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Cantrol de inseclos plaga mediante los baculovirus

1. Introduccién

Aungue los chinos en el siglo VIl a.C. ya conocian las enfermedades del gusano
de la seda, no se reconocio el concepto de insecticida micrabianoe hasta la segunda
parte del siglo XIX cuando €l ruso, Metchnikoff (1879) demostro el potencial del uso
del hongo Metarhizium anisopliae para el control de un curculiénida plaga del trigo;
un concepto posteriormente probado en campe a gran escala por Krassilstchik
{1888). En cambio, el potencial de los baculovirus para el control de insectos defolia-
dores no fue reconocido hasta el principio de la década de los afios cuarenta (1940's)
cuando una infecciéon empezd a diezmar poblaciones del tentredinido exdtico,
Gilpinia (Diprion) hercyniae, en Canada con resultados notables (Cameron, 1973).

Gomo disciplina propia, el estudio de la patologia de insectos y su aplicacion
para el control biolégico de poblaciones de plagas se inicié a finales de la década
de los afios cuarenta (STEINHAUS, 1249), aungue los avances iniciales mas impor-
tantes con los baculovirus se produjeron en el laboraterio britanico de K. M. Smith
durante la siguiente década (SmmH ¥ Wyckorr, 1850; SmiTH, 1955; SMiTH ¥ RIVERS,
1956). Con los primeros programas de aplicacion de baculovirus dirigidos contra
insectos forestales en Canada, F. T. Bird, K. Graham y G. H. Bergold demaostraron
el patencial de los baculovirus como bioinsecticidas (TanapA ¥ Kaya, 1993). Por lo
lanto, se puede decir que el estudio vy aprovechamiento de los baculovirus es una
ciencia bastante joven todavia.

1.1. Mercado internacional de los bioplaguicidas

Existe un consenso sobre el valor del mercado mundial de los agroguimicos el
cual ha alcanzado aproximadamente 30.000 millones de dolares (US$) (Tabla 1),
siendo la tasa de crecimiento de este mercado de alrededor del 1-8% por ano
(Menn, 1996; PANUPS, 1997). Los insecticidas representan cerca de una cuarta
parte de la venta global de agroguimices (Figura 1). En cambio, existe bastante
desacuerdo sobre el valor del mercado de los bioplaguicidas en el cual Bacillus thu-
ringiensis (Bt) representa el principal producto. Algunas estimaciones llegan a pro-
poner unos USS380 millones por ano, debido a tres factores: (i) la venta de biopla-
guicidas ha crecido marcadamente durante la década de los anos 1390 (~10%
anual) y muchas empresas nuevas han entrada al mercado con nuevos productos
(i) la competencia intensa en la venta de Bt ha disminuido los precios provocando
un incremento en las ventas pero su valor total se ha quedado estatico, (iii) se
vende el Bt en pocos mercados, sobre todo para el control de insectos de algodén,
coles y forestales ya que fluctuaciones estacionales en las poblaciones de plagas
de estos cultivos pueden afectar marcadamente la venta de un aho a otro
(Lisansky, 1997). En realidad, un valor entre US$110 y 130 millones por afio para
el afo 2000 parece lo mas correcto, aunque los virus bicinsecticidas sélo repre-
sentan alrededor del 5% de esta venta (Gecrais, 1997) (Tabla 1). Tedos los bicin-
secticidas basados en virus que se encuentran en fase comercial actualments, son
productos de empresas pequefias 0 medianas, o bien son producidos por los mis-
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Figura 1. Venta global de agroquimicos 1989 (A) por categoria y (B) por regién (WoobD
MackenziE y IVA, Alemania).
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Control de insectcs plaga mediante los baculovirus

Tabla 1. Estimaciones de [a venta global de agroquimicos, plaguicidas y bioplaguicidas duranie los Glimos 10 a
20 anos.

Venta Global Afio Valor en Fuente Citado por

Millonas
de US$
Agrogui micos? 1985 186,000 Wood Mackenzie (1986) Jutsum (1988)
1991 26.800 Agrow 162 (1992) Rodgers (1993)
1891 27,000 - Powell y Rhodes (1994)
1995 29.000 Mann (1987) Menn y Hall (1998)
1696 $1.250 British Agroechamical Assn. (1997) PANUPS (1397)
1897 25,000 - Waage {1957)
1998 29,000 Wood Mackenzie (1993) Agrow (2000)
1899 27.200 IVA, Alemania Agrow (2000)
1999 29,800 Wood Mackenzie (2000) Agrow (2000)
1999 29,699 European Crop Protec. Assn, Agrow (2000)
1999 30.070 Allan Woodburn Assac. Agrow (2000)
Insecticidas 1935 5,000 Wood Mackenzie (1986) Jutsum (1968)
1395 8000 Wood Mackenzie (1925) Georgis (1897)
1999 7,755 Wood Mackenzie (2000) Agrow (2000)
Bioplaguicidas  firales 1960's - 20-25 - Lisans<y (1997)
finales 1980’s
1988-1992 45-60 - Lisansky (1997)
1985 125 - Jutsum (1988)
1990 120 Agrow 162 (1992) " Rodgers {1993)
1995 380 Waood Mackenzie (1935} Georgis (1997)
1095 380 Menn (1997) Menn y Hall (1999)
1997 75 - Lisansky (1397)
1998 120 Waod Mackenzie (1599) -
2000 1201302 - Lisansky (1997)
Inseciicidas 1991 57-71 Wood Mackenzie (1995)
microbianos BinSciences Securities (1996)
Thermo Trilogy (datos particulares) Gsorgis (1997)
1995 103-119 idem Georgis (1997)
2000 116-1412 idemm Georgis (1997)
Virus bioinsecticidas 1995 34 idem Georgis (1997)
2000
562 idem Georgls (1997)

T Togos tipes de plaguicidas (herticidas, fungicidas, nematicidas, insscticidas, etc.).
2 Valores pronosticadosv™,
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mos usuarios, como es el caso del servicio forestal del USDA (Tabla 2). Ademés,
la proporcion del mercado ocupado por los baculovirus puede ser reducida por la
introduccion de una nueva generaciéon de bicinsecticidas macrolidos producidos
por fermentacién, llamados spinosinas de Dow Agrosciencies (THOMPSON &t al.,
1997; THOMPSON ¥ HUTCHINS, 1999).

1.2. Diferencias regionales en el uso de los baculovirus

El uso de los virus bioinsecticidas en las regiones templadas de Europa,
Estados Unidos y Canada con sistemas de produccion intensiva esta limitado
actualmente al control de plagas forestales. o a algunos mercados pequefos y
especializados. Aungue los gobiernos de estas regiones recomiendan una reduc-
cién en el uso de los agroquimicos no han invertido recursos publicos suficientes
para la investigacion y el desarrollo de medidas de control alternativas.
Considerando la falta de promocién por los gobiernos, el uso de los bioplaguicidas
prabablemente no va a cambiar en un futuro proximo. En cambio, 1a situaciéon en
los paises en vias de desarrollo se ve un paco mgjor. Es mas, se destaca el pro-
grama brasilefic de control de Anticarsia gemmatalis en soja por su gran éxito ya
sostenido durante méas que una década (Moscarpi, 1929).

Segun Entwistle (1998), de los 45 baculovirus! que estan siendo investigados
en Europa, Norte América, Australia y Japon, actualmente ocho virus (18%) se
encuentran en venta, mientras que de los 74 ejemplos listados para las continen-
tes menos desarrollados del mundo, 22 virus (30%) se encuentran en venta (aun-
que estas cifras pueden incluir ejemplos del mismo virus en venta en diferentes
continentes, por ejemplo el nucleopoliedrovirus [NPV] de Helicoverpa armigera),
sobre todo en la antigua Unién Soviética. La lista de Entwistle (1998) es una esti-
macion conservadora ya que no considera la venta de los productos basados en
baculovirus preducidos a nivel artesanal. Por gjemplo, en la India existen aproxi-
madamente 77 proveedores? de bioplaguicidas incluyendo instituciones guberna-
mentales, universidades y pequenas empresas privadas (GRzZywac? ¥ WARBURTON,
1999). Agregando los cuatro virus {HaNPV, SeNPYV, SINPV y CiGV) producidos en
la India y los dos producidos en Tailandia a los ejemplos sefialados por Entwistle
(1998), se obtiene un cifra de 28 virus (& 38% de comercializacion); la diferencia en
el grado de comercializacion de estos productos en el mundo menos desarrollado
comparade con los paises de Europa, Norte América, Australia y Japon es alta-
mente significativa (¥2=5,31, g.l.=1, P<0,02). A continuacién intentamos sefialar

Unicamente se incluyen los ejemplos de baculovirus (NPV y GV), no de los otros tipos de virus ento-
mopatogenocs de insectos mencionados por Entwistle (1998).

Muchos de los proveedores en Iz India ofrecen un range amplio de productos biclégicos que inclu-
ye el nim, B, hongos entomaopatdgenos y diferentes baculovirus, incluso varios de ellos tienen pagi-
nas electrénicas en el Internet. Por gjemplo: hitp://www.ajaybic.com/prodhpv.him

304



Tabla 2. Ejemplos de bioinsecticidas comerciales basados en haculovinus!.

