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Resistencia de lepidopteros a los nucleopoliedrovirus: el caso de Anficarsia gemmatalis-AgMNPV

1. Introduccion

En esta revision seran abordados los aspectos generales de la resistencia de
las larvas de lepidopteros a los baculovirus y especialmente el caso de la oruga de
la soja, Anficarsia gemmalalis Hibner, a su nucleopoliedrovirus (AgMNPV). Los
estudios sobre resistencia son de gran relevancia en los programas de cantrol
microbiano. Estos estudios tienen camo objelivo la comprensién de los mecanis-
maos que regulan la manifestacién de la resistencia, asi como el establecimiento de
los patrones de su desarrollo, con vistas a minimizar los problemas derivados de
esta resistencia en el control eficiente de la plaga.

Los estudios sobre resistencia de A. gemmatalis a su baculovirus fueron inicial-
mente realizados en el laboratorio de Patologia de Insectos de la Embrapa - Centro
Nacional de Investigaciones de la Soja (Embrapa Soja), en Londrina, PR, Brasil. A
partir de 1991, se desarrolld un programa de seguimiento e investigacion para
determinar si se desarrolla resistencia contra AGMNPV en las larvas de A. gem-
matalis y, si este fuera el caso, delinear las estrategias a adoptar para permitir el
manejo adecuado de los casos de resistencia.

El programa mas importante de control de poblaciones de insectos mediante
baculovirus, en funcién del area tratada, es el desarrollado en Brasil para el control
de A. gemmatalis (Moscarni, 1989; Moscarpl v Soga-Gomez, 1996; MoscaRDI,
1999). Desde 1989/90 la aplicacion de baculovirus ha oscilado en torno a
1.000.000 ha (MoscaRDI ¥ SosA-GomEz, 1993), excepto la zafra 1997/98, en que el
uso del AgMNPV alcanzé aproximadamente 1.400.000 ha (F. Moscarpl, datos sin
publicar). A lo largo de los quince afios de desarrollo del programa han aparecido
algunos fracasos en el control de A. gemmatalis, cuyas causas han side analiza-
das por Moscardi (1999). A partir de las zafras de 1991/92 se encontraron casos de
contral infructuoses: 1991/92 en las regiones de Passo Fundo, estado de Rio
Grande del Sur (L. A. Jacobsen, com. pers.), 1993/94 en Ibipora (L. MoraLES, com.
pers.) y en Bela Vista del Paraiso, en el estado de Parand (D.R. Sosa-GomEZ, obs.
pers.).

Debido a la extension del area tratada y a la mayor frecuencia de uso del
AgMNPYV en los ultimos ahos en Brasil, el seguimiento de la evolucién de los nive-
les de susceptibilidad en las poblaciones naturales se hace cada vez mds impor-
tante, especialmente en los lugares gue poseen mayor frecuencia de aplicacion de
este virus (MoscaRDI Y S0sA-GOMEZ, 1992).

2. El concepto de resistencia

La definicion clasica de resistencia es la propuesta por el comité de
Especialistas en Insecticidas de la Organizacion Mundial de la Salud. En los siste-
mas que invelucran patégenos e insectos esa definicién debe ser ligeramente
modificada, ya que el insecticida no es un agente quimico, sino bicldgico. En este
caso, la resistencia a patégenos puede definirse como “el desarrollo de la habilidad
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Los baculovirus y sus aplicaciones como bioinsecticidas en el control oioldgico de piagas

para tolerar dosis del indculo que habitualmente provocarian la enfermedad o la
muerte en la mayor parte de los individuos en una poblacion normal de la misma
especie” (World Health Organization, 1957; OMoTto v ALves, 1998). En esta defini-
cidn de tipo operacional, se comparan la poblacion en estudio con una poblacion
de referencia, en condiciones iguales. Los aspectos relacionados con las diferen-
cias de susceptibilidad entre estadios larvarios, asi como las diferencias de sus-
ceptibilidad debido a factores nutricionales o del ambiente no entran, por consi-
guiente, en el campo de la resistencia y seran considerados en segundo plano.

Désde un punto de vista analitico, la resistencia puede ser definida de forma
absoluta y no por comparacién como en la definicion anterior. En este caso, la
resistencia de una célula a un virus es la capacidad de esta célula para no permi-
tir una replicaciéon eficaz del virus o, en una farmulacion equivalente, la incapacidad
de la célula para permitir una replicacion eficaz del virus. Este tipo de definicion
mdas general pone de manifiesto la continuidad que existe entre los estudios de
resistencia y de especificidad de huéspedes, y la validez de la extrapolacion de las
conclusiones obtenidas en los analisis moleculares de los factores determinantes
de la especificidad de huéspedes al problema de desarrollo de resistencias.

Por otro lado, la situacién gque observamos en este momento en un sistema
virus-huésped refleja toda una historia evolutiva, con adquisicion de resistencias
por parte del huésped y con la adquisicidn de genes capaces de vencer estas resis-
tencias por parte del virus. La comparacion de los genomas de diferentes virus y
de sus huéspedes respectivos desde una perspectiva evolutiva puede iluminar los
fendmenos de desarrcllo de resistencias inducidos por el hombre.

3. Factores relacionados con el desarrollo de la resistencia

La aparicion de individuos resistentes en una poblacidn esta condicionada por
muliiples factores, no solo genéticos, sino también ecoldgicos, dependiendo ade-
mas intimamente de los métodos de dispersion del indculo vy de las caracteristicas
del agente utilizado (Tabla 1).

Briese y Podgwaite (1985) sugieren que los factores que determinan la res-
puesta de un insecto en particular pueden ser agrupados en tres fipos: aquellos
relacionados con el genotipo del huésped. con su desarrollo y con el medio
ambiente. Probablemente, a estos factores se pueden anadir aquellos relacionados
con el comportamiento. Sin embargo, la contribucién de cada uno de esos factores
es dificil de determinar. Se han publicado estudios relacionados a la contribucidn
del comportamiento sobre la resistencia a insecticidas y a hongos entomopatdge-
nos (Boucias et al., 1996; NEVEs ¥ ALveS, 1298), pero no relacionados a baculovi-
rus. Alin mas, en muchos de los casos involucrando insecticidas, la influencia del
comportamiento sobre |a resistencia no ha sido corroborada (RousH vy Davy, 1990).

Como ya se indicé antericrmente, en esta revision nos ocuparemos solamente
de los factores de resistencia intrinsecos, dejando aparte aquellos relacionados
con el desarrollo del insecto.
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Resistencia de lepiddpteros a los nuclecpoliedrovirus: el caso de Anifcarsia gemmatalis-AgMNPV

Tabla 1. Factares que influyen en cl desarrolle de resistencia a virus e¢n poblaciones de
insectas en campo.

