. o sea la capacidad que tienen de afe.ctar 

a otrns especie!> diferentes a su hospedero nallmll. La infe.ctividad en este caso se observó con 

miembros de la misma Familia Noctuidae. El VPNAg resultó ser más agresivo contra T.ni, por 

lo cual se podría recomendar ser utilizado para el control de T.r.i y de Anticania gtmmala/is 

como lo mencionan Vail et al., (1971), Van Beek et al., (1988). y Mclntosh e lgnoffo, (1989). 

Sin embargo considerando las concentraciones utilil.ada.s, las cuales son muy altas. se hace 

necesario realizar pruebas ron otros virus y encontrar virus más patógenos y generalistas, que 

permitan ser utilizados en el control de compltjos de Lepidópceros plaga. 
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6. CONCLUSIONES 

-La alimentación de las larvas de Trichoplusia ni con dieta artificial, evita la contaminación de 

la colonia por otros microorganismos patógenos ó contaminantes. el tiempo de atención a la cría 

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 

aseguró una alta producción de poliedros. Con el VPNAc se obtuvó la menor producción con 

l.IOX 10• poliedros/larva. comparado con VPNTn de 8.63XIO' poliedros/larva y VPNAg 

8. 29X Hf poliedros/larva. 

-La mayor mortalidad sobre larvas de Trichoplusia ni, para el VPNTn fué al quinto dfa. sie11do 

más activo que el Vl'NAg que fue al noveno y décimo día y el VPNAc al séptimo día. 

U virus más agresivo contra Trichoplasia ,,¡ fut< el VPNAg al presentar una CL,0 de 8. 7X 10'' 

poliedros/ mi seguido del VPNAc con 2.9XIO" poliedros/ mi y por último el VPNTn con l.56X 101 

polie-Oros/ml. 

-El tiempo letal medio (TL..,..) sobre larvas de Trichop/usio ni, con el VPNAc fué de 1.27 dfas 

siendo más agresivo que el VPNTn y VPNAg en donde se presento una TL"' de 4.5 y 12 días 

respectivamente. 

-Es necesario realizar pruebas con otros virus para encontrar virus más patógenos y generalistas. 

así como realizar pruebas en campo. para observar si existe el mismo comportamiento que en 

laborntorio. además de que esto debe ser manejado por el agricultor para comprobar su eficacia. 
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APENDICE A 

Dicta art incial para Triclioplusia ni 

Ingredientes: 

Agu.. deotilada 450 mi 

frijol 87.5 gr 

Agar S.5 gr 

AJ;. lcSrbico 1.25 gr 

Methyl panibén 3.0 ¡r 

Ac . ucórbico 4.5 gr 

Salvado S.O gr 

Levadura 70.0 gr 

Ac~ite de gerruen de trigo l.25 ml 

Forrnll.ldehído 3.0 mi 

Preparación: 

Agregar el agar en 200 mi de agua destilada, y calentar hasta ebullición. Licuar el frijol con 

la otra mitad de agua destilada (250 mi) y agregar en el siguiente orden el Ac. sórbico, el Methyl 

parabén, el Ac. ascórbico, salvado, el aceite de germen de trigo y el formaldehído . 

posteriormente agregar el agar, mezclar por 1 min, vaciar en recipientes y dejar enfriar. 
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APEJ'IDICE B 

ANALISIS PROBIT 

Existen varios métodos para obtener la línea de respuesta logaritmo dosis mortalidad. La 

relación entre la dosis y la mortalidad está representada por Ja línea sigmoide, la cual, es difícil 

de comparar e interpretar; por lo que se debe transformar pard poder ajustar a un modelo línea!. 

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 un programa 

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

Los parámetros principales resultantes de un análisis Probit son: la concentración letal 

media (CL~0), sus límites fiduciales, el valor de ji-cuadrada y la pendiente de la línea de 

regresión. 

l .a CL~0 nos muestra la cantidad de unidades infectivas necesarias para matar el 50% de 

la población plaga. Si el límite ffducial (95 % ) inferior o superior de la CLw de una de las 

pohi.1cionl'S se traslapan se dice que las poblaciones son estadísticamente i¡!ualcs (95 % dl' 

n:rtcla)cs decir provienen de poblaciones con susceptibilidad similar al tóltico. La ji-cuadrada 

refleja el nivel de similitud entre los datos obtenidos del bicx.·nsayo y los datos teórico~ . Un valor 

mínimo de la ji-cuadrada expresa una máxima ~imilitud. El valor de la pendiente de la línea de 

regresión Y =a +bx (donde Y es igual al valor Probit, a la ordenada al origen. b la pendiente 

y x el logantmo de la dosis), nos permite conocer el rango de dosis que abarca la respuesta de 

la muestra en el biocnsayo. Valores hajos de pendiente indiran un rango amplio de dosis. lo cual 

es probable que se trate de un ;>roporción alta de individuol> con genotipo resistente al tóxico; 

y a mayor pendiente mayor homogenidad. 
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CRITERIOS VSADOS PARA UN BUEN BIOL~SA YO 

