WNDE PLAGAS

i i

,&CRICOLAS

\ n \ \ HI'H[H‘-.,\‘\

J.A. Jacas y A. Urbaneja
Editores !

ISBN: 978-84-935247-0-8
Ceap. Legal: V-3075-2008




1. Virus entomopatégenos y su potencial
insecticida

Un virus es una entidad microbiol6gica, no celular, que
tiene un genoma con capacidad de replicarse y adaptar-
se a los cambios ambientales. Sin embargo, los virus se
caracterizan por no poder capturar y almacenar energia
libre y no ser funcionalmente activos fuera de las células
de sus huéspedes. En este sentido, un virus se puede
definir como un biosistema elemental que, en su forma
mas sencilla, esta constituido por un acido nucleico pro-
tegido en una capsida proteica (VAN REGENMORTEL et al.,
2000). Los virus son patdgenos obligados pero no son
considerados como genuinos microorganismos de vida
libre. Actualmente, se conocen mas de 1.600 virus pat6-
genos de invertebrados que afectan a un importante
numero de especies, la mayoria de las cuales son insec-
tos pertenecientes a 13 ordenes distintos (CABALLERO,
2002). En este capitulo nos vamos a referir a los virus
patdégenos de insectos (Ilamados entomopatdgenos) y su
potencial como insecticidas biolégicos.

Los virus entomopatdgenos tienen particulas cuya mor-
fologia es muy variable tanto en forma como en tamafio
y pueden ser de DNA o RNA de hebra simple o doble. En
algunos virus, la nucleocapsida (acido nucleico + capsida
proteica) puede estar envuelta por una bicapa lipidica, en
cuyo caso forma un virion. Los viriones, a su vez, pueden
estar, o no, incluidos en una matriz proteica que se deno-
mina cuerpo de inclusion (OB, del inglés occlusion body).

Las bases genéticas para describir los virus como espe-
cies fueron establecidas por Bishop (1985). Todos los
virus patégenos de insectos se agrupan en 15 familias y
33 géneros sin que hasta ahora se hayan definido, para la
mayoria de los grupos, otros niveles taxonémicos de cla-
sificacion superiores (FAUQUET et al., 2005). En la Tabla 8.1
se recogen algunas de las caracteristicas que han contri-
buido en gran medida a la fundacion del actual sistema
de clasificacion y que, por tanto, permiten diferenciar
entre estos grupos de virus.

La formacion del OB es una caracteristica comun de las
familias Baculoviridae, Poxviridae y Reoviridae, en las
cuales esta estructura ha evolucionado de forma inde-
pendiente como un mecanismo de proteccion contra la

degradacion ambiental, que les confiere una gran venta-
ja como bioplaguicidas. En los baculovirus (Baculovi-
ridae), concurren otras dos caracteristicas adicionales
que hacen que hayan recibido mayor atencién y alcanza-
do mayor desarrollo como insecticidas que cualquier
otro grupo de virus entomopatdgenos: 1) sélo se han ais-
lado de especies del filo Arthropoda, mayoritariamente
de la clase Insecta, lo cual representa un alto grado de
bioseguridad, tanto para los seres humanos y otros ver-
tebrados, como para la vida silvestre en general, y 2) tie-
nen una elevada patogenicidad y virulencia para nume-
rosas especies de insectos que producen importantes
plagas.

La familia Baculoviridae incluye los géneros Nucleo-
polyhedrovirus (NPV) y Granulovirus (GV) (THEILMANN et
al., 2005). Los NPVs tipicamente contienen desde unos
pocos hasta varias decenas de viriones dentro de cada
OB. Se reconocen dos tipos morfologicos, aquellos
cuyos viriones contienen caracteristicamente una sola
nucleocapsida (SNPVs) y los que contienen multiples
nucleocépsidas (MNPVs). Tanto los MNPVs como los
SNPVs han sido aislados mayoritariamente de especies
pertenecientes al orden Lepidoptera, aunque los SPNVs
también se han aislado de algunas especies de los 6rde-
nes Hymenoptera, Diptera, Thysanura y Trichoptera (Ca-
BALLERO et al., 2001). Los NPVs se replican en el nicleo de
las células de varios tejidos (poliorganotroéficos), incluida
la epidermis, de las larvas infectadas en donde se produ-
cen millones de OBs que son diseminados al medio des-
pués de la muerte del insecto. En cambio, los GVs se
caracterizan por tener viriones de tipo simple, los cuales
estén incluidos individualmente en los OBs. Los GVs s6lo
han sido aislados de especies de Lepidoptera, pero los
tejidos afectados y patologia son muy similares a la de
los NPVs. Tanto los NPVs como los GVs originan epizoo-
tias naturales que a veces son muy llamativas. Algunos
de los NPVs y GVs mas patogénicos y con tiempos leta-
les més cortos han sido desarrollados comercialmente
como insecticidas microbianos (Tabla 8.2). En la actuali-
dad se intenta seleccionar NPVs y GVs con mayor poten-
cial insecticida (punto 3 de este capitulo) asi como opti-
mizar los sistemas de produccion de OBs (punto 4) y los
métodos y técnicas de formulacion y aplicacion (punto 5)
para su desarrollo como insecticidas bioldgicos.
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Tabla 8.1. Caracteristicas de las familias y géneros de los virus patogenos de insectos.

Familia Acido Forma del viriéon Diametro o ¢Envuelta en ¢Viriones Espectro de
(Subfamilia) nucleico? dimensiones del el virion? ocluidos? huéspedesb
Género virion (nm)
Ascoviridae
Ascovirus hsDNA baciliforme u ovoide 130 x 200-240 Si No L, Hy (ichneumonidos)
Baculoviridae
Nucleopolyhedrovirus hdDNA baciliforme 40-60 x 200-400 Si Si L, Hy, D, Th, Tr
Granulovirus hdDNA baciliforme 30-60 x 260-360 Si Si L
Birnaviridae
Entomobirnavirus hsRNA icosahédrica 60 No No D
Dicistroviridae
Cripavirus hsRNA icosahédrica 30 No No He, O, D
Iridoviridae
Iridovirus hdDNA icosahédrica 120-140 No No C,D, He, L O, Tr
Chloriridovirus hdDNA icosahédrica 180-200 No No D
Metaviridae
Metavirus hsRNA ND ND No No L,D,C
Errantivirus hsRNA esféricos u ovoides ND No/Si No D
Semotivirus hsRNA esféricos u ovoides ND No/Si No D
NodavirRIDAe
Alphanodavirus hsRNA icosahédrica 30 No No C,D L
Parvoviridae
(Densovirinae)
Densovirus hsDNA redondeada 18-22 No No L, D, O, Od
Iteravirus hsDNA redondeada 18-22 No No L
Brevidensovirus hsDNA redondeada 18-22 No No L, D
Pefudensovirus hsDNA redondeada 18-22 No No Di, L, D., He
Polydnaviridae
Ichnovirus hdDNA elipsoide 85 x 330 Si No Hy (ichneumdnidos)
Brachovirus hdDNA cilindrica 40 x 30-150 Si No Hy (bracénidos)
Poxviridae
(Entomopoxvirinae)
Alphaentomopoxvirus hdDNA ovoide 250 x 450 Si Si C
Betaentomopoxvirus hdDNA ovoide 250 x 450 Si Si (0]
Gammaentomopoxvirus hdDNA forma de ladrillo 230 x 320 Si Si D
Pseudoviridae
Hemivirus hsRNA redondeada 50 No No D
Reoviridae
Cypovirus hdRNA redondeada 55-69 Si Si L, Hy
Idnoreovirus hdRNA redondeada 75 No No
Tetraviridae
Betatretavirus hsRNA redondeada 40 No No L
Omegatetravirus hsRNA redondeada 40 No No L

@ hs - DNA o RNA de hebra simple; hd - DNA o RNA de hebra doble.

b Ordenes de insecto - C: Coleoptera; D: Diptera; Di: Dictyoptera; He: Hemiptera; Hy: Hymenoptera; L: Lepidoptera; O: Orthoptera; Od: Odonata; Th:

Thysanoptera; Tr: Trichoptera.
ND: no determinado.