A. Factores Genéticos

1. Frecuencia de alelos resistentes

2_Niamerc de alelos resistontes

3.Dominancia dos alelos resistentes

4. Expresividade e interacciones de los alelos resistentes

5. Histdrico de exposicion a otros virus (cpizootias naturales ¢ inducidas)

6. Integracién del gcnoma resistente con otros factores de “ajuste” al medio ambignte

B. Factores bioldgicos o ecoldgicos

1. NUmero de generaciones por ano

2. Descendencia por generacién

3. Monogamia, poligamia o partenogénesis

4, Aislamiento, mevilidad y migracion

5. Monofagia, polifagia

6. Sobrevivencia fortuita, la presencia de refugios

C. Factores Operacionales

1.Afinidad del patdgeno utilizado cen los que ocurren naturalmente
2.Persistencia del patdgeno en el ambiente (formulacion)
3.Momento de utilizacidén

4.Grado de la presian de seleccidn

5. Estadio expuesto

6.Moda de aplicacion

7. Aplicaciones limitadas en el espacio

8. Aplicaciones limitadas en el tiempo

Adaptado de Georghiou y Taylor, {1986)

3.1. Factores genéticos

De forma similar a lo que ocurre con colras substancias como los insecticidas qui-
micos, €l desarrollo de la resistencia depende del potencial o reserva de variabilidad
preexistente en la poblacidn, asi coma del nivel de generacién de esta variabilidad
(por mutacion o por flujo de genes provenientes de otras poblaciones). Existen pobla-
ciones en las que aparecen individuos resistentes y poblaciones en las que no hay
aparicion de resistencias.

El andlisis genético de la resistencia a virus ha sido relativamente poco estudiado
en los insectos, salvo en el caso de la mosca Drosophila melancgaster, en la cual,
gracias a las posibilidades de andlisis genético, las interacciones con el rhabdovirus
Sigma han sido disecadas (Brun ¥ PLus, 1980). Hasta el momente se han aislado
siete genes, llamados refractarios (ref), en los que ciertos alelos impiden la multipli-
cacion del virus (alelos no permisivos). Los diferentes genes ref ocasionan un blo-
qgueo de la replicacion del virus en diferentes momentos de su ciclo, y las alelos no
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permisivos pueden actuar como alelos dominantes, co-dominantes o recesivos
(Contamine, com. pers).

En el caso de la resistencia al virus Sigma, cada uno de los genes ref origina una
resistencia dicotémica (resistente o sensible), que es el reflsjo de un control mono-
génico del caracter. Este no es necesariamente el caso para otros tipos de resisten-
cia. En muchos ejemplos de resistencia a insecticidas ¢ a diversos productos quimi-
cos, los niveles de resistencia de los individuos aumentan de forma continua con la
seleccion, lo cual implica un contral multigénico de este caracter. En la Seccion 3 se
analizaran algunos de los mecanismos implicados en las resistencias.

Los alelos resistentes pueden estar selectivamente desfaverecidos en ausencia
del agente de resistencia o tener un comportamiento neutro. En el caso de los genes
ref no se ha observado una disminucion evidente de la eficacia bioldgica de los indi-
viduos portadores de alelos restrictivos. En funcién del patrimonio genético de la
poblacidn, puede haber respuesta a una presion de seleccion de resistencia o no.
Diferentes poblaciones de laboratorio de Halicoverpa zea y Heliothis virescens, han
sido utilizadas para analizar el desarrollo de resistencias. Ignoffo y Allen (1972) y
Kaomini y Roush (1988) no detectaron aumento de los niveles de resistencia al bacu-
lovirus, mientras que para A. gemmatalis ha sido posible obtener varias poblaciones
resistentes a su baculovirus (Fuxa et al., 1993). En estos casos, la evolucion de los
niveles de resistencia es cuantitativa, lo cual implica que el control genético subya-
cente es de tipo multigénico.

La velocidad de colonizacion de una poblacién por parte de los genotipos resis-
tentes es funcion de la diferencia de eficacia biologica de los individuos resistentes
con respecto a la de los individuos sensibles. Esta diferencia es funcion de la pre-
sion de seleccién gjercida sobre la poblacion. Como hemos dicho antes, en el caso
de desarrollo de una resistencia con control multigénico, la respuesta a presion de
seleccion es de tipo cuantitativo: el nivel de resistencia de cada individuo o de cada
grupo se puede medir. La compaosicion genélica es en parte responsable de esta
resistencia, el resto es el fruto de las interacciones con el ambiente. Sélo la parte
de resistencia debida a la composicion genética sera transmitida a la descenden-
cia.

Comparando la evolucion de la resistencia entre dos generaciones. se puede
deducir la parte de resistencia debida al patrimonio genético. Esta parte se denomi-
na heredabilidad (h9), y se define como el cociente entre la respuesta a la seleccién
y la presién de seleccion aplicada (FaLconeR, 1970). Valores altos de este parametro
indican una respuesta rapida de la peblacién y una reserva de variabilidad importan-
te. A medida que los valores de resistencia llegan al maximo posible en la poblacion
considerada, la variabilidad genética para ese caracter disminuye, la respuesta a la
seleccion disminuye en consecuencia y nos encontramos con valores bajos de h2. La
estimacion de los valores de A2 en una poblacian puede ser Util para el manejo de las
resistencias, como sugiere Tabashnik (1994). Sin embargo, estos valores sdlo se
pueden medir en el laboratorio y su utilizacién para predecir la evolucion de la res-
puesta (R) en el campo debe hacerse con precaucién, ya que el diferencial de selec-
€idn (S) es dificil de determinar.
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3.2. Factores ecoldgicos

Una vez que un genotipo resistente aparece en una poblacién, ya sea por muta-
cién, recombinacion o por migracién a partir de otras poblaciones, la colonizacién
de la poblacion, que puede llevar a la fijacion del genotipo resistente, depende de
los factores ecoldgicos, tales como la presién de seleccion y la tasa de migracion.
En el caso de los baculovirus, la intensidad de la presion de seleccién viene dada
por la frecuencia de las epizootias, ya sean naturales o inducidas artificialmente, y
por la concentracidn del indculo viral.

Las aplicaciones de insecticidas microbianos, en comparacion con las epizoo-
tias naturales, ejercen mayor presion de seleccion para el desarrollo de resistencia,
tanto por las dosis utilizadas como por la frecuencia de tratamiento (Sosa-Gavez ef
al., 1998). Las aplicaciones del AgMNPYV contra la primera generacion de orugas
generalmente en poblaciones poco densas, solo 0 en combinacién con herbicidas
pos-emergentes son frecuentes en los cultivos de soja. Esta préctica puede ser
considerada como factor de seleccion de la resistencia en el campo. En efecto, las
larvas se encuentran expuestas al virus durante todo su desarrollo y ademas, la
probabilidad de que una larva ingiera el virus es muy elevada, considerando que
se utiliza la dosis de 1,5 x 101" cuerpos poliédricos de inclusién (CPI)/ha sobre
plantas de soja pequefias (reducida érea foliar) (Tabla 1).

En contraste, las epizootias naturales no ocurren cuando la mayoria de los indi-
viduos de la poblacion son jévenes, o cuando la densidad de individuos esta por
debajo de un limite. La diferencia entre estos dos tipos de situaciones puede expli-
car un aumento de la presion de seleccion para genotipos resistentes.

Normalmente, |a resistencia se desarrolla mas rapidamente cuanto mayor sea
la mortalidad provocada por el factor inductor (que es la traduccion de la presion
de seleccion), el grado de aislamiento de la poblacion (tasa de inmigracién reduci-
da) y la capacidad de recuperar su densidad de equilibrio después del inicio de los
fratamientos con baculovirus. Sin embargo, sin la presencia del gen o genes de
resistencia no habra desarrollo de la misma.

