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I.1.- INTRODUCCION

El uso indiscriminado de insecticidas de na-
turaleza quimica en los agrosistemas, ha origina
do la desaparicidn de pardsitos, depredadores,po
linizadores y otras formas de vida titil, con la
consiguiente perturbacidén del equilibrio ecolégi
co. A esto debe unirse la aparicibén entre los in
sectos de razas resistentes a los insecticidas
que obligan a emplear dosis mas elevadas, agra-
vandose el problema y aumentando la contaminaci-
6n ambiental. Tampoco debemos olvidar la elevada
toxicidad de gran parte de los insecticidas qui-
micos para los animales superiores y que muchos,
al ser de dificil degradacidn, presentan proble-
mas de residuos en aquéllos productos agricolas
de consumo directo por el hombre o animales do-
mésticos, y de acumulacidn progresiva en las ca-
denas trdéficas que llega a ser letal para uno o

mas eslabones de la misma.

Por todo esto, una de las preocupaciones
miés grandes de la Proteccidén de Cultivos, es la
puesta a punto de medios y métodos de lucha con-
tra plagas que mantengan, y en la medida de lo
posible restablezcan, el equilibrio ecoldgico en
un principio existente en la Naturaleza, sin po-

ner en peligro ninguna forma de vida. La propia
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Naturaleza dispone de armas que, empleadas debi-
damente, contribuyen con eficacia a resolver los
problemas causados por las plagas y su control
quimico. E1 empleo de parisitos y depredadores
de insectos fitdfagos (Lucha Macrobiolbgica) o
de los microorganismos causantes de enfermedades
a éstos (Lucha Microbioldgica) forman en conjun-
to 1o que se conoce por Lucha Biolégica en su

sentido mias estricto.

La especificidad de muchos microorganismos
es la caracteristica mis apreciable para su estu
dio con vistas a la aplicacidn practica. Ademas,
muchos de éstos, las bacterias y los virus prin-
cipalmente, son susceptibles de preparacidn y
aplicacidén como insecticidas convencionales, pu-
diéndose emplear conjuntamente con estos en pro-

gramas de lucha integrada.

Los virus de insectos, concretamente las Po
liedrosis Nucleares y Citoplasmicas y las Granu-
losis, presentan elevada especificidad contra eé
pecies o géneros concretos (SMITH,1975), siendo
muy virulentos para sus huéspedes e infinitamen-
te menos peligrosos para otras formas de vida
que los agentes quimicos (HEIMPEL, 1971), moti-
vos éstos por los que en los Gltimos 15 afios se
han intensificado los trabajos de investigacidn,
tratando de desarrollar insecticidas virales pa-
ra la lucha contra las especies de mayor inciden

cia agricola o forestal.
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A este respecto, las dificultades que pre-
senta la lucha quimica contra ios‘noctuidos, ha
forzado la blisqueda de insecticidas bioldgicos,
sobre todo en el Area de las poliedrosis nucle-
ares que suelen padecer estas especies. El1 pre-
sente trabajo tiene por objeto el estudio de 1la
multiplicacidén de los virus de las poliedrosis
nucleares y su preparacidn en forma pulverulen-
ta, para su empleo como insecticidas, y en el
ensayo comparativo de la actividad de estos pro
ductos con un'insecticida microbioldgico" a ba-

se de la bacteria esporigena Bacillus thurin-

giensis Berl,

I.2.- LOS VIRUS DE INSECTOS

La primera alusidn a una virosis de insec-
tos identificable solamente por sintomatologia
externa, la hace en 1527 el poeta italiano VIDA
en su poema sobre el gusano de seda,pero hasta~
mediado el siglo pasado no se reconocen los ---
agentes causantes de 1as-enfermedades virdticas
por CORNELTA, MAESTRI y BOLLE (de STEINHAUS,
1956) . Hoy existe un gran acumulo de conocimien
tos sobre virus de insectos (MARAMOROSCH, 1.968;
SMITH, 1967; SMITH, 1976, entre otras revisio-
nes a las que hemos de remitir al lector para
completar la brevedad de esta introduccidn).Es

constante la descripcidén de nuevas virosis, co-
nociéndose hasta el momento mas de 400 virus pa
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tégenos para gran nGmero de especies en casi to
dos los O6rdenes (SMITH, 1975), entre las que se
citan mas de 260 especies de interés agricola,

(FAO/OMS, 1974).

I.2.1.- Clasificacidn

En la actualidad para la clasificacidn de
los virus se atiende a la composicidn y morfolo
gla de la particula viral (WILDY, 1971) recono-
ciéndose dos grandes grupos: a) Virus ADN y b)
Virus ARN. Con los virus de insectos,una poste-
rior divisidén dentro de estos grupos se hace en
base a si la particula viral tiene una matriz
proteica o es libre. Finalmente estos nuevos -~
grupos se subdividen por caracteres morfoldgi-
cos, fisioldgicos y quimicos (CANTWELL,1974).
Los virus de insectos conocidos hasta hoy se in
cluyen en seis géneros, un grupo y un nQmero in
determinado que permanece sin clasificar (DAVID

1975) .

En el cuadro N2 1 se hace un resumen de la
clasificacidén de los virus de insectos de acuer
do con BELLETT et al. (1973), CANTWELL (1974) y
DAVID (1975). No obstante SMITH (1976) reconoce
que aun se necesita profundizar en los métodos
de caracterizacibn de estas virosis, para esta-
blecer un sistema firme de clasificacibén, basa-

do en propiedades fundamentales de la propia --
particula viral: relaciones serolbgicas, tamato
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y forma de la particula, su ultraestructura y el

anidlisis bioquimico detallado del propio acido

nucleico.

I.2.2.- Nomenclatura

No existe un criterio muy definido en cuan-
to a la nomenclatura de las distintas virosis.
Hasta el momento, el Comité Internacional de No-
menclatura de Virosis ha aprobado los nombres de

Baculovirus para las Poliedrosis Nucleares y las

Granulosis, e Iridovirus para el grupo de Virus
Iridescentes (SMITH 1976), permaneciendo aun en
uso los nombres asignados a las restantes viro-
sis por autores que las han estudiado inicialmen

te, tal y como se indica en el Cuadro I.

I.2.3..~- Importancia relativa de las virosis de

insectos.

Todos los géneros de virus tienen al pare-
cer grandes posibilidades de utilizacidén practi-
ca como insecticidas bioldgicos (DAVID 1975; ---
STAIRS 1973), pero hasta el momento los mayores
resultados se han alcanzado con el género Baculo
virus, principalmente con las Poliedrosis Nuclea
res (STAIRS 1971) por las caracteristicas que
mas adelante se comentaran y por la especifici-
dad de su accidén y su virulencia para sus huéspe

des (SMITH 1975).
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I.2.4.~- E1 género Baculovirus

Las particulas virales de este grupo tienen
forma de varilla, estin compuestas de ADN de cade
na doble, tienen simetria helicoidal y una matriz
proteica (BELLETT et al.,1973, CANTWELL, 1974).
Se desarrollan en el niicleo d¢ las células ataca-

das (BERGOLD, 1953b, HUGER, 1963; SMITH, 1967).

E1l género lo componen dos subgrupos de viro-
sis diferenciables por el tamafio de la matriz pro
teica y el nlimero de viriones que ésta encierra.
E1l subgrupo A son las Poliedrosis Nucleares, fa-
cilmente reconocibles con el microscopio 6ptico y
que pueden encerar uno o varios viriomnes depen-
diendo de la cepa del virus (BERGOLD, 1953b, ----
HARRAP, 1972c, SMITH, 1967). E1 subgrupo B esta
integrado por las Granulosis cuyas dimensiones es
tidn en el 1limite de la resolucidén del microscopio
6ptico y sblo encierran un viribén (HUGER, 1963}

SMITH, 1967).

I.2.4.1.- Poliedrosis Nucleares.