Conirol de insectos plaga mediante los baculovirus

Insecta Virus Cultvo Nombre Comercial  Pais
Adoxophyes orana Qv Manzana Capex 2 Suiza
Anficarsia gemmatalis NPV Saja Baculoviron Brasil
Protega
Coopenvirus
Baculovirus Nitral
Autographa calitormia® NPV Brocoli, aigodén, tomate, ele.  VPN-8D Guatcmala
Gusano USA
Cydia pomonefla Gv Manzana, Carpovirusine Unidn Europea
Para Grarupom
Madex
ucB g7 USA
Erinnyis elio GV Casava ? Brasil
Vanezuela
Helicoverpa zea NPY Algoddn Elcar USA
v H. virascens GemSiar LC
Viron H
Helicoverpa armigera NPV Algoddn, tomate Helicxill India
Biovirus
Halivax-NPV
Helinash LC
Bio-\2 Tailandia
Ness-A
? China
Lymantria cispar NPV Forestales Gypcheck USA
Disparvirus Canadé
Virin-ENSH Rusia
Mamestra brassicae NPV Regallo Mamestrin Francia
Virin-EKS Rusia
Orgyia pseudotsugata NPV Forestales TM Biocontrol-1 USA
Virtuss Canads
Phihorimaea operculelia GV Patatas PTM baculovirus ~ Perl
Colombia
Ecuador
Bolivia
Tunisie
Egipta
Pieris rapac GV Repalio ? Ching
Plutelia xylostalla Qv Repollo ? Ching
Spcdoptera exigua NPV Verduras, cebolla, algadon, etc.SPOD-X USA
Unidn Europsa
Inclia
Ness-E Tailandia
Spodoptera frugiverda NPV Maiz 7 Brasil
Spodoplera fittoraiis NPV Algodon Spodapterin Unidn Europea
Spodoplera litura NPV Verduras, algodon, arroz, efc. 7 China
Spodaptera sunia NPV Varduras VPN 82 Guatemala

18610 se desglosan productos actuaimente disponibles aunque en algunos casos la disponibilidad queda en

duda.

2 5o venda ACMNPY para el control de varias especies de lepidopleros rlaga (P xylostelia, T, ni, Pseudoplusia
inciudens, ete.) debido a su amplia gama de huéspedes (VaiL et al, 1998).
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por que es asi y cudles son los factores clave para el éxito de programas de con-
trol de insectos plaga mediante los bicinsecticidas basados en baculovirus.

1.3. Enfoque del capitulo

Primero, se comparan las diferentes estrategias para el uso de los baculovirus
¥y la eslralegia mas apropiada por utilizar en las distintas situaciones que se pue-
den presentar. Después, se revisa una seleccién de ejemplos de programas de
control de insectos plaga de cultivos anuales y de otros habitats con el fin de sefa-
lar en cada caso los factores que contribuyen a alcanzar un control satisfactorio.
Posteriormente, se detallan las limitaciones del uso de los baculovirus con énfasis
en el manejo de un paradigma adecuado para estos virus. Para terminar, se anali-
zan las perspectivas del futuro de los baculovirus en las diferentes regiones del
mundo y la importancia del marco legal en el desarrolio de los bioplaguicidas.

2. Estrategias de utilizacion de los baculovirus

Generalmente, los baculovirus se utilizan directamente como insecticidas biolo-
gicos, mediante aplicaciones inundativas, y en menor proporcién mediante otras
técnicas. Asi por ejemplo, en ciertas situaciones muy especificas, se pueden
emplear de manera sutil o sofisticada, aprovechando un reservorio del virus exis-
tente en el medio ambiente (KALMAKOFF Y CRAWFORD, 1982; RicHARDS ef al.. 1999)
o mediante la dispersion y transmision del patégeno a través de la contaminacion
de insectos adultos que, a su vez, contaminan la superficie de los huevos de su
propia progenie y, de esta manera, transmitir la enfermedad (FaLcon, 1975;
Jackson et al, 1992; VaiL ef al., 1993). A continuacion se revisan una seleccion de
diferentes estrategias para el control de insectos plaga a través de los baculovirus.

2.1. Control bioldgico cldsico

Hasta donde sabemos, sélo existe un ejemplo de control biologico clésico por
baculovirus, el del tentredinido Gilpinia hercyniae. Este insecto es nativo de Europa
continental pero fue introducido a Canada por accidente en 1930, provocando
danos muy severos en areas plantadas con Picea spp. (BALCH, 1939). Entre 1934
y 1939 se importaron desde Europa diferentes especies de parasitoides con el
objeto de que se establecieran como agentes de control y, aparentemente, junto
con ellos se introdujo un NPV. A partir de 1939, el virus se disperso sobre mas de
3 millones de hectéreas del area de infesiacion del insecto sin ayuda del hombre
(BALcH v Birp, 1944; BIRp Y ELGREE, 1957). Dos afos después el insecto ya no era
plaga, aungue el virus ne llegd a dispersarse por todo el area de distribucién de G.
hercyniae hasta 1952 y, en algunos casos, fue necesario llevar a cabo introduccio-
nes artificiales (Birp ¥ Bunk, 1961). Este insecto no ha vuelto a tener importancia
economica debido al control natural ejercido por el virus y los parasitoides. Sin
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Control de inseclos plaga mediante los baculovirus

embargo, se han observado brotes ccasionales en areas tratadas con insecticidas
para el control de otras plagas, lo cual se ha atribuido a un efecto detrimental sobre
las poblaciones de los parasitoides (NeiLson et al., 1971).

G. hereyniae tamhbién fue introducido en 1968, por accidente a las plantaciones
de Picea spp. en Gales, Gran Bretana, y para 1972 la infestacion se habia distri-
buido por un area de 1.800 ha. La ocurrencia de una epizootia natural producida
por NPV vy la dispersion de la enfermedad mediante la redistribuciéon manual de lar-
vas enfermas, permitié un control satisfactorio de la poblacién del insecto en 1974
(ENTWISTLE, 1978; Evans ¥ ENTWISTLE, 1982; ENTWISTLE ef al., 1983).

2.2. Reintroduccion periodica

Después de liberar a un enemigo natural, a veces es necesario reforzar su
poblacién a través de reintroducciones periodicas. Este fue el caso del virus no
ocluido del escarabajo rinoceronte (Oryctes rhinoceros) en el sudeste de Asia, uno
de los mejores ejemplos de contral bicldgico que aprovecha la autodispersion del
virus por el huésped infectado. Revisiones detalladas de este caso se presentan en
Bedford (1981, 1986) y Hunter-Fujita et al. (1998). Sin embargo, este virus ya no
se incluye en la familia Baculoviridae y no lo consideraremos mas aqui.

La introduccion temprana de virus solo es factible como método de control si los
cuerpos de inclusion (OBs) persisten en el medio ambiente hasta que la gran
mayoria de los insectos se encuentran en estadios susceptibles a la infeccion. Por
ejemplo, la aplicacion del NPV de Pannolis flammea antes de la eclosion de los
huevos resulta en un menor control que cuando la aplicacion se realiza una vez que
han eclosionado el 95% de los mismaos. Esto es debido, aparentemente, a la desac-
tivacion de los OBs y a la dilucién del inéculo por el crecimiento de follaje nuevo,
del cual se alimentan las larvas (Cory ¥ ENTWISTLE, 1990).

La introduccidn del virus mediante la contaminacion de plantulas de col con una
suspension de NPV dio un 90% de proteccién contra Trichopitsia ni durante 84
dias de muestreo (IGNOFFO et al., 1980). Este es un método muy econémico de apli-
car virus a un cultivo. En contraste, la aplicacion de virus directamente al suelo, al
inicio del ciclo del cultivo, para controlar infestaciones posteriores de dos plagas de
col ha funcionade adecuadamente en Canada (Jaoues, 1970) pero no en los
Estados Unidos (BAUGHER E YENDOL, 1976) ni en Gran Bretaina (Pavne, 1982).

2.3. Manipulacién del habitat

Los reservorios de virus en el medio ambiente pueden tener gran impacto sobre
la dinamica poblacional de un insecto. En Escocia, se observo que una proporcion
de larvas del segundo y tercer estadios del limantrido Orgyia antiqua bajan de los
arboles pequeios de pino para alimentarse del brezo inferior. El brezo tiene una
alta concentracion de nucleopoliedrovirus debido a su situacidn sombreada que
ocupan bajo las ramas de los arboles. Despugés, las larvas infectadas suben a los
arboles y alli mueren transmitiendo la enfermedad a otras larvas sanas llegando a
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provocar una epizoctia devastadora. Muestras tomadas al siguiente afio revelaron
la presencia de un gradiente vertical de virus con una alta concentracion de OBs
en el brezo inferior, debido al lavado del virus por la lluvia de las ramas superiores.
En otras plantaciones cercanas, sin la presencia de brezo, se observé una preva-
lencia muy baja de infeccién (RicHARDS et al., 1999). La conservacién del brezo en
las plantaciones de pines indudablemente contribuye a mantener en bajas densi-
dades las poblaciones de O. antiqua durante periodos de varios anos.