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 relación lineal entre el logaritmo 

de la dosis y las unidades Probit. 

b) t..a dosis que se aplique o se pruebe, debe ser precisa. 

c) La respuesta debe ser determinante: vivo o muerto. No pueden cosiderarse los puntos 

intermedios. Dependiendo del patógeno, el criterio para tomar a un organismo como vivo o 

muerto depende del modo de acción del mismo. 

d) Cuando en ei testigo cxi~ta mortalidad cs1a debe ser corr.;gida a uaves de la ecL;a~ió•: d<'. 

.-\bbot. debido a que no s.:: ¡xxiría inCerir !.i la inortalidad de tos tratamientos se debe al ckcio 

del pat<•ger.o o a otros factores corno !a alimenta·:ión drficier.te. contaminació1l o mai m<inej o. 

;::) l.<1 ;empe',\tura debe ser cnnsL'l ·~ 1 c •: aJccuada con la f!r.:i!idad tk evitar sc~gt" en la 

mortalidad. 

f) El método c:•!be ser sensible para poder captar l;;s citácnci h en !a n1ortahci¡1d C•i:r,i_· una 

rc~µuesta al <;amnio de dosis. 

g) El métod<) debe ser rcpmducibk. 

h) La nulricic'n dt> it•~ i11~ectos debe ~cr lilliforme. 

i) El lugar di.' aplicación Jebe ser ,.,,,1~tantc . 

j) Las repeticit'nes Jel exp<.>rir:-.cnto dt:benín hacerse a b r:1isma !1Na pero(''' día~ r1?!«.'•\11t• .... 



APENDICE C 

Hioensayos y respuestas biológicas realizados durante está inve~tigac1on n111 '<ll<•n·, ni• 
significativos 

Biocnsayos realizados con VPNT11 contra Trichoplusúi ni 

FF.C"HA CL,11 C'4~ Línii1es fíducíale~ Ecuación de' rcgr('sión xi 
(alf\1 ; 0.05) 

18í06/'l2 0.009214 0.768508 2.454507·1.631226 Y= 6.7427 +0.8561X 1 5. ~'> 

:!8106/Q2. o. 0004 9 4 0.llH27 4.0)8780·2.8J0109 Y ~ 7.29'lt> +0.6955X 0 .. 1; 
- --1 

~ :()719~ • 0. 12.1819 1.JR8292 1. 2326'~9-0.5 75446 Y = 6.4215 1 1.56~9X é. 16 ! ,_____, 
~?'1 /()(.. /\.)l 0.59'/684 264.1 77~42 0.642854-0.566427 Y ~5 1389+0.6:!17X 1 ~.61 

IO•Ol>"ll 0.3 4.l l67 3366.65403 1 1.01 J.l5 '/ -0. 1'15687 Y• S.1913+0.4120X 8.54 -----
1,07193 0. ~89533 7-12.888655 1.0J285<l-0 .6<J9.l20 Y " 6.25Q·: 1-0.4824X lfl .)t1 --
J /081')1 NO SIGNIFICATIVO -

• Bi0Cnsayos qui: preSl'ntanin un mayor porcentaje de mortalidaJ en el 1cs1ig(I. 



Rcspul~sta Riológ1ca de larva~ tk te r_-l' r 111star tempran•' <lc TrichoplusÚJ ni c,~n 
VPNAg. c·on valores no siplific·<1tivo~. 

1 ECllA C••"'-·cntra~· 1<l 1 l Nt'I de Mucrtt•• M.uutidaJ 
('() l1rva:. lTt.uh ( 'I ) 

T1::~11.:t\ ,, ,, 
" 

n 11 1 ,, ) :w 
\ ' f)M ,Y.l 

<l l 11 ; 1- •. 

, ,, 16 ~ ~o 

"~' 1.1 10 M• O 

TC":-h¡:" 17 1 ~ 8 

0 .0 1 lO 6 JO 

1f\'0 X''J' 0 . 1 '" ·' 21' 

l.fl 16 5 31.2 

H•• 14 2 14.2 

Tc,i;11g1• I~ 1 S.5 

¡J.(~ll 16 7 43. 7 

0 .01 16 6 37.S 

17108193 0. 1 18 6 J3 .) 