La caracteristica principal des este tipo de
enfermedad es la presencia de gran numero de cuer
pos poliédricos, en los nucleos de las células
afectadas, que son realmente pequefios cristales
proteicos que engloban los viriones. E1 diametro -
de los poliedros es variable con las especies y

va desde 0,5 a 15 micras (BERGOLD, 1963b). A es-
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tos poliedros se les puede considerar como un me-=
dio de proteccidén de la particula viral infectiva
por su elevada resistencia a los tratamientos fi-
sicos y quimicos, y conservar el poder infeccioso
después de afios de almacenamiento, (STEINHAUS,---
1960). Una vez incorporadas las particulas vira-

les en los poliedros no tienen posterior funcidn

infecciosa dentro de la misma larva huésped +----

(HARRAP y ROBERTSON, 1968).

La forma y tamaho de los poliedros es varia-
ble en las diferentes especies de insectos y aiin
dentro del mismo insecto, pero tieuden a ser de
idéntico tamafio en cada célula (SMITH, 1967). En

el caso de Bombyx mori L. prevalece la forma dode

caédrica mientras que en Lymantria monacha las in

clusiones son tetraédricas, en Hyphantria cunea

se pueden dar dos tipos de inclusiones, hexaédri-

cas y tetraédricas y en Porthetria dispar la for-

ma es irregular (BERGOLD, 1963b).

Los poliedros son facilmente visibles con el
microscopio 6ptico, en campo oscuro o con contras
te de fase, diferenciindose claramente de las go-
tas de grasa y otras particulas intracelulares --
por sus bordes afilados y esquinas angulosas. No
obstante, para un diignostico mas preciso debe re
currirse a la tincibn del material a estudiar ---
(WEISER y BRIGGS, 1971). La tincibén mas sencilla

es la de Giemsa fijando el material por calor,per
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maneciendo los poliedros sin tefiir en contras
te con la célula coloreada (SMITH 1967); si pre-
viamente a la aplicacidn del colorante se trata
la preparacidn con NaOH al 0,1 % los poliedros to
marian un color azul (WEISER y BRIGGS, 1971). Para
estudio de dimensiones y otras caracterisitcas --
morfoldgicas de los poliedros liberados de 1los te
jidos, resulta interesante la tincidén d= SMIRNOFF
1961), y para estudios histopatolbgicos la tin-
cidn histoldgica desarrollada por VAGO y AMARGIER
(1963).

I.2.4.1.1.- Caracteristicas del poliedro.

La verdadera naturaleza d21 poliedro y la ~---
identidad de la unidad infecciosa se reconocid - -
con el microscopio zlectrdnico. BERGOLD (1963 b)
demostrd que el poliedro tenia una estructura en
red con una distribucidn ctibica de las moléculas
proteicas gque componen el cristal. Esta disposi-
cidn clbica la originan unidades proteicas =sféri
cas cada una de las cuales tiene seis puatos de
coatacto con las unidades vecinas. Recientemente
HARRAP (1972 a) apoyd esta hipdtesis, pero indica
que la disposicidn cibica se consigue con unida-

des proteicas de 3eis ramas,

La composicidén en aminodcidos de la proteina
poliedral es muy similar en todas las poliedrosis
nucleares estudiadas e independientemente de si
el poliedro deriva de un lepiddptero o himenbpte-

ro encontrandose sblo diferencias cuantitativas

2
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(BERGOLD, 1963b; KAWASE, 1964; SHIGEMATSU, y SUZU
KI, 1971). Ademis en la composicidén de los cuer-
pos poliédricos entra el silicio (ESTES y FAUST,
1966, FAUST y ADAMS, 1966) confiriéndole al cris-
tal propiedades fisico-quimicas de marcada signi-
ficacibn en el proceso infeccioso. Se han encon-
trado trazas de diversos elementos Fe, Mg, Cu, y
Zn y existen muchos datos sobre la presencia de
un ARN, probablemente mensajero, pero no hay com-
pleto acuerdo de si es una parte integral del po-
liedro o solamente un contaminante (PADHI y CHASE
1976) .

Los cuerpos poliédricos son insolubles en
agua y en disolventes orginicos como el acohol,
éter, cloroformo o acetona. Sin embargo se disuel
ven en solucidn acuosa de NaOH, KOH, HoSO4 y —----
CH3COOH. Tampoco son digeridos por proteinasas co
mo la papaina (a pH 8,3), la tripsina (a pH 6,8)
o la pepsina (entre 3,3 y 4,0 de pH), pero si por
la pepsina a pH entre 2,0 y 2,9 y por la tripsina
y papaina despuds de tratamiento con un alcali

(de BERGOLD, 1963b).

Es preciso que se disuelvan los cuerpos po-
liédricos para que las particulas virales queden
libres y provoquen la infeccidn. Esta disolucidn
se produce en el mesenteron de las larvas por =---
efecto fundamentalmente de la composicibn alcali-

na de los jugos intestinales y no por una accidn
proteolitica (FAUST y ADAMS, 1966).
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Se ha comprobado también la marcada influen-
cia del pH del tubo digestivo y diversos agentes
ruptores de enlaces hidrdgeno (CROZIER y MENADIER
1972; EGAWA y SUMMERS, 19723 KAWANISHI et al. en
1972a).

I.2.4.1.2.- La particula viral,

Las particulas virales tienen ADN en cantida
des variables segln las distintas enfermedades,pe
ro tienen todas forma de varilla entre 20 y 50 nm
de didmetro y unos 200 a 400 nm de longitud. Cada
viridén se compone de una masa central de ADN de
cadena doble, que consta de subunidades dispues-
tas en forma helicoidal, y rodeada de una membra-
na llamada intima, todo a su vez recubierto por
otra membrana llamada de desarrollo (BERGOLD, ---
1963a). En lineas generales esta estructura se ad
mite por todos los autores, aunque se pone en du-
da la existencia de la intima como estructura in-
dependiente; asi, HUGHES (1972), co sidera que
realmente no se la puede diferenciar de la capsi-
da viral. A diferencia de las granulosis, la mem-
brana de desarrollo, en las poliedrosis nucleares
puede envolver a una o varias nucleocapsidas ----
(BERGOLD, 1963a; HARRAP, 1972; KAWAMOTO y ASAYAMA
1975) v el nlimero total de nucleocipsidas en una
envoltura depende de la especie huésped (BERGOLD
1963a) y de los diferentes tejidos y Organos en
la misma especie (ARUGA et al. 1963).
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I.2.4.2.~ Huéspedes y tejidos afectados.

La inmensa mayoria de las Poliedrosis Nu-
cleares descritas lo han sido sobre especies de
lepiddpteros, siguiéndoles en nfimero las de Hyme
népteros y Dipteros. Hay,ademds, citas relativas
a Colebpteros, Ortdpteros, Neurdpteros y Trichop

teros (DAVID, 1975) (ver cuadro nol).

El mayor ac@imulo de cohnocimientos lo tene~
mos en Lepidbpteros e Hymendpteros, donde la en-
fermedad presenta una sintomatologia similar, pe
ro con marcada diferencia a nivel histopatoldgi-
co. En Hymendpteros sb8lo atacan a los nficleos de
las células epiteliales del mesenteron (SMITH,
1967), mientras que en Lepiddpteros son suscepti
bles el cuerpo graso, epitelio traqueal, epider-
mis, células sanguineas (STAIRS 1968) y ocasio-
nalmente el epitelio del mesenteron. LAUDEHO y
AMARGIER (1963) sefialan una Poliedrosis nuclear
de desarrollo en células del mesenteron de Plu-

sia chalcites Esp. y recientemente KAWASE et al.

(197%) han descrito una Poliedrosis Nuclear en
las células columnares del mesenteron de Bombyx

mori.

I.2.4,3.- Sintomatologia.

No se puede dar una sintomatologia general

de todas las enfermedades producidas por Polie-
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drosis Nucleares, pues los sintomas estin estre-
chamente vinculados al tejido afectado (SMITH,
1967). Hay, no obstante, una serie de sintomas
que mas o menos se observan en todas las larvas
afectadas, aunque es preciso en cada caso parti-
cularunir a la observacidén de los sintomas exter
nos una posterior comprobacidn con el microsco-

pio dptico.

