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Los baculovirus y sus aglicacianes coma bicinsecticidas cn el conlrol bioldgico de plagas

1. Introduccion

A pesar de que las enfermedades causadas por los baculovirus se registraron
desde 1527, no fue hasta 1936 cuando se propuso su uso como agentes de con-
trol de plagas (Benz, 1986). Las caracteristicas de patogenicidad y virulencia pro-
pias de muchos baculovirus, hacen de ellos importantes agentes de control
(potenciales y validados) contra muchas plagas de importancia econémica. En la
actualidad, el uso de los baculovirus como agentes de control se diversifica gra-
dualmente y en forma constante, y se trabaja asiduamente para aminorar los
inconvenientes que éstos presentan tanto en el proceso de produccién, como en
su lento efecto y su persistencia en el campo.

En el presente capitulo se discuten las diferentes caracteristicas biolégicas
que los baculovirus presentan como agentes de control, asi como las técnicas
para validar su uso y su potencialidad en el manejo integrado de plagas.

2. Caracterisiticas deseables de un bioinsecticida

El éxito de los baculovirus como agentes de control de plagas depende de sus
caracteristicas intrinsecas. Dichas caracteristicas les confieren propiedades an-
tropocéntricamente Utiles, que permiten su uso como agentes de control. La uti-
lidad de los entomopatégenos, en general, como agentes de control microbiano
de plagas, en forma de bioinsecticidas, depende su efectividad vy facilidad de
manejo. Cuantas mas caracteristicas deseables confluyan en un entomopatége-
no dado, mayor serd su éxito. Dentra de las caracteristicas deseables en cual-
quier bioinsecticida. destacan las siguientes: a) alta virulencia, que cause infec-
ciones agudas en su huésped; b) alta capacidad para transmitirse; ¢) elevada
persistencia en el eampo; d) capacidad para producirse masivamente en forma
eficiente y econémica; e) espectro de huéspedes limitado; f) alio grado de hiose-
guridad, tanto hacia el medio ambiente como hacia el hombre y los animales
domesticos y silvestres; g) larga vida de anaquel; h) capacidad para aplicarse en
el campo con equipo convencional: i) susceptible de ser mejorado por ingenieria
genética; entre otras.

Cabe hacer mencion que estas caracteristicas se aplican, en su mayoria, a
aquellos entomopatdgencs que se desarrollen como bioinsecticidas de tipo inun-
dativa, ya que los utilizados con la técnica “inoculativa® del control hioldgico cla-
sico, seria deseable que presentaran, primordialmente, las tres primeras carac-
teristicas, ademas de las siguientes: a) una amplia adaptabilidad a diversos
ambientes; b) una alta capacidad para provocar epizootias naturales y ¢) consti-
tuirse en el factor clave que regula las fluctuaciones poblacionales de la plaga.
Los baculovirus comparten muchas de eslas caracteristicas deseables. que los
colocan dentro de los entomopatégenos con mayor potencialidad como agentes
de control; sin embargo, también poseen algunas caracteristicas que limitan su
uso.
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Capacidad insecticida de los baculovirus

3. Ventajas y limitaciones de los baculovirus

El éxito o fracaso de los baculovirus como agentes de control microbiano de
plagas sec basa en las ventajas y desventajas que éstos presentan. Dentro de las
primeras destaca el hecho de que los miembros de la familia Baculoviridae sélo
se han enconirado infectando a organismos del phylum Arthropoda, mayoritaria-
mente a los de la clase Insecta (GRONER, 1986). Ninguna otra familia de virus
entomopatdgenos presenta esta caracteristica, lo que permite desarrollarlos con
un menor numero de restricciones de bioseguridad.

Adicionalmente, al igual que muchos otros virus, la gran mayoria de las cepas
de los baculovirus presentan un reducido espectro de huéspedes. Esta cualidad
implica que las diversas cepas de baculovirus pueden utilizarse como hioinsecti-
cidas contra muchas especies de insectos, sin afectar a las plantas y a los ver-
tebrados incluyendo al hombre, a los insectos benéficos que son parasitoides y
depredadores de las plagas o a otros insectos benéficos como las abejas. Sin
embargo, desde el punto de vista practico y comercial, la alta especificidad de la
mayoria de las cepas de baculovirus también podria constituir una desventaja, ya
que el mercado de cada cepa es muy estrecho, par lo que el atractivo de desa-
rrollo industrial se reduce, principalmente, a aquellas especies de plagas de gran
importancia economica (YEARIAN ¥ YOUNG, 1982).

Otra ventaja de los baculovirus se basa en la persistencia que éstos presen-
tan en los ambientes naturales (principalmente en el suelo y 1a hojarasca), lo cual
constituye la fuente de indculo para generaciones subsiguientes de la plaga. Esta
persistencia en el medio ambiente permite prolongar el efecto de una aplicacion
o el establecimiento del baculovirus como factor regulador de las poblaciones del
insecto huésped. Este Gltimo fenémeno se presenta cuando el baculovirus pro-
voca epizootias naturales y es un factor dependiente de la densidad poblacional
de su huésped (KaLmakoFF ¥ CRAWFORD, 1982). No obstante, a pesar de la per-
sistencia de los inéculos en el ambiente, después de una aspersién de baculovi-
rus en el campo quedan muy pocos residuos. Uno de los factores naturales mas
importantes que limitan los residuos de los baculovirus en los agroecosistemas
son los rayos ultravioleta del sol, de ahi que sea crucial la apropiada formulacian
de los baculovirus, cuando se utilizan como bicinsecticidas.

Adicionalmente, el desarrollo de resistencia de los insectos hacia los baculo-
virus es poco probable. A pesar de que existen muy pocos estudios relacionados
con este fendmeno, se sabe que depende de la duracién de la presion de selec-
cion, asi como de la variacion genélica del huésped (Kaomini ¥ RousH, 1988).
Mas que desarrollo de resistencia, se ha descrito principalmente una variacidn
intraespecifica de la susceptibilidad de los huéspedes a la infeccién con baculo-
virus, como en el caso del gusano de seda Bombyx mori infectado con su nucle-
opoliedrovirus (NPV), la mariposa blanca de la col Pieris brassicae infectada con
granulovirus (GV)(BRiESE ¥ PopcwalTe, 1985), vy la palomilla café de la manzana
Epiphyas postvittana infectada con un NPV (Briese et al, 1980). Cabe hacer
notar que, aunque se detectaron diferencias en susceptibilidad a estos baculovi-
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rus, éstas también podrian deberse a la manipulacion de las cepas en el labora-
toria.