En la familia Poxviridae, los virus especificos de insectos
se encuentran clasificados en la subfamilia
Entomopoxvirinae, que se caracterizan por formar OBs
denominados esferoides. Los entomopoxvirus (EPVs) se
han agrupado en tres géneros y un grupo de virus, ain
no clasificados, en funcién de que hayan sido aislados de
especies de Coleoptera (Alphaentomopoxvirus), Lepi-
doptera y Orthoptera (Betaentomopoxvirus), Diptera
(Gammaentomopoxvirus) e Hymenoptera (virus no clasi-
ficados) (BULLER et al., 2005). Las larvas de lepidopteros
infectadas por EPVs se hinchan y adquieren una aparien-
cia blancuzca. Su muerte puede ocurrir a los 12 dias o
retrasarse hasta méas de 70 dias de haberse iniciado la
infeccion. En Coleoptera, el desarrollo de la infeccion
puede ser todavia mas lento. Los EPVs aislados de algu-
nas especies de insectos que originan plagas, sobre todo
en aquellas para las que no hay baculovirus descritos,
podrian ser utilizados como agentes de control biolégico
una vez mejoradas sus propiedades insecticidas, sobre
todo el tiempo letal.

En la familia Reoviridae, los de mayor interés para su
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desarrollo como bioplaguicidas son los virus de la
poliedrosis citoplasmica (CPVs) que se encuentran
agrupados en el género Cypovirus (MEeRTENS et al.,
2005). Los OBs que forman son muy parecidos a los
de los NPVs con los cuales es facil confundirlos fuera
de la célula; en cambio, dentro de la célula es facil
diferenciarlos ya que los OBs de los CPVs se forman
en el citoplasma mientras que en los NPVs, los OBs se
forman en el ndcleo. Se han aislado, principalmente,
de especies de Lepidoptera 'y con menor frecuencia de
especies de Diptera, Hymenoptera, Coleoptera y
Neuroptera (HUKUARA Y Bonami, 1991). Los CPVs se
transmiten por via oral; los OBs se disuelven en el
mesenterdn y los viriones sélo afectan a las células
epiteliales, con la excepciéon de algunas especies de
CPVs que también afectan al cuerpo graso y otros teji-
dos. Los CPVs son muy infecciosos pero actiian muy
lentamente y son mas frecuentes las infecciones cré-
nicas que las infecciones francas (BILLONCIK Y MORI,
1998). Hasta la fecha, no se han desarrollado bioinsec-
ticidas comerciales. No obstante, se cree que su
mayor potencial para el control biolégico de plagas es



Tabla 8.2. Algunos ejemplos de plagas de cultivos o masas forestales controladas mediante bioinsecticidas basados en baculovirus en distintos

paises del mundo.

Insecto Virus Nombre del Empresa Cultivo Pais
bioinsecticida
Adoxophyes orana GV Capex Andermatt Biocontrol AG Manzano Suiza
Anticarsia gemmatalis NPV Baculo-Soja Nova Era Biotecnologia Agricola Soja Brasil
Baculovirus Nitral Nitral Urbana Laboratorios
Coopervirus PM Coop. Central Agropecuaria DTE
Protege Milenio Agro Ciencias
Autographa californica NPV VPN-80 Agricola El Sol Hortalizas, Guatemala
algodon, etc.
Cydia pomonella GV Carpovirusine Natural Plant Protection Manzano Unioén Europea, Argentina,
Madex Andermatt Biocontrol AG y Peral Africa del Sur EE UU
CYD-X Certis
Cryptophlebia leucotreta GV Cryptex Andermatt Biocontrol AG Citricos, algodén Africa
Erinnyis ello GV - Biocaribe SA Yuca Colombia
Helicoverpa armigera NPV Helicovex Andermatt Biocontrol AG Hortalizas, Unioén Europea
Heliokill Ajay Bio-Tech algodon India
H. zea 'y Heliothis virescens NPV Elcar Sandoz Algodon, EE UU
GemStar LC Certis hortalizas, etc.  EE UU
Hyphantria cunea NPV Virin-ABB Forestales Rusia
Lymantria dispar NPV Gypchek USDA ForestService Forestales EE UU
Disparvirus Corporation CCIP Inc. Canadéa
Virin-ENSh Rusia
Mamestra brassicae NPV Mamestrin Natural Plant Protection Hortalizas Unioén Europea
Virin-EKS Rusia
Mamestra configurata NPV Virosoft CP4 Biotepp Inc. Manzano Canada
Neodripion sertifery N. lecontei NPV Virox Microbial Resources Forestales Reino Unido
Neochek S USDA Forest Service EE UU
Leconteivirus Canadian Forest Service Canadé
Orgya pseudotsugata NPV TM Biocontrol-1 USDA Forest Service Forestales, EE UU
Virtuss Corporation CCIP Inc. ornamentales Canadéa
Phthorimaea operculella GV PTM baculovirus Varias Patatas Peru
Bolivia
Ecuador
Egipto
Tunez
Colombia
Pieris rapae GV - Wuhan University Hortalizas China
Spodoptera exigua NPV Spod-X Certis Hortalizas, EE UU,
Spexit Andermatt Biocontrol AG ornamentales Unioén Europea,
Ness-E Applied Chem. Thail. Tailandia
Spodoptera frugiperda NPV - Embrapa Maiz, sorgo Brasil
Spodoptera littoralis NPV Spodopterin Natural Plant Protection Hortalizas, Unién Europea, Africa
algodon, etc.
Spodoptera litura NPV - Zhongshan University Hortalizas, China
algodon, arroz
Spodoptera sunia NPV VPN-82 Agricola El Sol Hortalizas Guatemala

mediante
aumentativas.

la realizacién de sueltas

inoculativas o

teros.

plejo de enemigos naturales en poblaciones de lepidop-

El resto de las familias de virus entomopatégenos han
sido menos estudiadas o tienen poco interés, por diver-
sas razones, para ser desarrollados como agentes de
control. Los ascovirus (Ascoviridae) producen enferme-
dades cronicas con consecuencias fatales en especies
de Lepidoptera (Feperici, 1983) y también se han aislado
de parasitoides ichneumonidos (BicoT et al., 1997). Al
contrario de lo que ocurre con otros virus de insectos,
son poco infectivos per os e inducen la apoptosis como
parte de un mecanismo que favorece su replicacion y la
formacién de grandes vesiculas repletas de viriones
que circulan libremente por la hemolinfa del insecto
infectado. Los himendpteros endoparasitoides adquie-
ren en su ovipositor los viriones y vesiculas virales
durante pruebas de parasitismo y los transmiten a mas
de un 80% de los insectos en los que seguidamente pin-
chan el ovipositor. Dicho mecanismo opera muy eficien-
temente en condiciones de campo por lo que estos
virus pueden ser un importante componente del com-

Los virus entomopatégenos de la familia Iridoviridae se
incluyen en los géneros Iridovirus y Chloriridovirus y
han sido aislados de Coleoptera, Diptera, Hemiptera,
Lepidotera y Orthoptera (CHINCHAR et al., 2005).
Generalmente producen infecciones crénicas, mientras
que las infecciones letales son poco frecuentes, lo que
unido a su baja infectividad hace que tengan poco
potencial para el control biol6gico de plagas (WiLLiAmS,
1998). Las infecciones subletales son frecuentes en las
poblaciones naturales de insectos y pueden provocar
cambios importantes en la capacidad reproductiva,
supervivencia y tamafio corporal de los insectos con
infecciones ocultas (MARINA et al., 2003).