En los primeros dias de la infeccidn, casi
como norma general, las larvas de Lepiddpteros
no presentan otros sintomas que movimientos més
lentos y pérdida del apetito (SMITH 1967); des-~
pués, a medida que progresa la infeccidn, se hin
chan, se vuelven flacidas (VAIL y JAY 1973) y se
hacen fragiles por lo que a la menor presidn rom
pe el tegumento, liberando el contenido corporal
saturado de poliedros (VAIL et al., 1972, AIZAWA
1963). Esta caracteristica es comin con las Gra-
nulosis y distingue a ambas tipos de enfermedad

de las poliedrosis citoplédsmicas (SMITH 1967).

Es caracteristico en el estado final de 1la
enfermedad, que las larvas busquen las partes
mids altas de la planta huésped o las tapas de
las cajas de cria y mueran pendientes del lti-
mo par de patas (SMITH 1967). No obstante este
sintoma puede darse con bacteriosis, aunque en
este caso las larvas muertas presentan aspecto

momificado (RUPEREZ, 1962).
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En ocasiones hay un cambio claro de color
del tegumento gque sirve para detectar la enferme
dad, como por ejemplo en el gusano rosado, (Pec-

tinophora gossypiella) que toma gradualmente un

color blanquecino (VAIL et al., 1972), o.el gusa
no de seda (RUPEREZ 1962) que adquiere una tona-
lidad amarilla. VAIL y HALL (1969) sefialan un co
lor blanquecino opaco para las larvas de Tricho-
plusia ni afectadas por su Poliedrosis, tipo de
sintoma que nosotros hemos observado en larvas

de Spodoptera littoralis.

I.2.4.,4.~ Proceso infeccioso en Lepidbpteros.

En Ja naturaleza, un huésped susceptible
puede infectarse por su virus patbdézeno de muy di
versas formas: por ingestidn del alimento conta-
minado por lo cadiveres de otros insectos, (que
es la forma mis generalizada, seg(in HARRAP, 1973)
por transmisién "intra ovo" o "trans ovum! -----
(TANADA, 1963)de padres a la descendencia co-
mo se ha demostrado con varias especies, Colias
eurytheme (MARTIGNONI y MILSTEAD, 1962) Helio-
this zea (HAMM y YOUNG, 1974) ,Porthetria dispar
(DOANE , 1969), Thymelicus lineola (SMIRNOFF et
al., 1976), Prodenia litura (HARPAZ y SHAKED

1964) ,etc.; o por inyeccidn intrahemocélica por
los himendpteros pardsitos (STAIRS 1968) que pi
can con su oviscapto sucesivamente a un huésped

infectado vy a otro sano. BEEGLE y OATMAN (1975)
encontraron que un 60 % de las hembras de Hypo-
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soter exiguae (Hymenoptera: Ichneumonidae) produ

cian infeccidén en un 6 % de los huéspedes sanos

(Trichoplusia ni) expuestos al parisitismo alter

nativo con huéspedes sanos.

Todas las rutas de infeccidn son diferentes
unas de otras, pero los virus se desarrollan den
tro del huésped de forma caracteristica sin te-
ner en cuenta la via de penetracibén. En el caso
de contaminacidn oral los poliedros ingeridos --
permanecen intactos hasta llegar al mesenteron,
donde por efecto del contenido alcalino del mis-
mo son disueltos, dejando libres las particulas
virales que pasan a la hemolinfa y de ésta van a
los nicleos de las células de los tejidos suscep

tibles (STAIRS 1968).

El paso intermedio para la invasidn del he-
mocele e infeccidn de los otros tejidos parece
ser la multiplicacidén del virus, sin incluirse
en poliedros, en las células columnares del me-
senteron como se ha visto en Aglais urticae ----
(HARRAP y ROBERTSON, 1968 ; HARRAP, 1970}, Pseu-
daletia unipuncta (TANADA et al. 1975; TANADA Yy
HEES, 1976), Tineola biséelliella (HUNTER et al.

1973). En estas {iltimas especies observaron los

autores la formacidn de poliedros en las células
columnares en mayor o menor extensidn por lo que
otra de las vias de invasidn del hemocele parece
ser el espacio intercelular entre las células co

lumnares.
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La penetracidédn de las nucleocipsidas en el
citoplasma de las células columnares se realiza
por la fusidén de la membrana de desarrollo y la
membrana de las microvillas (HARRAP, 1970; -----
KAWANISHI et al. 1972 b; TANADA et al. 1975).Una
vez dentro del citoplasma, la nucleocipsida emi-
gra al poro nuclear y descarga en éste su conte-
nido, probablemente sblo ADN viral (TANADA y ---
HESS, 1976). La envoltura de la nucleocipsida pa
rece ser esencial para la invasidén de las célu-
las columnares (HARRAP, 19703 TANADA y HESS,1976)
pero no para las células de otros tejidos ------
(TANADA y HESS, 1976).

La multiplicacidn de los virus en los nﬁclg
os de las diversas células sigue un modelo idén-
tico. E1 primer cambio citopitico que se observa
en las células afectadas es el hinchamiento del
nticleo y la formacidn de una masa central Feul-
gen-positiva (SMITH 1967), éste es el estroma
virogenético (XEROS, 1955 y 1956) que esta rela-
cionado con la sintesis del ADN viral dado que
dentro de é1 aparecen varillas del virus aparen-
temente al azar (DALGARNO y DAVEY, 1973; TANADA
y HESS, 1976).

Hay dos teorias para explicar el desarrollo
de las particulas virales de las nucleopoliedro-
sis: la primera se debe a BERGOLD (1950) que se-
Nhala que el desarrollo viral comienza con uno o

varios cuerpos esféricos que crecen dentro de
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una membrana y finalmente aparecen como varillas
rectas y se envuelven con la Iintima, La segunda
debida a SMITH y XEROS (1953 y 1954) y XEROS ---
(1955) considera que las particulas virales em-
piezan como finas varillas que se proyectan des-
de la masa cromiatica central de los nficleos in-
fectados; estas varillas aumentan de tamatno ¥y
cuando estan totalmente formadas quedan libres y
empiezan a envolverse por las membranas. BIRD
(1964) trabajando con una poliedrosis nuclear de

Choristoneura fumiferana confirmdé la teoria de

SMITH y XEROS que parece la mas ajustada a ese
caso {SMITH, 1967).

Simultidneamente con el crecimiento y madura
cidn de las varillas viraleé, se acumila gradual
mente proteina en el niicleo. Esta proteina cris-
taliza alrededor de los viriones incluidos en su
membrana de desarrollo y lo hace de forma carac-
teristica y especifica de la cepa del virus méas
gue del huésped. La oclusidén de los viriones en
los poliedros es aleatoria y no afecta la regula
ridad de la matriz proteica cristalina en polie-
dros maduros (ENGSTROM y KILKSON, 1968). Aun en
tejidos distintos del mesenteron no todas las .
particulas virales quedan oclufdas en los polie~
dros (DALGARNO y DAVEY, 1973).

I.3.- Las Poliedrosis Nucleares en el control de

plagas.

El estudio de las causas de mortandad en --
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campo de diversas especies, Pseudaletia unipuncta
(TANADA 1961), Porthetria dispar (DOANE, 1969),
Hemerocampa pseudotsugata (DAHLSTEN y THOMAS 1969 ),

ponen en evidencia la aparicidn de epigootias na-
turales causadas por Poliedrosis Nucleares y el
mantenimiento de la enfermedad en condiciones en-
zobticas. Las epizootias naturales proporcionan
cierto grado de control de plagas, pero no son su
ficientes para proteger el cultivo de los darios,
(MAKSYMIUK 1975) por lo gque debe recurrirse a las
aplicaciones en campo. No obstante, el conocimien
to de los pri cipios que gobiernan las enzootias
y su ecologia pueden ayudar a aumentar el efecto.
de las nucleopoliedrosis sobre las poblaciones na

turales de insectos (BURGES, 1973).

La aplicacidén de los productos virales en
campo puede hacerse de dos formas: 1) Introduciég
dolas en la poblacidn y esperar que se dispersen
por el ecosistema al igual que se hace con parési
tos y depredadores (agentes de control densidad-
dependientes) o 2) como un insecticida convencio-
nal (agentes de control densidad-independientes)
(BAILEY, 1973; HALL, 1963).