En la mayoria de los casos, el principal reservorio de virus esta en el suelo.
Varios estudios han mostrado o sugerido la translocacién de virus del suelo hacia
las hojas de un cultivo, como una fuente importante de virus para iniciar infeccio-
nes en insectos fitéfagos. Esto es particularmente cierto sobre todo en insectos que
se alimentan de plantas pequefias o plantas jovenes cuyas hojas se encuentran
cerca del suelo y. debido a ello, se contaminan faciimente a través del salpicado de
la lluvia en el suelo. Ejemplos de lo anterior incluyen el granulovirus de Pieris rapae
y el nucleopoliedrovirus de T. ni en cultivos de Brassica spp. (JAQUES, 1974a,b) y
los NPV de Pseudoplusia includens y Anticarsia gemmatalis en soja (YOUNG E
YEARIAN, 1979, 1986; Fuxa Y RicHTER, 1996). Ademas, se ha identificado que la con-
centracion del virus en el suelo, durante el inviermno, es un factor importante en la
prevalencia de la infeccién en poblaciones de Spodoptera frugiperda para el
siguiente ciclo de produccion (Fuxa v GEaGHAN, 1983). En Nicaragua, los agricul-
tores de maiz a veces ponen suelo en el cogollo del maiz para controlar larvas de
S. frugiperda, aunque Van Huis (1981) no detecté un efecto significativo de control
mediante esta practica. La persistencia de virus en el suelo ha sido sugerida en la
iniciacion periddica de epizootias naturales en poblaciones de Orgyia psteudotsu-
gata en los bosques de América del Norte (THoMPSCN ef al., 1981; Shepherd et al.,
1988). El derribar las larvas de Colias eleclo al suelo mediante el uso de una rama
que se arrastra a través de los campos de alfalfa, es suficiente para iniciar una epi-
zootia natural por NPV (PoLsoN Y TRIPCONEY, 1970).

Los pastizales de Nueva Zelanda sufren el ataque de un complejo de especies
del género Wiseana llamado «Porina», del cual la especie mds importante es
Wiseana cervinata (Lepidoptera: Hepialidae). Las larvas viven en el suelo y cuan-
de se encuentran infectadas por NPV mueren en la superficie del suelo, o muy
cerca de ella, que es la zona de alimentacion de la plaga. Cuando el pastizal es
permanente, la presencia de esta capa de suelo con una alta concentracion de
virus contribuye a mantener las poblaciones de Wiseana por debajo de su umbral
economico. En cambio, cuando el pastizal es periddicamente rastreado y sembra-
do de nuevo, el indculo superficial de virus se elimina o se diluye permitiendo bro-
les de Wiseana spp. (CRawroRD Y KaLMAKOFF, 1977; FLEMING et al, 1982:
KALMAKOFF ef al., 1985). EI movimiento frecuente de ganado desde pastizales vie-
Jos a los nuevos es suficiente para introducir el virus al nuevo pastizal por medio de
las patas de los animales, y de esta manera, prevenir los brotes de la plaga
(KaLmakorF Y CRAWFORD, 1982). La mortalidad por NPV es densidad dependiente y
aumentos de la densidad de |a plaga pueden dar lugar a que las infecciones por
NPV lleguen a afectar al 90% de la poblacion (FLeminG et al., 1986). No obstante,
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Control de insectos plaga mediante los baculovirus

la importancia de virus como un factor clave en la dinamica poblacional de Wiseana
spp. ha sido cuestionada (BarLow et al., 1988).

Indiscutiblemente, los reservorios de virus en el medio ambiente no se han
manipulado adecuadamente de cara a explotar su potencial en el control de insec-
tos plaga (HUNTER-FuuITA et al., 1998).

2.4. Uso inundativo: los bioinsecticidas

La inundacién del habitat de la plaga con una alta concentracion del patdgeno
para lograr un alto porcentaje de mortalidad, se basa directamente en el principio
del uso de los insecticidas convencionales bajo el supuesto de dar mayor probabi-
lidad de aceptacion por parte de los productores. Asimismo, los principales temas
relevantes al uso de las bicinsecticidas se relacionan continuamente, en los capi-
tulos de este libro, con el aprovechamiento de las propiedades inseclicidas de
estos virus:

(i) Dosis. Evidentemente, la dosis de la aplicacion tendra un efecto importante
sobre el grado de central de la plaga y hasta cierto punto afectara el tiempo
de su supervivencia, ya que el consumo de una dosis mayor disminuye el
tiempo letal de la infeccion. No obstante, la dosis determina en gran parte el
costo de cada aplicacidn, y por lo tanto, se busca aplicar la dosis mas baja de
virus que permita lograr un control adecuado.

(i) Volumen de la aplicacion. El volumen de la aplicacion puede tener un efecto
importante al llevar el indculo al sitio de alimentacion de la plaga. En general
se utilizan mayores volimenes para las aplicaciones de bioplaguicidas que
para insecticidas convencionales (CHaPMAN E IGNOFFO, 1972), aunque las apli-
caciones de volumen ultrabajo también han dado buenos resultados (PARNELL
et al., 1999). Sin embargo, con volimenes extremadamente grandes se corre
el riesgo de diluir el in6éculo y/o de perder el indculo al escurrir las gotas de la
superficie de hojas ya mojadas por la pulverizacion.

(i) Determinacion del momento propicio de aplicacion. Se intenta aplicar los
baculovirus en momentos cuando la mayoria de la poblacion plaga se
encuentra en los estadios mas jévenes, ya que los estadios tardios son mas
resistentes a los baculovirus, y por lo tanto, son mas dificiles de controlar.

(iv) Frecuencia de aplicacion. El periodo entre aplicaciones sera afectado por la
persistencia del indculo en el cultivo, los habitos alimenticios, el grado de sin-
cronia en los estadios de desarrollo de la plaga y, hasta cierto punta, por la
dosis de virus aplicada. Se ha sefalado que en ciertas situaciones las aplica-
ciones frecuentes de dosis bajas de virus pueden funcionar mejor que dosis
elevadas aplicadas menos frecuentemente (HunTER-FuuiTA et al., 1998).

(v) Farmulacion. La formulacion del virus interactia con la mayoria de los demas
parametros: dosis, frecuencia y volumen de la aplicacion, facilidad de uso, etc.
Por la tanto, no se puede considerar la formulacion sin tomar en cuenta tedos
los otros factores relacionados con el uso del bicinsecticida (se sefala la
importancia de la formulacion con mayor detalle en el Capitulo 10).
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(vi)

(vii)

(viii)

(ix)

x)

(i)

(xif)

Aplicacion dirigida. La aplicacion de virus, ya sea por pulverizacion o a través
de una formulacion de granulos, tiene que llegar al sitio de alimentacion de la
plaga. Por ello, se debe poner atencién en la seleccién del equipo adecuado,
la formulacion correcta y el volumen de aplicacion més apropiado para lograr
este fin.

Facilidad de uso. Un producto facil de preparar en el tanque de pulverizacion
y sencillo de aplicar al cultivo sin necesidad de agregar varios tipos de coad-
yuvantes, o llevar a cabo diferentes procedimientos de mezclado antes de
aplicar, tendra mayor probabilidad de ser usado correctamente por los pro-
ductores. La formulacion adecuada es critica en este aspecto.

Rapidez de accién. Habitualmente se buscan aislados de virus con altos nive-
les de virulencia con el fin de reducir el intervalo entre la infeccion y la muer-
te de Ia plaga. Cuanto mas rdpida sea la muerte, menor sera el grado de dafio
gue un insecto pueda ocasionar al cultivo.

Especificidad. Los nucleopoliedrovirus de especies de Spodoptera y de espe-
cies de limantridos, y los granulovirus en general, tienden a ser altamente
especificos para una o unas pocas especies de huéspedes. En cambio, el
AcMNPY y sus varias cepas (GmMNPYV, TnNPV, AIMNPY, etc.) presentan un
espectro de huespedes mas amplio y pueden ser empleados para el control
de diferentes lepidopteros plaga en sistemas agricolas (VaL et al., 1999).
Persistencia. Se pueden superar problemas de baja persistencia de los bacu-
lovirus en las superficies de un cultivo a través de aplicaciones frecuentes o
con la incorporacién de sustancias fotoprotectoras en la formulacion.
Seguridad. Por solo infectar a invertebrados, los baculovirus se consideran
entre los patégenos mas seguros para el control de insectes plaga. Sin
embargo, durante el proceso de control de calidad, es necesario llevar a cabo
una evaluacion de la presencia de otros microorganismos en las preparacio-
nes de virus. sobre todo para detectar la presencia de posibles patégenos
humanos u otros alégenos (sustancias que pueden provocar reacciones alér-
gicas).

Coste. En la gran mayoria de los casos, el coste del control mediante un bacu-
lovirus se relaciona con otros métodos de control disponibles para el produc-
tor. A este respecto, el coste del control quimico es el criterio de comparacion
de mayor importancia, excepto en situaciones donde la plaga es resistente a
la mayoria de los plaguicidas sintéticos o en circunstancias donde se habla de
productos organicos de mayor valor comercial.