Interesantemente, cuando se cruzaron las especies Heliothis virescens y H.
subflexa, la primera susceptible a su propio NPV y la segunda resistente al
mismo, la progenie resultante mostrd los mismos niveles de susceptibilidad de la
primera (Kaomini v RousH, 1988). Sin embargo, resultados de investigacion
recientes indican que la posibilidad de desarrollo de resistencia por parte de sus
huéspedes es posible (ver Capitulo 12). Hasta la fecha, los insectos resistentes
a los insecticidas quimicos no han presentado resistencia cruzada con los bacu-
lovirus (Hurer, 1986; ROBERTS éf al., 1991).

Ademas de las caracteristicas mencionadas anteriormente, los baculovirus tam-
bién causan epizootias (naturales o inducidas) en las poblaciones de los inseclos,
las cuales en ocasiones llegan a regular en forma natural sus poblaciones. Esta
caracieristica ha sido ampliamente aprovechada en algunos programas de contral
biolégico de plagas, mediante la induccion de epizootias artificiales (Huser, 1986).
Las epizootias causadas por los baculovirus se han utilizado eficazmente en el con-
trol de diversas plagas lorestales como la palemilla gitana Lymantria dispar, en 105
bosques de Estados Unidos y Canada (Capitulo 11), asi como también en planta-
ciones de palma de coco que han sido protegidas del escarabajo de la palma
Cryctes rhinoceros, mediante la aplicacion de un virus previamente clasificado
como un baculovirus (HUBeR, 1986).

Sin embargo, los baculovirus poseen algunas desventajas que limitan su uso
como agentes de control bioldgico de plagas. Una de las principales limitaciones se
presenta en los procesos de produccion. Como todos los virus, los baculovirus se
reproducen exclusivamente en el interior de su huésped o en células cultivadas in
vitro. En la actualidad, todos los bioinsecticidas a base de baculovirus son produ-
cidos en las larvas de su huésped, las cuales deben ser criadas en grandes canti-
dades (ver Capitula 9}. Esto propicia que los costos de produccién aumenten sig-
nificativamente, principalmente a causa de la mano de obra intensiva que se
requiere (SHAPIRO, 1986). Sin embargo, esta limitacion podria ser menos onerosa
en los palses en vias de desarrollo, donde se ha llegado incluso a emplear la colec-
ta de larvas enfermas en el campo, para su subsecuente aspersion. Ademas, el
desarrallo de sistemas de produccién in vivo que mejoran la relacion costo-benefi-
cio, implementados por compafiias comerciales como Crop Genetics Internaticnal
y AgriVirion, ha repercutido en la disminucion del costo de produccion de los bacu-
lovirus (Woop, 1996).

Por otro lado, las técnicas de produccion en cultivos in vitro de células de insec-
to, aun no han lograde disminuir 10s costos de preduccion generados por los
medios de cultivos utilizados para el crecimiento de las lineas celulares (MURHAMER,
1996). A pesar de gue existen mas de 200 lineas celulares establecidas a partir de
mas de 70 especies de insecios (GRANADOS et al., 1987), todas ellas requieren de
costosos medios artificiales y condiciones especiales de cultivo. Adicionalmente, el
escalamiento de los voliimenes de produccidn aun esta limitado a 50 |, lo que res-
tringe significativamente su produccién a nivel industrial. Afortunadamente, el dise-
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fio de nuevos bioreactores y la obtencidn de medios de cultivos libres de suera per-
mite prever que estas limitantes serdn superadas eventualmente (ver Capitulo 8).

A pesar de las desventajas ya mencionadas, sin duda alguna la limitacion que
mas ha influido en el empleo de los baculovirus como bicinsecticidas la constituye
su lento modo de accién. Un insecto infectado puede promediar hasta 7 dias en
morir, dentro de un intervalo que va de 5 a 15 dias, dependiendo del insecto y la
cepa viral (WooD ¥ Granapos, 1991). Durante el proceso de infeccion, el insecto
contina su alimentacion y, por ende, el dano al cultivo. Esto restringe el desarro-
llo sdlo a aquellos baculovirus que posean un alto grado de virulencia y/o que ata-
quen a plagas de alta importancia econémica. Sin embargo, el reciente avance en
la biologia molecular de los baculovirus ha propiciado la abtencién de cepas recom-
binantes con mayores niveles de virulencia, al introducir a su genoma, genes que
expresan factores que aumentan su virulencia (Bonning ¥ Hamvmock, 1992) (ver
Capitulo 8).

4. Patogenicidad y virulencia

Con el objeto de comprender adecuadamente |la capacidad cuantitativa de los
baculovirus como agentes de control de plagas, es necesario establecer la dife-
rencia entre dos conceptos basicos, sujetos frecuentemente a confusion: la pato-
genicidad y la virulencia. Primeramente, es importante hacer notar que las defini-
ciones de las que son objeto los fenémenos naturales, si bien nos ayudan a enten-
der y comunicar la idea de un concepto, en muchas ocasiones causan confusion
por su antropocentrismo, principalmente cuando nos aferramos a discriminar feno-
menos dentro o fuera de un término dado, sin percatarnos que los limites del tér-
mino son producto de nuestro propio artificio. Los conceptos de patogenicidad y
virulencia no escapan al antropocentrismo.

En este libro seguiremos las definciones siguientes. La patogenicidad se entien-
de como la capacidad de provocar una enfermedad, y al factor que posee esta
capacidad se le denomina patégeno; mientras que la virulencia se define como el
grado de patogenicidad o de dario fisioldgico que una cepa o especie de patégeno
causa a su huésped (STCINHAUS ¥ MARTIGNONI, 1970).

De ssta forma, los NPV que infectan a insectas no lepidépteros u otras artrépo-
dos, poseen alta patogenicidad pero baja virulencia, ya que en su mayoria son
monoorganotropicas; mientras que los NPV que atacan a los lepidépteros y los GV
del grupo Il (por ejemplo, el granulovirus de Cydia pomonella, CpGV) poseen alta
patogenicidad y alta virulencia, ya que causan una dafo total al individuo infecta-
do, principalmente debido a su capacidad poliorganotrapica. De ahi que el princi-
pal objetivo de desarrollar virus recombinantes que expresen toxinas heterdlogas,
es el de aumentar su virulencia pero no su patogenicidad. Sin embargo, es preci-
samente en este punto donde el antropocentrismo de los términos que inventamos
nos impiden trascender la semantica, a costa del entendimiento de los fenémenos
biolégicos.

207



Los baculovirus y sus aplicaciones como bioinsecticidas en el eontrol bioldgico de plagas

La patogenicidad y la virulencia son conceptos estrechamente ligados, ya que
forman parte de un mismo fenémenao bioldgico. De ahf que, a pesar de que la pato-
genicidad se considera una caracteristica cualitativa de un patégeno, y la virulen-
cia es una caracteristica cuantitativa, es dificil separar tajantemente ambos con-
ceptos dentro de un fendmeno patoldgico completo.

