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1. Introducción 

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 características de patogenicidad y virulencia pro­ 
pias de muchos baculovirus, hacen de ellos importantes agentes de control 
(potenciales y validados) contra muchas plagas de importancia económica. 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 producción, como en 
su lento efecto y su persistencia en el campo. 

En el presente capítulo se discuten las diferentes características biológicas 
que los baculovirus presentan como agentes de control, así como las técnicas 
para validar su uso y su potencialidad en el manejo integrado de plagas. 

2. Caracterísiticas deseables de un bioinsecticida 

El éxito de los baculovirus como agentes de control de plagas depende de sus 
características intrínsecas. Dichas características les confieren propiedades an­ 
tropocéntricamente útiles, que permiten su uso como agentes de control. La uti­ 
lidad de los entomopatógenos, en general, como agentes de control microbiano 
de plagas, en forma de bioinsecticidas, depende su efectividad y facilidad de 
manejo. Cuantas más características deseables confluyan en un entomopatóge­ 
no dado, mayor será su éxito. Dentro de las características deseables en cual­ 
quier bioinsecticida, destacan las siguientes: a) alta virulencia, que cause infec­ 
ciones agudas en su huésped; b) alta capacidad para transmitirse; e) elevada 
persistencia en el campo; d) capacidad para producirse masivamente en forma 
eficiente y económica; e) espectro de huéspedes limitado; f) alto grado de biose­ 
guridad, tanto hacia el medio ambiente como hacia el hombre y los animales 
domésticos y silvestres; g) larga vida de anaquel; h) capacidad para aplicarse en 
el campo con equipo convencional; i) susceptible de ser mejorado por ingeniería 
genética; entre otras. 

Cabe hacer mención que estas características se aplican, en su mayoría, a 
aquellos entomopatógenos que se desarrollen como bioinsecticidas de tipo inun­ 
dativo, ya que los utilizados con la técnica "inoculativa" del control biológico clá­ 
sico, sería deseable que presentaran, primordialmente, las tres primeras carac­ 
terísticas, además de las siguientes: a) una amplia adaptabilidad a diversos 
ambientes; b) una alta capacidad para provocar epizootias naturales y e) consti­ 
tuirse en el factor clave que regula las fluctuaciones poblacionales de la plaga. 
Los baculovirus comparten muchas de estas características deseables, que los 
colocan dentro de los entomopatógenos con mayor potencialidad como agentes 
de control; sin embargo, también poseen algunas características que limitan su 
uso. 
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3. Ventajas y limitaciones de los baculovirus 

El éxito o fracaso de los baculovirus como agentes de control microbiano de 
plagas se basa en las ventajas y desventajas que éstos presentan. Dentro de las 
primeras destaca el hecho de que los miembros de la familia Baculoviridae sólo 
se han encontrado infectando a organismos del phylum Arthropoda, mayoritaria­ 
mente a los de la clase lnsecta (GRóNER, 1986). Ninguna otra familia de virus 
entomopatógenos presenta esta característica, lo que permite desarrollarlos con 
un menor número de restricciones de bioseguridad. 

Adicionalmente, al igual que muchos otros virus, la gran mayoría de las cepas 
de los baculovirus presentan un reducido espectro de huéspedes. Esta cualidad 
implica que las diversas cepas de baculovirus pueden utilizarse como bioinsecti­ 
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 práctico y comercial, la alta especificidad de la 
mayoría de las cepas de baculovirus también podría constituir una desventaja, ya 
que el mercado de cada cepa es muy estrecho, por lo que el atractivo de desa­ 
rrollo industrial se reduce, principalmente, a aquellas especies de plagas de gran 
importancia económica (YEARIAN v 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 la hojarasca), lo cual 
constituye la fuente de inóculo para generaciones subsiguientes de la plaga. Esta 
persistencia en el medio ambiente permite prolongar el efecto de una aplicación 
o el establecimiento del baculovirus como factor regulador de las poblaciones del 
insecto huésped. Este último fenómeno se presenta cuando el baculovirus pro­ 
voca epizootias naturales y es un factor dependiente de la densidad poblacional 
de su huésped (KALMAKOFF Y CRAWFORD, 1982). No obstante, a pesar de la per­ 
sistencia de los inóculos en el ambiente, después de una aspersión de baculovi­ 
rus en el campo quedan muy pocos residuos. Uno de los factores naturales más 
importantes que limitan los residuos de los baculovirus en los agroecosistemas 
son los rayos ultravioleta del sol, de ahí que sea crucial la apropiada formulación 
de los baculovirus, cuando se utilizan como bioinsecticidas. 

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 fenómeno, se sabe que depende de la duración de la presión de selec­ 
ción, así como de la variación genética del huésped (KAOMINI v Housu, 1988). 
Más que desarrollo de resistencia, se ha descrito principalmente una variación 
intraespecífica de la susceptibilidad de los huéspedes a la infección con baculo­ 
virus, como en el caso del gusano de seda Bombyx morí infectado con su nucle­ 
opoliedrovirus (NPV), la mariposa blanca de la col Pieris brassicae infectada con 
granulovirus (GV)(BRIESE v PooGWAITE, 1985), y 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 podrían deberse a la manipulación de las cepas en el labora­ 
torio. 

lnteresantemente, 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 mostró los mismos niveles de susceptibilidad de la 
primera (KAOMINI v Reusa, 1988). Sin embargo, resultados de investigación 
recientes indican que la posibilidad de desarrollo de resistencia por parte de sus 
huéspedes es posible (ver Capítulo 12). Hasta la fecha, los insectos resistentes 
a los insecticidas químicos no han presentado resistencia cruzada con los bacu­ 
lovirus (HUBER, 1986; ROBERTS et al., 1991 ). 