El desarrollo de la resistencia es también funcién del nimeroe de ciclos de repro-
duccion y de la capacidad reproductora de los individuos resistentes comparada
con la de los individuos sensibles. Cuando més répido sea el ciclo vital del insec-
o, ¥y mayar su capacidad reproductora, mas rapidamente un genotipo resistente
serd capaz de colonizar la poblaciéon. En consecuencia, los insectos multivoltinos
pueden desarrollar resistencia mas rapidamente que los univokinos, por ser blan-
co de un mayor ndmero de ciclos de presién de seleccion en un periodo dado.

Se cree que los insectos con habitos polifagos tienden a desarrollar resistencia
m&s lentamente que los monéfagos. Los polifagos habitan en diversas especies
vegetales, entre las que algunas pueden no ser alcanzadas por los tratamientos,
actuando como refugio para individuos emigrantes susceptibles. Por otro lado, las
especies que presentan reproduccion sexual tienen ventajas en las respuestas a las
alteraciones del ambiente, especialmente si estas alteraciones ocurren en rapida
sucesion; pero este aspecto debe ser mejor estudiado (GEoraHIOU Y TAYLOR, 1986).
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El aspecto ccolégico mas importante en la limitacidn del desarrollo de resisten-
cia es la inmigracion de los individuos susceptibles. Asi, después del tratamiento.
con elevadas dosis de baculovirus, solamente sobreviviran algunos individuos por-
tadores de genotipos resistentes. Si consideramos que el alelo resistente es rece-
sivo, el genotipo resistente tendré que ser homozigoto (rr). En el case de inmigra-
cidn intensa de individuos susceptibles las progenies resultantes seran suscepti-
bles homozigotas (SS) y heterozigotas (rS), que pueden ser controladas con trata-
mientos posteriores (poligamia, Tabla 1). Si existen pocos o ningin inmigrante,
entonces la reproduccion entre individuos «rr» supervivientes aumentara la pro-
porcion de esta combinacion genctipica en la poblacion. Cuandoe el alelo resisten-
te es dominante, los heterozigotos son resistentes, la importancia de la inmigracion
es minima y la evolucion de la poblacién hacia la resistencia es rapida. En los
casos en los que la base genética sea multigénica, Jas mismas consideraciones
pueden ser utilizadas, teniendo en cuenta que cada locus aporta una pequefia
parte de la resistencia maxima posible. Esta ganancia de resistencia (medida por
h°) serd seleccionada en cada ciclo de multiplicacion del insecto (GEORGHIOU Y
TavLOR, 1986).

Se consideran factores operacionales aquellos dependientes del hombre, como
el momento de aplicacion, la dosis, la frecuencia de las aplicaciones y la formula-
cion del bioinsecticida. Por lo general, las poblaciones de A. gemmalalis son con-
troladas con una sola aplicacion de baculovirus. En cada generacion, las larvas
estan expuestas de manera uniforme y con poca frecuencia al inéculo viral. Se
debe considerar sin embargo, que después de la aplicacion puede haber efecto de
reposicion del virus, proveniente de las orugas infectadas en el campo, que con-
trolaria las generaciones subsiguientes. Otros factares, como la existencia de refu-
gios, o0 zonas no tratadas que pueden servir de fuente de genotipos sensibles para
la inmigracién, también puede ser manipulada. Asi el método de la dominancia
efectiva consiste en aplicar dosis elevadas para permitir la supervivencia de pocos
genotipos «rr», cuya resistencia se diluye a través de la copula con individuos sus-
ceptibles inmigrantes. Sin embargo, esta estrategia puede llevar a un desarrollo
mas rapido a la resistencia, en el caso en que el flujo de inmigrantes sea bajo o
cuando exista(n) caracter(es) de resistencia dominante(s), como se ha discutido
anteriormente. Ademas de la dosis, también la persistencia (dependiente de la for-
mulacion o de las caracteristicas inherentes al propio virus) puede ser un factor
determinante de resistencia, ya que la exposicidn a residuos con actividad insecti-
cida durante periodos extensos elimina los individuos mas susceptibles (prove-
nientes de la inmigracion. por ejemplo).

4. Mecanismos de resistencia
La resistencia a un virus por parte de una larva puede descomponerse en dos

aspectos fundamentales: una resistencia generalizada de todas las células de esta
larva, que se transforman en no permisivas para el virus, o una resistencia locali-
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zada en las estructuras responsables de la entrada del virus en el organismo, es
decir, del tubo digestivo en el casa de los baculovirus en los que la infeccién se
adquiere per o0s. Dentro del primer caso, la restriccién, es decir el punto de bloqueo
de la replicacion viral, puede situarse a tres niveles fundamentales: 1) la entrada en
la célula. 2) la replicacion del genoma viral y el ensamblaje de la progenitura viral
y 3) la liberacion de esta progenie que servira para infectar otras células.

Existen ejemplos de cada uno de los tipos de bloqueo en diferentes sistemas
virales. Asi, la desaparicion del receptor del virus transforma unas células sensibles
en resistentes, e inversamente, la introduccion del receptor para un virus dado
puede transformar células resistentes en sensibles. El punto de blogueo para la
replicacion del virus Sigma en las cepas homozigotas para el alelo restrictivo ref2PP
(resistentes al virus Sigma) de D. melanogaster se sitia en una fase posterior a la
entrada del virus (BRUN Y PLus, 1980; WarNE et al., 1996). Por otro lado, la inapti-
tud del nucleopoliedrovirus de Autographa californica (AcMNPV) para replicarse en
las celulas de B. mori, es debida a un bloqueo que ocurre una vez que la replica-
cion del genoma viral ha empezado (ArRGauD, LOPEZ FERBER Y CROIZIER, datos sin
publicar). La modificacién de la helicasa viral permite superar este obstaculo
(Konna v MaeDA, 1991; CRoiZER et al,, 1994; KAMITA ¥ MAEDA, 1997; ARGAUD &t al.,
1998).

Otro mecanismo utilizado por las células para proteger al resto del organismo
es la muerte celular, por apoptosis o por inhibicién de las vias de biosintesis pro-
teica. Los dos mecanismos son utilizados por cierias células de lepiddpteros para
protegerse de la infeccion por baculovirus (Du v THIEM, 1997). En paralelo. ciertos
baculovirus han desarrollade métodos para sobrepasar esta resistencia; tal es el
caso de la adquisicion por parte de ciertos baculovirus del gen antiapoptético p35
(CLEM et al., 1991; MILLER, 1997) o |a del gen firf-1 por parie del NPV de Lymantria
dispar (THIEM el al., 1996; Mazzacano et al., 1999).

Finalmente, el tercer nivel de resistencia es la liberacidn de la progenie en con-
diciones en las que sea capaz de infectar otras células del organismo. Uno de los
sistemas de resistencia a baculovirus (y a otras infecciones virales) bien documen-
tado en los lepidopteros es el desprendimiento de las células intestinales en el
lumen como consecuencia de la infeccién (BriEsE, 1986). Este mecanismo impide
en algunos casos la infeccion del resto del organismo (WASHBURN et af., 1999).

En la literatura, se han relatado diversos mecanismos de resistencia para dife-
rentes virus entomopatdgenas (BRIEse, 1986). Sin embargo, hasta el momento los
mecanismos involucrados en el sistema de resistencia de A. gemmatalis para
AgMNPYV no han sido determinados. Actualmente hay programas de investigacion
sobre este tema.