La simple introduccidén del virus en la po-
blacibdbn entomoldgica es de accidn lenta y sblo --~
aplicable cuando se tolera elevados niveles de da
fio (IGNOFFO, 1968) por lo que es mis aconsejable
para los ecosistemas forestales que para los agri

colas; ademis se precisa conocer todos los facto-
res abibticos y bidticos que influyan sobre la re
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lacidn huésped-patdgeno para el éxito de la apli-
cacidn, (TANDA, 1973).

Las nucleopoliedrosis aplicadas a nivel de
insecticidas son de accibén méas rapida, aunque es-
te tipo de aplicacidn representa un gran despilfa
rro de material bioldgico (IGNOFFO, 1968). Desde
el punto de vista agricola este seria el método
mAs eficaz, pero la puesta a punto de insectici-
das virales con vistas a su aplicacidn préactica,
requiere grandes esfuerzos de investigacidn para
el desarrollo de técnicas, unas generales, como
formulacibén de productos, modo de aplicacidn, etc
y otras para cada virus en particular, como son
la multiplicacidédn del huésped, modo de obtencidbn
del virus segin el insecto, ensayos de virulen-

cia (BURGERJON, 1973).

I.%.1.- Seleccibn de una poliedrosis nuclear para

insecticida.,

La caracterisitca mas apreciable de una Poli
edrosis Nuclear, desde el punto de vista ecolbgi-
co, es que con frecuencia son o pueden ser especi
ficos y, en su sentido mas estricto, con multipli
cacibn del virus en una sola especie huésped, aun
que este hecho en la practica limita las posibili
dades econdmicas de explotacidn; de aqul el inte-
rés de disponer de virosis de especificidad den-
tro de la Clase Insecta para géneros, familias e
incluso Ordenes (BURGERJON, 1973).
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A estos efectos, BURGERJON et al. (1975) han
definido un "Indice de Diferencia de Especifici-
dad" para apreciar de forma cuantitativa la ampli
tud de las diferencias de actividad de dos virus
frente a dos espécies de insectos. Estos indices
calculados para un gran nimero de virosis y de es
pecies filogenéticamente relacionadas, se pueden
tomar como indicacidén del espectro de accidn de
cada virus, lo que permitiri seleccionar el mis

virulento a nivel género o familia.

Con las virosis que se seleccionen a partir
de este tipo de prospeccidn se procederia al estu-
dio minucioso de su especificidad global y selec-
tividad, asi como a la determinacidn del potencial
de mutaciédn (REICHELDERFER, 1975).

Ademids, antes de poner a punto una formulaci
6n aplicable en la practica, debe realizarse un
examen periddico de la integridad del inbculo y
estudiar en el producto final no formulado: 1) el
nivel de contaminacidn por bacterias extrafias,que
no debe exceder de 107 col./gr.; 2) la ausencia

de patbdgenos (v.gr. Salmonella, Shigella, Vibrio);

inocuidad para ratas, determinada por inyeccidn
intra peritonal y alimentacidén oral con métodos
tipificados y 4) integridad de la materia viral,
determinada por los test seroldgicos mis sensi-
bles, (de FALCOXN, 1976)., Tampoco debe descuidarse
la posible aparicibdn de resistencia y deben reali

zarse estudios en este sentido (KALMAKOFF et al.
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1977).

Por otra parte, la comprobacidn de que la po
liedrosis nuclear seleccionada no es patdgena pa-
ra el hombre y otros vertebrados (FALCON, 1976)
obligaria, en un futuro, a esclarecer el papel de
los anticuerpos encontrados en el hombre y otros
vertebrados que reaccionan con las poliedrosis nu

cleares de insectos (TINSLEY, et al., 1973).

Todos los estudios habran de aplicarse de mo
mento, como ya se dijo, a grupos de insectos cuya
importancia econdmica y cuyas dificultades de con
trol por los métodos habituales de lucha quimica
principalmente justifiquen plenamente el costoso
desarrollo técnico requerido. Entre los lepiddpte
ros, la familia Noctuidae es la que mids atencidn
esté recibiendo para el desarrollo de insectici-
das virales a base de poliedrosis nucleares con

amplio espectro de accidn.

La FAO ha propuesto una lista de nucleopolie
drosis sobre las que se recomienda intensificar
su estudio y estimular el desarrollo de nuevos in
secticidas aplicables en control integrado. Estas
nucleopoliedrosis son: 1) Virus del complejo Spo-
doptera que incluye especies tan importantes como

littoralis, exigua, frugiperda, litura, y exempta.

En el momento actual incluye un complejo de virus
del que se espera conseguir un producto microbiano

efectivo para todas las especies del género. 2)Vi
rus del complejo Heliothis: armigera, zea y vires

ceI1s
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3) Virus de Plusiinae v.gr, Trichoplusia ni, Plu-

sia sp. y Pseudoplusia sp. y 4) La poliedrosis nu

clear de Autographa californica que tiene infecti

vidad cruzada para géneros de diversas familias

de lepiddpteros (de DAVID, 1975). (+)

I.3.2.- Multiplicacidén del virus en el laboratorio

Los virus de insectos y en particular las po
liedrosis.nucleares se multiplican "in vivo" so-
bre su huésped =2 incluso "in vitro" sobre culti-
vos celulares. En la literatura existen datos re-
lativos a este método de multiplicacidn (QUIOT,et
al. 1970; VAIL, et al., 1973 entre otros) que sefia.
lan la obtencidn de poliedrosis nucleares virulen
tas y recientemente IGNOFFO et al. (1974) en bio-
ensayos de laboratorio y campo han demostrado que

las nucleopoliedrosis de Autographa y Trichoplu-

sia producidas "in vitro'" eran tan efectivas como

las producidas "in vivo!,

La multiplicazidén sobre cultivos celulares
presenta ventajas respecto a la multiplicacibén --
"in vivo', pues los tejidos cultivados estéin rela
tivamente libres de biotipos secundarios, pueden
ser almacenados, regulados fAcilmente y su coste
es menor que el de los sistemas "in vivo'., No obs

tante, antes de su empleo a escala comercial ----

(+) Este orden no indica prioridades
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(IGNOFFO y HINK 1971) deben perfeccionarse en va-
rios aspectos: 1) Desarrollando una linea celular
prolifica, capaz de producir gran niimero de unida
des infecciosas ripidamente. 2) Las células deben
ser susceptibles a los tipos de virus que puedan
interesar. 3) Hay que simplificar los medios de
cultivo de tejidos para rebajar su coste y 4) De-
sarrollar una tecnologia de produccibn a gran es-
cala que permita la multiplicacibén sistematica,

continua y segura.

Hoy por hoy, la produccibna gran escala se ha
ce "in vivo" empleidndose larvas de las especies -
huésped o alguna prdxima que presente una suscep-
tibilidad al virus similar a la de su propio huég
ped. Los insectos se crian en cautividad sobre un
medio artificial o una planta huésped con metodo-

lozia variable seg(n la especie.,

I.3.3.- Formulaciones.

Una vez obtenidas las poliedrosis por un mé
todo adecuado a cada caso, se preparan en forma
de insecticida convencional agregindole diversos
agentes mojantes, de extensibdn, adherentes, con-
troladores de viscosidad, antiespumantes, antieva
porantes, protectores de rayos ultravioletas, tam
ponadores de pH, etc. (ANGUS y LUTHY, 1971, -----
MAKSYMIUK y NEISSES, 1975, STELZER et al. 1975;
YENDOL y HAMLEN, 1973) que auamentan la eficacia

del tratamiento.
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Estos ingredientes deben ser puros y quimicg
mente definidos para evitar que la formulacidn --
sea medio favorable al crecimiento de microorga-
njismos extranos capaces de infectar la formula-

cibn o de producir toxinas (MAKSYMIUK, 1975).