Además de las características mencionadas anteriormente, los baculovirus tam­ 
bién causan epizootias (naturales o inducidas) en las poblaciones de los insectos, 
las cuales en ocasiones ll�gán a regular en forma natural sus poblaciones. Esta 
característica ha sido ampliamente aprovechada en algunos programas de control 
biológico de plagas, mediante la inducción de epizootias artificiales (HuBER, 1986). 
Las epizootias causadas por los baculovirus se han utilizado eficazmente en el con­ 
trol de diversas plagas forestales como la palomilla gitana Lymantria dispar, en los 
bosques de Estados Unidos y Canadá (Capítulo 11 ), así como también en planta­ 
ciones de palma de coco que han sido protegidas del escarabajo de la palma 
Oryctes rhinoceros, mediante la aplicación 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 biológico de plagas. Una de las principales limitaciones se 
presenta en los procesos de producción. 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 Capítulo 9). Esto propicia que los costos de producción aumenten sig­ 
nificativamente, principalmente a causa de la mano de obra intensiva que se 
requiere (SHAPIRO, 1986). Sin embargo, esta limitación podría ser menos onerosa 
en los países en vías de desarrollo, donde se ha llegado incluso a emplear la colec­ 
ta de larvas enfermas en el campo, para su subsecuente aspersión. Además, el 
desarrollo de sistemas de producción in vivo que mejoran la relación costo­benefi­ 
cio, implementados por compañías comerciales como Crop Genetics lnternational 
y AgriVirion, ha repercutido en la disminución del costo de producción de los bacu­ 
lovirus (Wooo, 1996). 

Por otro lado, las técnicas de producción en cultivos in vitro de células de insec­ 
to, aún no han logrado disminuir los costos de producción generados por los 
medios de cultivos utilizados para el crecimiento de las líneas celulares (MURHAMER, 
1996). A pesar de que existen más de 200 líneas celulares establecidas a partir de 
más de 70 especies de insectos (GRANADOS et al., 1987), todas ellas requieren de 
costosos medios artificiales y condiciones especiales de cultivo. Adicionalmente, el 
escalamiento de los volúmenes de producción aún está limitado a 50 lt, lo que res­ 
tringe significativamente su producción a nivel industrial. Afortunadamente, el dise­ 
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ño de nuevos bioreactores y la obtención de medios de cultivos libres de suero per­ 
mite prever que estas limitantes serán superadas eventualmente (ver Capítulo 8). 

A pesar de las desventajas ya mencionadas, sin duda alguna la limitación que 
más ha influido en el empleo de los baculovirus como bioinsecticidas la constituye 
su lento modo de acción. Un insecto infectado puede promediar hasta 7 días en 
morir, dentro de un intervalo que va de 5 a 15 días, dependiendo del insecto y la 
cepa viral (Wooo Y GRANADOS, 1991 ). Durante el proceso de infección, el insecto 
continúa su alimentación y, por ende, el daño al cultivo. Esto restringe el desarro­ 
llo sólo a aquellos baculovirus que posean un alto grado de virulencia y/o que ata­ 
quen a plagas de alta importancia económica. Sin embargo, el reciente avance en 
la biología molecular de los baculovirus ha propiciado la obtención de cepas recom­ 
binantes con mayores niveles de virulencia, al introducir a su genoma, genes que 
expresan factores que aumentan su virulencia (BoNNING Y HAMMOCK, 1992) (ver 
Capítulo 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 básicos, sujetos frecuentemente a confusión: la pato­ 
genicidad y la virulencia. Primeramente, es importante hacer notar que las defini­ 
ciones de las que son objeto los fenómenos naturales, si bien nos ayudan a enten­ 
der y comunicar la idea de un concepto, en muchas ocasiones causan confusión 
por su antropocentrismo, principalmente cuando nos aferramos a discriminar fenó­ 
menos dentro o fuera de un término dado, sin percatarnos que los límites 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 patógeno; mientras que la virulencia se define como el 
grado de patogenicidad o de daño fisiológico que una cepa o especie de patógeno 
causa a su huésped (STEINHAUS v MARTIGNONI, 1970). 

De esta forma, los NPV que infectan a insectos no lepidópteros u otros artrópo­ 
dos, poseen alta patogenicidad pero baja virulencia, ya que en su mayoría son 
monoorganotrópicos; mientras que los NPV que atacan a los lepidópteros y los GV 
del grupo 11 (por ejemplo, el granulovirus de Cydía pomonella, CpGV) poseen alta 
patogenicidad y alta virulencia, ya que causan una daño total al individuo infecta­ 
do, principalmente debido a su capacidad poliorganotrópica. De ahí que el princi­ 
pal objetivo de desarrollar virus recombinantes que expresen toxinas heterólogas, 
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 semántica, a costa del entendimiento de los fenómenos 
biológicos. 

207 



Los baculovirus y sus aplicaciones como bioinsecticidas en el control biológico de plagas 

La patogenicidad y la virulencia son conceptos estrechamente ligados, ya que 
forman parte de un mismo fenómeno biológico. De ahí que, a pesar de que la pato­ 
genicidad se considera una característica cualitativa de un patógeno, y la virulen­ 
cia es una característica cuantitativa, es difícil separar tajantemente ambos con­ 
ceptos dentro de un fenómeno patológico completo. 

5. Medición de la capacidad insecticida en el laboratorio 

5. 1. El bioensayo 

El bioensayo se puede definir como cualquier método que mida alguna propie­ 
dad de un agente, en términos de respuesta biológica._ Es decir, el bioensayo toma 
a los organismos vivos como aparatos de medición, y establece el parámetro bio­ 
lógico que utilizará (mortalidad, longevidad, fertilidad, crecimiento, atracción, etc.) 
para relacionar el fenómeno causal con el efecto sobre el organismo. En patología, 
el fenómeno causal es siempre un patógeno y el efecto normalmente se mide en 
términos de mortalidad o de algún otro daño fisiológico. 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 químico. 