Algunos baculovirus se transmiten a través de los huevos (Birp, 1961); este no
parece ser el caso de AQMNPV en su huésped (Fuxa v RIGHTER 1993), en el cual,
la via principal de infeccién es la ingestion de los cuerpos de inclusién (OBs).
Parece poco probable que durante el proceso anterior a la infeccidn de las células
epiteliales del intestino medio, existan mecanismos importantes de defensa contra
el virus, como alteraciones en la fase de disolucion de los OBs inmediatamente
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anterior a la infeccidén primaria de las células del intestino. Por lo tanto. es posible
gue los principales mecanismos de defensa contra la infeccion de las particulas
virales impliquen a las células que sirven para el transito antes de la infeccidn sis-
tematica, es decir, fundamentalmente los tejidos del intestino medio (BrIESE, 1986).

a)

Algunos de los posibles mecanismoes de resistencia en el intestino son:

La presencia de substancias con accion antiviral en el fluido digestivo, como por
ejemplo las gue inactivan los viriones derivados del poliedro (PDV) en la luz del
intestino del gusano de seda, B. mori L. (BRESE, 1986).

Dificultad para atravesar la membrana peritréfica (MP). Aunque no existen estu-
dios sobre la MP de A. gemmaialis, se sabe gue los poros de algunas especies
de lepiddpteros miden de 21 a 29 nm de diametro y que las particulas infeccio-
sas de los baculovirus miden entre 40 a 60 nm por 200 a 400 nm (TanADA ¥ Kava
1993). Sin embargo, ciertos baculovirus tienen la capacidad de degradar la MP
(LerORE ef al., 1998, Boucias ¥ PenpLAND, 1998). Una de las principales funcio-
nes de la MP es de actuar como una barrera contra agentes infecciosos y se
puede considerarla como un obstaculo clave contra 10s microorganismos, aun-
gue los virus, por su lado, han evolucionado mecanismos para sobrepasar la
barrera y lograr la infeccion del huesped (LeHane, 1997; Wang v GRANADOS,
1998).

Alteraciones ¢n los receptores de las microvellosidades de las células epiteliales
del intesting, que dificultan la fijacion de las particulas virales, perturbando el pro-
ceso de infeccion primaria.

Inhibicién de la replicacidn viral en las células epiteliales del intestino medio.
Eliminacidn rapida de las células del intestine infectadas, a través de las heces,
llevando a una reduccion de los niveles de infeccion secundaria. Las células
regenerativas originan nuevas células reconstituyendo el epitelio del intestino.
Esto no ocurre en las cepas sensibles, en las cuales el numere de células infec-
tadas aumenta continuamente (INOUE ¥ Mivagawa, 1978). Resultados prelimina-
res indican que en las fases iniciales de la infeccion en poblaciones resistentes
al AgMNPVY hay una reduccién en el nimero de células intestinales infectadas.
Esto puede ser debido al aumento de la tasa de renovacion celular en el intesti-
no o a una disminucion de la capacidad del virus de entrar en las células intesti-
nales. Cuando el virus extracelular es administrado directo en la hemolinfa de
insectos resistentes, la infeccion parece ser similar a la que ocurre en linajes sus-
ceptibles indicando, de esta forma, que el mecanismo de resistencia debe ocu-
rrir en la entrada del virus a traves del intestino (B.M. RIBEIRO com. pers.).
Destruccion o inactivacion del virus en la hemolinfa. Reeson at al. (1998) sugie-
ren gue la preduccion de la enzima fenoloxidasa en la oruga Spodoptera exemp-
la (Walker) estd relacionada con la resistencia a su baculovirus.

David (1978) indica que las diferencias entre las poblaciones resistentes y sus-
ceptibles de Pieris brassicae (L), inoculadas con infecciones de viriones libres en
la hemolinfa persistian, indicando gue existen mecanismos o factores de resis-
tencia ademas de aquellos envueltos a nivel del epitelio del intestino medio. Es
probable que existan olros mecanismos asociados a la migracion de las particu-
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las virales, o barreras en el sistema traqueal, que es utilizado como via de acce-
so en la diseminacion de la infeccidn para otros tejidos (ENGELHARD et al., 1994).

h) Finalmente, como ya se indicd, las células de los tejidos susceptibles de ser
infectados, en general el cuerpo graso, pueden hacerse resistentes a la multipli-
cacion viral.

5. Diferencias de susceptibilidad entre poblaciones naturales

Las interacciones entra las presiones de seleccicén del virus y las tasas de inmi-
gracién de los huéspedes susceptibles pueden resultar en susceptibilidades dife-
renies entre poblaciones geograficas de una misma especie (BriFsrk, 1986). Asi, la
observacién de diferencias de susceptibilidad entre poblaciones naturales de dife-
rentes origenes permite prever que la manifestacion de la resistencia puede ocurrir
en estas poblaciones.

Las diferencias en los niveles de susceptibilidad a baculovirus entre poblaciones
naturales de insectos han sido estudiadas por diversos autores (Fuxa, 1993) (Tabla
2). Por ejemplo, se determind que poblaciones de distinto origen geogréafico de la
palomilla de la patata, Phthorimaea operculeila (Zeller) en Australia, presentaran
diferencias de susceptibilidad de hasta 11,6 veces cuando fuercn inoculadas con su
granulovirus (Briese v Menpe, 1981). Fuxa (1987) observd diferencias de los valo-
res de la ClL5, que variaron de 0,9 a 16,1 CPI por oruga de primer estadio, lo que
representa diferencias de susceptibilidad de 18 veces entre poblaciones naturales
de S. frugiperda colectadas en America del Norte, Central y de América del Sur.

A partir de 1991 se han realizado en Brasil estudios sobre la evolucion de la
resistencia en poblaciones de campo de A. gemmatalis expuestas a aplicaciones
de baculovirus (Sosa-GOMEz ¥ Moscarpl, 1994; AeoT et al., 1995). Los estudios
realizados en la Embrapa Soja, comparando la susceptibilidad entre poblaciones
de A. gemmalalis provenientes de |a regidon de Dourados (MS), Passo Fundo y
Tapejara (RS) y Rancho Alegre y Londrina (PR), no comprobaron diferencias en la
susceptibilidad de las poblaciones al AgMMNPYV. Sin embargo, por otro lado, se
observa una correlacion positiva significativa entre las ClLgg v el nimero de afios
en que las dreas fueron expuestas al virus. Teniendo en cuenta la tendencia de
aumento de la Clgg a traves de los afios, los autores indican la necesidad de rea-
lizar muestreos en las areas donde el AgMNPV fue aplicado con frecuencia (AsoT
et al., 1995).

6. Resistencia de la oruga de la soja al AgMNPV

La resistencia es un fendmeneo dinamico, resultante de las interacciones entre
las poblaciones del insecio huésped y el virus; ambas pueden presentar variabili-
dad intraespecifica. Dos poblaciones de insectos pueden presentar respuestas de
intensidad diferente a un mismo virus y, aun mas, a diferentes cepas del mismo. El
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Tabla 2. Diferencias de susceptibilidad al baculovirus entre pablaciones de insectos prove-
nientes de campo.

Virug Huésped Nimero de poblaciones Factor de resistencia Referencia
GV Phthorimaea cperculelia 16 1,6 Briese y Podgwaite (1985)
GV Pieris rapag 2 sin diferencias Martignoni y Schrric {1881)
NPV Spodoptera frugiperaa 13 18,8 Fuxa (1987
NPV Anticarsia gemmatalis 6 sin diferencias Fuxa et al (1993)

Abot et al. (1995}

fenomeno de susceptibilidad diferencial a varios aislados del virus ya ha sido
observado en numerosas especies de lepidopteros, entre ellas A. gemmatalis
(BERING, 1995).