En la familia Parvoviridae los virus patégenos de insec-
tos se encuentran en los géneros Densovirus, Iteravirus,
Brevidensovirus y Pefudensovirus (TATTERSALL et al.,
2005). Inicialmente fueron aislados de Galleria mellone-
lla (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) y después, de especies
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de Diptera, Orthoptera, Blattodea, Odonata y otras
especies de Lepidoptera. Los densovirus tienen una ele-
vada virulencia e infectividad para algunas de sus espe-
cies huéspedes que originan plagas. Sin embargo, su
elevada homologia con otros parvovirus que son pato6-
genos para vertebrados, incluidos los humanos, limita
sus posibilidades con vistas a ser desarrollados como
agentes de control (BErcoiN AND Ti3sseN, 2000). Son
necesarios estudios mas detallados sobre su especifici-
dad y tropismo tisular para poder valorar con mas pre-
cision la posible utilidad de estos virus como bioinsec-
ticidas.

Los virus de la familia Polydnaviridae sélo han sido ais-
lados de especies de parasitoides braconidos
(Bracovirus) e ichneumonidos (Ichnovirus) (WeBs et al.,
2005). Se caracterizan por mantener una relacion
mutualista obligada con las especies de himendpteros a
las que afectan; el DNA del virus se integra en el DNA
gendmico del insecto que de esta manera lo transmite a
su descendencia (WeBB, 1998). El virus se escinde del
genoma del himendptero y sélo se replica en el caliz de
los ovarios sin efectos patogénicos para éste. Cuando la
hembra del parasitoide oviposita en un insecto hués-
ped, el virus es transferido junto con los huevos para
suprimir el sistema inmune del huésped y favorecer la
supervivencia del huevo y la larva del parasitoide
(GLaTzA et al., 2004). La posibilidad de utilizar estos
virus, o ciertos genes de estos virus, con el propésito de
suprimir el sistema inmune de un insecto plaga, para
favorecer la infeccidn por otros patdgenos, requiere de
una caracterizacion previa de los mecanismos implica-
dos en el modo de accién de estos virus.

Los pequeiios virus RNA mas frecuentemente aislados
de insectos se encuentran en las familias Nodaviridae y
Tetraviridae. En la familia Nodaviridae todos los virus
patdbgenos de insectos se agrupan en el género
Alphanodavirus y su espectro de huéspedes incluye
especies de Coleoptera, Diptera y Lepidoptera (SCHNEE-
MANN et al., 2005). Producen lesiones en el citoplasma
de las células de varios tejidos (musculos, nervios, glan-
dulas salivares, etc.) que primero dan lugar a la parali-
zacion del insecto y luego a su muerte. Han sido muy
estudiados como modelos de virus de RNA pero, por
ahora, carecen de interés como agentes de control. Los
virus de la familia Tetraviridae sélo infectan especies de
Lepidoptera y todos ellos se clasifican en dos géneros
Betatretavirus y Omegatetravirus (HANLIZK et al., 2005).
Pueden producir infecciones no perceptibles o infeccio-
nes letales agudas. En este caso, a los pocos dias (8-10)
de haber sido infectadas las larvas cambian el color del
tegumento, se vuelven flacidas y quedan colgando por
las falsas patas de manera parecida a lo que les ocurre
a las larvas infectadas por baculovirus. La capsida del
virus es sensible a la radiacion UV pero resistente a
otras condiciones ambientales (desecacion, proteasas,
etc.) que favorecen su transmisidn horizontal por inges-
tion (HANzLIK et al., 1993). Debido a ello, estos virus han
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sido identificados como el agente causante de epizoo-
tias en varias especies, algunas de las cuales originan
plagas como por ejemplo Helicoverpa armigera
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) (BrRooks et al., 2002).
A pesar de ello, los tetravirus no han recibido la necesa-
ria atencion como agentes de control debido a la dificul-
tad de producirlos.

Otros virus RNA aislados mas raramente se han inclui-
do en las familias Birnaviridae, Dicistroviridae, Metaviri-
dae, Pseudoviridae y Rhadoviridae y para mas informa-
cion sobre ellos se recomienda el libro The Insect Viru-
ses editado por Miller y Ball (1998), o el sitio web del
ICTV (2002).

2. Ecologia y biologia de los baculovirus

Los OBs de los baculovirus pueden sobrevivir fuera del
huésped por largos periodos de tiempo, especialmente
cuando se encuentran protegidos de la degradacion por
radiacion ultravioleta. La distribucion espacial de los
OBs varia en funcion del tipo de ecosistema, de las dife-
rentes combinaciones baculovirus-insectos y de las dis-
tintas plantas sobre las que se alimentan los insectos
huéspedes. Para explicar, al menos parcialmente, las
diferencias respecto a la ocurrencia de epizootias en un
mismo sistema huésped-baculovirus se ha propuesto la
existencia de ecosistemas permisivos y no permisivos
(Fuxa, 2004).

Para la mayoria de los baculovirus el principal reservo-
rio de OBs es el suelo. Aqui pueden persistir por perio-
dos mas o menos largos aunque afectados por factores
tales como valores extremos del pH y las altas tempera-
turas, el tipo de suelo y la elevada humedad, o la degra-
dacidon por microorganismos (Fuxa, 2004; Penc et al.,
1999). Para que tenga lugar la transmision del virus es
necesario que haya un transporte de OBs desde el suelo
hasta la superficie foliar, donde son ingeridos por insec-
tos susceptibles, lo cual puede ocurrir por la accion del
viento y la lluvia (YouNG Y YEARIAN, 1986). En el mesen-
terén de las larvas los OBs se desintegran, por la accion
combinada de condiciones alcalinas (pH 9-11) y enzi-
mas proteasas, liberando las particulas infectivas (virio-
nes). Los baculovirus producen varias proteinas que
mejoran el proceso infeccioso (CABALLERO et al., 2001).
Los viriones atraviesan la membrana peritréfica e infec-
tan las células epiteliales en cuyo nucleo tiene lugar la
replicacion del DNA y la formacion de nuevas nucleo-
capsidas (GRaNADOS Y WiLLIAMS, 1986). En las larvas de
lepidépteros, estas nucleocapsidas dan lugar a un
nuevo tipo de viriones, los viriones brotados, que dise-
minan la infeccion por diversos tejidos (cuerpo graso,
hemocitos, epidermis, etc.) (Figura 8.1). Parece que los
viriones brotados se dispersan en el insecto utilizando
el sistema de las traqueolas respiratorias como una red
de caminos para llegar a todas partes del cuerpo
(ENGELHARD et al., 1994). Al final del proceso infeccioso,



las células repletas de OBs se lisan y la actividad de cier-
tas enzimas producidas por el virus (p.e. quitinasa y cis-
teina proteinasa) degradan el tegumento al mismo
tiempo que se produce su muerte (CABALLERO et al.,
2001). Los millones de OBs producidos se liberan del
cadaver contaminando asi el follaje de las plantas
(Figura 8.2) donde sirven de in6culo para infectar nue-
vos huéspedes, o bien caen al suelo por gravedad o
arrastrados por la lluvia. En otros érdenes de insectos,
la infeccién por baculovirus se restringe a las células
epiteliales del mesenterén en las cuales hay una pro-
duccion continua de OBs infectivos que son expulsados
con los excrementos (FeDericl, 1997).