3. Ejemplos del uso de los baculovirus como biocinsecticidas

En esta seccibn, se demuestra que la verdadera ventaja del uso de los baculo-
virus ocurre bajo circunstancias especificas en las que es posible aprovechar cier-
tas caracteristicas Unicas de estos patdgenos. Por ejemplo, la habilidad de ampli-
ficar y reciclar el inéeulo por parte de los productores de soja en Brasil, la alta viru-
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lencia y transmision del virus dentro de grupos de tentredinidos gregarios en plan-
taciones de pinos, o la persistencia del virus en la superficie de productos almace-
nados evita el desarrollo de poblaciones de un insecto plaga que ha desarrollado
resistencia a numerosos insecticidas convencionales. Es importante sefialar que el
uso inteligente del virus requiere de una comprension integrada de la biologia, eco-
lagia y comportamiento del insecto que se desea controlar.

3.1. Plagas de cultivos anuales

3.1.1. Anticarsia gemmatalis

La oruga terciopelo de la soja, Anticarsia gemmatalis, es el noctuido plaga de
mayor importancia en muchas regiones y sobre todo en Brasil (FEDERICI, 1999). El
uso del NPV de A. gemmatalis {AgNPV), para el control de esta plaga en soja,
constituye el mejor ejemplo documentado del uso de un bioinsecticida basado en
baculovirus en un cultive anual. Con base en esta amplia documentacion, a conti-
nuacion se presenta un resumen de los aspectos mds destacados; una revision
mas completa se encuentra en Moscardi (1289, 1999).

En 1980 el gobierno brasilefio establecié un programa piloto para desarrollar el
AgNPV y desde entonces mediante pruebas de campo han demostrado su valor
como bioinsecticida. De 1989/90 a 1996/97 el AgNPV fue aplicado sobre un millén
de hectareas por ciclo de cultivo alcanzande un maximo de 1,2 millones de hecta-
reas en 1997/98 aproximadamente. Se ha utilizado tamhién en 100 mil hectéreas
de soja en Paraguay y en escala menor en Argentina y los Estados Unidos.

Inicialmente el NPV se aplicé como una preparacidn cruda, pero desde 1985 se
ha utilizado preferentemente una formulacién de polvo humectante con base de
caolina (Moscaroi, 1989). La dosis actual de la aplicacion es de 1.5 x 101! OB/ha
y normalmente una scla aplicacion es suficiente para controlar 1a plaga. Esto se
compara con un promedio de 1.8 aplicaciones de insecticida quimico por ciclo
(Moscarbi, 1999).

El virus ya es producido por varias empresas privadas bajo un convenic con
Embrapa, la Empresa Brasilefia de Investigacion Agropecuaria. El dnico método de
produccidn del virus es en parcelas de productores de soja; se hace una aplicacion
ael virus a una parcela con buena infestacion de A. gemmatalis y una colecta pos-
terior de larvas infectadas, las cuales se almacenan en camaras entre -4 y -8°C
hasta su procesamiento y formulacién. Se calcula que mediante colectas de campo
se pueden cosechar hasta 1,8 kg de larvas infectadas por persona por dia con un
costo de USS15; cantidad suficiente para tratar 100 ha de soja. Actualmente se uti-
lizan alrededor de 30 mil hectareas de soja para la produccion de virus (MOSCARDI,
1989). El control de calidad realizado por Embrapa se basa en el nimero de OBs
por gramo de material y su actividad bioldgica. El producto estd registrade ante las
autoridades brasilehas.

El éxito del programa brasilerio se debe a la combinacion tnica de varios facto-
res: i) previa existencia de un programa exitoso del manejo integrado de plagas
(MIP), el cual facilité la aceptacion del virus por parte de los productorgs, ii) el virus
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es altamente virulento de manera que solo se requiere una dosis baja para contro-
lar la plaga, iii) la dosis baja de aplicacién junto con el sistema de produccion en
campo nos da un producto de menor costo que los insecticidas quimicos y al alcan-
ce de los agricultores de escasos recursos, iv) el insecto se alimenta de las hojas
gue facilmente se contaminan con residuos del NPV, v) normalmente es la tnica
especie plaga de importancia econémica presente en el cultivo, vi) el cultivo puede
tolerar niveles considerables de defoliacion sin pérdida de rendimienta y, finalmen-
te, vii) el apoyo gubernamental, mediante extensionistas y vinculacién con los pro-
ductores, ha sido fundamental para el desarrollo del programa y su aceplacion por
parte de los agricultores (Moscarpl, 1999).

No obstante, se reconoce que la demanda de virus es del orden de los cuatro
millones de hectdreas en Brasil, es decir aproximadamente cuatro veces mas que
el area actualmente tratada. Esto representa alrededor del 35% del drea sembra-
da con soja en Brasil y requeriria una produccién de 80 toneladas de larvas infec-
tadas por ano. Para alcanzar tales niveles de produccién de virus se requiere mejo-
rar las practicas existentes de produccién en campo y laboratorio sin un incremen-
to sustancial en el costo del virus.

El uso extensivo de AgNPV representa una oportunidad (nica para estudiar la
posibilidad de resistencia al virus en poblaciones naturales de este insecto, la cual
se consideraba muy poco probable anteriormente. Se han ohservado varios cam-
bios genéticos del virus, después de una serie de pasos de infeccidn en una cria
de laboratorio aunque en campao el virus mantiene una alta virulencia después de
diez afios de aplicacion masiva por los productores (D OLIVEIRA, 1998).

Estudios con poblaciones de A. gemmatalis recolectadas de diferentes regiones
de Brasil y con diferentes antecedentes en cuanto a.su exposicion al NPV indica-
ron que todas las poblaciones eran altamente susceptibles al virus (AsoT et al.,
1995). La posibilidad del desarrollo de resistencia en insectos expuestos a una pre-
sidn continua de virus ha sido demostrada en laboratorio. Con una exposicion a la
Clgp del AgNPYV, las lineas de insectos expuestos rapidamente exhibieron resis-
tencia, a partir de la cuarta generacién (F4). La relacion de resistencia expresada
como la CLsq de la poblacién expuesta al virus dividido por la CLg, de la poblacion
no expuesta al virus incrementé a mas de 2.000 para la generacion 15 y oscilaba
alrededor de 10.000 en las generaciones de 47 a 52 (ver Capitulo 13).

Cuando las Iineas resistentes ya no eran expuestas al virus, el grado de resis-
tencia disminuy¢ dramaticamente, aunque no se alcanzaron los niveles criginales
de susceptibilidad. Cruces entre individuos resistentes e inseclos susceptibles
resultaron en la pérdida completa de la resistencia y esto sugiere la existencia de
un posible mecanismo que amortigua el desarrollo de la resistencia en las pobla-
ciones de campo y puede representar un argumento importante en favor de la limi-
tacion del area total de soja tratada con el virus (Moscarb! et af., 1999). Por el otro
lado, se han observado algunos cambios en la composicién genética del virus can
el paso del tiempo (MarunNiak, 1989, 1894), pero no se han detectado cambios en
la virulencia del virus abtenido de colectas de campo entre 1979 y 1995 (MOSCARDI,
1999).
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3.1.2. Helicaverpa y Heliothis spp.

El complejo de especies de los géneros Helicoverpa y Heliothis incluye algunas de
las plagas de mayor importancia agricola del mundo en cultivos anuales tales como el
algadon, tabaco, leguminesas y verduras. El control viral ha atraido un marcado inte-
rés durante muchos afos debido a la susceptibilidad de estas especies a sus baculo-
virus homélogos y heterdlogos. Uno de los casos mas documentados en términos del
uso operacional en diversos cultivos es el NPV de Helicoverpa zea (antes Heliothis
zea) para el control de Helicoverpa y Heliothis spp. (lanorFrFo ¥ CoucH, 1981; HUsEeR,
19886; Lacey ¥ GOETTCL, 1995).

Se han generado varios productos comerciales basados en el HzNPV de los cua-
les por lo menos tres fueron producidos en los Estados Unidos de América (EUA). En
1975, el primer insecticida viral registrado en los EUA fue Elcar® (de Zeocon (después
Sandoz Inc.) pero su produccion termind en 1982. Afinales de los anos 60 un producto
comercial llamado Viron H® (fue producido por la International Minerals and Chemicals
Corp., EUA) y en 1996 el GemStar® fue introducide a los EUA por Biosys para su uso
en el cultivo de algodsn aungue hoy en dia es producido por Thermo Trilogy.

En Europa, se ha desarrollado y probado ampliamente el NPV de Halicoverpa
armigera en el algoddén, leguminosas vy verduras y se han elaborado varios productos
comerciales basados en el HaNPV aunque quiza son menos conacidos que los pro-
ductos de HzNPV. Por ejemplo, el Virin HS® (es, o fue producido por el gobierno de la
antigua Unidn Soviética y unos cuantos productores en India y el sudeste de Asia. En
la India, el HaNPV es producido y distribuido por numeresas empresas a pequefia
escala y también por organizaciones no gubernamentales y grupos de gente en pue-
blos rurales. Sin embargo, la calidad de estos productos es extremadamente variable,
lo cual es motivo de inquietud ya que puede afectar adversamente la aceptacion y uso
del virus por parte de los agricultores (Grzywacz, 1995).