5. Medicion de la capacidad insecticida en el laboratorio
5.1. Ef bioensayo

El bioensayo se puede definir como cualquier método que mida alguna propie-
dad de un agente, en términos de respuesta biolégica. Es decir, el bicensayo toma
a los organismos vivos como aparatos de medicion, y establece el pardmetro bio-
l6gico que utilizard (mortalidad, longevidad, fertilidad, crecimiento, atraccién, etc.)
para relacionar el fendmeno causal con el efecto sobre el organismo. En patologia,
el fendmeno causal es siempre un patdgeno y el efecto normalmente se mide en
términos de mortalidad o de algdn otro dafio fisiolégico. En los bioensayos donde
se prueban los efectos de diversas cepas de baculovirus sobre determinadas espe-
cies de insectos, el efecto se mide normalmente en términos de mortalidad, como
si fuera un insecticida gquimico.

De esta forma, para determinar cuantitativamente el efecto letal de un baculovi-
rus, es necesario llevar a cabo bioensayos en los que se prueben una serie de
dosis (0 concentraciones) del baculovirus que se requiere evaluar. Dichas dosis o
concentraciones se cuantifican normalmente con la ayuda de hematocitdmetros, en
los cuales se realiza un conteo de los poliedros o granulos presentes en una solu-
cion madre, a partir de la cual se efectuaran las distintas diluciones en soluciones
acuosas con detergentes, que corresponden a cada dosis 0 concentracion. Esta
serie de dosis deberd correlacionarse con la mortalidad causada por cada una de
ellas, de tal forma que se pueda establecer una ecuacion de regresion que estime
la relacion entre las dos variables, y consecuentemente determinar el nivel de leta-
lidad de la cepa en cuestion.

5.2. Analisis Probit

Las multiples experiencias para correlacionar las diferentes dosis de un agente
con los porcentajes de mortalidad que producen, nos muestran que éstas no son
del tipo lineal simple. Teéricamente, la relacion entre dosis y porcentaje de morta-
lidad se establece por una linca sigmoidea extendida: es decir, la seccion de la
curva correspondiente a las dosis maximas y a las mortalidades méximas se
extiende a la derecha, provocando que la curva se muestre asimétrica. Un primer
intento de regularizar la curva se obtiene al transformar a logaritmos las dosis pro-
badas en el bioensayo. Si bien el resultado sigue siendo una curva sigmoidea, ésta
se hace simétrica en sus regiones asintéticas.
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Una curva sigmoidea simétrica también representa la respuesta acumulada de
una poblacion con distribucién normal. En otras palabras, la distribucion de morta-
lidad de una poblacion puede ahora representarse por el area acumulada conteni-
da en una campana o curva de Gausse, en donde el 50% del drea (la media) coin-
cide con el punto medio de la curva y con 0 (cero) unidades de desviacidn estan-
dar. Si equiparamos la mortalidad con el drea acumulativa de las desviaciones
estandar de una curva normal, entonces podemos representar aritméticamente a
los percentajes de mortalidad, lo cual significa que la curvatura causada por la dis-
tribucion de la mortalidad puede transformarse en una linea recta si a su vez se
transforman los porcentajes en unidades de desviaciones estandar. Con esta trans-
formacion, el 50% de mortalidad se convertiria en 0, por lo que las mortalidades
menores al 50% estarian representadas por unidades negativas.

Por esta razén, Bliss (1934) sugirié arbitrariamente “correr” la escala 5 unida-
des, de tal forma que el 0 (cero) correspondiera a 5, el 1 al 6, el -1al 4, y asi suce-
sivamente. Con esta modificacion, convenientemente se evita trabajar con nime-
ros negativos. Estas unidades son las llamadas unidades Probit, y al analisis de
regresion entre las dosis transformadas a logaritmos y los porcentajes de mortali-
dad transformados a unidades Probit, se le conoce como andlisis Probit, el cual
relaciona las variables mediante la técnica de maxima similitud por pruebas de bon-
dad de ajuste consecutivas, en vez de utilizar la técnica de minimos cuadrados,
propia de un analisis de regresion normal (FINNEY, 1952).

5.3. Estimadores Medios

El parametro mas importante resultante de un andlisis Probit es el estimador
medio, al cual se le conoce generalmente como Dosis Letal Media (DLgg) o sea la
dosis que tedricamente debe matar al 50% de la poblacién sometida a tratamien-
to. Sin embargo, una dosis representa una determinada cantidad del agente que se
evalla (ejemplo, nimero de poliedros o granulos) que es administrada por cual-
quier via a cada uno de los individuos (Huckes ¥ Woop, 1981). Esta es una técni-
ca muy utilizada en la cuantificacion de la eficiencia de cepas de baculovirus,
donde un velumen determinado de una suspensién del baculovirus o de dieta es
ingerido totalmente por cada individuo tratado, o bien un volumen preciso es inyec-
tado a cada individuo (ver mas adelante). La utilizacién de un inéeulo especifico se
refleja en la alta precision del analisis. Por otro lado, los individuos sometidos a tra-
tamiento también pueden exponerse a concentraciones de poliedros o granulos, ya
sea distribuidos en la superficie u homogeneizadas en las dietas (naturales o arti-
ficiales), las cuales consumen ad livitum, o bien las larvas son sumergidas a sus-
pensiones del virus (ver mas adelante), desconociendo, en todos eslos casos, la
cantidad especifica de indcule que ingiere cada individuo. En este tipo de ensayos,
el estimador medio no es una DLz, sino una ClLgy 0 Concentracién Letal Media.

Debido a que una de las principales desventajas de los baculovirus es su rela-
tivamente lento modo de accién, un estimador medio muy socorrido en la determi-
nacion de la eficiencia de las cepas de baculovirus es el TLgg o Tiempo Letal Medio.
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Este parametro es también de gran utilidad en la cuantificacion del efecto de bacu-
lovirus recombinantes, ya que el principal objetivo de éstas es la disminucion del
tiempo que una infeccion requiere para matar a su huésped. Para estimar este
pardmetro, en vez de dosis 0 concentraciones, las relaciones se establecen entre
la mortalidad y el tiempo transcurrido entre la administracion del patégeno y la
muerte del individuo(Marcus v Eaves, 2000).

Cuando se establece una relacion tiempo-mortalidad, la variable independiente
esta representada por el intervalo de tiempo utilizado en el bioensayo, mientras que
la variable dependiente la constituye el nimero acumulativo de insectos que muere
en cada intervalo de tiempo medido. Algunos autores consideran que para estimar
eficientemente este parametro, es importante excluir del andlisis a los insectos
sobrevivientes el finalizar el bicensayo, ya que se considera que éstos pudieron
estar fuera de la accion del patégeno o bien, presentar cierto grado de resistencia
hacia el mismo (FARRAR Y Rinaway, 1998). Debido a esto, exisien algunas incon-
sistencias al utilizar este pardmetro como estimador de virulencia, ya que las pobla-
ciones sobrevivientes podrian causar la subestimacion del parametro, al tomar en
consideracion toda la poblacion tratada y no sdlo la poblacién muerta.