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 (o concentraciones) del baculovirus que se requiere evaluar. Dichas dosis o 
concentraciones se cuantifican normalmente con la ayuda de hematocitómetros, en 
los cuales se realiza un conteo de los poliedros o gránulos presentes en una solu­ 
ción madre, a partir de la cual se efectuarán las distintas diluciones en soluciones 
acuosas con detergentes, que corresponden a cada dosis o concentración. Esta 
serie de dosis deberá correlacionarse con la mortalidad causada por cada una de 
ellas, de tal forma que se pueda establecer una ecuación de regresión que estime 
la relación entre las dos variables, y consecuentemente determinar el nivel de leta­ 
lidad de la cepa en cuestión. 

5.2. Análisis Probit 

Las múltiples 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. Teóricamente, la relación entre dosis y porcentaje de morta­ 
lidad se establece por una línea sigmoidea extendida; es decir, la sección de la 
curva correspondiente a las dosis máximas y a las mortalidades máximas 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 asintóticas. 
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Una curva sigmoidea simétrica también representa la respuesta acumulada de 
una población con distribución normal. En otras palabras, la distribución de morta­ 
lidad de una población puede ahora representarse por el área acumulada conteni­ 
da en una campana o curva de Gausse, en donde el 50% del área (la media) coin­ 
cide con el punto medio de la curva y con O (cero) unidades de desviación están­ 
dar. Si equiparamos la mortalidad con el área acumulativa de las desviaciones 
estándar de una curva normal, entonces podemos representar aritméticamente a 
los porcentajes de mortalidad, lo cual significa que la curvatura causada por la dis­ 
tribución de la mortalidad puede transformarse en una línea recta si a su vez se 
transforman los porcentajes en unidades de desviaciones estándar. Con esta trans­ 
formación, el 50% de mortalidad se convertiría en O, por lo que las mortalidades 
menores al 50% estarían representadas por unidades negativas. 

Por esta razón, Bliss (1934) sugirió arbitrariamente "correr" la escala 5 unida­ 
des, de tal forma que el O (cero) correspondiera a 5, el 1 al 6, el ­1 al 4, y así suce­ 
sivamente. Con esta modificación, convenientemente se evita trabajar con núme­ 
ros negativos. Estas unidades son las llamadas unidades Probit, y al análisis de 
regresión entre las dosis transformadas a logaritmos y los porcentajes de mortali­ 
dad transformados a unidades Probit, se le conoce como análisis Probit, el cual 
relaciona las variables mediante la técnica de máxima similitud por pruebas de bon­ 
dad de ajuste consecutivas, en vez de utilizar la técnica de mínimos cuadrados, 
propia de un análisis de regresión normal (FINNEY, 1952). 

5.3. Estimadores Medios 

El parámetro más importante resultante de un análisis Probit es el estimador 
medio, al cual se le conoce generalmente como Dosis Letal Media (DL50) o sea la 
dosis que teóricamente debe matar al 50% de la población sometida a tratamien­ 
to. Sin embargo, una dosis representa una determinada cantidad del agente que se 
evalúa (ejemplo, número de poliedros o gránulos) que es administrada por cual­ 
quier vía a cada uno de los individuos (HuGHES Y Wooo, 1981 ). Ésta es una técni­ 
ca muy utilizada en la cuantificación de la eficiencia de cepas de baculovirus, 
donde un volumen determinado de una suspensión del baculovirus o de dieta es 
ingerido totalmente por cada individuo tratado, o bien un volumen preciso es inyec­ 
tado a cada individuo (ver más adelante). La utilización de un inóculo específico se 
refleja en la alta precisión del análisis. Por otro lado, los individuos sometidos a tra­ 
tamiento también pueden exponerse a concentraciones de poliedros o gránulos, ya 
sea distribuidos en la superficie u homogeneizadas en las dietas (naturales o arti­ 
ficiales), las cuales consumen ad lívítum, o bien las larvas son sumerqidas a sus­ 
pensiones del virus (ver más adelante), desconociendo, en todos estos casos, la 
cantidad específica de inóculo que ingiere cada individuo. En este tipo de ensayos, 
el estimador medio no es una DL50 sino una CL50 o Concentración Letal Media. 

Debido a que una de las principales desventajas de los baculovirus es su rela­ 
tivamente lento modo de acción, un estimador medio muy socorrido en la determi­ 
nación de la eficiencia de las cepas de baculovirus es el TL50 o Tiempo _Let�I Medio. 
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Este parámetro es también de gran utilidad en la cuantificación del efecto de bacu­ 
lovirus recombinantes, ya que el principal objetivo de éstos es la disminución del 
tiempo que una infección requiere para matar a su huésped. Para estimar este 
parámetro, en vez de dosis o concentraciones, las relaciones se establecen entre 
la mortalidad y el tiempo transcurrido entre la administración del patógeno y la 
muerte del individuo(MARCUS v EAVES, 2000). 

Cuando se establece una relación tiempo­mortalidad, la variable independiente 
está representada por el intervalo de tiempo utilizado en el bioensayo, mientras que 
la variable dependiente la constituye el número acumulativo de insectos que muere 
en cada intervalo de tiempo medido. Algunos autores consideran que para estimar 
eficientemente este parámetro, es importante excluir del análisis a los insectos 
sobrevivientes el finalizar el bioensayo, ya que se considera que éstos pudieron 
estar fuera de la acción del patógeno o bien, presentar cierto grado de resistencia 
hacia el mismo {FARRAR v R10GwAv, 1998). Debido a esto, existen algunas incon­ 
sistencias al utilizar este parámetro como estimador de virulencia, ya que las pobla­ 
ciones sobrevivientes podrían causar la subestimación del parámetro, al tomar en 
consideración toda la población tratada y no sólo la población muerta. 