La eficiencia de la transmision horizontal del virus
depende tanto de la densidad de poblaciéon del virus
como del huésped. Cuanto mayor es la densidad de los
insectos susceptibles mayor es la probabilidad de con-
tacto entre el virus y el huésped. Por otra parte, la den-
sidad y la distribucion de OBs determina la cantidad de
indculo a la que estan expuestos los insectos en la natu-
raleza (HAlLs et al., 2002). La transmision horizontal de
los OBs, junto con su persistencia en el medio, ha sido
el modelo utilizado para el estudio de la ecologia de
baculovirus (Cory et al., 1997); sin embargo, hay eviden-
cias que indican que la transmision vertical también
juega un importante papel en la supervivencia de estos
patégenos, particularmente durante periodos de baja
densidad poblacional del huésped (BURDEN et al., 2006).
En varios sistemas huésped-baculovirus se han obser-
vado bajos porcentajes de mortalidad larvaria en ausen-
cia de una exposicion continua al virus, lo cual sugiere
la presencia de infecciones persistentes de baculovirus
en las poblaciones huéspedes (Kukan, 1999). Una hip6-
tesis admisible es que la transmision vertical es el resul-
tado de una forma de evolucién de los baculovirus
como medio para sobrevivir durante periodos de baja
densidad del huésped, cuando las oportunidades de

Figura 8.2.a). Larva de Spodoptera exigua muerta por una infeccion
viral en el momento en que se rompe el tegumento y se liberan los OBs
del virus para contaminar el follaje de las plantas. Por la derecha se
aproxima una larva sana en la que, al ingerir los OBs liberados y ser
infectada, se repite el ciclo bioldgico del virus.

Figura 8.1. Representacion esquematica del proceso infeccioso de
los baculovirus: los poliedros (P) ingeridos se solubilizan en el mesente-
rén de la larva liberando viriones (ODV) (1) que atraviesan la membrana
peritréfica (MP) a través de sus poros naturales. La membrana del ODV
se fusiona con la membrana de la célula epitelial (2) y las nucleocépsi-
das (NC) desnudas atraviesan el citoplasma (3) y se dirigen al nucleo
donde se produce una primera replicaciéon del ADN viral (5).
Alternativamente algunas nucleocéapsidas atraviesan el citoplasma (4) v,
sin pasar por el nucleo, se dirigen a la zona basal. Las nucleocépsidas
atraviesan la membrana celular formando los viriones brotados (BVs) (6)
que pasan a la cavidad hemocélica a través de las traqueolas (T) evitan-
do la membrana basal (MB). En el hemocele, los BVs llevan a cabo la
segunda fase del proceso infeccioso infectando las células de los érga-
nos y tejidos por endocitosis (7). Las nucleocépsidas forman nuevamen-
te BVs favoreciendo la dispersion de la infeccion. Alternativamente for-
man ODVs y poliedros completos en una fase mas avanzada del proce-
so infeccioso, que se acumulan en la célula y finalmente producen su
lisis liberando los cuerpos de inclusion al medio (9).

transmisién horizontal son limitadas. Ademas, la trans-
mision vertical permite que el virus pueda ser transpor-
tado dentro del insecto infectado a larga distancia, e ini-
ciar nuevos focos de infeccion, tal y como ha sido docu-
mentado para los nucleopoliedrovirus de Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidotera: Noctuidae) y Anti-

Figura 8.2.b). Cuerpos de inclusién (OBs) de un nucleopoliedrovirus
vistos al microscopio electronico de barrido a 20.000 aumentos.
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Figura 8.3. Perfiles de restriccion de distintos aislados del nucleopo-
liedrovirus de Spodoptera exigua (SeMNPV) al digerir el ADN genémico
del virus con la enzima de restriccion Bglll. Los asteriscos sefalan frag-
mentos polimérficos y los circulitos la posicion de fragmentos ausen-
tes. A la izquierda de la figura se indica el tamafo en kilobases (kb) de
los fragmentos de restriccion.

carsia gemmatalis (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae)
(Fuxa, 2004). La transmision vertical también podria
jugar un papel importante en relacion con la resistencia
que el huésped adquiere con la edad frente a la infec-
cion por baculovirus, que puede haber coevolucionado
con la infectividad del baculovirus (Fuxa, 2004).

3. Caracterizacion y seleccion de los baculo-
virus

Los baculovirus han sido aislados de mas de 700 espe-
cies de insectos. Su caracterizacion por medio de técni-
cas moleculares y bioldgicas ha revelado que poseen
una gran diversidad genotipica y fenotipica. Esta infor-
macion, ademas de ayudar a identificar las distintas
especies 0 aislados y establecer su filogenia (HErNIOU et
al., 2003), contribuye a seleccionar los genotipos o mez-
clas de genotipos del virus que rednen el espectro de
huéspedes (nimero de especies para las que el virus es
infectivo), la patogenicidad (en términos de la dosis
letal o concentracion letal 50%, DLsg, CLsg), y la virulen-
cia (velocidad a la que mata al huésped) mas adecuados
para su desarrollo como bioplaguicidas.

La seleccion de un baculovirus como insecticida se hace
en funcién de la especie o especies de insectos que se
quieren controlar. Cada especie fitéfaga suele ser mas
susceptible a su propio baculovirus pero también puede
serlo, en mayor o menor grado, a los baculovirus de
otras especies de insectos (MuNoz Yy CABALLERO, 2001).
Por su parte, el espectro de huéspedes de los baculovi-
rus es variable. Algunos son absolutamente especificos,
como es el caso del NPV de Spodoptera exigua
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) (MuRoz Y CABALLERO,
2001), o los NPVs que infectan especies de la familia
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Lymantridae (Cory et al., 2000). Otros, en cambio, como
es el caso del NPV de Autographa californica (Speyer)
(Lepidotera: Noctuidae) (AcMNPV), es infectivo para
mas de 50 especies pertenecientes a unas 15 familias
del orden Lepidoptera (CABALLERO et al., 2001). Los bacu-
lovirus con mas amplio espectro de huésped no son
igualmente infectivos para todas sus especies huéspe-
des. Para estos baculovirus puede establecerse una dis-
tincion entre el espectro de huéspedes biolégico, que
comprenderia a todas las especies que pueden ser
infectadas en el laboratorio, y el espectro de huéspedes
econdmico, que sdlo incluye aquellas especies que pue-
den ser controladas de forma efectiva en el campo
mediante la aplicacion de cantidades de OBs econdmi-
camente aceptables (BLAck et al., 1997).