Otro parametro que se utiliza coma estimador de virulencia en los baculovirus es
el tiempo medio de sobrevivencia o TSs,. Este pardmetro de virulencia podria consi-
derarse como la contraparte del TLsg, ya que aqui se cuantifica el numero de insec-
tos gue sobreviven (y no los que mueren) a la exposicion del baculovirus, en un inter-
valo de tiempo delerminado. No obstante, algunos autores consideran que la dife-
rencia de este parametro con respecto al del TLy, radica en que en los bioensayos
donde se estima el TSy, los insectos sélo se exponen al baculovirus al inicio del bio-
ensayo, y posteriormente se retiran a dietas libres del patdégeno durante el resto del
periodo de incubacion. Por lo tanto, éstos autores consideran que en la estimacion
del TLs, los insectos permanecen expuestos al patdgeno durante todo el periodo de
incubacion del tratamiento (HugHES et al., 1997). Independientemente de estos crite-
rios, al igual que en el caso del TLgp, las poblaciones sobrevivientes al bioensayo
también pueden afectar la relacion tiempo-sobreviviencia, ya que, de igual manera
que el anterior, subestimaria el parametro medio (FARRAR Y RinGway, 1998).

Otro estimador medio es la DE;, o Dosis Efectiva Media, el cual no mide la mor-
talidad sino algin efecto deletéreo (por ejemplo, la reduccién de fertilidad, decre-
mento de peso, desarrollo lente, etc.) causado por la infeccion; sin embargo, éste
practicamente no es utilizado para medir la eficiencia de las cepas de los baculovi-
rus.

5.4. Ejemplos de técnicas de bioensayo

Existe una gran diversidad de técnicas utilizadas en la cuantificacion del efecto
letal de los baculovirus. Algunas de ellas se basan en la contaminacién de la super-
ficle de la dieta, la integracion a la dieta de las diferentes diluciones del baculovi-
rus, el suministro oral directo al insecto (con sus distintas modalidades) o la inyec-
cion intrahemocélica de la dosis o concentracion viral por evaluar.

210



Capacidad insecticida de los baculovirus

Sin duda alguna, la forma mas rutinaria de los bioensayos con baculovirus se
basa en la contaminacion de la superficie de la dieta. En esta técnica se emplean
dos modalidades, en la primera los insectos tratados son expuestos a la dieta con-
taminada durante todo el periodo de evaluacion del bioensayo; en la segunda, los
insectos se exponen al vitus depositado en la superficie de la dieta sélo por algu-
nas horas, al inicic del bioensayo, para posteriormente transferirse a dieta no con-
taminada. Habitualmente, la contaminacién de la superficie de la dieta se efectia
mediante la adicién de una suspensidn viral previamente cuantificada, sobre reci-
pientes (cajas de Petri, vasos, etc.) que contengan la dieta artificial o natural de los
insectos (MiLks, 1997). Posteriormente se permite la evaporacién de la suspensién,
antes de colocar a los insectos bajo ensayo. Se pueden utilizar contenedores muil-
tiples o individuales, dependiendo de los habitos canibales del insecto. La cuantifi-
cacion de la mortalidad de los insectos tratados se efectua al final de un periodo
preestablecido de bicensayo, mediante el conteo de los individuos mueros ¢n los
contenedores inoculados con el virus, asi como en los testigos, a los cuales sdlo
se les suministra agua (lcNOFFo, 1965).

Cuando se utiliza esta metodologia, las concentraciones de los virus se expre-
san como la cantidad de unidades virales por unidad de superficie o de peso de la
dieta, cominmente expresado como poliedros (o granulos) por mm?, em2, gramo,
etc. de dieta natural o artificial (lcnoFFo, 1965). Las principales ventajas de esta
técnica se basan en su simplicidad y rapidez, ademas de que es muy similar al pro-
ceso natural de infeccion y que se pueden probar insectos practicamente de cual-
quier estadio larvario. No obstante, existen algunas limitaciones, como la variabili-
dad de la dosis ingerida por los insectos, ademas de la posible dispersion irregular
del virus en la superficie de la dieta (MiLks, 1997).

Otra de las técnicas empleadas en los bioensayos efectuados can baculovirus
s la incorporacion de la dosis viral en dieta arfificial. Es importante considerar la
temperatura de la mezcla, ya que debe estar suficientemente caliente para evitar
su gelificacion, pero suficientemente fria para evitar la inactivacion de los virus. Una
temperatura enfre 35 y 38°C seria la adecuada. Se pueden utilizar recipientes
grandes gue permitan probar un mayor nimero de insectos, o bien la dieta con el
virus incorporado se puede cortar en fragmentos mas pequefios, los cuales se pro-
porcionan como raciones individuales a los insectos.

El uso de esta metodologia ha permitido obtener resultados mas reproducibles
gue los obtenidos con la contaminacidon de la superficie de la dieta. Ademas, la
estandarizacion de las dimensiones de la superficie a probar es irrelevante, asi
como la homogeneidad de la dispersian sobre dicha superficie. También, este
metodo permite efectuar bioensayos con cualquier estadio larvario. Una de las limi-
tantes de este método es el mayor consumo de tiempo que ¢l de la contaminacion
de la superficie de la dieta (IcNnoFFO, 1964).

Una tercera metodologia de bioensayo se basa en el suministro directo del virus
al insecto. Esta técnica presenta varias modalidades, entre las que se encuentran
la inyeccion per os de la dosis, el método de alimentacidn por gotas para larvas de
estadios tardios, el método de alimentacidon por gotas para larvas necnatas, el
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metodo de inmersidn de huevecillos, el método de tratamiento superficial de larvas
y el método de inyeceidn intrahemocélica. Para el primer caso, s suministra una
dosis conocida del virus a través de la boca del insecto, con la ayuda de jeringas
modificadas o micropipetas. Esta técnica proporciona dates altamente reproduci-
bles, pero es muy tediosa (PascHkE et al., 1968).

Para el caso de la alimentacion por gotas en larvas de estadios tardios, las
dosis se colocan en vollimeneas pequenos (0,5-2 pl} que se ofrecen individualmen-
te a cada larva. Es conveniente suspender |a alimentacién a las larvas gue se van
a probar, 24 horas antes del bioensayo, para asegurar la ingestion del volumen
suministrado (KLen, 1978).