Puesto que el HzNPV es eficaz contra varias especies de Heliothis y Helicoverpa
en algodon, maiz, tabaco, sorgo, soja y tomate (Hueer, 1986) repetidamente se han
probado formulaciones comerciales de este virus, incluyendo el GemStar®, para el
control de H. armigera en Africa, Asia y Australia. Sin embargo, durante los afios 60 y
70 en Tchad, Botswana y Céte d'lvoire se demostrd que los aislamientos locales de
HaNPV eran mas efectivos para el control de H. armigera en algodon que los produc-
tos comerciales basados en HzNPV importados de los Estados Unidos (ANGELINI Y
CoulLarp, 1972; ATGER, 1963; Capou v SOUBRIER, 1974; Roome, 1875). La misma
plaga también resultd susceptible al NPV del noctuido Mamestra brassicae y la for-
mulacion comercial francesa Mamestrin® (Natural Plant Protection, Francia) ha mos-
trado ser eficaz para el control de H. armigera en Togo (M. R. GuILLON, comunicacion
personal). Sin embargo, no se ha implementado la venta y uso del producto. También
se ha aislado un granulovirus de H. armigera (HaGV) en Africa del Sur, aungue se ha
utilizado poco en programas de evaluacion de campo y existe evidencia sugiriendo
que el HaGV interfiere con la infeccion de HzNPV (HackeTT ef af., 2000) y el HaNPV
(WHITLOCK, 1974, 18977).

La dosis tipica utilizada para la aplicacion de HaNPV en diversos cultivos inclu-
yendo el algoddn es de 1 a 1,6 x 1012 OB/ha, aunque se han probado dosis de
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hasta un maximo de 2,5 x 1013 OB/ha. Normalmente se requieren aplicaciones
multiples. A las dosis mas altas el costo de la aplicacién se vuelve un factor limi-
tante importante. En cultivos de garbanzo, la aplicacién periddica de HaNPV a una
dosis de 1,5 x 1012 OB/ha durante el periodo de mayor infestacion, incrementé el
rendimiento del cultivo y dio un nivel de control comparable a las obtenidas con
aplicaciones de endosulfan y Bt (CHERRY et al., 2000).

Existe un efecto impartante de la planta sobre la actividad del virus. Asi por
ejemplo, en algoddn se han senalado resultados contradictorios acerca de la efi-
ciencia de estos virus en relacidn con su eficacia en otros cultivos. Para una dosis
determinada, el HaNPV asegura un nivel de proteccion mas bajo en algoddn en
Tailandia y la India (PARNELL ef af., 1999) que en cultivas horticolas (K. A. JONES,
Comunicacion personal). En un estudio comparativo de la influencia de cinco plan-
tas incluyendo el algoddn, girasol, y garbanzo sobre la actividad de HaNPV, se
observé que las superficies de las hojas de algodon eran las mas detrimentales
para el virus, seguido por las de garbanzo (RaBINDRA ef al., 1994). Esto puede ser
debido a la presencia de exudados alcalinos de glandulas presentes en las super-
ficies de las hojas de algeddn, los cuales inactivan el virus (ELLEMAN ¥ ENTWISTLE,
1985). En contraste, los frutos del algodonero no afectaron significativamente a la
actividad de HaNPV y los mismos autores senalaron que la mortalidad de larvas
fue mayor en Gossypium barbadensis que en G. hirsutum. Por otro lada, Federic
(1999) ha senalado que los rendimientos de algodon son equivalentes cuando se
trata. con un insecticida quimico que cuando se hacen aplicaciones de 2,5 x 1011
OB/ha para confrolar infestaciones moderadas y de 1,125 x 1012 OB/ha para el
control de infestaciones fuertes.

Los resultados obtenidos en distintos estudios indican que el virus no es tan efi-
ciente, contra Heliothis y Helicoverpa spp., en otros cultivos como lo es en algodén
(lanorFro ¥ CoucH, 1981). El efecto de la formulacion puede ser significativo en la
comparacién de la preparacion comercial a base de HzNPV de GemStar® con las
preparacicnes sencillas de HaNPV. La planta huésped también puede influir en el
comporlamiento alimenticio del insecto plaga y de esta manera la probabilidad de
adquirir una dosis letal del patdgeno (KoLoony-HirscH ef al., 1997). Asimismo,
Rabindra et al. (1292} han indicado un efecto de la variedad de garbanzo a la mor-
talidad de larvas después de la aplicacion de HaNPV con mayor martalidad en varie-
dades susceplibles a Helicoverpa que en las variedades resistentes a esta plaga.
Este efecto se atribuyd a diferencias en el drea de follaje consumido por insectos en
cada variedad. Otro factor a tener en cuenta es que las hojas de garbanzo estan
cubiertas de pelos glandulares los cuales exudan gotas con una alta concentracion
de acido malico con un pH de 3,0 o menos (ReeD et al,, 1987). En estudios de labo-
ratorio, se ha demostrado que ocurre una rapida desactivacion de NPV de Heliothis
si la exposicidn a baje pH dura mas de 24 horas (lanoFFo v GARcia, 1966).

3.1.3. Spodoptera littoralis

A continuacion se revisa el uso de un nucleopoliedrovirus para el control de otra
plaga importante del algoddn en el viejoe mundo, la rosquilla negra, Spodoptera fit-
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toralis (Noctuidae). Este insecto tiene una distribuciéon amplia en Africa, Medio
Oriente y la region del Mediterraneo y se considera una plaga de gran importancia
(Brown ¥ DEWHURST, 1975).

A diferencia de Helicoverpa armigera, que es una plaga criptica que se alimen-
ta dentro de las bolas del algodenero, S. litforalis se alimenta de las hojas y por 0
tanto representa un blanco mas adecuado para el control mediante los baculovirus.
Es mas, en algoddn de riego, la incidencia de S. littoralis esté intimamente relacio-
nada con el patrén de emergencia de las nuevas hojas poco después del riego y
por lo tanto es posible predecir la incidencia de infestacion de esta especie con
cierta precision y asi programar las aplicaciones del virus cuando la mayoria de las
larvas se encuentren en los primeros estadios de su desarrollo, antes de causar
dafios significativos al cultivo (Jongs, 1995).

A continuacién se detalla un programa de largo plazo en Egipto el cual se inicio
a finales de los afos 70 y durd hasta el inicio de los afios 90. Dicho programa inve-
lucrd la Academia Egipcia de Ciencias, el Instituto de Investigacién de Prateccion
Vegetal de Egipto (PPRI) y el Instituto de Recurses Naturales (NRI) del Reino
Unido y representa un caso bien documentado (Carey Y Harrap, 1980; McKINLEY
at al., 1989; Jones et al,, 1993, 1994).

Hasta afos recientes, el control de esta plaga en Egipto se logro a traves de la
recolecta y destruccion manual de masas de huevecillos por grupos de nifios con-
tratados por los productores de algoddn. Posteriarmente, esta técnica fue despla-
zada por la aplicacion de insecticidas quimicos (TopPer et al., 1984). La destruc-
cion manual de masas de huevecillos se veolvid mas costosa y dificil de mantener
debido a la escasez de mano de obra y la opinidn de ser una practica inaceptable
desde el punto de vista social. _

El rapido desarrollo de resistencia a los insecticidas convencionales desperto el
interés en métodos alternativos de control. El nucleopoliedrovirus multiple de S. fit-
toralis (SIMNPV) fue aislado inicialmente en larvas recogidas en campo por Abul-
Nasr (1956). Sin embargo, el virus no fue puriticado y caracterizado hasta 20 anos
después (HArRAP et al., 1977). Pruebas postericres de seguridad indicaron gue no
existia evidencia de efectos nocivos hacia mamiferos (Carey ¥ Harrap, 1980;
McKinLEY, 1980).

Experimentos de campo demostraron el éxito de aplicaciones del virus purifica-
do en formulaciones con coadyuvantes comerciales incluyendo fagoestimulantes,
adherentes, fotoprotectores y aceites para el control de S. littoralis (TOPPER et al.,
1884). Se incluyeran los aceites para determinar si una emulsién de agua y aceite
podria proteger los cuerpos de inclusion (OBs) del virus de las condiciones alta-
mente alcalinas de la superficie de las hojas del cultivo (ELLEMAN Y ENTWISTLE,
1982), que pueden inactivar los OBs rapidamente (ELLEMAN ¥ EnNTwWISTLE, 1985).

Al principio, se emplearon preparaciones purificadas del SIMNPY aunque des-
pués se utilizd una suspension acuosa de virus liofilizado y finalmente una sencilla
pero resistente formulacién de polvo humectante con caracteristicas mas adecua-
das para su manejo y almacenamiento. También se han evaluado varios adheren-
tes y fotoprotectores como coadyuvantes pero ninguno ha resultado ser mas eficaz
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que las proteinas y otros restos del caddver infectado que se encuentran en pre-
paraciones del virus sin purificar. No obstante, a estas preparaciones impuras tam-
bién se les agregan coadyuvantes para mejorar las caracteristicas mojantes, de
fluidez y la facilidad de resuspender el polvo. La formulacién final consistié en 50%
del peso de cadaveres infectados liofilizados, 30% de caclin y 20% de silice sinté-
tica (Neosyl), a la cual se absorbid un surfactante (Ecotas 30) al 50% del peso de
la silice (McKiNLFEY et al., 1989).