Entre los distintos aislados geograficos de una misma
especie de baculovirus se encuentra con frecuencia una
considerable diversidad genética que es facilmente
detectable mediante un andlisis de restriccion del ADN
genomico del aislado (Figura 8.3) (CABALLERO et al., 1992;
EscriBanoO et al., 1999). Algunas de las variaciones gené-
ticas son silenciosas, pero otras han sido asociadas a
diferencias significativas de virulencia (HuGHes et al.,
1983), o patogenicidad (GraHAM et al., 2004) que, en oca-
siones, pueden llegar a ser de dos o méas 6rdenes de
magnitud (SHAPIRO Y ROBERTSON, 1991). Estas variaciones
fenotipicas tienen un claro interés practico a la hora de
seleccionar un aislado silvestre como agente de control.

Mas interesante aln es la diversidad genética existente
dentro de un mismo aislado geografico e incluso dentro
de un mismo insecto infectado. La clonacion in vitro
(LynN et al., 1993; RiBEIRO et al., 1997; SIMON et al., 2005a)
0 in vivo (SmITH Y CRooK, 1988; Muroz et al., 1999) de los
genotipos, que caracteristicamente componen los aisla-
dos de los baculovirus silvestres, ha revelado una
amplisima variabilidad genotipica originada, principal-
mente, por inserciones o delecciones (Muroz et al.,
1999; SIMON et al., 2005a), transposiciones (JEHLE et al.,
1995), o recombinacion in vivo (CRoOIZIER Y RIBERO, 1992).
Muchos de estos cambios genéticos tienen consecuen-
cias fenotipicas de gran relevancia. Por ejemplo, se ha
encontrado que el valor de la DLsg (OBs/larva) para cier-
tos genotipos puede llegar a ser mas de cien veces
mayor que el valor de otros genotipos clonados a partir
de un mismo aislado del NPV de A. gemmatalis (RIBEIRO
et al., 1997), o del NPV de Lymantria dispar (L.) (Lepido-
ptera: Lymantriidae) (Lynn et al, 1993). Diferencias
menores pero, aun asi, estadisticamente significativas
se han encontrado entre los genotipos obtenidos a par-
tir de otros aislados de los NPVs (MuRioz et al., 1999;
SIMON et al., 2005a). A partir de ciertos aislados también
se han clonado genotipos cuya velocidad de accion
puede ser hasta un 40% mas rapida que la de otros
genotipos con los que coexisten de forma natural
(MuRoz et al., 2000; HobGsonN et al., 2001). La cantidad de
OBs producidos por larva o miligramo de larva es otra
caracteristica fenotipica para la que se han encontrado



diferencias significativas entre los genotipos clonados
en aislados del NPV de S. frugiperda (SIMON et al., 2008),
el NPV de S. exigua (Muroz et al., 2000; MuriLLO et al.,
2006) y el NPV de Panolis flammea (Denis & Schiffermu-
ller) (Lepidoptera: Noctuidae) (HobGson et al., 2001) por
citar s6lo algunos ejemplos.

Las interacciones entre genotipos de un mismo aislado
pueden tener importantes repercusiones fenotipicas.
Por ejemplo, con la mezcla de ciertos genotipos de una
misma poblacion almeriense del NPV de S. exigua se
consigue obtener un aumento en la actividad insectici-
da del virus en larvas de S. exigua (MuRrILLO et al., 2006).
Por otra parte, la presencia de ciertos genotipos mutan-
tes, que no son capaces de replicarse por si mismos, se
ha comprobado que pueden tener un efecto positivo
sobre la patogenicidad del virus como ocurre en un ais-
lado del NPV de S. frugiperda (SIMON et al., 2005b) o, por
el contrario, un efecto negativo como sucede en un ais-
lado del NPV de S. exigua (MuRoz et al., 1998).

Todo ello resalta la necesidad de realizar detallados ané-
lisis genéticos y bioldgicos de los distintos aislados de
un baculovirus con objeto de poder disefar la materia
activa con mejores propiedades insecticidas. Por otra
parte, también es importante sefialar que distintas
poblaciones del huésped difieren con frecuencia en su
susceptibilidad a un determinado aislado de baculovi-
rus (MiLks, 1997), lo que hace necesaria la seleccion del
aislado en funcién de las caracteristicas de la poblacion
que se quiere tratar.

4. Produccion de los baculovirus

Sin duda alguna, la produccién masiva representa uno
de los mayores retos en la comercializacion de produc-
tos basados en estos patdgenos. Se cree que la produc-
cion masiva en biorreactores de cultivos celulares tiene
gran potencial, aunque actualmente, todos los baculovi-
rus producidos como bioinsecticidas son el resultado
de la produccion en larvas de insectos. Los principales
problemas de la produccion en cultivos celulares son
dos. Primero, los medios son costosos, particularmente
cuando contienen derivados de sueros (CLAUS Y Sciocco
DE CAP, 2001). Segundo, los baculovirus se adaptan rapi-
damente al cultivo celular y pierden los genes que no
sean necesarios para la supervivencia en el ambiente
del cultivo y, como consecuencia, los OBs producidos
en cultivos celulares tienen menor actividad insecticida.

La produccion de los baculovirus en insectos involucra
la inoculacién de cantidades masivas de larvas, su cria
durante la replicacion del virus y la cosecha de los OBs
de los cadaveres de las larvas infectadas. Aunque pare-
ce un proceso facil, en realidad la producciéon masiva
depende de una serie de pasos sucesivos, los cuales
requieren ser optimizados para que la produccion siga
en marcha de manera fluida y coordinada. El vigor y la

limpieza de la colonia principal de insectos son de
importancia elemental y se asegura mediante la des-
contaminacion frecuente de los recipientes de cria,
superficies de laboratorio, cAmaras bioclimaticas, etcé-
tera y el tratamiento rutinario de los huevos y las pupas
del insecto con soluciones de lejia o formol para reducir
la presencia de patégenos en la colonia. Por otro lado,
la dieta que se usa para mantener la colonia se prepara
con inhibidores de crecimiento de microorganismos,
antibioticos y pequefias cantidades de formol, aunque
el formol no se incluye generalmente si la dieta esta
destinada a la cria de larvas infectadas con virus.
Asimismo, es necesario contar con recipientes disefia-
dos para criar cantidades importantes de larvas y para
poder cosechar los cadaveres infectados de manera
rapida y eficiente.

La optimizacion del sistema de inoculacion, cria y cose-
cha de las larvas infectadas requiere de estudios detalla-
dos orientados a determinar el estadio por infectar, que
normalmente es el Ultimo o penultimo estadio larvario, la
densidad larvaria que maximiza la produccion de OBs
por recipiente sin provocar pérdidas importantes por
canibalismo o infecciones oportunistas (SIKOROWSKI Y
LAWRENCE, 1994), la concentracion y administracion del
in6culo (CHERrRY et al., 1997), la composicion de la dieta
(HunTER-FUJITA et al., 1998), la temperatura de incubacion
(SHaPIRO 1986), las condiciones ambientales (SHAPIRO et
al., 1981), y el momento de la cosecha de las larvas infec-
tadas para minimizar la contaminacién por microorganis-
mos (Grzywacz et al., 1998). Los sistemas actuales de pro-
duccion de OBs en insectos generan una carga importan-
te de bacterias y hongos que naturalmente infestan a la
dieta, la superficie del insecto, a su intestino y las heces.
La gran mayoria de estos microorganismos son general-
mente especies comunes de Pseudomonas, Enteroco-
ccus, y especies coliformes de Enterobacteriaceae. Como
la purificacion mediante la filtracion y centrifugacion es
costosa, poco eficiente y resulta una pérdida importante
de los OBs, se considera como objetivo prioritario la lim-
pieza del sistema productivo con el fin de evitar el des-
arrollo de altos niveles de microorganismos contaminan-
tes (JENKINS Y GRzywAcz, 2000). Es importante sefialar que
ningun estudio sobre microorganismos contaminantes
de preparaciones de baculovirus ha detectado la presen-
cia de patégenos humanos como Salmonella, Shigella o
Vibrio, mientras que la presencia de otras bacterias de
interés médico, como Staphylococcus aureus o Bacillus
cereus ha sido, por lo general, esporadica y de baja abun-
dancia. No obstante, el proceso de registro de estos pro-
ductos exige un control continuo de los lotes de OBs pro-
ducidos para descartar la presencia de patégenos prima-
rios de humanos.