El suministro de gotas a larvas neonatas se basa en la sincronizacién previa de
la eclosion de las larvas. Las larvas recién eclosionadas son seleccionadas por su
vigor y se colocan en discos, los cuales han sido tratados con vaselina para evitar
el escape. En estos discos se colocan miltiples gotas de suspensiones virales, las
cuales se tifien previamente con algln colorante. Una vez que las larvas han inge-
rido una gota completa {manifestado por la coloracion del intestino de la larva),
estas se transfieren a dietas artificiales, hasta el término del bicensayo. Este méto-
do es allamente eficienle y reproducible, ya que se realiza un tratamiento sincroni-
zado de una cantidad considerable de larvas, con una dosis definida del virus
(HucHes ¥ Woon, 1981; Kunimi ¥ Fuxa, 19986).

Una de las dos ultimas variantes de alimentacion directa del virus aprovecha el
habito de algunos insectos de alimentarse del corion de sus huevecillos cuando
eclosionan. Los huevecillos son previamente sumergidos en una suspension de
virus a una cencentracion definida, se dejan secar y posteriormente se incuban
hasta la eclosion de las larvas, infectandose al ingerir €l corion contaminado. El
segunde métado es muy similar, ya que aprovecha el habito de algunas larvas de
alimentarse de su propia exuvia después de la muda. Para ello, un poco antes de
la muda, las larvas se sumergen en suspensiones del virus o se les baha con un
volumen determinado de la suspension, se dejan secar, y se colccan posterior-
mente en recipientes con dieta. Finalmente, el método de inyeccidn intrahemocéli-
ca, consiste en introducir una dosis conocida de una suspension viral, mediante
una inyeccién en el hemocele de larvas de estadios tardios. La utilidad de esie
método es muy limitada, ya que es muy tedioso, consume mucho tiempo y causa
dafos fisicos a los insectos. Ademds, solo puede utilizarse con viriones liberados
de los cuerpes de oclusion (ODV) o con viriones gemados presentes en la hemo-
linfa de los insectos (BY), lo que dificulta la cuantificacion de las dosis inyectadas.

5.5. Conirol de helerogeneidad

A pesar de que la variacion inherente entre los individuos bajo ensayo es la
causa principal de la variacion de los estimadores medios, |a estandarizacién de
las condiciones de bicensaye es fundamental para obtener resultados uniformes.
Es por eso que la comparacion de los resultados sdélo puede hacerse efectiva si
los bioensayos se desarrollan bajo las mismas condicione_s. Los siguientes son

212



Capacidad insecticida de los baculovirus

algunos de los principales factores que pueden influir sobre los resultados de un
bioensayo: la preparacion del material de prueba, su almacenamiento, el estadio
de desarrollo del insecto sobre el que se prueba, el tipo de dieta, el volumen de
la dieta, el recipiente de bioensayo, la técnica para integrar el material de prue-
ba a la dieta, el nimero de insectos por repeticion, el nimero de dosis probadas
¢n un bicensayo, el factor de dilucién entre las dosis, el tiempo de exposicion a
la preparacion del virus, si se manejan dosis o concentraciones, y los factores
fisicos ambientales (temperatura, humedad, fotoperiodo) (McLaugHLInG ef al.,
1984).

Tomando en cuenta las diversas fuentes de heterogeneidad que pueden influir
en la validez de un bioensayo, es recomendable que cuando se realizan bicen-
sayos con baculovirus, se consideren algunas caracteristicas importantes para
disminuir la variabilidad en los mismos. Es importante que se seleccionen ague-
llas larvas que logran adaptarse satisfactoriamente a la dieta, después de 24 hrs
de haber eclosionado, escogiendo las mas vigorosas y mejor desarrolladas. Se
debe tomar como unidad de cnsayo un niimero determinado de larvas por dosis
que muestre resultados consistentes: un minimo de 20 para poblaciones alta-
mente homogeneas, disponiéndose de un tesligo negativo en cada prueba para
estimar el porcentaje de mortalidad natural.

Para la preparacion de las dosis o concentraciones a probar, es importante
diluir los poliedros o granulos en soluciones diluidas de detergentes no idnicos
para disminuir la aglomeracion de los mismos. Asimismo, es recomendable que
se tenga un estricto control sabre la temperatura del cuarto de incubacion duran-
te el tiempo que se realice el bioensayo, con el fin de evitar cambios bruscos de
temperatura que interfieran con el efecto a medir.

Cuando se realizan bioensayos con baculovirus, es mas recomendable utili-
zar dietas semisintéticas que las dietas naturales, debido a que en las primeras
existe mayor homogeneidad que en las segundas. Ademas, los bioensayos efec-
tuados sobre dieta artificial pueden integrar el material de prueba durante su pre-
paracion o bien distribuirse homogéneamente sobre éstas, para luego ser incu-
bados en el cuarto de cria durante el tiempo de exposicion.

Una vez analizados los resultados de los bioensayos, es posible determinar el
grado de variacion de los datos y su aceptabilidad. Existen diversos pardmetros
que indican la validez los resultados, por ejemplo: a) la mortalidad natural en los
individuos testigo debe ser igual o menor al 10%; b) el valor de la 2, en un bio-
ensayo de 6 dosis, debe ser menor o igual a 5; ¢) de una serie de 6 dosis pro-
badas, el valor de la Clg, estimada debe estar contenido entre la segunda y la
cuarla dosis; d) por lo menos 4 de un total de 6 dosis probadas deben causar una
mortalidad de entre 10 y 90%; e) el valor de la pendiente de la linea de regresién
debe estar entre 1.5 y 6; f) el cociente entre el limite fiducial mayor y el menor
(p= 0.85) de la Clgy debe ser menor o igual a 2; g) deben realizarse por lo
menos 3 repeticiones validas, por separado; y h) el coeliciente de variacién de la
Clgg media (estimada a partir de las repeticiones) debe ser igual o menor a 20%
(IsARRA ¥ FEDERICI, 1987).
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6. Validacién de la capacidad insecticida
6.1. Evaluacion en el invernadero

Una vez que se ha probado la efectividad de una cepa de baculovirus bajo las
condiciones controladas del laboratorio y con los andlisis estadisticos més estric-
tos, sera necesario validar su efectividad bajo las condiciones menos controladas
pero mas similares a las que estara sujeta en su utilizacion como bioinsecticida. De
ahi que el siguiente paso en la validacion de una cepa de baculovirus como agen-
te de control sea el ensayo de su efectividad en el campo. En algunos casos, cuan-
do se requiere de mayor precision sobre las dosis a probar en el campo, o la efec-
tividad de la cepa es dudosa, o la experimentacion en el campo es costosa, etc.,
cs recomendable realizar prusbas de efectividad bajo condiciones de invernadero.
De esla forma se podran afinar las condiciones en las que se probaran posterior-
mente en el campo o, inclusive, se podria determinar la ineficiencia de la cepa eva-
luada, por presentar datos negativos.