En los estudios realizados simultaneamente por Embrapa Soja, en Brasil, y por
la Universidad de Louisiana, EUA, se comprabd que, en laboratorio en condiciones
de aislamiento y presién de seleccion elevada (una exposicién constante a una
CLg), es posible obtener poblaciones de A. gemmatalis resistentes al AgMNPY en
tres a cuatro generaciones (AsoT ef al., 1996). Niveles de resistencia elevados tam-
bién han sido observados en otros sistemas huésped-baculovirus, pero en ningu-
no de estos fueron tan elevados como en el sistema A. gemmatalis- AgMNPV
(Tabla 3). Es interesante destacar que estos elevados niveles de resistencia se
obtuvieron tras un proceso de seleccion durante un mayor numero de generacio-
nes y con una presién de seleccion mayor que la aplicada en otras especies.

Las poblaciones de A. gemmatalis en Brasil presentaron una respuesta diferen-
te a la de las poblaciones de los EUA. El factor de resistencia (FR) (cociente entre
las ClLsq de Ia poblacion resistente y de la poblacidn sensible) fue de mas de dos
mil veces en |la poblacidn seleccionada en laboratorio, proveniente de Sertandpolis
(PR), mientras que en la poblacién americana solo se obtuvo un FR de aproxima-
damente 5 (Figura 1).

En estudios posteriores, Fuxa y Richter (1998) continuaron con la presién de
seleccion en poblaciones estadounidenses de A. geammatalis y, aun asl, los niveles
de resistencia obtenidos no fueron comparables a los de las pablaciones de Brasil.
Los elevados niveles de resistencia obtenidos con A. gemmatalis en Brasil (FR >
3.000; Moscarpi, 1998, 19929), se deben a la elevada presién de seleccion aplica-
da durante 16 generaciones y tal vez al hecho de que en Brasil, el insecto ya esta-
ba expuesto naturalmente al AgMNPV al contrario que en los Estados Unidos,
donde este virus no esta presente naturalmente. Esta exposicion durante largos
periodos posiblemente haya sido la causa de la acumulacién de una gran reserva
de variabilidad para la resistencia al baculovirus. Actualmente, las poblaciones
mantenidas en la Embrapa Soja se encuentran en la 852 generacién y los nivelas
de resistencia son aun mayores que los publicados.

3
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Figura 1. Evolucién de la concentracidn letal media, expresada en OBs por mi de dieta, de
poblaciones de A. gemmatalis de Sertandpolis, Parand, Brasil (A) y de los Estados Unidos
(B), después de aplicar presién de seleccion mediante inoculaciones con nuclecpoliedrovi-
rus.

Tabla 3. Casos de resistencia a baculovirus detectadlos en poblaciones de insecios plaga v después en estudios
de laboratorio.

Virus Hugsped FR! Nimero de gens. Porcentaje de mortalidad? Referencia
NPV Anticarsiz gemmatalis  >3000 16 8890 Mascardi (1998)
GV Fhihorimaea operculefla 140 6 34-71 Briese y Mende (1983)
GV Cydia pomoneiia 728 7 51-80 Briese (1986)

7 79 Fuxa et al. (1988)

NPV Spodoptera frugiperds 3,2

1 ER=Faclor de resistencia:

2E porcentaje de mortalidad refleja el grado de presion de seleccion en las poblaciones de insectos experimenta-
les.
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7. Estabilidad de la resistencia

Cuando las poblaciones resistentes de una especie pierden esta capacidad
después de la remocién de la presion del agente causal de esa resistencia, se trata
de un caso de resistencia inestable. En caso contrario, los niveles de resistencia
pueden permanecer inalterados a través de las generaciones, aun después de reti-
rar la presion de seleccion.

Una misma especie puede presentar respuestas diferentes, dependiendo no
sdle de los niveles de resistencia adquirides, sino de la variabilidad residual en la
poblacion. Para los alelos que hayan sido fijados en la poblacion, la Unica reversién
posible sera debida a la intreduccion de alelos sensibles per migracion o mutacion.
Sin embargo, si los alelos no han sido fijados, es decir, que hay una reserva de ale-
los sensibles, la reversién sera posible. Para caracteres multigénicos, el proceso
es similar. En este caso, la pérdida de resistencia serd proporcional a la cantidad
de variacion restante para cada locus implicado. Cuanto mayor sea el niimero de
estos loci, y menor la proporcién de alelos sensibles, mas lento sera el retorno a un
nivel de sensibilidad apropiado.

Fuxa y Richter (1998) constataron que poblaciones de A. gemmatalis, con un
factor de resistencia de cinco veces, pueden recuperar la susceptibilidad en dos o
tres generaciones cuando no son expuestas al virus. En las poblaciones con los
niveles de resistencia mas elevados, como los obtenidos en Brasil, con un factor
de resistencia de alrededor de 2.500 veces, recuperaran niveles de susceptibilidad
aceptables (FR=5) después de sdlo 12 generaciones (ABoT, 1997) (Figura 2). Por
otro lado, cuando poblaciones de A. gemmatalis oriundas de Dourados (MS) y
Sertanopolis (PR), con elevados niveles de resistencia, fueron cruzadas con las
respectivas colonias susceptibles, la resistencia fue totalmente quebrada en cuatro
cruzamientos (AeoT, 1993, Moscarpi, 1999). Estos datos indican que hay una
variabilidad residual en la mayor parte de los alelos implicados, ya que el retorno a
la sensibilidad es posible.

El conocimiento de la inestabilidad de la resistencia puede orientar sobre las
estrategias a ser adoptadas en el manejo de la resistencia en campo. En presen-
cia de inestabilidad, puede ser mas apropiado adoptar medidas dentro del concep-
o de manejo por moderacién o por ataque miltiple (OmoTo v ALves, 1998). Por otro
lado, esta resistencia puede ser rapidamente “diluida” cuando la poblacién resis-
tente es cruzada y/o sometida al cruzamiento con poblaciones susceptibles (Fuxa
et al., 1993; AsoT, 1993).

8. Resistencia cruzada y multiple

Se denomina resistencia cruzada la resistencia desarrollada contra un agente
debido a la seleccion por resistencia contra otro agente. Los estudios de resisten-
cia cruzada son utiles, porque orientan en la identificacion de los mecanismos de
resistencia y permiten caracterizar la amplitud del espectro (aspecifico o general)
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Figura 2. Concentracion letal media de AgMNPYV, expresada en OBs por ml de dieta. en
poblaciones de A. germmmatalis resistentes, daespués de relirar la presion de seleccion y el tes-
tigo susceptible.

de resistencia cruzada (ScotT, 1990). Otros autores también definen resistencia
multiple como aquella que ocurre cuando existen diferentes mecanismos de resis-
iencia en un mismo individuo, manifestandose por diferentes agentes de control
‘guimicos y bicldgicos). La existencia de resistencia cruzada permite supeoner que
el mecanismo implicado en su generacion es el mismo.

8.1. Resistencia cruzada entre los baculovirus y otros entomopatdgenos

Existen pocos estudios de resistencia cruzada con virus entomopatégenos. En
el caso de A. gemmatalis, existe un solo gjemplo, en el cual las poblacionses resis-
tentes al AgMNPY mantuvieron su susceptibilidad a Bacillus thuringiensis (S0SA-
GomEez et al., 1992), indicando que este patdgeno puede ser usado como una aller-
nativa de control.