Para satisfacer la demanda del programa de experimentos de campo, se esta-
blecio una planta de produccion del SIMNPY a escala piloto en las instalaciones del
PPRI en El Cairo, Egipto. La produccion se basé en un sistema estdndar en el cual
se aplico el indeulo del virus por pulverizacion a la superficie de una dieta semisin-
tética en bandejas de plastico. Una reja de aluminio en forma de panal (Aeroweb®,
Ciba-Geigy Plastics, Ltd.) fue introducida a la dieta para crear celdas individuales y
se introdujo una sola larva de S. fittoralis en cada una de ellas. Posteriormente, se
colocd una tapa de aluminio perforado que permitiera la aireacién para evitar al
escape de las larvas. Después de varios dias de incubacion se recogieron las lar-
vas muertas o moribundas las cuales se homogeneizaron y se filtraron a través de
tela muselina. La mezcla final se liofilizé para producir un polvo seco estable. Fue
necesario almacenar el polvo liefilizade en recipientes de plastico con gel de silice
debido a su naturaleza higroscdpica.

La optimizacion de los pardmetros de produccion condujo a una produccion
maxima de 1,2 x 109 OB/larva cuando se infectd en el tercer estadio (30 a 50 mg de
peso) con una dosis de indculo de 1 x 10* OBs y un periodo de incubacidn de siete
dias a 25°C. Fue posible incrementar esta produccion a 1,8 x 102 OB/larva median-
te un periodo de cuatro a siete dias de incubacion a temperaturas de 14-24°C des-
pues de cosechar los insectos infectados (Grzvwacz et al., 1998).

Las larvas de S. littoralis, sobre todo en los primeros estadios. prefieren ali-
mentarse de Ia parte inferior de las hojas nuevas de algodén y por lo tanto fue
importante dirigir las aplicaciones del virus hacia esta parte de la planta. Este habi-
to, mativé el uso de un equipo de aplicacién madificado, el cual consistia en una
bomba mochila con un aguildn de pulverizacién modificado en forma de tres V
detras de la persona que lleva la mochila de bomba (Cooper Pegler Ltd., Reino
Unido). Las boquillas hidraulicas montadas sobre el aguilén se apuntaron hacia
arriba para dirigir la pulverizacién al envés de las hojas de la planta mientras que
la persona camina a través de la parcela (Figura 2). Un beneficio adicional de esta
estrategla es que en la parte inferior de la hoja, el virus se encuentra bien protegi-
do de la radiacion UV y bajo estas condiciones el virus persiste més de una sema-
na en campo. En cambio, la persistencia del virus en la parte superior de las hojas
es de unas pocas horas (JONES et af., 1993).

Se observd que el virus depositado en la parte superior de la planta a pleno sol
na es importante para el control de la plaga. Sin embargo, a pesar de la buena per-
sistencia del virus en la parte inferior de las hojas del cultivo, el crecimiento rapido
de éstas canduce a una dilucién significativa de la concentracién del inéculo depo-
sitado, ocasionando la necesidad de aplicaciones a intervalos de un méximo de
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Figura 2. Bomba mochila pulverizadora modificada con boquillas -apuntande hacia arriba
para dirigir la pulverizacion a las areas inferiores de las hojas del algoddn (foto cortesia del
NRI, Chatham, Reino Unido). .

una semana durante periodos de altas infestaciones (Jones Y McCKINLEY, 1987).

Pruebas de campo en Kafr el Sheikh en el delta del rio Nilo (Egipte) indicaron
que existia una relacion importante entre la dosis de aplicacion y el grado de dafio
al cultivo, ya que una dosis de 5 x 10" OB/ha no disminuyé el dafio comparado
con el testigo, mientras que dosis de 1 x 1012 OB/ha o0 mds resultaron en una dis-
minucién significativa de la defoliacion (JONES et al., 1994). Estas dosis son meno-
res que las empleadas para el control de Heliothis/Helicoverpa spp. en algodon. No
obstante, cabe sefialar que el algodén sembrado en Egipto, llamado Giza '75,
puede aguantar hasta un 20% de defoliacion al inicio del ciclo sin pérdida signifi-
caliva en el rendimiento, mientras que el mismo grado de defoliacién después de
la fructificacion puede causar una pérdida sustancial en la cosecha (RusskeL et al.,
1993). Por eso, aunque se disminuyd la defoliacién con una dosis de 1 x 1012 -
OB/ha del virus, no se detectd diferencia significativa en la cosecha (JONES ef al.,
1994) :

No se puede pasar por alto, y en esie capitulo se menciona varias veces, la
importancia de los procesos de contral de calidad en la produccion de los baculo-
virus biocinsecticidas. Como parte del programa en Egipto, suspensionés no purifi-
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cadas del SIMNPV de 2,1 x 10° OB/ml fueron regularmente examinadas para
detectar la presencia de microorganismos contaminantes, de los cuales se encon-
traron entre 108 y 109 bacterias (unidades de formacion de colonias) por mililitro
(GRzvwacz et al., 1997). Aun cuando no se encontraron patdgenos humanos, la
presencia de bacterias en concentraciones importantes hace desagradable el
manejo del virus. La alta variabilidad de esta caracteristica indico que existia la
posibilidad de reducir la contaminacién media por bacterias a niveles mas acepta-
bles. La purificacion mediante centrifugacion no fue eficients, ademas de ser cos-
tosa y causar la pérdida de una proporcion significativa de los OBs. El problema de
la contaminacion se resolvié recogiendo las larvas infectadas un poco antes de su
muerte porque las bacterias oportunistas proliferan rapidamente en los cadaveres
de insectos muertos. :

Tambien se ha aislado un granulovirus en poblaciones de S. fittoralis (SIGV) en
Egipto (HunTER-FUJITA et al.,, 1990). Un programa de bioensayos establecido como
parte del proceso rutinario de control de calidad permitio la deteccion de una pér-
dida en la actividad del NPV en la tltima fase del proyecto. La causa del problema
fue la presencia del SIGV en el indculo que provocd una reduccién importante en
la produccion del NPV y se tuvo que desechar el virus almacenado. La fuente de
contaminacién nunca fue identificada aunque se sospeché de medidas fitosanita-
rias inadecuadas alrededor de la unidad de produccion. El impacto de la contami-
nacion fue muy severo debido a una interaccién antagonista entre los diferentes
virus, o cual resulté en mayor longevidad de la larva y mayor consumo de alimen-
to con consecuencias graves para las propiedades insecticidas del producto
(HUNTER-Fu.ITA ef al.,1997).

A pesar de su viabilidad técnica y economica, el SINPV no fue comergializado
en Egipto debido a varias razones. Faltd un colaborador comercial durante este
periodo, lo cual hizo que no se pudiera transferir la tecnologia de la produccion
masiva y comercializacion del virus al sector privado. Ademas, el ataque tardio en
el cicle del cultivo por oltras plagas importantes de los algodoneros tales como
Pectinophora gossypiella (Saunders) y Earias insulana (Boisd.), especies no sus-
ceptibles al SIMNPY, imponen el uso continuo de plaguicidas quimices. Sin embar-
9o, el virus ha sido comercializado bajo el nombre Spodopterin® por Natural Plant
Protection en Francia, con cierto grado de éxito.

3.1.4. Spodoptera exigua

Spodoptera exigua (Hubner) es una especie del viejo mundo pero actualmente
se encuentra ampliamente distribuida en Europa, Asia, Africa, Australia y las
Americas, mas comdnmente en climas célidos (CAB International, 2000). Es una
plaga polifaga de muchos cultivos de invemadero y de campo (KoLobny-HIRSCH et
al., 1997). En el norte de Europa, y principalmente en los invernaderos de los
Paises Bajos (Holanda), su existencia se debe a una introduccién accidental, pro-
cedente de América del Norte (HUBER, 1998).

De esla especie se ha aislado un nucleopoliedrovirus multiple (SeMNPV) en
muchas regiones incluyendo Norte América, Tailandia, Paises Bajos, Taiwan, India,
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Egipto y Japon (HUseR, 1998; GELERNTER Y FeDERICI, 1986; BaTTU, 1986; TUAN-
SHuJEN st al,1994; Hara et al,, 1995). El virus también se aisld en Espana donde
provoca epizootias naturales en poblaciones de S. axigua en cultivos de girasal y
horticolas de invernadero (CABALLERO ef al., 1992). Ademas, se observaron epizo-
otias de SeMNPV causando una mortalidad densidad-dependiente en California,
EUA, asi como infecciones frecuentes aun durante periodos de baja densidad
poblacional (TANADA ¥ Omi, 1974). Estos aislades son genéticamente distintos pero
san una sola especie de virus.