Las pruebas de invernadero normalmente se realizan con plantas cultivadas en
‘camas” o macetas, con el nimero de repeticiones y la uniformidad estadistica-
mente requeridos para cada tratamiento. Los tratamientos experimentales mas fre-
cuentemente probados bajo condiciones de invernadero son las diferentes dosis
que podrian ser utilizadas bajo condiciones de campo, pero también se pueden
probar diferentes coadyuvantes en la mezcla de aspersion, o diferentes tipos de
aplicacion, o los volimenes del bioinsecticida requeridos para cada estado fenols-
gico de la planta, o los residuos de la aplicacion, etc. Normalmente, las plantas son
infestadas artificialmente con la plaga, con un niimero de individuos similar o mayor
al que habitualmente estan sujetas en condiciones naturales. El andlisis estadisti-
co de los resultados es similar al utilizado en las pruebas de campo (ver mas ade-
lante).

6.2. Evaluacion en el campo

La evaluacion de un producto a base de una cepa de baculovirus bajo condi-
cicnes de campo, al igual gue las evaluaciones en el laboratorio, son muy simila-
res a las técnicas utilizadas para evaluar la eficiencia de los insecticidas quimicos.
Las diferencias entre estas evaluaciones y las llevadas a cabo en el laboratorio son
evidentes: 1) casi un nulo control de las condiciones ambientales del experimento;
2) mayor variabilidad de los individuos sujetos al experimento; 3) menor contral de
los factores bidticos que inciden sobre las plagas; 4) diferentes pardmetros para
medir la efectividad del insecticida; 5) diferencia en las técnicas estadisticas para
analizar los datos experimentales; entre otras.

Las evaluaciones bajo condiciones de campo pueden llevarse a cabo en lotes
pequefios del cultivo, cuando se trata de pruebas preliminares o se requiere llevar
a cabo un control mas eficiente de las condiciones del experimento. Por otro lado,
cuando se pretende la validacion de un producto de insecticida, se requieren de
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areas mas extensas de prueba. En estos casos es recomendable aplicar el pro-
ducto a superficies mayores a una hectdrea, con el objeto de equipararlo a las con-
diciones comerciales reales. Normalmente, ambos tipos de experimentos requieren
de una planificacién adecuada, donde es necesario determinar con anticipacidn el
tamano de la parcela experimental, el tamafo de muestra mas representativo de la
plaga y la época del afio mas apropiada para el experimento.

Es necesario emplear las condiciones agronomicas reales del cultivo. En
muchos casos, la unidad de parcela puede definirse como un nimero determinado
de surcos (3-6), flanqueados por 2-3 surcos entre parcelas. La longitud de las par-
celas experimentales puede variar, principaimente debido a la disponibilidad de
terreno y del tamano de las plantas individuales. Las unidades de muestra también
varfan con respecto al cultivo y a la plaga. La unidad mas utilizada en las crucife-
ras es la planta completa (IBaRRA ¥ AGUILAR, 1993), donde se cuantifican las larvas
sobrevivientes. Debido a que el efecto insecticida de los productos a base de bacu-
lovirus varia significativamente entre los diferentes estadios del desarrollo larvario,
es recomendable que las larvas sean clasificadas en tamafios (ejemplo, pequenas
y grandes, o pequefias, medianas y grandes), con el objeto de analizar con mayor
precision el efecto insecticida.

La comparacion del efecto entre los diferentes tratamientos (diferentes produc-
los y/o diferentes dosis) con respecto tanto al testigo como al agente de control
estdndar, se realiza a través de andlisis estadistico. En este caso, normalmente se
efectia un analisis de varianza entre las repeticiones de los diferentes tratamien-
tos. Debido a que un experimente de campo normalmente presenta gran variabili-
dad entre las parcelas, es recomendable utilizar el mayor nimero de repeticiones
posible (un minimo de 5). Aln asi, el Coeficiente de Variacion entre las repeticio-
nes de un tratamiento normalmente es elevado (comparado con los ensayos de
laboratorio), por lo que un valor de 40% es aceptable. Una vez establecida la dife-
rencia significativa enire las varianzas de los tratamientos, se debe realizar una
prueba multiple de medias (DMS, Tukey's, etc.), con el objeto de establecer las
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos, y de esta forma infe-
rir la aplicabilidad del producto probado.

Por otro lado, debido a que la infeccion de los baculovirus es per 0s, la aplica-
cion de bicinsecticidas a base de éstos debe tener una cobertura amplia y com-
pleta, con el objeto de aumentar la pasibilidad de infeccion de los individuos sus-
ceptibles. Para ello, es indispensable no sélo seguir las recomendaciones pro-
puestas para la aplicacion de insecticidas quimicos, sino paner especial atencion a
la calibracion de las boquillas, que asegure una buena cobertura del producto. Por
otro lado, es importante que las aplicaciones se lleven a cabo durante las horas de
menor incidencia del sol, ya que el peor “enemigo” de los baculovirus en el campo
son los rayos U.V. del sol. De ahi la recomendacion de afiadir (ya sea durante la
formulacion o coma aditivo de aplicacion) algun protector U.V.

Es recomendable efectuar un muestreo de las larvas presentes en el campo, a
diferentes periodos posteriores a la aplicacién de un biocinsecticida viral. Esto
puede propercionar informacion valiosa con respecto a la tasa de infeccion de los
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insectos tratados y también del posible impacto de otros agentes causantes de
mortalidad, tales como parasitoides y depredadores que atacan a los insectos
infectados.

En lo que respecta a las medidas de seguridad que se deben tomar durante y
después de la aplicacion, éstas son las que se utilizan narmalmente cuando se apli-
can insecticidas microbianos, ya que los baculovirus poseen una alto grado de
especificidad y no existe la posibilidad de infeccion hacia el hombre u otros verte-
brados. Sin embargo, no se debe excluir la posibilidad de alguna reaccién alérgica
o de efectos secundarios de los componentes inertes utilizados en la formulacion.

7. Determinacidn del espectro de huéspedes

Los baculovirus se han aislado tnicamente de artropodas, y en su mayoria a par-
tir de insectos (Tabla 1). No existe evidencia de la presencia de estos agentes virales
en plantas o animales vertebrados. Martignoni e Iwai en los afios 70 publicaron una
lista de 337 baculovirus aislados de insectos, de los cuales 280 se aislaron tnica-
mente del orden Lepiddptera y el resto de los drdenes Hymenoptera, Coleoptera,
Diptera, Neuraptera, QOrthoptera y Trichoptera (FAULKNER, 1981). Mas recientemente
se han dado a conocer mas de 600 especies de insectos que han sido infectadas por
baculovirus (VLAK, 1992). Los baculovirus también se han encontrado en otros inver-
tebrades distintos a los insectos, como es el caso de ocho baculovirus descritos en
camarones peneidos del Golfo de México, Hawaii, Japdn y América del Sur (CoucH,
1991), asi como algunas especies de cangrejos y aracnidos.