5. Formulacion y aplicacion

Aunque el fabricante tiene poco control sobre el uso de
su producto por parte del agricultor, hasta cierto punto
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puede promover el buen funcionamiento del patégeno
mediante la formulacion adecuada y las instrucciones
de uso en la etiqueta del producto. Pero, ;qué es una
formulaciéon? Una formulacion se prepara cuando se
mezcla un ingrediente activo, en este caso los OBs del
virus, con una o mas sustancias con el fin de conservar
0 mejorar sus propiedades insecticidas o el manejo del
producto. Existen diferentes métodos para lograr lo
anterior, incluyendo la produccidn de suspensiones
liquidas, granulos y polvos mojables. La formulacién
adecuada dependera de diversos factores tales como el
comportamiento y habitat de la plaga, la disponibilidad
y coste de los componentes de la formulacion, el equi-
po empleado para aplicarlo y las preferencias de los
agricultores.

Concretamente, una formulacion correcta tiene que
mantener la estabilidad del virus durante su almacena-
miento, facilitar el manejo del producto por parte del
agricultor, optimizar la aplicaciéon y la ingestion de los
OBs por la plaga objetivo y maximizar la persistencia
ambiental de los depdsitos de OBs sobre las hojas del
cultivo (Jones et al., 1997). Por lo tanto, existe una rela-
cion intima entre la formulacion del producto y su apli-
cacion.

Entre la produccion del formulado y su aplicacion en
campo, hay un periodo durante el cual el producto no
debe experimentar pérdida significativa de actividad
insecticida, descomposicion de otros componentes de
la formulacién ni cambios importantes en las caracteris-
ticas fisicas del producto como la sedimentacion o agre-
gacion de los OBs en suspensiones, o el endurecimien-
to de polvos. En este sentido, el almacenamiento del
producto a temperaturas bajas y en recipientes bien
cerrados es deseable para prolongar su viabilidad. En
general, los baculovirus se pueden almacenar a tempe-
raturas frescas durante varios afos (BATISTA-FILHO et al.,
1991). Para producir una formulacién seca, tipicamente
se secan los OBs al aire, mediante la liofilizaciéon
(BATISTA-FILHO et al., 1986), o la deshidratacion por asper-
sidn en aire caliente (BeHLE et al., 2006). Después de
secado, los OBs se mezclan con un material portador
inerte de bajo coste como la arcilla, silice sintética y un
surfactante (JoNes et al., 1998). En cambio, una tipica
formulacion liquida de OBs puede estar constituida por
agua con un agente dispersante-antiespumante, un
espesante como la goma xantan, y conservantes para
controlar el crecimiento de los microorganismos
(Burges y Jones, 1998). Cabe mencionar que la encap-
sulacion de los OBs en almiddn ha atraido cierto interés
para la formulacion de B. thuringiensis 'y los baculovirus
(lcnoFFO et al.,, 1991; MoRraLEs-Ramos et al.,, 1998).
Igualmente prometedor es el uso de harinas y almido-
nes para la formulacién de OBs como granulos pulveri-
zables (TAMEZ-GUERRA et al., 2000).

La mezcla de tanque se basa en sustancias que se agre-
gan a la formulacién basica en el momento de preparar

128 Control Bioldgico de Plagas Agricolas

el producto para la aplicacion en campo. Se utilizan los
coadyuvantes para facilitar la aplicacion del producto,
para mejorar el depésito del virus en el sitio de alimen-
tacion de la plaga y para aumentar la persistencia de los
OBs en el cultivo. Los componentes mas comunes en
las mezclas de tanque son los humectantes-adherentes,
y sustancias fotoprotectoras que tienen el objetivo de
maximizar la persistencia ambiental de los OBs sobre
las hojas del cultivo (SHAPIRO, 1989; DOUGHERTY et al.,
1996; FARRAR et al., 2003). La fotoproteccion de los OBs
es menos problematica en los invernaderos porque el
plastico de la estructura filtra aproximadamente el 90%
de la radiaciéon UV, dando como resultado, una buena
persistencia de los OBs en los cultivos de invernadero
(Lasa et al., 2007c). El uso de fagoestimulantes para
incrementar la alimentacién del insecto, con el fin de
que consuma una dosis letal de OBs en menos tiempo,
ha sido notablemente subexplotado. Parece que los
azlcares, lipidos y proteinas son los componentes
esenciales de los mejores fagoestimulantes para larvas
de lepiddpteros y algunas empresas han desarrollado
fagoestimulantes comerciales para emplearlos en pro-
gramas de control de los insectos plaga mas importan-
tes (BARTELT et al., 1990; FARRAR Y RIDGWAY, 1994).

En la aplicacion de los baculovirus, casi siempre se
busca la manera de saturar el sitio de alimentacion de la
plaga con depdsitos de la pulverizacién para maximizar
la probabilidad de que cada larva consuma una dosis
letal de OBs en poco tiempo. La dosis de la aplicaciéon
depende de la patogenicidad del virus, el estadio de las
larvas plaga, la fenologia del cultivo y los habitos ali-
menticios del insecto por controlar, entre otros factores.
Como la cantidad de OBs determina en gran parte el
coste de cada aplicacion se busca la menor dosis que
redunde en un control aceptable de la plaga. Al actuar
por ingestion se requiere una distribucion uniforme del
producto en el sitio de alimentacion del fit6fago plaga y
normalmente esto se logra mediante la aplicacion de un
gran numero de gotas pequefias. Sin embargo, las
gotas mas finas son mas propensas a ser arrastradas
por el viento, mientras que las gotas grandes se utilizan
para aplicaciones al suelo o cuando es importante evi-
tar el desplazamiento de la pulverizacion por corrientes
de aire. Los bioinsecticidas casi siempre se aplican con
equipos disefados para insecticidas quimicos. Dichos
equipos son, en su mayor parte, boquillas hidraulicas
que producen una pulverizacion en forma de abanico o
cono. Las bombas con asistencia de aire se utilizan para
aplicaciones en arboles, huertas, vifias e invernaderos.
Las boquillas centrifugas, del tipo de disco giratorio o
jaula giratoria, se emplean frecuentemente para aplica-
ciones de ultra bajo volumen con formulaciones basa-
das en aceites minerales o vegetales (GOMEzZ Y RUMIATTO,
1987; Cory Y ENTWISTLE, 1990).

Finalmente, la frecuencia de la aplicacion dependera de
la persistencia de los OBs en las hojas del cultivo, la efi-
ciencia de la transmision del virus de las larvas muertas



a las sanas y el ritmo de crecimiento del cultivo. Los cul-
tivos que crecen rapidamente producen nuevas hojas
que no estan contaminadas superficialmente con OBs y
que requieren de tratamientos repetidos cuando las
infestaciones de la plaga alcanzan los umbrales de tra-
tamiento.