La seleccion de poblaciones de S. frugiperda resistentes al NPV de S. frugiper-
da puede afectar la susceptibilidad de esta especie a otros agentes de mortalidad.
Asi, la pohlacion resistente al SIMNPV fue poco susceptible tanto al SfGV, el gra-
nulovirus originario de la misma especie, como a ACMNPV, aunque las tasas de
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resistencia observadas no fueron elevadas, variando entre 2,2 a 3,0 veces (Fuxay
RIcHTER, 1990).

8.2. Resistencia cruzada a los insecticidas quimicos y a los baculovirus

Estudios recientes indican que poblaciones de A. gemmatalis resistentes al
AgMNPV fueron susceptibles a varios insecticidas sintéficos recomendados para el
control del insecto (M. CopaCHESKI ¥ F. Moscarbl, datos sin publicar). Actualmente
no existen ejemplos disponibles en la literatura sobre A. gemmatalis, sin embargo
hay algunos datos obtenidos sobre otras especies de noctuidos. Poblaciones de
Heliothis virescens (F.) resistentes a la permetrina, otras resistentes al metomil y
otras susceptibles a estos insecticidas, no difirieron en su susceptibilidad al bacu-
lovirus de Heliothis, a B. thuringiensis var. kurstaki, al hongo Nemuraea rifeyi ni al
protozoario Vairimorpha necatrix ({aNOFFO ¥ RousH, 1986).

Un ejempla interesante de correlacion negativa es el de una poblacion de S. fru-
giperda resistente a SINPV, que presentd mayor susceptibilidad al metil-paration
que la poblacidon susceptible. Este hecho fue evidente cuando los insectos fueron
fratados con el insecticida por via oral, no siendo observado el mismo cuando las
insectos fueron tratados tépicamente (Fuxa y RicHTER, 1890), lo cual sugiere gue la
resistencia al baculovirus se produjo en este case por una disminucion de la sus-
ceptibilidad al nivel del intestino.

9. Factores que alteran la susceptibilidad al baculovirus

Ademas de la resistencia sensu siricto, tal y como la hemeos descrito anterior-
mente, otros factores pueden interferir en la manifestacion de la susceptibilidad de
insectos a la enfermedad. Las peblaciones de huéspedes sometidas a estrés por
frio, falta de alimento, alimente inadecuado o por ciertas substancias quimicas, pre-
sentan mayor susceptibilidad a los baculovirus o pueden presentar mortalidad debi-
da a la manifestacidon de infecciones virales preexistentes en estado latente.
Existen diversos factores que afectan la susceptibilidad a la enfermedad. A conti-
nuacion seran mencionados algunos ejemplos:

9.1. El estadio del insecio

La reduccion de la sensibilidad observada a lo largo del desarrolio ontogénico no
se considera una resistencia verdadera, pero serd tratado en esta seccidn por la
importancia que posee desde el punto de vista del control de las poblaciones en el
campo. La susceptibilidad puede ser mayor inmediatamente antes y después de
cada ecdisis y decrecer considerablemente durante el periodo intermediario
(ENGELHARD Y VOLKMAN, 1995). Estos autores observaron que la reduccion en la sen-
sibilidad es debida a una mayor dificultad de paso de la barrera intestinal. Los cam-
bios del nivel de resistencia, dentro del ciclo de cada individuo, pueden ser contro-
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lados por las variaciones de hormonas de manera que individuos en diapausa pre-
sentan una tolerancia considerable en comparacion con individuos gue no estan en
diapausa (Briese ¥ Pobawarte, 1985). De la misma manera, la tolerancia a enfer-
medades es probablemente mayor en el estado de pupa (MikHalLov et al., 1992). En
A. gemmatalis la reduccion de la susceptibilidad ccurre en progresion lineal con el
desarrollo (Figura 3) (Boucias et al., 1980, Moscarol, 1983). Por lo tanto, el control
debera ser realizado cuando las orugas se encuentran en los tres primeros estadios
larvales, momento en el que la susceptibilidad al virus es elevada.

9.2. Densidad pobiacional

Recientemente, Reeson ef al. (1998) observaron que poblaciones de
Spodoptera exempta (Walker) criadas en altas densidades eran mas tolerantes a
su NPV que las criadas en condiciones de aislamignio. Paralelamente, las pobla-
ciones criadas en altas densidades presentaron una melanizacién acentuada de la
cuticula en los Ultimos estadios larvales, lo que parece estar relacionado con un
incremento en los niveles de fenoloxidasa, lo cual conferiria a los individuos un
mecanismo de defensa mas efectivo contra infecciones. La coloracion obscura, lla-
mada polimorfismo de fase, también se observa en poblaciones de campo de A.
gemmatalis cuando se encuentran en alta densidad. Recientemente, poblaciones

e

(CPI)
==

Dosis letal media
-3
[}
(=~}
=
&

i L

Est. 2 Est. 3 Est. 4

Estadios larvales

Figura 3. Dosis letal media en OBs para los diferentes estadios larvales de A. gemmatalls.
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que presentan ese fendmeno fueron seleccionadas en laboratorio y estén siendo
comparadas con orugas gue presentan coloracion verde, con la finalidad de averi-
guar su susceptibilidad diferencial al AgMNPY, a otros patégenos y a insecticidas
quimicos (F. Moscarpl, datos sin publicar).

9.3. La dieta

Se ha observado que las larvas de A. gemmatalis alimentadas con diferentes
plantas huésped presentan diferentes niveles de susceptibilidad al AgMNPY. Estas
diferencias pueden ser debidas en parte a la calidad de las hojas con las cuales se
alimentaron. Los insectos alimentados con Vigna luteola (Jacq.) Benth fueron
menos susceptibles al virus que aquellos alimentados con soja, Glycine max L. o
Rhynchosia minima (L) (Penc et al., 1997). De manera semejante, Richter et al.
(1987) observaron que la susceptibilidad de S. frugiperda a su baculovirus difiere
cuando los insectos se alimentan de plantas huéspedes diferentes; asi, la suscep-
tibilidad al virus fue mayor cuando los insectos se alimentaron de soja, Cynodon
dactylon (L.), Lolium multiflorum Lam. o Sorghum bicolor (L.), que cuando se ali-
mentan de maiz [Zea mays (L.)], Panicum romasum L. o Brachiaria decumbens
Staph. Estas diferencias pueden ser debidas a diversas interacciones durante el
proceso de infeccion, como interferencias en el pH, en la fijacion de proteinas, en
la velocidad de transito del alimento por el intestino (Penc et al., 1997) o al aumen-
to de la susceptibilidad, por efectos de antibiosis sobre el insecto (Sosa-Gomez et
al., 1991). Todavia son poco conocidos los efectos del substrato de alimentacion
sobre las poblaciones de insectos que han desarrollado una resistencia genética.