Otro parámetro que se utiliza como estimador de virulencia en los baculovirus es 
el tiempo medio de sobrevivencia o TS50. Este parámetro de virulencia podría consi­ 
derarse como la contraparte del TL50, ya que aquí se cuantifica el número de insec­ 
tos que sobreviven (y no los que mueren) a la exposición del baculovirus, en un inter­ 
valo de tiempo determinado. No obstante, algunos autores consideran que la dife­ 
rencia de este parámetro con respecto al del TL50, radica en que en los bioensayos 
donde se estima el TS50, los insectos sólo se exponen al baculovirus al inicio del bio­ 
ensayo, y posteriormente se retiran a dietas libres del patógeno durante el resto del 
periodo de incubación. Por lo tanto, éstos autores consideran que en la estimación 
del TL50, los insectos permanecen expuestos al patógeno durante todo el periodo de 
incubación del tratamiento (HuGHES et al., 1997). Independientemente de estos crite­ 
rios, al igual que en el caso del TL50, las poblaciones sobrevivientes al bioensayo 
también pueden afectar la relación tiempo­sobreviviencia, ya que, de igual manera 
que el anterior, subestimaría el parámetro medio (FARRAR v RIDGWAY, 1998). 

Otro estimador medio es la DE50 o Dosis Efectiva Media, el cual no mide la mor­ 
talidad sino algún efecto deletéreo (por ejemplo, la reducción de fertilidad, decre­ 
mento de peso, desarrollo lento, etc.) causado por la infección; sin embargo, éste 
prácticamente 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 cuantificación del efecto 
letal de los baculovirus. Algunas de ellas se basan en la contaminación de la super­ 
ficie de la dieta, la integración a la dieta de las diferentes diluciones del baculovi­ 
rus, eJ suministro oral directo al insecto (con sus distintas modalidades) o la inyec­ 
ción intrahemocélica de la dosis o concentración viral por evB;luar. 
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Sin duda alguna, la forma más rutinaria de los bioensayos con baculovirus se 
basa en la contaminación 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 evaluación del bioensayo; en la segunda, los 
insectos se exponen al virus depositado en la superficie de la dieta sólo por algu­ 
nas horas, al inicio del bioensayo, para posteriormente transferirse a dieta no con­ 
taminada. Habitualmente, la contaminación de la superficie de la dieta se efectúa 
mediante la adición de una suspensión 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 evaporación de la suspensión, 
antes de colocar a los insectos bajo ensayo. Se pueden utilizar contenedores múl­ 
tiples o individuales, dependiendo de los hábitos caníbales del insecto. La cuantifi­ 
cación de la mortalidad de los insectos tratados se efectúa al final de un período 
preestablecido de bioensayo, mediante el conteo de los individuos muertos en los 
contenedores inoculados con el virus, así como en los testigos, a los cuales sólo 
se les suministra agua (IGNOFFO, 1965). 

Cuando se utiliza esta metodología, las concentraciones de los virus se expre­ 
san como la cantidad de unidades virales por unidad de superficie o de peso de la 
dieta, comúnmente expresado como poliedros (o gránulos) por rnrn­', cm2, gramo, 
etc. de dieta natural o artificial (IGNOFFO, 1965). Las principales ventajas de esta 
técnica se basan en su simplicidad y rapidez, además de que es muy similar al pro­ 
ceso natural de infección y que se pueden probar insectos prácticamente de cual­ 
quier estadio larvario. No obstante, existen algunas limitaciones, como la variabili­ 
dad de la dosis ingerida por los insectos, además de la posible dispersión irregular 
del virus en la superficie de la dieta (M1LKS, 1997). 

Otra de las técnicas empleadas en los bioensayos efectuados con baculovirus 
es la incorporación de la dosis viral en dieta artificial. Es importante considerar la 
temperatura de la mezcla, ya que debe estar suficientemente caliente para evitar 
su gelificación, pero suficientemente fría para evitar la inactivación de los virus. Una 
temperatura entre 35 y 38ºC sería la adecuada. Se pueden utilizar recipientes 
grandes que permitan probar un mayor número de insectos, o bien la dieta con el 
virus incorporado se puede cortar en fragmentos más pequeños, los cuales se pro­ 
porcionan como raciones individuales a los insectos. 

El uso de esta metodología ha permitido obtener resultados más reproducibles 
que los obtenidos con la contaminación de la superficie de la dieta. Además, la 
estandarización de las dimensiones de la superficie a probar es irrelevante, así 
como la homogeneidad de la dispersión sobre dicha superficie. También, este 
método permite efectuar bioensayos con cualquier estadio larvario. Una de las limi­ 
tantes de este método es el mayor consumo de tiempo que el de la contaminación 
de la superficie de la dieta (IGNOFFO, 1964). 

Una tercera metodología de bioensayo se basa en el suministro directo del virus 
al insecto. Esta técnica presenta varias modalidades, entre las que se encuentran 
la inyección peros de la dosis, el método de alimentación por gotas para larvas de 
estadios tardíos, el método de alimentación por gotas para larvas neonatas, el . 
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método de inmersión de huevecillos, el método de tratamiento superficial de larvas 
y el método de inyección intrahemocélica. Para el primer caso, se suministra una 
dosis conocida del virus a través de la boca del insecto, con la ayuda de jeringas 
modificadas o micropipetas. Esta técnica proporciona datos altamente reproduci­ 
bles, pero es muy tediosa (PASCHKE et al., 1968). 

Para el caso de la alimentación por gotas en larvas de estadios tardíos, las 
dosis se colocan en volúmenes pequeños (0,5­2 µ1) que se ofrecen individualmen­ 
te a cada larva. Es conveniente suspender la alimentación a las larvas que se van 
a probar, 24 horas antes del bioensayo, para asegurar la ingestión del volumen 
suministrado (KLEIN, 1978). 

El suministro de gotas a larvas neonatas se basa en la sincronización previa de 
la eclosión 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 múltiples gotas de suspensiones virales, las 
cuales se tiñen previamente con algún colorante. Una vez que las larvas han inge­ 
rido una gota completa (manifestado por la coloración del intestino de la larva), 
estas se transfieren a dietas artificiales, hasta el término del bioensayo. Este méto­ 
do es altamente eficiente y reproducible, ya que se realiza un tratamiento sincroni­ 
zado de una cantidad considerable de larvas, con una dosis definida del virus 
(HUGHES Y WOOD, 1981; KUNIMI Y FUXA, 1996). 