6. Ejemplos del uso de los bioplaguicidas
basados en baculovirus

6.1. El control de Anticarsia gemmatalis en
soja

El control de larvas de A. gemmatalis mediante aplica-
ciones de AQMNPV sobre una superficie de mas de un
millén y medio de hectareas de soja en Brasil y a menor
escala en Paraguay, representa el mas importante ejem-
plo del uso de los baculovirus como bioplaguicidas
(Moscarbl, 1999). EI manejo de A. gemmatalis involucra
una serie de empresas privadas y el EMBRAPA (un ins-
tituto brasilefio de investigacion agropecuaria), que
producen el virus principalmente en formulaciones de
polvo mojable basado en caolin. EI material primario
viene de una combinacién de colectas de larvas infecta-
das en el campo y la producciéon masiva en laboratorio.
Estos productos estan sujetos a un control de calidad
por parte del EMBRAPA que revisa la cantidad de OBs
por gramo de producto y su actividad insecticida, aun-
que desafortunadamente, no existen barreras efectivas
a la venta de productos de baja actividad biolégica por
parte de algunas empresas sin escrupulos. El coste del
virus para el agricultor es de aproximadamente 1,50 $
USA (~1,1 euro)/ha, que es mas econémico que el con-
trol quimico. Una serie de factores contribuyen al éxito
de AgMNPV como bioplaguicida. Primero, el virus es
muy patogénico y una sola aplicacion de 1,5 x 1011
OB/ha es suficiente para controlar la plaga durante el
ciclo de produccion. Segundo, A. gemmatalis es, por lo
general, la Unica plaga de importancia de la soja y el
cultivo tolera la defoliacion sin pérdidas importantes en
el rendimiento. Tercero, los programas gubernamenta-
les de manejo integrado en los afios 1970-80 facilitaron
la aceptacion por parte de los agricultores de alternati-
vas al control quimico durante la implementacion del
uso del AQMNPV en las décadas siguientes. Por otra
parte, la aplicacion del bioplaguicida ha sido promovida
por los servicios oficiales de extension en los diferentes
Estados de Brasil.

Actualmente, existe una demanda de virus para tratar
una superficie de alrededor de cuatro millones de hec-
tareasy, por lo tanto, la tecnologia de produccién repre-
senta un factor limitante al mayor uso del virus
(Moscarpl et al., 1997). Por otro lado, se llevan a cabo
programas de seguimiento del grado de resistencia al
virus en las poblaciones naturales de A. gemmatalis en
el campo. Aunque en estudios de laboratorio se han
generado biotipos del insecto con niveles muy altos de

resistencia (Aot et al., 1996), en las poblaciones natu-
rales de la plaga aun no se han encontrado evidencias
de resistencia. Esto posiblemente se deba a un elevado
cruzamiento entre los insectos que sobreviven a las
aplicaciones de AQMNPV vy los individuos de poblacio-
nes no expuestas al virus. Hasta la fecha, el control de
A. gemmatalis en soja en Brasil es el ejemplo més des-
tacado del control mediante los baculovirus.

6.2. El control de Spodoptera exigua en cul-
tivos de invernadero

La gardama, S. exigua, es una plaga polifaga de diversos
cultivos de invernadero y campo abierto en muchas
regiones del mundo incluida la zona de invernaderos de
Almeria (Figura 8.4). EI SeMNPV ha sido comercializado
bajo el nombre de Spod-X en una formulacion de liquido
concentrado que esta registrado en los Estados Unidos,
Canada, Méjico y los Paises Bajos (CerTis, 2007). Ademas,
el SeMNPV forma la base de diversos productos de
pequefias empresas en el sur y el sureste de Asia
(KoLobNy-HIrsH et al., 1997; CBP, 2007). El proceso de con-
trol mediante aplicaciones de SeMNPV ha sido simulado
y validado por Bianchi et al. (2002). EI SeMNPV tiene la
caracteristica de ser uno de los mas especificos de todos
los nucleopoliedrovirus, de hecho soélo infecta a larvas de
S. exigua. Su eficiencia como insecticida reside en su alta
patogenicidad; la dosis letal en el primer estadio es apro-
ximadamente un OB mientras que la dosis letal 50%
(DLsg) en el cuarto estadio es de 30 a 100 OBs, depen-
diendo del aislado y el origen de las larvas de S. exigua
(SmiTs v VLAK, 1988; TAKATSUKA Y KuNimi, 2002).

Actualmente, en Espafa, el SeMNPV esta siendo desa-
rrollado como un bioplaguicida para uso en los inverna-
deros de Almeria y Murcia. Partiendo de un aislado
autéctono recolectado en 1990 durante una epizootia en
invernaderos en Almeria (CABALLERO et al., 1992), se iden-
tificaron cepas adicionales de esta region (MuriLLO et al.,
2006), las cuales fueron mezcladas en diferentes propor-
ciones para producir una combinacién Unica con alta
actividad insecticida. Pruebas iniciales en cultivo de
pimiento demostraron contundentemente que el
SeMNPV dio mayor control que los insecticidas de sinte-
sis, sobre todo en casos donde el control quimico habia
fracasado debido a la resistencia por parte de la pobla-
cion plaga (BELDA et al., 2000; Lasa et al., 2007b). La for-
mulacion del SeMNPV con un estilbeno sinergista de la
actividad insecticida de los baculovirus resulté en menor
tiempo de adquisiciéon de la infeccion pero no mejoré el
control total de infestaciones naturales, comparado con
la aplicacion del SeMNPV solo (LasA et al., 2007c).

Un avance importante en la produccion del SeMNPV se
logré mediante la aplicacion de varios compuestos ana-
logos de la hormona juvenil de insectos a larvas del
quinto estadio de S. exigua (LAsA et al., 2007a). La pro-
duccion total de OBs en larvas tratadas con dos analo-
gos comerciales, metopreno y fenoxicarb, aumenté en
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un factor de casi tres veces comparado con la produc-
cion convencional en larvas del quinto estadio.

Estudios de la estabilidad de una formulacion sencilla
del virus con el acido soérbico y glicerol indicé que no
hubo pérdida de actividad insecticida durante 18 meses
de almacenamiento a 4°C. Asimismo, la carga de conta-
minantes microbianos fue principalmente debida a la
presencia de Enterococcus spp y levaduras, mientras
que no se detectaron patdgenos humanos de importan-
cia médica (Lasa, 2007).

La identidad genotipica del virus y la tecnologia de pro-
duccion han sido objeto de una solicitud de patente en
Espafia. El proceso de registro del producto esta en
marcha y se estd montando una planta piloto de pro-
duccion en Almeria con el fin de ofrecer a los agriculto-
res de la zona una alternativa a los insecticidas sintéti-
cos, para el control efectivo de S. exigua.

7. Registro y seguridad de los
bioplaguicidas

Cada afio se introducen en el mercado nuevos plaguici-
das algunos de los cuales estan dentro de la considera-

cion de los bioplaguicidas. La materia activa de estos
productos incluyen microorganismos (bacterias, proto-
zoos, hongos) y virus cuya utilizacién en el control de
plagas representan un escaso o nulo riesgo para el
hombre o el medio ambiente. No obstante, para el
registro y comercializacion de estos nuevos productos
debe contarse con la autorizacion de las administracio-
nes publicas encargadas de acreditar que son seguros
para la salud del hombre, los animales y la conserva-
cion del medio ambiente.