9.4. Substancias quimicas

Determinadas substancias, sintéticas u originarias de productos naturales,
poseen la capacidad de aumentar la mortalidad del huésped cuando son inccula-
das simultaneamente con virus entomopatdgenos. Estas substancias provocan
alteraciones perceptibles en la mortalidad del huésped cuando son utilizadas solas
en concentraciones apropiadas. Las substancias sintéticas mas conocidas con esa
actividad pertenecen al grupo de los estilbenos (Tinopal, Blankophor, etc.).
Actualmente estan siendo realizados estudios en la Embrapa Soja para utilizar las
propiedades de esos compuestos dentro del programa de contral microbiano de A.
gemmatalis; los resultados obtenidos indican que la actividad del virus puede ser
aumentada entre 75 y 800 veces (Moscarpi, 1898). Otro aspecto interesante es
que estos compuestos tienen la capacidad de gquebrar la resistencia de poblacio-
nes de A. gemmatalis altamente resistentes al virus. Morales ef al. (1998) abser-
varon 95% de mortalidad en poblaciones de la oruga de la soja resistentes al virus,
tratadas conjuntamente con Tinopal UNPA GX y AgMNPY, mientras que, en el tes-
tigo resistente tratado con la misma concentracién de virus solo no se observé mor-
talidad. Aparentemente, esc fendmeno esta asociado a la facilidad de entrada del
virus en las células del intestino medio. Ha sido comprobado que el calcofluor
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puede inhibir la formacién de la membrana peritrdfica en varias especies de lepi-
dépteros (Trichopiusia ni, Lymantria dispar, Helicoverpa zea, Pseudaletia unipunc-
Ia & Hyphantria cunea) siendo este uno de los caminos para mejorar el control de
diversas especies plagas (WANG ¥ GRANADOS, 19909).

El acido bérico también presenta propiedades semejantes, favoreciendo la mor-
talidad de las orugas cuando es aplicado conjuntamente con el virus. La reduccién
de la concentracion letal media, CLsg, para A. gemmatalis es aproximadamente de 4
veces se observa tambiéen una reduccion del tiempo letal medio, LT5q de 13,7 dias
para 7,4 dias dependiendo de la concentracion de acido bérico (MoraLEs et al. 1997).

Estudios de las interacciones que involucran factores sinérgicos y poblaciones
resistentes son escases. Entre los casos mejor conocidos de accion sinérgica en
los que estan implicados baculovirus y poblaciones de inseclos plagas, se encuen-
tra el de los virus enhancin factors (vef) o enhancinas (ver Capitulo 10). Tanada ef
al. (1973) observaron la existencia de un factor sinérgico de la infeccion de NPV en
el cuerpo de inclusién del granulovirus (GV) de Pseudaletia unipuncta (Haworth),
cuando se inocularon los dos virus simultdneamenta. Posteriormente, los vef pre-
sentes en ciertos GV fueron clonados y caracterizados (HasHiMoTo et al, 1991;
Roelvink et al, 1995). Actualmente, existen evidencias de que ese factor es una
metaloproteasa (LEPORE et af, 1996) producida por algunos baculovirus, tanto GV
como NPV (Kuzio et al., 1999). Los vef poseen la capacidad de aumentar la per-
meabilidad de la membrana peritréfica PM v, por lo tanto, facilitar la penetracion de
las particulas virales (LEPORE ef al., 1996; Wang ¥ GRaANADOS, 1998).

Hoffmann-Campo y Moscardi (datos sin publicar) observaron que el flavonoide
rutina, presente en algunes genotipos de soja resistentes a orugas defoliadoras
también ocasiond la quiebra de resistencia en poblaciones de A. gemmatalis alta-
mente resistente al virus, cuando se inoculd simultdneamente con éste.

8.5. Otros agentes hioidgicos

La infeccidn por otros paldgenos puede quebrar la resistencia al AQMNPY. Asi,
se observd que poblaciones de A. gemmatals, con elevada resistencia a baculovi-
rus vieron su susceptibilidad al virus aumentada substancialmente cuando fueron
infectadas por el protozoario Thelohania sp. (SosA-GOMEZ ¥ MoscarDpl, 1994). Se
desconocen las respuestas de poblaciones resistentes afectadas por otros enemi-
gos naturales, aunque se sabe que algunas especies de lepiddpteros parasitados
per himenodpieros presentaron menor susceptibilidad al baculovirus (BeeGLE Y
QatmAN, 1974, SANTIAGO-ALYAREZ ¥ CABALLERO, 1990).

10. Alteraciones de los parametros biologicos relacionados
a la resistencia

De la misma manera que ocurre con los insecticidas, el desarrollo de resistan-
cia a los baculovirus en una pobhlacién determinada puede resultar en un costo bio-
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l6gico para los individuos de esta poblacion, es decir, en una reduccion de su “apti-
tud” bioldgica. Entre los insectos en los que se ha observado un tal costo de la
resistencia a baculovirus se encuentran S. frugiperda y A. gemmatalis.

Los efectos mas prominentes reportados en los parametros biolégicos son una
reduccion en el nimero de huevos por hembra, una meneor viabilidad de estos hue-
vos, asi como una tasa de desarrollo reducida mas notable durante el estado de
pupa (Fuxa ¥ RICHTER, 1998). Segun estos autores, la reduccidon de la eficacia bio-
l6gica acarred la extincion de una colonia resistente de A. gemmatalis despues de
16 generaciones. En trabajos realizados en el laboratorio de la Embrapa Soja con
esta especie, no se observaron diferencias importantes entre las pablaciones resis-
tentes y susceptibles, salve una disminucién en el peso de las pupas en la pobla-
cian resistente. La poblacién resistente fue ligeramente superior a la poblacion sus-
ceptible en el periodo de oviposicion y |a longevidad, sin abservarse diferencias en
fertilidad (AsoT, 1997). Hasta mayo de 2000, estas diferencias en las poblacicnes
resistentes mantenidas bajo presion de seleccion en la Embrapa Soja después 65
generaciones, no se comprometieron en el mantenimiento de la colonia.

La discrepancia en los datos ablenidos entre los dos estudios sugiere que no se
pueden realizar inferencias a partir de una poblacidn para su aplicacion a otras
peblaciones, requiriendo un estudio particular para cada poblacién geografica. Los
parametros evaluados indican una mayor adaptabilidad de las poblaciones de Brasil
que de las de EUA seleccionadas por resisiencia a baculovirus, lo cual es un indicio
de la necesidad de tener mas cautela con el manejo de la resistencia en Brasil.

11. Dificultades en la deteccion de la resistencia
en condiciones de campo

Cuando existe potencial para el desarrollo de resistencia, es necesaria una eva-
luacion sistematica de la incidencia y grado del problema para asegurar un control
adecuado de la plaga. Una de las dificultades principales para la identificacion de
la resistencia en condiciones de campo es la variabilidad de los bioensayos, que
puede oculiar las fases iniciales del desarrclio de resistencia, cuanda la incidencia
(frecuencia de las genotipos resistentes) es baja. La técnica de bioensayo debe ser
cuidadosamente estandarizada. ldealmente se debe trabajar con dosis exactas de
OBs ingeridos, en lugar de concentraciones de virus en el alimento.