La forma mas corriente de empleo de las nu-
cleopoliedrosis es como pulverizacidn de suspen-
siones acuosas. No son de gran uso ni las emulsio
nes ni como espolvoreo (MAKSYMIUK, 1975). Para au
mentar la efectividad se estin ensayando actual-
mente formulaciones tipo cebo a base de mezclar
el virus con materiales de fécil consumo y apeti
tivos. MONTOYA et al. fueron los primeros en estu
diar este tipo de formulaciones con las nucleopo-
liedrosis d2 Heliothis. La mezcla de esa poliedro
sis con aceite de semilla de algoddn es el cebo
mias prometedor contra Heliofhis sp. (Mc LAUGHLIN
et al. 1971) pues aumenta el consumo y por ende

se acélera el desarrollo de 1la enfermedad.

Desgraciadamente, muchos de los materiales
que estimulan el consumo del cebo no son especi-
ficos , y especies distintas de la gque queremos
combatir pueden comer también en la formulacidn
ceboj; no obstante, los insectos no susceptibles
proporcionan un vehiculo para la dispersidén del

virus (ANDREWS, 1975).

Para aumentar la persistencia de los produc-
tos virales en campo se ha empleado la técrica

del microencapsulado con microcapsulas de etil ce
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celulosa (YENDOL y HAMLEN, 1971) e IGNOFFO y ----
BATZER (1971) vieron que la microencapsulacidn de
las nucleopoliedrosis de Heliothis aumentakan su

persistencia, aunque combinaciones de virus no en
capsulados con coadyuvantes de extensidn eran tan
persistentes como los virus encapsuladcs. Este es
uno de los puntos que mas atencidn esta recibien-

do hoy de los investigadores,

I.3.4.- Métodos de aplicacidn.

Los insecticidas de tipo microbioldgico son
susceptibles de aplicacidn por todos los métodos
conocidos en una aplicacién fitosanitaria corrien
te: con pulverizadores de mano, a bajo y ultraba-
jo volumen con avionetas o helicdpteros (BOVING,
et al. 1971). E1 equipo de aplicacidn debe ser
adecuado para proporcionar una suspensidn unifor-
me del virus y un tamafo Optimo de gotas para okt~
tener una perfecta cobertura y minimizar la deri-
va (MAKSYMIUK, 1975). El1 conocimiento exacto de
la kiologia, comportamiento y fenologia de la pla
ga son fundamentales para el éxito de todo trata-

miento con poliedrosis nucleares (de FALCON 1976).

I.3.5.- Compatibilidad con otros insecticidas.

El conocimiento actual en este sentido no es
del todo completo, disponién dose de datos que Po
nen en evidencia las posibilidades de empleo con-

. . . . . £ .
junto de poliedrosis e insecticidas quimicos en
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programas de lucha integrada. IGNOFFO y MONTOYA
(1966), en un ensayo de compatibilidad de la nu-
clepoliedrosis de Heliothis con endrin, DDT, to-
xafeno, carbaril y metilparation, encontraron que

sblo este Gltimo inactivaba el virus.

Con el efecto de los insecticidas quimicos
puede activarse el desarrollo de epizootias seve-
ras y la combinacidn de aquéllos con los microor-
ganismos patbgenos puede ser un medio eficaz para
solucionar problemas de razas resistentes a los

insecticidas (BENZ, 1971).

I.3.6.- Factores que afectan la efectividad y per

sistencia de las nucleopoliedrosis.

La eficacia de los tratamientos en campo con
nucleopoliedrosis se puede ver afectada por las
temperaturas extremas, la lluvia, la luz, el pH,
y las interacciones del parasito con la planta

huésped.

Se tienen bastantes datos, de laboratorio y
campo, sobre la inactivacidén de las poliedrosis
nucleares por efecto de la exposicidn a la luz
poco después de su aplicacidén y los conocimien-
tos actuales senalan como causa principal de es-
ta inactivacidén a los rayos ultravioletas (YENDOL
y HAMLEN, 1973). No obstante, son mis resistentes
a esta inactivacidn las poliedrosis que proceden
de la descomposicidén de insectos muertos o bien

los depdsitos de virus aplicados con materiales
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que les den color obscuro (JAQUES, 1975).

Por ensayos de laboratorio se sabe que las
temperaturas normales de campo (10-302C) no inhi-
ben la actividad o desarrollo viral en las larvas
enfermas y que la exposicidén continuada a altas
temperaturas (35-450C) puede afectar la estabili-
dad del virus e inhibir su multiplicacibén. En es-
te sentido, los estudios de estabilidad térmica
de los virus se encaminan a establecer su capaci-
dad de supervivencia bajo condiciones de tempera-
turas los mis parecidas a las que se encuentran
en el campo, (de IGNOFFO, 1968). La temperatura
también tiene su efecto en la relacibén huésped-~
parasito y por eso es dificil diferenciar entre
la accidén de la temperatura sobre el patdgeno y
sobre la actividad del insecto. Las temperaturas
extremas en uno u otro sentido pueden afectar la
ingestidén de alimentos y si estas temperaturas se
prolongan por periodos de tiempo largos tendran
clara incidencia sobre la enfermedad virdtica ---

(de IGNOFFO, 1968).

La lluvia no afecta directamente la activi-
dad de los virus lavando sus depdsitos en el fo-
llaje. No obstante, JAQUES (1967a) cree que puede
actuar indirectamente humidificando, con lo que
pasan a ser mias susceptibles a la inactivacién
por rayos ultravioletas, reduciéndose su persis-

tencia efectiva.

Por otros lado, bajo condiciones epizodticas
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o en aplicaciones repetidas, gran cantidad de los
virus caen al suelo por goteo de los cadaveres de
los insectos muertos o por efecto de la lluvia,re
teniendo aquél la infectividad durante periodos
de tiempo mids o menos largos (JAQUES,1967b). Se
sabe que las particulas del suelo absorben las po
liedrosis nucleares (JAQUES, 1975), por lo que no
son facilmente eliminables de las capas superio-
res del suelo por la lluvia o agua de riego y asi
contaminan el follaje cuando el viento o la 1llu-
via lo salpica. Este tipo de dispersidn es induda
blemente importante para insectos que se alimen-
tan de hojas prdximas al suelo, pero no tanto pa-
ra hojas situadas a cierta altura (YENDOL y HAM-
LEN, 1973).

TANADA y OMI (1974) encuentran que en un eco
sistema de alfalfa, cinco virosis pertenecientes
a los tres grupos de virus de particula oculta,
patdgenos para cinco especies de insectos: Auto-

grapha californica, Colias eurytheme, Pseudaletia

unipuncta, Trichoplusia ni y Spodoptera exigua

persisten en el suelo, en el follaje y en los hgé

pedes alternativos.

Todo indica que los virus de insectos han es
tado presentes en los campos y en las cosechas re
cogidas durante muchos afos. No se sabe gue la ex
posicidén de los virus a diferentes condiciones am
bientales durante tan largos periodos de tiempo

haya alterado su espectro de huéspedes. Ademéas,su
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amplia distribucidn sugiere que la humanidad y
los animales han tenido una larga historia de ex-
posicidn a los virus por contacto directo y a tra
I'd . -
vés de los alimentos sin que iunca se Layan encon
trado zfectos nocivos que .Le sean atribuibles ---
(DAVID, 19753 JAQUES, 1¢75). For todo =21llc se con
sidera que el incrementc de las poliedrosis nuclea
» L d - ’ - - - g

res no producira ningan perjuicio a los mamiferos
y que en términos ecoldgicos han de ser productos

muy adecuados.

I.4.- 3podoptera littoralis

Es una especie muy polifaga extendida por to
da el 4rea mediterranea y que causa considerables
dafios en cultivos horticolas, algoddn, tabaco, ma
iz, alfalfa,etc.. No es ficil el control quimico
de esta especie, ademis de que la aparicidn de ra
zas resistentes (BROWN, 1968) ha agravado el pro-
blema tanto, que es necesario la puesta a punto

de métodos de lucha biolbgica.