De acuerdo a las evidencias acumuladas, existe una opinién generalizada de que
las diferentes “especies” de baculovirus presentan un espectro de huéspedes muy
restringido, encontrandose ejemplos de cepas especificas de una especie. Sin
embargo, se han descrito casos de transmision cruzada entre especies de diferentes
familias de insectos, como el virus de Bombyx mori que infecta también a Galleria
meilonella (STAIRS, 1991). Asimismo, existen casos excepcionales como los NPV de
Autographa cafifornica y de Anagrapha falcifera, que en forma natural presentan un
espectro de huéspedes muy amplio, describiéndose infecciones (con muy diversos
niveles de virulencia) en mas de 30 especies de lepidopteros, pertenecientes a mas
de 10 familias (GRONER, 1986; HOSTETTER ¥ PUTTLER, 1991). La transmision cruzada
entre especies de diferentes 6rdenes de insectos nunca ha sido observada. Por otro
lado, se ha demostrade que la especificidad de un baculovirus es menaor a nivel de la
infeccion de células de insectos cultivadas in vitro (VAL et al, 1973; McINTOSCH,
1991).

El espectro de huéspedes de cualquier virus es determinado por su habilidad para
penetrar en las células y tejidos de uno o mas huéspedes, replicarse en ellas y pro-
ducir una nueva progenie viral infecciosa. Si bien en los baculovirus se ha sugerido
que los peplomeros estan constituidos de proteinas de reconocimiento especifico
hacia las c€lulas susceptibles, también se ha logrado introducir la particula viral del
nucleopoliedrovirus de Aufograpaha californica (AcMNPV) en células no permisivas,
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Tabla 1. Espectro de Huéspeades de los Baculovirus.

PHYLUM CLASE | ORDEN
Arthropeda Insecta | Lepidoptera

| Diptera

. Coleoptera

' Hymenoptera
Homoptera
Thysanura
Orthoptera
Trichoptera

Neuroptera

Isoptera

Arachnida Araneae
Acarina
Crustacea Decapoda

tanto de otros insectos (MoRris ¥ MILLER, 1993) como de mamiferos (Bovce v BUCHER,
1996) (ver Capitulo 1 y 2). De esta forma se han podido expresar genes marcadores
sOlo bajo la regulacion de promotores tempranos de baculovirus en células no per-
misivas de insectos (Morris ¥ MILLER, 1992). Mas aun, se han logrado expresar
genes reporteros de baculovirus, bajo la influencia de promotores de mamiferos,
fanto en hepatecitos de ratas como de humanas (Bovce ¥ BucHer, 1996). Sin embar-
go, a pesar de que esto implica que los baculovirus pueden penetrar en células no
sdélo de insectos, sino también de mamiferos, y que algunos genes, bajo el control de
promotores virales tempranos o celulares pueden expresarse, las etapas posteriores
del ciclo viral estan restringidas a la o a las lineas celulares derivadas de sus hospe-
deros naturales.

La expansion del espectro de huéspedes en los baculovirus puede obtenerse
mediante la recombinacidn de especies diferentes en lineas celulares. En los estu-
dios realizados por Kondo y Maeda (1991) se logro aislar una cepa de baculovirus
con una espectro de huéspedes mas amplic al recombinar al AcMNPV con el
BmNPV. Adicionalmente, se han identificado diversos genes que afectan el espectro
de huéspedes de los baculovirus. Dentro de estos se encuentra el gen p143, que
codifica para una helicasa, el cual es esencial para la replicacién del DNA viral (Lu ¥
CarTENS, 1991). Por otro lado, el gen lef-7 participa estimulando la replicacion del
DNA viral, mientras que el Arf-1 es un gen que impide la suspension de la sintesis
global de proteinas. A éste Ultimo se le ha relacionado con la expansién del espectro
de huéspedes del AcMNPV, debido a que la presencia de dicho gen permite la repli-
cacion de este virus en lineas celulares no permisivas (THIEM et al., 1996).
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8. Evaluacion de bioseguridad

En los dltimos 40 afios se han registrado un total de 26 especies diferentes de
baculovirus ensayados en pruebas de bioseguridad scbre vertebrados, como ratas,
ratones, perros, cobayos, monos y humanos. En las diferentes pruebas, los bacu-
lovirus fueron suministrados bajo diferentes rutas de infeccidn, incluyendo la admi-
nistracién oral, inyecciones intravenosas, intracerebrales e intramusculares, y apli-
caciones topicas. En todos los casos probados, no se encontré ningln indicio de
toxicidad, respuestas alérgicas o evidencias de patogenicidad provocadas por los
baculovirus. Las pruebas realizadas se efectuaron con dosis gue iban desde 10
hasta 100 veces las dosis que se aplican en un acre de cultivo tratado con baculo-
virus, y en ningdn caso se detectd algln efecto deletéreo provocado por los bacu-
lovirus (BurGEes ef al., 1980; DoLLER, 1985).

En estudios realizados con el baculovirus simple de Helicoverpa zea (HzZSNPV),
se determind que |a inoculacidn oral de ratas con este virus no presenté mortalidad
relacionada con la infeccion viral, durante un periode de 2 ahos. Asimismo, no se
observd diferencia significativa entre la incidencia de neoplasias presente en las
ratas tratadas cen baculovirus y los individuos control (BarnEs et al, 1970). En
estas pruebas se utilizaron dosis virales equivalentes a aquellas que se emplean
para asperjar 100 acres de cultivo. Asimismo, ratones y cobayos tratados con el
HzSNPV mediante inhalacién, alimentacion oral, o inyecciones intradérmicas, intra-
peritoneales © intracerebrales, permanecieron sanos después de l0s tratamientos.

Adicionalmente, se han realizado pruebas de bioseguridad sobre humanos
tanto con evidencias directas como indirectas. En un estudio realizadc con €l
HzSNPV, se administraron 6x10° poliedros por via oral individualmente a 10 hom-
bres y 10 mujeres por un periodo de cinco dias, sin encontrarse ningun efecto dele-
téreo posterior (HEIMPEL ¥ BucHanan, 1967). Asimismao, seis personas expuestas al
proceso de produccion del HzSNPV, durante un lapso de 26 meses, no presenta-
ron ningln efecto deletéreo al términc de este periodo. Cuando se tomaron mues-
tras de sangre de estas personas, no se detects infeccion por baculovirus, ni la pre-
sencia de antigenos o anticuerpos virales (HUANG ¥ SHAPIRO, 1977).