Los resultados obtenidos en laboratorios diferenies pueden indicar grandes
diferencias debido a las variaciones que pueden ocurrir cuanda se trabaja con con-
centraciones y con poblaciones del huésped mantenidas en diferentes condiciones.
Estas variaciones ocurren en funcion del método utilizado en el proceso de inocu-
lacion, sea por incorporacidn del virus en la dieta, aplicacion sobre la superficie de
la dieta o sobre hojas, etc. Sin embargo, cuando se trabaja con un gran ndmero de
larvas, la rapidez del método de bioensayo puede ser un punto critico, vy puede ser
ventajoso el uso de un mayor numero de larvas sacrificando en parte la precisién
de cada medida.
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En el inicio de los trabajos de resistencia realizados en la Embrapa Soja, duran-
te los hioensayos, por ejemplo, se llegaron a inocular 8.000 a 10.000 larvas por dia.
Una variacion de respuesta en los bioensayos tambien puede ser debida a la varia-
bilidad natural de las poblaciones, de magnitud normalmente desconocida. Se defi-
ne como variabilidad natural la diferencia numeérica en la respuesta que se detecta
cada vez que un bicensayo es realizado con una raza o cohorte del insecto, sea en
una o mas generaciones (RoBeERTSON et al, 1995). Las variaciones esperadas en
los bioensayos durante los estudios de resistencia pueden ser minimizadas
mediante el uso de la tasa de resistencia que considera el cociente entre la con-
centracion letal media (CLsg) de la poblacion resistente y de la poblacion suscepti-
ble, proveniente de bioensayos realizados el mismo dia con las poblaciones res-
pectivas mantenidas en condiciones idénticas.

La existencia de una poblacion heterogénea en respuesta a la infeccién también
enmascara la presencia de individuos resistentes. El estrés producido en las pobla-
ciones de los insectos plaga debido a la transferencia desde el campo al laborato-
rio provoca una seleccion involuntaria que puede causar distorsiones en los resul-
tados obtenidos en el laboratorio. Dehido a lo anterior, se recomienda que los bio-
ensayos sean realizados con insectos criados durante dos o tres generaciones en
el laboralorio, una vez adaptados a la dieta y a las condiciones de multiplicacion.

Una etapa inicial de un programa para la evaluacién del desarrollo de resisten-
cia de un insecto a un agente de control consiste en el seguimiento de las pobla-
ciones. Para ello, se ha propuesto la utilizacion de una dosis discriminatoria (DLgs
0 DLgyg) para determinar la presencia de individuos resistentes con mayor precision
y con menor consumo de material. En las etapas iniciales de la manifestacion de
la resistencia la frecuencia de individuos resistentes es normalmente muy baja v
cuanta menor la frecuencia de individuos resistentes mayor tiene gue ser el tama-
fio de la muestira (RousH ¥ MILLER, 1986).

12. Manejo de la resistencia a baculovirus

Hasta el mamento, no se han verificado casos de resistencia a baculovirus debi-
dos al uso de estos agentes en el campo como bioinsecticidas. En bioensayos rea-
lizados con peblaciones de A. gemmatalis, provenientes de areas inmediatamente
después del tratamiento con baculovirus, no fueron observadas diferencias signifi-
cativas cuanto a su Clg,, comparada con la de poblaciones susceptibles (D.R.
Sosa-Gowmez v F. Moscarni, datos sin publicar). Se pueden prever estrategias para
impedir o retardar la ocurrencia de casos de resistencia, adoptando medidas racio-
nales que alteren la probabilidad del desarrollo de resistencia, posibilitando el con-
trol de la plaga. Las medidas posibles consisten basicamente en la reduccién de la
presién selectiva en el espacio y/o en el tiempo para evitar la seleccion de los genc-
tipos mas resistentes.

Una vez determinado que existe potencial para el desarrollo de resistencia, las
estrategias a ser adoptadas pueden ser:

*
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1)

2)

3)

4)

6)

Utilizar las dosis minimas efectivas para el control de las poblaciones de la
plaga.

Alternar el baculovirus con otras tacticas de control, como 1a utilizacion de B.
thuringiensis, con el cual no ocurre resistencia cruzada (Sosa-Gomez et al.,
1992) o de reguladores de crecimiento.

La utilizacion del virus en conjunto con otros agentes de control con efacito de
sinergismo o aditivo, tales como insecticidas sintéticos en dosis reducidas
(SHAPIRO ¥ BELL, 1982; MosCARDI ¥ S0sA-GAMEZ, 1992; SiLva, 1995).

La utilizacion de interacciones con genotipos de plantas resistentes, cuyo com-
ponente mas importante es la resistencia por antibiosis.

Proveer refugios. La aplicacion en mosaico, 0 sea, la alternancia de areas fra-
tadas y no tratadas proporciona un refugio espacial. Los refygios temporales
consisten en dejar periodos sin tratar a traves del tiempo, lo que normalmente
ya se hace, debido a que las aplicaciones de baculovirus se realizan una vez
por ciclo de la soja, aungue como se ha mencionado anteriormente, el virus es
capaz de persistir y dispersarse en el medio ambiante y mantener una presion
de seleccion en las poblaciones de insectos plaga, aungue probablemente ésta
sea menor que la que experimentan durante la aplicacion de un baculovirus
bicinsecticida. La eficacia de los refugios no ha sido verificada extensivamente
aungue existe evidencia tedrica y empirica gue si funcionan (TaBaSHNIK, 1994,
Liu ¥ TABASHNIK, 1997).

Utilizar dosis masivas para eliminar la mayor parte de los individuos, dejando
solo algunos resistentes, los cuales por cruzamientos con los susceptibles inmi-
grantes, pueden generar una F; de individuos susceptibles. Sin embarge, para
el éxito de este método es necesario verificar que hay una inmigracion de indi-
viduos susceptibles hacia las areas tratadas y que la determinacion genética del
caracter es de tipo recesivo. Considerando las observaciones realizadas en los
bioensayas, es probable que individuos resistentes en el (ltimo estadio larval
sobrevivan en gran nimero, a las aplicaciones de dosis muy elevadas invali-
dando esta estrategia, principalmente cuande las aplicaciones son dirigidas
contra poblaciones que ya colonizan el campo desde hace tiempo, siendo hete-
rogéneas. En este coniexto, es importante que la aplicacion del virus sea reali-
zada cuando la mayoria (90%) de las larvas todavia se encuentran en los esta-
dios iniciales, o sea, desde el primero al tercero estadio de desarrollo.

13. Conclusiones

Aungue en cendiciones de laboratorio el fendédmeno de resistencia haya sido

detectado mediante presion de seleccion por AQMNPY en poblaciones de A. gem-
matalis, no existen indicios de que ocurra resistencia al AQMNPV en campo. Sin
embargo, se debe vigilar y limitar los métodos que aumentan el riesgo de su apa-
ricion. Asi las aplicaciones preventivas de AgMNPV, realizadas con el virus aisla-
damente o mezclado con herbicidas postemergentes, deberan ser evaluadas. Atra-
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vés de esta practica se aumenta la frecuencia y el periodo de exposicion de las
poblaciones del insecto al baculovirus y estas aplicaciones dirigidas contra pobla-
ciones muy bajas del huésped pueden ser realizadas sin necesidad. Esta practica
se ha hecho comiin para reducir los costes operacionales.

La utilizacion de dosis masivas del AgMNPV parece ser una estrategia viable
para el manejo de eventual resistencia, por las razones semejantes a las expues-
tas por Tabashnik (1994) y debido a que A. gemmatalis puede desarrollar resisten-
cia al AQMNPY en pocas generaciones. Los estudios de seguimiento de la resis-
tencia deberan recibir mayor énfasis dado el incremento del drea tratada con virus
y en aquellas regiones en que el control ha sido practicado de forma constante. En
el futuro seréan necesarios estudios de resistencia sobre los virus transformados
(transgénicos) que expresan genes heterdlogos con actividad insecticida.
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