Un Baculovirus de poliedros nucleares ------

(ABUL-NASR, 1956) y el Bacillus thuringiensis se

consideran como posibles componentes de un progra
ma de lucha bioldgica. El1l presente trabajo tiene
por objeto el estudio comparativo de la actividad

de estos dos tipos de productos.
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II.- MATERIALES Y METODOS

II.1.- Multiplicacibdn de Spodoptera littoralis.

Se siguieron método y medio desarrollados por
POITOUT y BUES (1970; 1972; y 1974) para noctui-
dos. La composicidén de dicho medio por kg. es la
siguiente: agua destilada, 780 ml.; agar, 18 grs,
sémola de maiz, 128 gr.; germen de trigo, 32 gr.;
levadura de cerveza, 34 gr.; ac.benzoico, 2,5gr.;
ac. ascbdrbico, 4,5 gr.; nipagina, 1,1 gr.; aldehi
do fbérmico, 0,5 ml.; caseina 14 gr.; VDRH (comple

jo vitaminico), 5 gr.

Este medio es susceptible de modificaciones
y asi, para el cultivo de permanencia de S,litto-
ralis se cambia la sémola de maiz por igual canti
dad de polvo de alfalfa. El medio se reparte en
cajas de plastico de 20.14.14 cm., que posterior-
mente se infestan con unas 200 larvas neonatas.
Cuando las larvas llegan al ltimo estado de desa
rrollo se facilita la crisalidacibn introduciéndo
las en cajas con turba humedecida para que se en-
tierren y pupen. Todo el desarrollo de la especie

se hace a 252C y 85 % de H.R. aproximadamente.

IT.2.- Multiplicacidn v aislamiento del virus.

Para la multiplicacidén del virus se reparte
el medio de POITOUT y BUES en bandejas de 36.28.
.1,5 cm. eliminando de su composicidén el aldehi-
do férmico. Antes de que se solidifique el medio

se introduce, dejindole que apoye en el fondo de
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la bandeja, un armazbn rigido, compuesto por lémi
nas de plastico entrecruzadas que forman celdas
rectangulares. Las dimensiones de la celda estéan
relacionadas con el tamano de las larvas que va-
mos a emplear para la multiplicacibén del virus.En

el caso de S, littoralis, son de 2.2,2,5 cm,

Con un aplicador apropiado se infecta la su-
perficie del medio dentro de cada celda a razdbn
de 1.700 polied./mng una vez secas las celdas se
introduce una larva de peniltimo estado por cel-
da. Todo el conjunto se cubre con una placa de --
plastico agujereada en coincidencia con las cel-
das y todas las bandejas asi tratadas se dejan a
la temperatura de evolucidn de la especie. A los
cuatro dias del tratamiento se hacen observacio-
nes retiriandose las larvas muertas que se conser-
van a -20 2C hasta reunir un nimero suficientemen
te grande de cadaveres para obtener un preparado

viral con alta titulacidn.

Para el aislamiento de los poliedros y su
posterior preparacibén en forma de polvo, se si-
gue el método de DULMAGE et al. (1970) que no em-
plea la centrifugacidn. Todos los cadiveres se
trituran en agua destilada, filtrandose el produc
to obtenido a través de una malla muy fina para
eliminar cipsulas cefalicas, etc.. Del filtrado
se determina su riqueza en poliedros por conteo
con la célula de MALASSEZ lo que nos dara una ---
aproximacibén de la titulacidn final del polvo que

preparemos.
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El resto del proceso es como sigue: se adi-
cionan seis gramos de lactosa por cada 100 ml. de
filtrado y se agita la mezcla durante 30 minutos;
luego se afladen, removiendo, cuatro volumenes de
acetona y se prosigue la agitacidn durante 30 mi=-
nutos. Transcurrido este tiempo se deja reposar
durante 10 minutos. Toda la mezcla se filtra por
aspiracidn con un filtro de fibra de vidrio que
deja pasar 0,7 am (Ref.:papel de fibra de cristal
WATHMAN GF/F). El1 residuo que queda sobre el fil-
tro se resuspende en acetona, se agita y filtra,
repitiendo el proceso tres veces. El1 residuo de
la tercera filtracidn se pasa a un recipiente y
se deja secar a temperatura ambiente y en la obs-
curidad; una vez seco, se hace la determinacidn

del ntimero de poliedros por gramo de polvo em-
pleidndose la célula de MALASSEZ. El1 preparado ob-
tenido, después de titulado se guarda.a 52C con

su correspondiente etiquetacidn.

De todos los preparados se determina el nﬁmg
ro de bacterias contaminantes, que no deben exce-
der de 107 col. por gr., debiendo estar ausente

de patbégenos (Salmonella, Shigella, Vibrio,etc.),

a parte de la determinacidén de su inocuidad para

animales  superiores,

II.3.- Materiales biolbgicos

En nuestros ensayos hemos empleado un produc

to comercial a base de Bacillus thuringiensis, --
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"Bactospeine" 16,000 U.I. Anagasta kuehniella/mgr

P.M. (Rhon-Poulenc; muestra de 25-5-75) y dos pre
parados virales de laboratorio de los que se rese
fia su titulacidn y la espescie huésped empleada pa
ra su multiplicacibn:

1) Poliedrosis nuclear de Spodoptera littora-

lis (cepa de Marruecos) multiplicada sobre
la misma especie con un titulo de 20,109

pol./gr. (Registro de laboratorio SL.31.75).

2) Poliedrosis nuclear de Autographa californi

ca (de procedencia americana,BURGERJON et

al. 1975) multiplicada sobre Trichoplusia

ni con un titulo de de 26.109 pol./gr.(re-
gistro de laboratorio ACTN.15.74).

IT.4.- Bioensayos

I.os ensayos se hacen con larvas neonatas Lj

a las que se mantiene en contacto con el alimento
tratado durante dos estados consecutivos, Lj y Lg
anotandose a intervalos de tiempo regulares el né
mero de individuos muertos en cada estado. Las

lecturas comienzan dos dias después del tratamien
to ¥y se terminan, bien cuando todas las larvas de
una dosis han muerto, o cuando alcaizan el =zstade
L3,.paséndolas entonces a cajas con medio no tra-

do para conseguir su desarrollo a estado adulto, !
.. Otros ensayos . se hicieron a partir de larvas

de tercera edad L3z, teniéhdolas en contacto con

el medio tratado también duvrante dos estados con-
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secutivos, L3 y Ly, haciéndose idénticas anotacip
nes que en el caso anterior y pasando las larvas

que alcanzan el estado L a medio no tratado.

IT.5.- Tratamientos.

Se utilizan cajas de poliestireno de 41 mm.
de didmetro y 11 mm. de altura a las que se afiade
2 ml. de medio de POITOUT y BUES, esta vez sin al
dehido férmico. E1 preparado bacteriano y los pre
parados virales se suspenden en agua con un mojah
te agricola (Novemol 2 %) y se pulverizan sobre
el medio con una torre de tratamiento como la des
crita por BURGERJON (1956),que proporciona una
dispersidén homogénea y deja un depdsito de canti=-
dad conocida sobre la superffcie tratadez.A la pul
verizacibdn de 10 ml, de una suspension cualquie-
ra corresponde el depdsito equivalente de 0,005

2

ml. de dicha suspensibn por cm® de superficie ---

de medio tratada.

En cada ensayo se emplearon cuatro dosis de
cada producto y por cada dosis cuatro repeticio-
nes con 10 larvas por repeticibén. El testigo con-
sistia en cajas con medio no tratado, dado que se
sabe por anteriores ensayos que el mojante no tie
ne efecto alguno sobre la especie empleada =en el

bioensayo.

Para ver el efecto conjunto de B. thuringien

sis y las poliedrosis nucleares, se hicieron mez-

clas de ambos productos a distintas dosis proce-
diéndose en todo como en el caso descrito arriba.
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IIT.- RESULTADOS

ITIT.1.- Respuesta de las larvas L1 v Lo de S.,1i-

ttoralis a Bactospeine 16.000 v a las poliedrosis

nucleares.

En el cuadro nfimero 2 se expresan las dosis
de los distintos productos empleados, la mortali-
dad, acumulada en los estados larvarios Lj y Lo ¥
la TL50 (tiempo letal para conseguir el 50% de --
mortalidad). Se ha tenido en cuenta la mortalidad

de los testigos segin la férmula de ABBOTT (1925).