El virus es altamente especifico y tiene una alta patogenicidad para el huésped
natural. Por ejemplo, una dosis de un sélo cuerpo de inclusién (OB) del aislado
SeMNPV-608 provoct un 80% de mortalidad de larvas neonatas mientras que una
dosis de 10 OBs resulté en un tiempo medio de supervivencia (STgg) de larvas neo-
natas de solo 57 horas (GELERNTER Y FEDERICI, 1986). Asimismo, las DLgg's de un
aislado de Taiwan fueron estimados en 4, 23, 57, 1219 y 47,025 OBs para larvas
del primera al quinto estadio respectivamente (TuAN-SHUJEN et al.,1994).

A partir de un aislado de Florida, EUA, se ha desarrollado un producto comer-
cial registrado bajo el nombre de Spod-X® en los Palses Bajos, Estados Unidos y
Tailandia (Smits ¥ Viak, 1994). El producto se utiliza en los invernaderos de los
Paises Bajos en cultivos de plantas ornamentales. El Spod-X® fue originalmente
desarrollado por la empresa Yoder Bres en Florida y posteriormente a traves de
una colaboracion entre Crop Genetics International y la corporacion DuPont.
Actualmente el virus es comercializado por la Thermo-Trilogy Corporation de los
Estados Unidos (CunningHAM, 1995; KoLobny-HIRSCH et al., 1997; Moscarol, 1999),
aunque varios grupos en diferentes partes del mundo también producen el virus
con fines no comerciales. Por ejemplo, el Departamento de Agricultura en Bangkok,
Tailandia produce inéculo de SeMNPV para distribuirlo a los agricultores quienes lo
usan para producir su propio virus que luego aplican en sus parcelas (JONES, 1988;
CUNNINGHAM, 1995).

En plagas polifagas tales como S. exigua y H. armigera, las diferencias en el
comportamiento alimenticio y los efectos guimicos de la planta huésped pueden
influenciar la susceptibilidad de las larvas de una planta a otra. Por lo tanto, esto
puede generar resultados diversos en cuanto a la dosis efectiva de aplicacion del
virus en campo. Por ejemplo, en ensayos de campo realizados en Tailandia, se
logré un excelente nivel de control de S. exigua en chicharo y uva mediante apli-
caciones de 3,1 x 1011 a 1,25 x 1012 OB/ha en grandes voliumenes de agua (625-
1.000 litros/ha) a intervalos de cuatro dias®. En cambio, aplicaciones de 5 x 1011 a
6 x 1072 OB/ha ofrecieron proteccion a col rizada y cebollin pero la eficiencia del
tratamiento fue baja. Esto fue debido al comportamiento barrenador de las larvas
de S. exigua en cebolleta y la estructura de la hoja de la col rizada, la cual ofreci¢
un refugio contra los depdsitos de virus, a las larvas durante la mayor parte de su

3 la practica de aplicar insecticidas a hortalizas a intervalos de tres a cuatro dias es nomal en
Tailandia (U. Ketunuti, Dept. de Agricultura, Bankok, Tailandia, comunicacion personal).
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desarrollo. Estas caracleristicas, junto con la baja persistencia del virus en la
superficie del cultivo, hizo que muchas larvas escaparan a la infeccion (KoLaobuy-
HiRscH ef al., 1997).

En los Paises Bajos, una sola aplicacién de 1 x 1072 OB/ha de SeMNPV con-
dujo a un 90-100% de control de larvas en crisantemo, un cultivo de invernadero
de alto valor (SmiTs ef al., 1987). Asimismo, en California, Estados Unidos, se ha
probado el virus en tomate, pimiento y garbanzo donde una aplicacion semanal de
2,5x 101 a 1,25 x 1012 OB/ha resulté en una disminucién significativa de dafio en
comparacion con plantas no tratadas (Kowoony-HiRscH et al., 1993). Por el contra-
rio, Mascarenhas ef al. (1996) han sefialado un control inadecuade de S. exigua en
algodan en el sur de los Estados Unidos mediante aplicaciones de Spod-X®. Sin
embargo, es posible mejorar la eficiencia del virus en algodén a través de aplica-
ciones con una bomba con asistencia de aire inclinada para aumentar la penetra-
cion de la pulverizacion en el cultivo (MULROONEY Y SKJOILDAGER, 1997).

Como la mayoria de los baculovirus bicinsecticidas empleados en programas
de control, el SeMNPV se produce in vivo a través de la aplicacion de indculo a la
superficie de dieta semisintética dividida en celdas individuales. La produccion de
cuerpos de inclusion es alrededor de 1 x 107 OB/mg de larva, un valor normal para
las infecciones de NPV en lepiddpteros. Cominmente se emplean dosis de 5 x 10°
a 1 x 108 OB/larva para lograr una produccion maxima por larva en el intervalo de
9 x 108 a 2 x 102 OB/larva (Smits, 1987; HUANG Y Kao, 1994; CHeRRY et al., 1997).

También existen otros nucleopoliedrovirus que son infectivos para las larvas de
S. exigua. En Guatemala, Agricola del Sol vende VPN-82®, un producto casero
basado en el NPV de S. sunia para el control de S. suniay S. exigua en verduras
(EstRaDA HURTARTE, 19986). El nucleopoliedrovirus de Autographa californica MNPV
(AcMNPV) tambien muestra infectividad para S. exigua (BURGERJON ef al., 1975;
Hoeer, 1998) aunque en pruebas de campo, no se ha logrado buen control de la
plaga con dosis economicamente viables (VAIL et al., 1972; GELERNTER Y FEDERICI,
19886). Asimismo, se ha indicado que los nucleopoliedrovirus de Mamestra brassi-
cae, Agrotis segetum, y de Anagrapha falcifera son infectivos para S. exigua en
pruebas de laboratorio (BURGERJION ef al., 1975; CUNNINGHAM, 1995; GREWEL et al.,
1998). Este ultimo se considera una cepa de AcMNPV.

La adicion de blangueadores opticos a la formulacién de los baculovirus, inclu-
so a bajas concentraciones, aumenta la actividad de la preparacion viral (Hamm,
1999). Al agregar el blanqueador Blankaphor BBH (1%) al ATMNPV se observa un
marcado incremento en la actividad de este virus en larvas de S. exigua y se pro-
pUSG como un posible agente de control en campo (GreweL ef al., 1998). De igual
manera, la DLsg de Spod-X® disminuye desde 47 OB/cm? de dieta hasta 3,8
OB/cm? de dieta cuando el virus se mezcla con Tinopal LPW al 0,25% (peso/vol.)
(Hamm Y CHANDLER, 1996).

Aungue el SeMNPV es uno de los pocos baculovirus de los cuales se ha
secuenciado el genoma por completo (lUEKEL ef al.,, 1999), la literatura ofrece poca
evidencia de la ingenieria genética de SeMNPV con el proposito de mejorar su acti-
vidad, quizas se deba a la alta especificidad de este virus, la ausencia de lineas
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celulares adecuadas para la replicacién in vitro, la susceptibilidad de larvas de S.
exigua al AcCMNPY recombinante (BisHor et al,, 1988; Possee ef al, 1990) y al
hechc de que el SeMNPV ya tiene muy alta actividad natural hacia los primeros
estadios de S. exigua.

Los baculovirus se pueden emplear en combinacion con otros agentes de con-
trol bioldgicos y quimicos ya que son candidatos ideales para programas de mane-
jo integrade de plagas. Por ejemplo, el SeMNPV fue mas efectivo en el control de
S. exigua en soja cuando se aplicé en combinacion con el nematodo Steinernema
carpocapsae que cuando los dos agentes se aplicaron por separado (GOTHAMA et
al., 1996). Puesto que no existe evidencia de resistencia cruzada entre los baculo-
virus y los plaguicidas quimicos, se pueden hacer aplicaciones periddicas de un
baculovirus como medio para reducir la presion de seleccidn por resistencia hacia
los productos quimicos. En este sentido, Chaufaux y Ferron (1986) han senalado
gue poblaciones de S. exigua resistentes a piretroides en Guatemala tienen una
susceptibilidad al SeMNPV igual o mayor que la de las poblaciones no resistentes.

3.2. Plagas de Huertas

Los huertos de arboles frutales representan habitats bastante estables, un caso
intermedio entre los habitats efimeros de los cultivos anuales y las mas estables de
los bosques. La estabilidad de un habitat favorece la acumulacién de los OBs en el
medio ambiente, aumentando la probabilidad de cierto nivel de control de la plaga
a mediane plazo (ver Capitulo 8). Por otro lado, el control microbiano de plagas que
originan danos directos es problematico porque atacan las partes comerciales de
la planta, normalmente a frutas. Asi, debido a su bajo umbral econdmico, una
pequefa cantidad de dafio tiene un importante impacto en el valor de la cosecha,
incluso cuando los dafos sean solo cosméticos. Esta caracteristica es uno de los
principales argumentos avanzados para la construccion de virus recombinantes
con tiempos de mortalidad cortos.