Una de las dos últimas variantes de alimentación directa del virus aprovecha el 
hábito de algunos insectos de alimentarse del corion de sus huevecillos cuando 
eclosionan. Los huevecillos son previamente sumergidos en una suspensión de 
virus a una concentración definida, se dejan secar y pos_teriormente se incuban 
hasta la eclosión de las larvas, infectándose al ingerir el corion contaminado. El 
segundo método es muy similar, ya que aprovecha el hábito 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 baña con un 
volumen determinado de la suspensión, se dejan secar, y se colocan posterior­ 
mente en recipientes con dieta. Finalmente, el método de inyección intrahemocéli­ 
ca, consiste en introducir una dosis conocida de una suspensión viral, mediante 
una inyección en el hemocele de larvas de estadios tardíos. La utilidad de este 
método es muy limitada, ya que es muy tedioso, consume mucho tiempo y causa 
daños físicos a los insectos. Además, sólo puede utilizarse con viriones liberados 
de los cuerpos de oclusión (ODV) o con viriones gemados presentes en la hemo­ 
linfa de los insectos (BV), lo que dificulta la cuantificación de las dosis inyectadas. 

5.5. Control de heterogeneidad 

A pesar de que la variación inherente entre los individuos bajo ensayo es la 
causa principal de la variación de los estimadores medios, la estandarización de 
las condiciones de bioensayo es fundamental para obtener resultados uniformes. 
Es por eso que la comparación de los resultados sólo puede hacerse efectiva si 
los bioensayos se desarrollan bajo las mismas condicione�. Los siguientes son 
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algunos de los principales factores que pueden influir sobre los resultados de un 
bioensayo: la preparación 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 número de insectos por repetición, el número de dosis probadas 
en un bioensayo, el factor de dilución entre las dosis, el tiempo de exposición a 
la preparación del virus, si se manejan dosis o concentraciones, y los factores 
físicos ambientales (temperatura, humedad, fotoperíodo) (McLAUGHLING et 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 bioen­ 
sayos con baculovirus, se consideren algunas características importantes para 
disminuir la variabilidad en los mismos. Es importante que se seleccionen aque­ 
llas larvas que logran adaptarse satisfactoriamente a la dieta, después de 24 hrs 
de haber eclosionado, escogiendo las más vigorosas y mejor desarrolladas. Se 
debe tomar como unidad de ensayo un número determinado de larvas por dosis 
que muestre resultados consistentes: un mínimo de 20 para poblaciones alta­ 
mente homogéneas, disponiéndose de un testigo negativo en cada prueba para 
estimar el porcentaje de mortalidad natural. 

Para la preparación de las dosis o concentraciones a probar, es importante 
diluir los poliedros o gránulos en soluciones diluidas de detergentes no iónicos 
para disminuir la aglomeración de los mismos. Asimismo, es recomendable que 
se tenga un estricto control sobre la temperatura del cuarto de incubación 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 más recomendable utili­ 
zar dietas semisintéticas que las dietas naturales, debido a que en las primeras 
existe mayor homogeneidad que en las segundas. Además, los bioensayos efec­ 
tuados sobre dieta artificial pueden integrar el material de prueba durante su pre­ 
paración o bien distribuirse homogéneamente sobre éstas, para luego ser incu­ 
bados en el cuarto de cría durante el tiempo de exposición. 

Una vez analizados los resultados de los bioensayos, es posible determinar el 
grado de variación de los datos y su aceptabilidad. Existen diversos parámetros 
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 X2, en un bio­ 
ensayo de 6 dosis, debe ser menor o igual a 5; e) de una serie de 6 dosis pro­ 
badas, el valor de la CL50 estimada debe estar contenido entre la segunda y la 
cuarta dosis; d) por lo menos 4 de un total de 6 dosis probadas deben causar una 
mortalidad de entre 1 O y 90%; e) el valor de la pendiente de la línea de regresión 
debe estar entre 1.5 y 6; f) el cociente entre el límite fiducial mayor y el menor 
(p= 0.95) de la CL50 debe ser _menor o igual a 2; g) deben realizarse por lo 
menos 3 repeticiones válidas, por separado; y h) el coeficiente de variación de la 
CL50 media (estimada a partir de las repeticiones) debe ser igual o menor a 20% 
(IBARRA Y FEDERICI, 1987). 
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6. Validación de la capacidad insecticida 

6. 1. Evaluación 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 análisis estadísticos más estric­ 
tos, será necesario validar su efectividad bajo las condiciones menos controladas 
pero más similares a las que estará sujeta en su utilización como bioinsecticida. De 
ahí que el siguiente paso en la validación 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 precisión sobre las dosis a probar en el campo, o la efec­ 
tividad de la cepa es dudosa, o la experimentación en el campo es costosa, etc., 
es recomendable realizar pruebas de efectividad bajo condiciones de invernadero. 
De esta forma se podrán afinar las condiciones en las que se probarán posterior­ 
mente en el campo o, inclusive, se podría 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 número de repeticiones y la uniformidad estadística­ 
mente requeridos para cada tratamiento. Los tratamientos experimentales más fre­ 
cuentemente probados bajo condiciones de invernadero son las diferentes dosis 
que podrían ser utilizadas bajo condiciones de campo, pero también se pueden 
probar diferentes coadyuvantes en la mezcla de aspersión, o diferentes tipos de 
aplicación, o los volúmenes del bioinsecticida requeridos para cada estado fenoló­ 
gico de la planta, o los residuos de la aplicación, etc. Normalmente, las plantas son 
infestadas artificialmente con la plaga, con un número de individuos similar o mayor 
al que habitualmente están sujetas en condiciones naturales. El análisis estadísti­ 
co de los resultados es similar al utilizado en las pruebas de campo (ver más ade­ 
lante). 