En las nueve repeticiones del bioensayo la

respuesta de las larvas de S.littoralis era mas

uniforme a su poliedrosis que a Bactospeine -----

16.000 y a la poliedrosis de Autographa californi

ca. Sin embargo, la accidén de Bacillus thuringien

sis se revela mis rapida que la de las virosis,
notindose mortalidad en razdén directa con la do-
gsis a las 48 h. del tratamiento, momento en que
se inician los controles (fig.l). Con las polie-
drosis no aparece mortalidad hasta cuatro dias --
después del tratamiento (fig.2) lo que indica que
este es el tiempo minimo para el desarrollo de la

infeccidn a la temperatura del experimento.

Las CL50 (concentracidén letal 50 %) calcula-
das graficamente con papel mortandad Probit-log.
dosis (en la fig.3 se ha utilizado papel milime-
trado corriente con doble escala logaritmica),

arrojan valores de 5,2 mgr. para Bactospeine ----
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16.000 , 0,031 mgr. para la poliedrosis propia. de
S. littoralis (SL 31.75)equivalentes a 3,1 pol.

mm?2 v 3,7 mgr. para la poliedrosis de A.californi
ca (ACTN 15.74) equivalentes a 495,5, pol.mm2, La
simple comparacibén de estos valores pone en evi-

dencia que la pdliedrosis propia es 100 veces mas

activa que la de A. californica y 150 veces mis

activa que Bactospeine 16.000.

En lo que respecta al valor de las TL50 hay
marcadas diferencias entre Bactospeine 16.000 y
las virosis y entre éstas a su vez. Para Bactos-
peine 16.000 el valor medio de la TLsp a la dosis
mis elevada es de 2,6 dias. Con las nucleopolie-
drosis, este valor esti en relacidn inversa con
las dosis variando en la nuclepoliedrosis propia

entre 9,6 dias y 6,7 dias y en la de A.californi-

ca entre 11,2 y 8,9 dias. E1 periodo de tiempo du
rante el que se observa mortalidad con B, thurin-
giensis es de quince dias al igual que con las nu

clepoliedrosis de Autographa californica notando-

se que con las nucleopoliedrosis propia este vaw

lor se va reduciendo con la dosis.(fig.2).

ITTI.2.- Accibén conjunta de Bactospeine 16.000 v

las poliedrosis sobre larvas Li y Lo,

En el cuadro nimero 3 se indican las dosis
de mezcla de Bactospeine 16.000 con cada una de
las poliedrosis nucleares y el porcentaje de mor-

talidad obtenido que se compara con los valores
de cada componente individual. La combinacidn Bac
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tospeine 16.000 y la poliedrosis propia supera en
todas las dosis el valor del Bactospeine 16.000,

pero no el de la poliedrosis, excepto a las dosis
mas bajas. Por el contrario, la combinacidn Bacto

peine 16.000 y la poliedrosis de A. californica

supera en muy baja proporcidn el valor de ambas
componentes por separado excepto a las dosis mas
bajas que s2 mantiene por debajo de las dos. El
grafico n2 4 pone en evidencia que no hay efecto

sinérgico en la combinacidn B. thuringiensis y

las poliedrosis nucleares.,

Lo que se mejora con la combinacidn es =1
tiempo d2 mortalidad, notandose un valor alto d=
ésta con todas las dosis de la combinacidn a las
48 h, del tratamiento y reduciéndose las TLgp con

respecto a las del virus (fig.5).

ITITI.3.- Respuesta de las larvas de 34 y 4a edad.

Con estas larvas se hizo un Unico bioensayo
que consideramos preliminar,pero cuyos resultados
nos indican la mayor resistencia de estas larvas
tanto a Bactospzine 16.000 como a las correspon-
dientes virosis. En el cuadro n2 4 se reflejan
las dosis empleadas y los resultados obtenidos.
Dosis cuatro veces superior de Bactospeine ------
16.000, no son suficientes para conseguir una cla

ra respuesta de S, littoralis a B, thuringiensis

en los estados larvarios tercero y cuarto..Con
las nucleoponliedrosis propia a dosis 25 veces su

periores se consigue una respuesta muy uniforme
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gue nos permite orientarnos en la_posible CL50 ra
ra este producto en los estados larvarios comenta
dos; por determinacidn grafica se obtiene un va-

lor de 3,35 mgr. equivalentes a 335 pol. mm2. Con

la nucleopoliedrosis de A. californica a dosis ~--

125 veces supz2riores a las empleadas para los dos
primeros estados larvarios no se consigue respues

ta alguna.

La combinacidén de Bactospeine 16.000 y las
nucleopoliedrosis no dan mejores resultados qgue

la virosis propia sola (cuadro ne 5).

IV.- DISCUSION

La poliedrosis nuclear de Autographa calfor-

2122 presenta infectividad cruzada para diversas
especies de lepidbpteros (VAIL et al. 1971; VAIL
et al. 1973) y se considera la posibilidad de de-
sarrollar, a base de ella, un insecticida viral
de amplio espactr6 . No obstante, BURGERJON et al.
(1975) han puesto en evidenca que para la lucha

biolbgica contra Mamestra brassicae y Scotia sege

tum tienen menos interés gue las respectivas po-

liedrosis propias.

Nuestros resultados sobre S, littoralis, com

parando la actividad de su propia poliedrosis a

la de A. californica, se alinean a los presenta-

dos por BURGERJON et al. para dos especies de noc
tuidos de tan gran importancia en Europa como los

ya citados mids arriba. La poliedrosis de S.litto-



46

ralis es 100 veces mas activa que la de A, cali-
fornica, lo que justifica emprender estudios so-
bre aquélla para el desarrollo de un insecticida
propio gue sea aplicable a programas de lucha bio

16gica contra ella.

La respuesta de S. littoralis a Bactospeine

16.000 es del mismo orden que la sefialada para
otros insecticidas microbioldégicos a base de Baci
llus thuringiensis (ALTAHTAWY y ABALESS, 1973;
AFIFY y MERDAN, 1969). Este producto se muestra

menos efectivo que la poliedrosis propia y sin em
bargo presenta, desde el punto de vista practico,
de una accidén mids rapida como lo ponen de mani-
fiesto los valores de los respectivos TL50. Una
posible explicacibn puede estar en que B. thurin-
giensis produce la muerte de las larvas por toxe-
mia y posterior septicemia (HEIMPEL y ANGUS,1963)
mientras que las nucleopoliedrosis precisan un
tiempo mas o menos largo (AIZAWA, 1959) para inva
dir las células de los tejidos susceptibles y pro

ducir la infeccidn.

. No esti totalmente claro el modo de accidn

de B. thuringiensis sobre Noctuidos. MARTOURET

(1961) sefiala que la gran mayoria de las especies
no son susceptibles a la toxina del cristal aun-
que estudios recientes indican claras diferencias

dentro de la familiaj; asi, mientras Pseudaletia

unipuncta y Trichoplusia ni (SOMERVILLE et al.

1970 )parecen susceptibles al cristal, Spodoptera
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litura (NARAYANA et al. 1976) es regsistente. Por
ello parece de interés estudiar a fondo esta fami
lia para aprovechar al miximo el potencial insec-

ticida de B. thuringiensis.

La posibilidad de que la virulencia de cier-
tos patdgenos de insectos pueda aumentar asociin-
dolos con otros microorganismos patdgenos (VAGO,
1963) nos llevd a mezclar Bactospeine 16.000 con
preparados des las poliedrosis nucleares para ver
el efecto conjunto. No observamos efecto sinérgi-
co lo que puede ser debido a que se reduce la ali
mentacidn de las larvas de S. littormlis por efec

to de B. thuringiensis y no ingieren quizas una

cantidad suficiente de alimento contaminado -----
(BURGERJON y BARJAC, 1962; BURGERJON y BARJAC en
MARTOURET, 1961). Ademas, observamos que las lar-

vas de S, littoralis comian sobre el medio artifi

cial haciendo hoyos de cierta profundidad siendo
més evidente este comportamiento en las larvas de
tercera y cuarta edad lo que puede también contri
buir a reducir el consumo de poliedros. Una ausen
cia de efecto entre estos dos tipos de microorga-
nismos ha sido seflalada ya para otras especies de
Noctuidos (SEMEL, 1961) en Trichoplusia ni, Mala-
cosoma fragile (STELZER, 1965) y Spodoptera litu-
ra (HWANG y DING, 1975).