1.0 16 3 IS .7 

100 17 o o 

TclliS:t' 20 2 10 

O.<XlO I 20 J 15 

2.1108193 
(l 001 lO (> JO 

0.01 20 6 30 

0. 1 .:'! ll 2 ll) 

1.0 :n 7 35 

Tc¡-11;"' ~11 
, 

35 

o (~\l l ~tl ) 15 

~M01'N.) 
l l !Jll); 20 K -'<) 

111 ,',) R 40 

., 1 : • •' 1< 

, ,, 2ll J 1< 

58 
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1 
~NAg C<>n1111 lotvas Jo Tril:ho('baia ,.¡ 

,fo) 

C~c.!ltc.~ ión l'lt"f. de Muertos Moru.lu:bd 
( ~) l•NU (TOüll \ '( l 

Tutigo 20 6 30 

0 .0001 ~o 4 20 

31/08193 
0 .001 10 3 15 

0.01 20 3 15 

0.1 20 ~ 411 

1.0 lO g 40 

Te.atig<> 20 o o 

0.0001 '.!O : 10 

0 .001 20 1 5 
1:091~3 

o ~I w 1 

-~__Jj [ · . 20 6 1 
lj ~ -~----~ 1 1. . ' ' 



60 

RB t.i-On VPNAJ: contre (&N•$ J~ TrlcltorlwW ,,; 
(Con.linuac¡ón) 

FECHA Cooc.entrtcióa No. de M uertos Mortalidad 
(',I;) 'ª"'ª" (Toul) ( %) 

Tu11go 20 o o 
0.001 20 o o 

10111!93 0.01 20 o o 

0.1 20 o o 
1.0 20 o o 

Telligo 17 3 17.6 

0.00001 17 12 70.S 

OJJOOI 17 16 94. 1 

0 .001 17 14 82.l 
4/01/94 

0.00) 17 11 64.7 

0.01 17 IS 88.2 

0. 1 17 16 94.1 

1.0 17 17 100 
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APF.NDJCE O 

\ 't:nt;ui.1 ele respuesta biolúg1n1 de VPNTn . VPNA~ ~ VPNAl· wntra larva~ de Trirlioplusia 11i 

VIRUS Coocentrnción No. dé Muerto• Mortnlidad 
(%) luvas (Toulll (%) 

LO 56 52 92.8 

0 . 1 55 35 63.6 

VPNTn 0 .01 52 20 38.4 

0.001 58 13 22.4 

LO 40 40 100 

0.1 40 3R 95.0 

Vl'NA¡¡ 
0 .01 40 35 su 
0 .00 1 40 24 60.0 

LO 35 33 94 .2 

0. 1 34 21 61.7 

0 .01 35 14 40 l-
VPNAc --

0.001 J4 4 11. 7 

0.0001 JJ l 3.0 



APENDICE E 

Pruebas estadísticas ANOV A y prueba de Tukey 

fuente de Grados de Suma de Cuadrados 
variación liberW! cuadradoe modíoe 

Trttamientos 11 S l2.S 

Efecto del VPN 2 8S.7S 43.87S 

Efecto de la 
e once ntración 3 367.5 122.5 

lnter'°"ión 
eatn lm 6 59.2S 9.875 
factores 

Error 12 68 5.6666 

Total 2J 580.S 

Rechazar Ja Ho. si F exp. es mayor que F Teórica. 

1) HA: El VPN sí influye en el porcentaje de mortalidad. 

F exp. F Teóric11 

7.7427 3.89 

21.6179 3.49 

1.7426 3.00 

2) HA: Si existe efecto de la concentración sobre el porcentaje de mortalidad. 

3) Ho: No existe interacción entre el VPN y la concentración . 

Grados de Suma de Cuadrados F exp. F Teórica 
libertad cuadrados medios 

Tratamiento 2 3.2072XIO" L.6036XI011 10.3304 5.14 

Error 6 9.314XIO" L.5523XI014 

Total 8 4.1)86XIO's 

62 

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

ni. 

A= VPNTn B=VPNAg C~VPNAc 

A-B=4.0446XIO' A-C=3.763.1XIO' B-C=2.813Xt0• W = 3. 12XIO' 

La prueba de Tukey (Alfa=0.05) nos indicó que hubó mayor diferencia cuando se comparó: 

VPNTn-VPNAg y VPNTn-VPNAc. 
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