6.2. Evaluación en el campo 

La evaluación de un producto a base de una cepa de baculovirus bajo condi­ 
ciones de campo, al igual que las evaluaciones en el laboratorio, son muy simila­ 
res a las técnicas utilizadas para evaluar la eficiencia de los insecticidas químicos. 
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 control de 
los factores bióticos que inciden sobre las plagas; 4) diferentes parámetros para 
medir la efectividad del insecticida; 5) diferencia en las técnicas estadísticas para 
analizar los datos experimentales; entre otras. 

Las evaluaciones bajo condiciones de campo pueden llevarse a cabo en lotes 
pequeños del cultivo, cuando se trata de pruebas preliminares o se requiere llevar 
a cabo un control más eficiente de las condiciones del experimento. Por otro lado, 
cuando se pretende la validación de un producto de insecticidp, se requieren de 
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áreas más extensas de prueba. En estos casos es recomendable aplicar el pro­ 
ducto a superficies mayores a una hectárea, con el objeto de equipararlo a las con­ 
diciones comerciales reales. Normalmente, ambos tipos de experimentos requieren 
de una planificación adecuada, donde es necesario determinar con anticipación el 
tamaño de la parcela experimental, el tamaño de muestra más representativo de la 
plaga y la época del año más apropiada para el experimento. 

Es necesario emplear las condiciones agronómicas reales del cultivo. En 
muchos casos, la unidad de parcela puede definirse como un número determinado 
de surcos (3­6), flanqueados por 2­3 surcos entre parcelas. La longitud de las par­ 
celas experimentales puede variar, principalmente debido a la disponibilidad de 
terreno y del tamaño de las plantas individuales. Las unidades de muestra también 
varían con respecto al cultivo y a la plaga. La unidad más utilizada en las crucífe­ 
ras es la planta completa (IBARRA v AGUILAR, 1993), donde se cuantifican las larvas 
sobrevivientes. Debido a que el efecto insecticida de los productos a base de bacu­ 
lovirus varía significativamente entre los diferentes estadios del desarrollo larvario, 
es recomendable que las larvas sean clasificadas en tamaños (ejemplo, pequeñas 
y grandes, o pequeñas, medianas y grandes), con el objeto de analizar con mayor 
precisión el efecto insecticida. 

La comparación del efecto entre los diferentes tratamientos (diferentes produc­ 
tos y/o diferentes dosis) con respecto tanto al testigo como al agente de control 
estándar, se realiza a través de análisis estadístico. En este caso, normalmente se 
efectúa un análisis de varianza entre las repeticiones de los diferentes tratamien­ 
tos. Debido a que un experimento de campo normalmente presenta gran variabili­ 
dad entre las parcelas, es recomendable utilizar el mayor número de repeticiones 
posible (un mínimo de 5). Aún así, el Coeficiente de Variación 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 entre las varianzas de los tratamientos, se debe realizar una 
prueba múltiple 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 infección de los baculovirus es peros, la aplica­ 
ción de bioinsecticidas a base de éstos debe tener una cobertura amplia y com­ 
pleta, con el objeto de aumentar la posibilidad de infección de los individuos sus­ 
ceptibles. Para ello, es indispensable no sólo seguir las recomendaciones pro­ 
puestas para la aplicación de insecticidas químicos, sino poner especial atención a 
la calibración 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 ahí la recomendación de añadir (ya sea durante la 
formulación o como aditivo de aplicación) algún protector U. V. 

Es recomendable efectuar un muestreo de las larvas presentes en el campo, a 
diferentes periodos posteriores a la aplicación de un bioinsecticida viral. Esto 
puede proporcionar información valiosa con respecto a la tasa de infecc[ón 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 aplicación, éstas son las que se utilizan normalmente cuando se apli­ 
can insecticidas microbianos, ya que los baculovirus poseen una alto grado de 
especificidad y no existe la posibilidad de infección hacia el hombre u otros verte­ 
brados. Sin embargo, no se debe excluir la posibilidad de alguna reacción alérgica 
o de efectos secundarios de los componentes inertes utilizados en la formulación. 

7. Determinación del espectro de huéspedes 

Los baculovirus se han aislado únicamente de artrópodos, y en su mayoría a par­ 
tir de insectos (Tabla 1 ). No existe evidencia de la presencia de estos agentes virales 
en plantas o animales vertebrados. Martignoni e lwai en los años 70 publicaron una 
lista de 337 baculovirus aislados de insectos, de los cuales 280 se aislaron única­ 
mente del orden Lepidóptera y el resto de los órdenes Hymenoptera, Coleoptera, 
Díptera, Neuroptera, Orthoptera y Trichoptera (FAULKNER, 1981 ). Más recientemente 
se han dado a conocer más de 600 especies de insectos que han sido infectadas por 
baculovirus (VLAK, 1992). Los baculovirus también se han encontrado en otros inver­ 
tebrados distintos a los insectos, como es el caso de ocho baculovirus descritos en 
camarones peneidos del Golfo de México, Hawaii, Japón y América del Sur (Couca, 
1991 ), así como algunas especies de cangrejos y arácnidos. 

De acuerdo a las evidencias acumuladas, existe una opinión generalizada de que 
las diferentes "especies" de baculovirus presentan un espectro de huéspedes muy 
restringido, encontrándose ejemplos de cepas específicas de una especie. Sin 
embargo, se han descrito casos de transmisión cruzada entre especies de diferentes 
familias de insectos, como el virus de Bombyx mori que infecta también a Gallería 
mel/onella (STAIRS, 1991 ). Asimismo, existen casos excepcionales como los NPV de 
Autographa californica y de Anagrapha falcifera, que en forma natural presentan un 
espectro de huéspedes muy amplio, describiéndose infecciones (con muy diversos 
niveles de virulencia) en más de 30 especies de lepidópteros, pertenecientes a más 
de 1 O familias (GRONER, 1986; HOSTETTER Y PUTTLER, 1991 ). La transmisión cruzada 
entre especies de diferentes órdenes de insectos nunca ha sido observada. Por otro 
lado, se ha demostrado que la especificidad de un baculovirus es menor a nivel de la 
infección de células de insectos cultivadas in vitro (VAIL et al., 1973; MclNTOSCH, 
1991 ). 