El inico método rapido y seguro para evaluar
el poder insecticida de los productos microbiold~

gicos es el bioensayo (DULMAGE et al. 1976) que
realizado sobre medio artificial -----==--==-=---<
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(SPLITTSTOESSEN y MCEVEN, 1961)consigue uniformi-
dad en los ensayos y repetibilidad de resultados.
De nuestro resultado se desprende la utilidad ba-
sica del medio de POITOUT y BUES (1974) para bio-

ensayos con poliedrosis nucleares y Bacillus thu-

ringiensis sobre S, littoralis aunque en le caso

de B, thuringiensis se encuentre alguna variabili

dad entre ensayos y puedan realizarse ciertos ajg
tes lo que serid objeto de una posterior comunica-

pd

cion.
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FUNDACION JUAN MARCH
SERIE UNIVERSITARIA

10.—

11.—

12.—

13.—

14.—

Titulos Publicados:

Semdntica del lenguaje religioso | A. Fierro

(Teologia. Esparia, 1973)

Calculador en una operacion de rectificacion discontinualA. Mulet
(Quimica. Extranjero, 1974)

Skarns en el batolito de Santa Olalla/F. Velasco

(Geologia. Esparia, 1974)

Combustién de compuestos oxigenados/J.M. Santiuste

(Quimica. Esparia, 1974)

Peliculas ferromagnéticas a baja temperatura/José Luis Vicent Lopez

(Fisica. FEspafia, 1974)

Flujo inestable de los polimeros fundidos/José Alemdn Vega

(Ingenieria. Extranjero, 1975)

Mantenimiento del higado dador in vitro en cirugia experimental

José Antonio Salva Lacombe (Medicina, Farmacia y Veterinaria. Esparia, 1973)
Estructuras algebraicas de los sistemas logicos deductivos/José Pld Carrera
(Matemdticas. Espafia, 1974)

El fenémeno de inercia en la renovacion de la estructura urbana.
Francisco Fernindez-Longoria Pinazo (Urbanizacion del Plan Europa 2.000
a través de la Fundacién Europea de la Cultura)

El teatro espariol en Francia (1935—1973) | F. T¢ orres Monreal
(Literatura y Filologia. Extranjero, 1971)

Simulacioén electrénica del aparato vestibular/J.M. Drake Moyano
(Métodos Fisicos aplicados a la Biologia. Espafia, 1974)

Estructura de los libros esparioles de caballerias en el siglo XVI.
Federico Francisco Curto Herrero (Literatura y Filologia. Esparia, 1972)

Estudio geomorfolégico del Macizo Central de Gredos
M. Paloma Ferndndez Garcia (Geologia. Esparia, 1975)

La obra gramatical de Abraham Ibn € Ezra/Carlos del Valle Rodriguez
(Literatura y Filologia. Extranjero, 1970)



15.—

16.—

17.—

18—

19.—

20.—

21—

22.—

23—

24.—

25.—

26.—

27—

28.—

29.—

30.—

Evaluacion de Proyectos de Inversion en una Empresa de
produccién y distribucién de Energia Eléctrica.
Felipe Ruiz Lopez (Ingenieria. Extranjero, 1974)

El significado teérico de los términos descriptivos/Carlos Solis Santos
(Filosofia. Espafia, 1973)

Encaje de los modelos econométricos en el enfoque objetivos-instrumentos
relativos de politica econémica.| Gumersindo Ruiz Bravo
(Sociologia. Espafia, 1971)

La imaginacién natural (estudio sobre la literatura fantdstica
norteamericana). | Pedro Garcia Montalvo
(Literatura y Filologia. Extranjero, 1974)

Estudio sobre la hormona Natriurética. | Andrés Purroy Unanua
(Medicina, Farmacia y Veterinaria. Extranjero, 1973)

Analisis farmacoldgico de las acciones miocdrdicas de bloqueantes
Beta—Adrenérgicos. | José Salvador Serrano Molina
(Medicina, Farmacia y Veterinaria. Espafia, 1970)

El hombre y el disefio industrial. [Miguel Durdn—Loriga
(Artes Plisticas. Espafia, 1974)

Algunos topicos sobre teoria de la informacion.| Antonio Pascual Acosta
(Matemdticas. Espafia, 1975)

Un modelo simple estdtico. Aplicacién a Santiago de Chile
Manuel Bastarreche Alfaro (Arquitectura y Urbanismo. Extranjero, 1973)

Moderna teoria de control: método adaptativo-predictivo
Teoria y realizaciones. [Juan Manuel Martin Sinchez
(Ingenieria. Espafia, 1973)

Neurobiologia (I Semana de Biologia. Conferencias-coloquio
sobre Investigaciones biologicas 1977)

Genética (I Semana de Biologia. Conferencias-coloquio
sobre Investigaciones bioldgicas 1977)

Genética (I Semana de Biologia. Conferencias-coloquio
sobre Investigaciones bioldgicas 1977)

Investigacion y desarrollo de un analizador diferencial digital
(A.D.D.) para control en tiempo real. | Vicente Zugasti Arbizu
(Fisica. Espafia, 1975)

Transferencia de carga en aleaciones binarias. [ Julio A. Alonso
(Fisica. Extranjero, 1975)

Estabilidad de osciladores no sinusoidales en el rango de
microondas. | José Luis Sebastian Franco.
(Fisica. Extranjero, 1974)
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32.—

33—

34

35.—

36.—

37—

38—

39.—

40.—

41.—

42—

Estudio de los transistores FET de microondas en puerta comun.
Juan Zapata Ferrer. (Ingenieria. Extranjero, 1975).

Estudio sobre la moral de Epicuro y el Aristoteles esotérico./
Eduardo Acosta Mendez (Filosofia. Esparia, 1973)

Las Bauxitas Espariolas como mena de aluminio.|
Salvador Ordoriez Delgado (Geologia. Esparia, 1975).

Los grupos profesionales en la prestacion de trabajo: obrero y
empleados. |Federico Durdn Lopez (Derecho. Esparia, 1975)

Obtencion de Series aneuploides (monosémicas y ditelosémicas)
en variedades espariolas de trigo comun./ Nicolds Jouve de la
Barreda. (Ciencias Agrarias. Espafia, 1975).

Efectos dindmicos aleatorios en tuneles y obras subterrdneas./
Enrique Alarcon Alvarez. (Ingenieria. Esparia, 1975).

Lenguaje en periodismo escrito. [Fernando Ldzaro Carreter,
Luis Michelena Elissalt, Robert Escarpit, Eugenio de Bustos,
Victor de la Serna, Emilio Alarcos Llorach y Juan Luis Cebridn.
{ Seminario organizado por la Fundacién Juan March los dias
30y 31 de mayo de 1977).

Factores que influyen en el espigado de la remolacha azucarera,
Beta vulgaris L.| José Manuel Lasa Dolhagaray y Antonio
Silvdan Lopez. (Ciencias Agrarias. Espania, 1974).

Compacidad numerable y pseudocompacidad del producto de
dos espacios topologicos. Productos finitos de espacios con

topologias proyectivas de funciones reales. [José Luis Blasco Olcina

(Matemdticas. Esparia, 1975).

Estructuras de la épica latina.] M°. del Dulce Nombre
Estefania Alvarez. (Literatura y Filologia, Esparia, 1971).

Comunicacion por fibras dpticas.| Francisco Sandoval
Hernandez (Ingenieria. Espafia, 1975).

Representacion tridimensional de texturas en chapas
metdlicas del sistema ciibico./ José Antonio Pero-Sanz Elorz
(Ingenieria. Espafia, 1974).
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