En la Union Europea (UE), la legislacion para el registro
de materias activas y productos fitosanitarios que rige
en todos los estados miembros estd recogida en la
Directiva 91/414/CEE (1991). Esta directiva incluye una
lista de todas las materias activas autorizadas para su
incorporacion en productos fitosanitarios (Anejo I) y
establece los requerimientos necesarios para la solici-
tud de nuevas materias activas (Anejo Il) y nuevos pro-
ductos fitosanitarios (Anejo Ill). Los Anejos Il y lll contie-
nen una parte dedicada a los plaguicidas quimicos
(Parte A) y otra dedicada a los microorganismos y virus
(Parte B). La Directiva 2001/36/CE (2001) enmienda la
parte B de estos dos anejos para requerir datos especi-
ficos de los microorganismos y virus que no son de
aplicacion para las sustancias quimicas. A su vez, la

Figura 8.4. Izquierda: Cultivo de pimiento en un invernadero de pléastico de Almeria. Derecha arriba: larva del quinto estadio de Spodoptera exigua
alimentandose de una hoja de pimiento. Derecha en medio: dafos en hojas producidos por la actividad alimenticia de las larvas de Spodoptera exi-
gua. Derecha abajo: dafo de una larva de Spodoptera exigua en un pimiento.
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Directiva 2005/25/CE (2005) enmienda el Anejo VI de la
Directiva 91/414/CEE para afiadir una Parte Il en la que
se recogen los principios uniformes para la evaluacion
y autorizacion de productos para la proteccion de plan-
tas que contienen microorganismos y virus.

La Organizacion para el Desarrollo Econdmico y la
Cooperacion (OECD) ha llevado a cabo iniciativas para-
lelas dentro del Programa Plaguicidas con objeto de
armonizar, abreviar y abaratar el proceso de registro de
plaguicidas en todos los paises miembros. Con este fin,
se han establecido dos tipos de formatos: 1) un expe-
diente que recoge los datos que la industria (productor,
importador, distribuidor, etc.) debe remitir sobre los
microorganismos o virus para los que se solicita un
nuevo registro, y 2) una monografia que recoge el infor-
me de evaluacion que la administracion elabora sobre
el expediente. Para fomentar la calidad y consistencia
de dichos documentos, la OECD (2004a,b) ha publicado
sendas guias que especifican el tipo de formato a seguir
y el nivel de informacién que es necesaria incluir.

Las autorizaciones son concedidas por los ministerios
encargados por los gobiernos en respuesta a una solici-
tud realizada por parte de la industria. Esta solicitud
debe estar apoyada por datos suficientes (expediente)
sobre la identificacion especifica del virus o microorga-
nismo, sus propiedades bioldgicas, ciclo de vida, efec-
tos sobre la salud humana y de los animales, efectos
tanto sobre los organismos diana como sobre los orga-
nismos no diana, relacion con otros patégenos conoci-
dos de humanos y animales, estabilidad y capacidad de
producir toxinas, etc. El expediente es evaluado por el
estado miembro, que actlia de comunicador, el cual ela-
bora un informe (monografia) que es enviado a la
Comision Europea. De esta monografia se envian
copias a todos los estados miembros de la UE para su
consideracion por grupos de expertos. La monografia,
junto con los informes de los grupos de expertos, son
considerados por un Grupo de Trabajo de la Comision a
la cual son invitados todos los estados miembros.
Finalmente, si la materia activa es incluida en el Anejo |,
los estados miembros pueden iniciar el registro de pro-
ductos que contengan esa materia activa. Este proceso
es muy largo, costoso y requiere la aportacion de
muchos datos que se consideran innecesarios para el
caso de algunos microorganismaos o Virus.

En la UE se ha llevado a cabo la accion REBECA (2007)
con el objetivo de revisar la actual legislacion y directri-
ces a nivel de la UE y de los estados miembros y com-
pararlas con las legislaciones en otros paises donde la
autorizacion y comercializaciéon de nuevos microorga-
nismos y virus ha tenido mayor éxito. Entre las reco-
mendaciones del proyecto REBECA se encuentra la
aceptacion y puesta en practica de los documentos y
directrices elaborados por la OECD. Particularmente,
recomienda que la utilizaciéon de baculovirus en produc-
tos fitosanitarios debe asumirse generalmente como

segura basandose en un documento consensuado por
la OECD sobre la informacion utilizada en la evaluacion
de las aplicaciones de plaguicidas basados en baculovi-
rus. Por tanto, REBECA ha desarrollado una propuesta
para incluir los baculovirus en el Anejo | sin necesidad
de realizar evaluaciones de riesgo adicionales (EHLERS,
2007). En el caso de nuevas especies de baculovirus,
s6lo deberian ser necesarios datos sobre su identifica-
cion molecular y su espectro de huéspedes asi como el
deposito del virus en una coleccién de cultivos interna-
cionalmente reconocida. También seria necesario apor-
tar los datos especificos del producto de acuerdo a los
requerimientos del Anejo Ill como, por ejemplo, los
relacionados con el método de produccion y la compo-
sicion de la formulacion.

8. Conclusiones

Es claro que los bioplaguicidas basados en baculovirus
ofrecen una alternativa importante al control quimico
para el manejo de una diversidad de plagas, sobre todo
las larvas de lepidopteros. Los baculovirus se pueden
emplear en una variedad de habitats, incluyendo foresta-
les, huertas, cultivos de campo abierto e invernadero, e
incluso en productos almacenados. Tienen caracteristi-
cas de especificidad, patogenicidad y virulencia que los
hace muy efectivos como agentes de control y muy segu-
ros para los otros organismos presentes en los cultivos,
ademas de los peces, aves y mamiferos, incluyendo el
hombre. No obstante, la comercializacion de productos
basados en estos patdgenos se enfrenta a varios retos
que ha limitado su impacto en la produccién agricola en
los paises desarrollados, mientras que su aceptacion ha
sido mayor en algunos paises en vias de desarrollo, nota-
blemente Brasil y los paises del sur y sur-este de Asia.

La tecnologia molecular ha sido empleada para generar
una serie de baculovirus recombinantes que expresan
neurotoxinas de arafas, alacranes y acaros (INCEOGLU et
al., 2001). Tales recombinantes paralizan y matan el
insecto huésped unos pocos dias después de iniciar la
infeccion, disminuyendo asi el grado de dafio al cultivo
por parte del fit6fago. Esta tecnologia fue desarrollada
y probada en los afios 1990’s (Cory et al., 1994), pero la
preocupacion por el impacto al medio ambiente y la
legislacion respecto a los organismos genéticamente
modificados ha sido una barrera a la comercializacion
de productos basados en los baculovirus recombinan-
tes (RicHARDs et al., 1998). De hecho, ningin producto
basado en un baculovirus recombinante ha sido regis-
trado en Europa o los Estados Unidos, aunque actual-
mente se estan utilizando en aplicaciones de campo
abierto en China (Sun et al., 2004).

Finalmente, siguen retos importantes en la tecnologia
de la produccidon masiva de estos patdgenos y en su
comercializaciéon en muchos paises del mundo. No obs-
tante, cambios en los sistemas de registro para los bio-
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plaguicidas indican que las autoridades son conscientes
de la necesidad de promover el uso de estos productos
en los sistemas agrarios productivos tanto en Europa
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