El espectro de huéspedes de cualquier virus es determinado por su habilidad para 
penetrar en las células y tejidos de uno o más huéspedes, replicarse en ellas y pro­ 
ducir una nueva progenie viral infecciosa. Si bien en los baculovirus se ha sugerido 
que los peplómeros están constituidos de proteínas de reconocimiento específico 
hacia las células susceptibles, también se ha logrado introducir la partícula viral del 
nucleopoliedrovirus de Autograpaha californica (AcMNPV) en c11u1as no permisivas, 
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Tabla 1. Espectro de Huéspedes de los Baculovirus. 

PHYLUM CLASE ORDEN 
Arthropoda In secta Lepidoptera 

Diptera 
Coleoptera 

Hymenoptera 
Homoptera 
Thysanura 
Orthoptera 
Trichoptera 
Neuroptera 

lsoptera 
Arachnida Araneae 

Acarina 
Crustacea Decapada 

tanto de otros insectos (MoRRIS v MILLER, 1993) como de mamíferos (Bovcs v BuCHER, 
1996) (ver Capítulo 1 y 2). De esta forma se han podido expresar genes marcadores 
sólo bajo la regulación de promotores tempranos de baculovirus en células no per­ 
misivas de insectos (MoRRIS v MILLER, 1992). Más aún, se han logrado expresar 
genes reporteros de baculovirus, bajo la influencia de promotores de mamíferos, 
tanto en hepatocitos de ratas como de humanos (Bovcs v BuCHEr, 1996). Sin embar­ 
go, a pesar de que esto implica que los baculovirus pueden penetrar en células no 
sólo de insectos, sino también de mamíferos, y que algunos genes, bajo el control de 
promotores virales tempranos o celulares pueden expresarse, las etapas posteriores 
del ciclo viral están restringidas a la o a las líneas celulares derivadas de sus hospe­ 
deros naturales. 

La expansión del espectro de huéspedes en los baculovirus puede obtenerse 
mediante la recombinación de especies diferentes en líneas celulares. En los estu­ 
dios realizados por Kondo y Maeda (1991) se logró aislar una cepa de baculovirus 
con una espectro de huéspedes más amplio 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 replicación del DNA viral (Lu v 
CARTENS, 1991). Por otro lado, el gen /ef-7 participa estimulando la replicación del 
DNA viral, mientras que el hrf-1 es un gen que impide la suspensión de la síntesis 
global de proteínas. A éste último se le ha relacionado con la expansión del espectro 
de huéspedes del AcMNPV, debido a que la presencia de dicho gen permite la repli­ 
cación de este virus en líneas celulares no permisivas (THIEM et al., 1996). 
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8. Evaluación de bioseguridad 

En los últimos 40 años se han registrado un total de 26 especies diferentes de 
baculovirus ensayados en pruebas de bioseguridad sobre vertebrados, como ratas, 
ratones, perros, cobayos, monos y humanos. En las diferentes pruebas, los bacu­ 
lovirus fueron suministrados bajo diferentes rutas de infección, incluyendo la admi­ 
nistración oral, inyecciones intravenosas, intracerebrales e intramusculares, y apli­ 
caciones tópicas. En todos los casos probados, no se encontró ningún indicio de 
toxicidad, respuestas alérgicas o evidencias de patogenicidad provocadas por los 
baculovirus. Las pruebas realizadas se efectuaron con dosis que iban desde 1 O 
hasta 100 veces las dosis que se aplican en un acre de cultivo tratado con baculo­ 
virus, y en ningún caso se detectó algún efecto deletéreo provocado por los bacu­ 
lovirus (SURGES et al., 1980; ÜOLLER, 1985). 

En estudios realizados con el baculovirus simple de Helicoverpa zea (HzSNPV), 
se determinó que la inoculación oral de ratas con este virus no presentó mortalidad 
relacionada con la infección viral, durante un periodo de 2 años. Asimismo, no se 
observó diferencia significativa entre la incidencia de neoplasias presente en las 
ratas tratadas con 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 inhalación, alimentación oral, o inyecciones intradérmicas, intra­ 
peritoneales o intracerebrales, permanecieron sanos después de los tratamientos. 

Adicionalmente, se han realizado pruebas de bioseguridad sobre humanos 
tanto con evidencias directas como indirectas. En un estudio realizado con el 
HzSNPV, se administraron 6x109 poliedros por vía oral individualmente a 1 O hom­ 
bres y 1 O mujeres por un período de cinco días, sin encontrarse ningún efecto dele­ 
téreo posterior (HEIMPEL v BucHANAN, 1967). Asimismo, seis personas expuestas al 
proceso de producción del HzSNPV, durante un lapso de 26 meses, no presenta­ 
ron ningún efecto deletéreo al término de este período. Cuando se tomaron mues­ 
tras de sangre de estas personas, no se detectó infección por baculovirus, ni la pre­ 
sencia de antígenos o anticuerpos virales (HUANG v SHAPIRO, 1977). 

Uno de los aspectos más 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 
años, en áreas cubiertas o protegidas (HuBER, 1986). No obstante, esta persisten­ 
cia no ha causado efectos deletéreos en el medio ambiente, en las áreas tratadas 
con cepas silvestres de baculovirus. Sin embargo, con el surgimiento de los bacu­ 
lovirus mejorados genéticamente, se plantean situaciones en donde es necesario 
evaluar la persistencia de estos virus, que portan genes heterólogos, 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 ningún efecto 
negativo en el medio ambiente. Más aún, de acuerdo a datos de laboratorio, es 
poco factible que el virus modificado reemplace en el medio ambiente, a la cepa sil­ 
vestre. En estudios realizados con un VPNAc recombinante que presenta una esci­ 
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sión en el gen egt, se ha estimado que este virus reduce el TL50 entre 1 y 2 días, 
en los insectos infectados. Esto trae como consecuencia que se disminuya en un 
30% el número de poliedros producidos por las larvas infectadas (O'REILLY v 
M1LLER, 1991 ), disminuyendo la probabilidad de que el virus recombinante llegue a 
desplazar a la cepa silvestre de la población. 