Uno de los aspectos mas relevantes en el grado de bioseguridad de los bacu-
lovirus, se relaciona con el establecimiento de una cepa de baculovirus en el medio
ambiente. Es sabido que los baculovirus pueden persistir en el suelo por muchos
afos, en areas cublertas o protegidas (HUBer, 1986). No obstante, esta persisten-
cia no ha causado efectos deletéreos en el medio ambiente, en las areas tratadas
con cepas silvestres de baculovirus. Sin embargo, con el surgimiento de los hacu-
lovirus mejorados geneticamente, se plantean situaciones en donde es necesario
evaluar la persistencia de estos virus, que partan genes heterdlogos, en el medio.

Como en el caso de las cepas virales silvestres, es altamente probable que la
persistencia de los baculovirus mejorados genéticamente no causen ningln efecto
negativo en el medio ambiente. Mas aun, de acuerdo a datos de laboratorio, es
poco factible que el virus modificado reemplace en el medic ambiente, a la cepa sil-
vestre. En estudios realizados con un YPNAc recombinante que presenta una esci-
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sion en el gen egt, se ha estimado que este virus reduce el TLgg entre 1 y 2 dias,
en los ingectos infectados. Esto trae como consecuencia que se disminuya en un
20% el numero de poliedros producidos por las larvas infectadas (O'RewLLy v
MiLLER, 1991), disminuyendo la probabilidad de gue el virus recombinante llegue a
desplazar a la cepa silvestre de la poblacion.

También se han sefectuado diversas pruebas de bioseguridad en especies de
invertebrados gue no son objeto del tratamiento con baculovirus. En un estudio rea-
lizado con el AcCMNPV que expresa el gen de la neuratoxina aislada del escorpion
Androctonus australls, se suministraron como alimento larvas de Spodoptera frugi-
perda infectadas con el virus recombinante, a la avispa depredadora Polistes metri-
cus. En ninglin caso se observé efecto adverso alguno en fecundidad, desarrollo o
comportamiento, en las avispas tratadas (McNitT et al, 1995). Asimismo, larvas
infectadas con el recombinante se hicieron parasitar con la avispa parasitica
Micreoplitis croceipes, encontrandose una disminucién en el tamafio de los adultos
que emergieron de las larvas infectadas. No obstante, esta disminucion en tamarno
no provoco un incremento en la mortalidad de las avispas, y los adultos emergen-
tes pudieron aparearse y parasitar a una nueva generacion de insectos huéspedes
(McCuTCHEN ef al., 1996). Adicionalmente, en evaluaciones de campo, se observé
el efecto de este mismo recombinante sobre otras artrépodos diferentes al hués-
ped original; sin embargo, la densidad poblacional de 18 diferentes artrépodos
(entre los que se incluian insectos no lepidopteras y algunas arafias), no se vieron
afectadas después de efectuarse aplicaciones semanales con dosis de 2 x 1072
OBs/ha (TReacy et al., 1997).

9. Evaluacion de los baculovirus recombinantes

Las primeras pruebas de campo con baculovirus recombinantes se efectuaron
en 1986 en Inglaterra, mediante la liberaciéon de un AcMNPVY cuyo genoma se
modificd mediante una delecion de 80 pb en la secuencia del gen de la poliedrina,
obteniéndose en consecuencia un virus no incluido (BisHor, 1986; Woop Y
GRANADOS, 1991). En afios posteriores se realizaron pruebas de campo adiciona-
les con baculovirus modificados genéticamente, donde la maycria de ellos sdlo
presentaban pequefias modificaciones en sus genomas (generalmente deleciones
de fragmentos aspecificos)(BisHop ef al., 1988).

Nuevamente en Inglaterra, pero va en 1994, se desarrolld uno de los primeros
estudios de evaluacidn en campo de un baculovirus recambinante con un gen hete-
rologo integrado a su genoma (Cory et al., 1994). Este virus recombinante era el
AcST3, una cepa de AcMNPV que poseia la secuencia de la toxina AaHIT
(STEwaRT et al., 1991) . Este experimento demostrd que el virus recombinante redu-
cia considerablemente el dafio causado por el insecto plaga en el cultivo probado,
pero desato una polémica en cuestion de bioseguridad.

De acuerdo a las normas que existen en diversos paises, la liberacién de un
virus recombinante sigue una serie de etapas, en donde se debe tomar en consi-
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deracion la evaluacidn del impacto del virus liberado y los datos de eficiencia del
virus. Primeramente, se debe iniciar la evaluacion del impacto del virus recombi-
nante liberado en areas pequefas (jaulas de campo), para posteriormente evaluar
su efecto en areas mds extensas. Estas pruebas son esenciales para que se pueda
permitir el registro del insecticida viral, en primer instancia, y su liberacion comer-
cial, en segunda instancia.

Por otro lado, como se indicé anteriormente, se ha demostrado experimen-
talmente que los virus recombinantes se producen en mencres cantidades en los
insectos infectados, cuando esta produccion se compara con la obtenida con las
cepas virales silvestres. En estudios previos se ha demostrado que el ACMNPY sil-
vestre se produce de 1.25 a 2.42 veces mas que el recombinante con el gen del
AaHIT (lanorFrFa ¥ Garcia, 1996). Ademas, datos de este tipo se podrian considerar
como un importante pardmetrc para evaluar la capacidad de permanencia en el
medic ambiente de un virus recombinante, en comparacion con la cepa parental sil-
vestre.

Durante la liberacién de un baculovirus recombinante, se efectian prughas de
campo en lotes pequenos, los cuales son rodeados por barreras fisicas que limitan
la dispersién del virus hacia el medio ambiente. Con esto se logra evaluar la efec-
tividad del virus liberado, evitando los posibles riesgos de dispersién (Cory et al.,
1994). El escalamiento posterior hacia dreas mayores permite efectuar una esti-
macion mas certera de la eficiencia del virus recombinante probado, asi como eva-
luar mas concluyentemente el posible efecto sobre organismos que no san objeto
del tratamiento. La expansion del area probada permite obtener datos agronémicos
mas precisos, debido a que se pueden utilizar mas variables que determinen la
eficiencia insecticida del recombinante.

Las caracteristicas principales que se deben evaluar en las cepas virales
recombinantes son aquellas relacionadas con la madificacion del espectro de hués-
pedes, las consecuencias de los efectos subletales, la identidad genética y la toxi-
cidad del producto del gen heterdlogo, principalmente como un nuevo factor de las
cadenas alimenticias. La decision de liberar un producto viral recombinante depen-
de de la evaluacién de la mayor diversidad de posibles riesgos, debido a que exis-
ten numerosos factores econdmicos, politicos, sociales y cientificos que influyen en
la aceptacion o rechazo del producto probado.
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