También se han efectuado diversas pruebas de bioseguridad en especies de 
invertebrados que no son objeto del tratamiento con baculovirus. En un estudio rea­ 
lizado con el AcMNPV que expresa el gen de la neurotoxina aislada del escorpión 
Androctonus australis, se suministraron como alimento larvas de Spodoptera frugi- 
perda infectadas con el virus recombinante, a la avispa depredadora Polistes metri- 
cus. En ningún caso se observó efecto adverso alguno en fecundidad, desarrollo o 
comportamiento, en las avispas tratadas (McN1n et al., 1995). Asimismo, larvas 
infectadas con el recombinante se hicieron parasitar con la avispa parasítica 
Microplitis croceipes, encontrándose una disminución en el tamaño de los adultos 
que emergieron de las larvas infectadas. No obstante, esta disminución en tamaño 
no provocó un incremento en la mortalidad de las avispas, y los adultos emergen­ 
tes pudieron aparearse y parasitar a una nueva generación de insectos huéspedes 
(McCurcHEN et al., 1996). Adicionalmente, en evaluaciones de campo, se observó 
el efecto de este mismo recombinante sobre otros artrópodos diferentes al hués­ 
ped original; sin embargo, la densidad poblacional de 18 diferentes artrópodos 
(entre los que se incluían insectos no lepidópteros y algunas arañas), no se vieron 
afectadas después de efectuarse aplicaciones semanales con dosis de 2 x 1012 
OBs/ha (TREACY et al., 1997). 

9. Evaluación de los baculovirus recombinantes 

Las primeras pruebas de campo con baculovirus recombinantes se efectuaron 
en 1986 en Inglaterra, mediante la liberación de un AcMNPV cuyo genoma se 
modificó mediante una deleción de 80 pb en la secuencia del gen de la poliedrina, 
obteniéndose en consecuencia un virus no incluido (B1sHOP, 1986; Wooo Y 
GRANADOS, 1991 ). En años posteriores se realizaron pruebas de campo adiciona­ 
les con baculovirus modificados genéticamente, donde la mayoría de ellos sólo 
presentaban pequeñas modificaciones en sus genomas (generalmente deleciones 
de fragmentos específicos)(B1SHOP et al., 1988). 

Nuevamente en Inglaterra, pero ya en 1994, se desarrolló uno de los primeros 
estudios de evaluación en campo de un baculovirus recombinante con un gen hete­ 
rólogo integrado a su genoma (CoRY et al., 1994). Este virus recombinante era el 
AcST3, una cepa de AcMNPV que poseía la secuencia de la toxina AaHIT 
(STEWART et al., 1991) . Este experimento demostró que el virus recombinante redu­ 
cía considerablemente el daño causado por el insecto plaga en el cultivo probado, 
pero desató una polémica en cuestión de bioseguridad. 

De acuerdo a las normas que existen en diversos países, la liberación de un 
virus recombinante sigue una serie de etapas, en donde se debe tornar en consi­ 
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deración la evaluación del impacto del virus liberado y los datos de eficiencia del 
virus. Primeramente, se debe iniciar la evaluación del impacto del virus recombi­ 
nante liberado en áreas pequeñas (iaulas de campo), para posteriormente evaluar 
su efecto en áreas más extensas. Estas pruebas son esenciales para que se pueda 
permitir el registro del insecticida viral, en primer instancia, y su liberación comer­ 
cial, en segunda instancia. 

Por otro lado, como se indicó anteriormente, se ha demostrado experimen­ 
talmente que los virus recombinantes se producen en menores cantidades en los 
insectos infectados, cuando esta producción se compara con la obtenida con las 
cepas virales silvestres. En estudios previos se ha demostrado que el AcMNPV sil­ 
vestre se produce de 1 .25 a 2.42 veces más que el recombinante con el gen del 
AaHIT (IGNOFFO Y GARCÍA, 1996). Además, datos de este tipo se podrían considerar 
como un importante parámetro para evaluar la capacidad de permanencia en el 
medio ambiente de un virus recombinante, en comparación con la cepa parental sil­ 
vestre. 

Durante la liberación de un baculovirus recombinante, se efectúan pruebas de 
campo en lotes pequeños, los cuales son rodeados por barreras físicas que limitan 
la dispersión del virus hacia el medio ambiente. Con esto se logra evaluar la efec­ 
tividad del virus liberado, evitando los posibles riesgos de dispersión (CoRY et al., 
1994). El escalamiento posterior hacia áreas mayores permite efectuar una esti­ 
mación más certera de la eficiencia del virus recombinante probado, así como eva­ 
luar más concluyentemente el posible efecto sobre organismos que no son objeto 
del tratamiento. La expansión del área probada permite obtener datos agronómicos 
más precisos, debido a que se pueden utilizar más variables que determinen la 
eficiencia insecticida del recombinante. 

Las características principales que se deben evaluar en las cepas virales 
recombinantes son aquellas relacionadas con la modificación del espectro de hués­ 
pedes, las consecuencias de los efectos subletales, la identidad genética y la toxi­ 
cidad del producto del gen heterólogo, principalmente como un nuevo factor de las 
cadenas alimenticias. La decisión de liberar un producto viral recombinante depen­ 
de de la evaluación de la mayor diversidad de posibles riesgos, debido a que exis­ 
ten numerosos factores económicos, políticos, sociales y científicos que influyen en 
la aceptación o rechazo del producto probado. 
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