3.2.1. La palomiila de la manzana, Cydia pomonella

La palomilla Cydia pomonella (Lepidoptera: Tortricidae) es una plaga importan-
te en huertas de manzanos, perales y nogales en todo el mundo. Un granulovirus
aislado en Meéxico (TaNADA, 1964) resultd ser uno de los mas virulentos baculovirus
conocidos con una DLsy de menos de 5 OBs para larvas del primer estadio y posi-
blemente tan bajo coma 1,2 OBs/larva (SHEPPARD Y STAINS, 1976, 1977; ALLAWAY Y
Pavne, 1984; HUser, 1986). El espectro de huéspedes de este virus esta limitado a
otras siete especies de tortricidos, aunque éstas no son habitantes de huertos
(Crook, 1891},

Experimentos de campo en California (FaLcon et al,, 1268) motivaron estudios
en otras partes del mundo, hasta que en 1982 se llevaron a cabo pruebas en 29
huertos de 10 paises europeos diferentes (Hueer, 1986). El control de esta plaga
es prohlematico debido a dos factores: (i) las larvas penetran la fruta pocas horas
después de eclosionar por lo que el periodo de oportunidad de infeccion es muy
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Tabla 3. Productos a base de granulovirus de C. pomanalla registrados comercialmente (Star ¥ GOETTEL, 1399).

Nombre comercial Emoresa Disponitlc en

Madex Andermatt Biocontrol AG Suiza, Alemania, Espafia
CYD-X Therma Trilagy Corp. Estados Unidos
Granupom AgrEvo GmbH Alemania, Suiza
Carpovirusine Natural Plant Proteciion (NPP) (Sumitomo/Calliope) Francia

Virin GYaP2 Gubemamental ex-Union Soviética

! Aparentemente CYD-X ro estd en ventz en los Estados Unidos.
2 Producsion y disponibilicad actual desconocida.

breve ya que sélo consumen una minima parte de la superficie de la fruta al pene-
trarla, (i) el cultivo es de un valor comercial muy alto y cualguier dafio cosmético
afecta el valor de la cosecha. Para controlar infestaciones de C. pomonella en cli-
mas calidos son necesarias hasta 10 aplicaciones de diferentes insecticidas por
temporada. Esto elimina los enemigos naturales dentro de la huerta y provoca pro-
blemas de brotes ds plagas secundarias tal como el &caro conocido como “arafa
roja”, Panonychus ulmi, y el afido Eriesoma lanigerum (DICKLER ¥ HUBER, 1983;
GLEN Y PHiLLIPS, 1984, GLEN et al., 1984).

Un factor limitante en los trabajos experimentales es la disponibilidad de sufi-
ciente cantidad de virus. Las larvas de C. pomonelia son pequefas y segun Hiiber
(1986) para tratar una huerta tipica se requieren aproximadamente 10 mil larvas
infectadas. En 1980, Sandoz Inc. inicid la produccién de un producte experimental
llamado “SAN 406 I y a pesar de obtener resultados prometedores durante dos
anos en Europa y los Estados Unidos, esta compania decidié abandonar todo su
programa de investigacion con los virus de insectos. No obstante, la demanda por
parte de los producteres y el publico preocupado por residuos quimicos en los ali-
mentos ha animado a diferentes empresas a producir el virus comercialmente
(Tabla 3). En Polonia y Rusia se produce el virus bajo el nombre Virin-GYaP®, con
una recomendacion de una a tres aplicaciones de 8 x 10" OB/ha al inicio y al final
de la eclosion de los huevos de C. pomonelfia (Lipa, 1998).

Debido al carto intervalo entre eclosién y penetracién de la fruta, se recomien-
da un programa de seguimiento de la presencia de adultos mediante trampas de
luz o de feromonas. Aplicaciones sincronizadas con la presencia de adultos han
funcionado muy bien. Pruebas en los Paises Bajos (Holanda) con Granusal®, un
producto Aleman preducido por Hoechst AG (ahora llamado Granupom® de
AgrEve GmbH) demostré gue el control de esta plaga con el virus es comparable
con el obtenido con insecticidas quimicos. También fue posible integrar el uso del
granulovirus con aplicaciones de fungicidas (HELSEN ef al,, 1992). Ensayos reali-
zados en ltalia han confirmadoe que Granupom y un producto francés llamado
Carpovirusine® (Calliope, Natural Plant Protection), fueron tan,eficientes como los
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insecticidas quimicos (PAsQuALINI et al., 1994). En Alemania, con cuatro aplicacio-
nes de alto volumen, de 7 x 1010 OB/litro, se obtuvo un 100% de control (Huber y
Dickler, 1977). La doble aplicacion de 4 x 10° OB/litro disminuyé un 90% la inci-
dencia de dafios profundos en las frutas, pero para limitar los dafios superficiales,
fue necesario aplicar una dosis muy alta, aproximadamente 1,3 x 1011 OB/litro
(GLEN ¥ Payne, 1984).

En Estados Unidos, una asociacién cooperativa de productores y la Universidad
de California trabajaron conjuntamente en el desarrollo de un producto basado en
granulovirus. Entre 1987 y 1990 se trataron 450 ha de huertas aplicando 2,5 x 1072
OB/ha en voliumenes grandes de 950 a 3.800 litros/ha. Se aplico el virus cada cua-
tro a siete dias durante el periodo de eclosién de huevos. El costo fue alto: US$62
a 75 por hectarea. En 1990, en California aplicaron el virus 40 productores sobre
una area de 200 ha pero los resultados fueron muy variables. La variabilidad fue
debida al distinto grado de cobertura de las pulverizaciones y a fallos en la sincro-
nizacién de las aplicaciones con la eclosion de los huevos del insecto. No obstan-
te, la Universidad de California hizo una solicitud de registro del producto en 1992
bajo el nombre “Specific-T-17 (CuNNINGHAM, 1998). Hasta la fecha no se han publi-
cado detalles del desarrolle de este producto.

Estudios detallados durante varios afios en Canada concuerdan con los obteni-
dos en Europa. Con dos a cuatro aplicaciones de 200 a 300 ml por arbol de man-
zana, de una suspension de 5 x 109 a 1,5 x 101 OBs/litro se obtuvo un buen con-
trol de dafios profundos pero un control nulo de los dafos superliciales. El virus se
formulé con leche descremada (0,5%) como protector solar y/o diferentes adhe-
rentes comerciales (JaQuES et al., 1987). Después, se llevo a cabo un programa de
pruebas con el Carpovirusine® francés, UCB-87® de California y CYD-X® (antes
conocido como CpGV-E) y el control convencional mediante aplicaciones de insec-
ticidas organofosforados. La formulacién de fangue incluia leche descremada
(0,5%) y/o un adherente comercial y a veces azicar refinado (2,5%) como fagoes-
timulante. El grado de control con el granulovirus fue igual al observado con los
insecticidas sintéticos en algunas pruebas. En Ontario, donde C. pomonelia tiene
dos generaciones por afio, son necesarias hasta siete aplicaciones del virus para
mantener la incidencia de dano profundo en menos del 4% de las manzanas. En
cambio, en Nueva Escacia la plaga tiene una generacidn por ano y sélo son nece-
sarias dos aplicaciones (Jaques et al., 1994).

En América Latina, los estudios son escasos. En Chile, se ha sefialado que
mediante aplicaciones de 500 a 800 ml por arbol de una suspension de 1 x 10™
OBs/litro en huertas de pera y nogal se consigue un nivel de control igual al trata-
miento convencional con diazinon (DE OLIVEIRA, 1998). En Argentina, el granulovi-
rus de C. pomonelia es el Gnico entomopatdgeno que esta siendo evaluado por la
«Secretaria de Agricultura, Ganaderfa y Pesca» y cuyos estudios de laboratorio
son prometedores (ALVARADO Y LEUCONA, 1994).

La persistencia del virus en la superficie de las plantas tratadas es baja, con una
disminucién del 50% de su actividad en 2 6 3 dias después de la aplicacién (Jaques
et al., 1987) y el uso de fotoprotectores, seleccionados en estudios de laboratorio,
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no aumentaron la eficiencia del virus en el campo (AuDeEMARD et al., 1983; PaYNE ot
al., 1985). No existe evidencia de persistencia de un afio a otro de cantidades
importantes de virus.

La verdadera utilidad del granulovirus de C. pomonelia es dentro de una estra-
tegia de manejo integrado, donde su alta especificidad permite la actividad de ene-
migos naturales que contribuyen al control de ésta y otras plagas en las huertas.
En Francia, el proceso de produccién estd altamente automatizado y se ha reduci-
do el costo a US$11/ha, aunque el producto esta en venta en Europa a USS25/ha.
Un desglose de todos los costos de produccion del CpGV ha sido publicado recien-
temente por Guillen (1997).

3.3. Plagas forestales

El uso de baculovirus para el control de plagas forestales se ve favorecido por
dos factores. Primerg, los bosques representan los habitats mas estables donde el
virus permanece en las hojas sombreadas, la corteza v el suelo durante largos
periodos. Segundo, los arboles pueden soportar un mayor grado de defoliacion que
los cultivos anuales y por lo tanto, €l intervalo entre |a infeccion y la muerte por virus
generalmente no es tan critico para el control de brotes de insectos forestales
plaga.

Algunas de las plagas mas importantes a nivel mundial son defoliadores fores-
tales. Afortunadamente. en este tipo de plaga se encuentran destacados ejemplos
de grandes éxitos de control biolégico con baculovirus. Cabe mencionar que los
NPV de los limantridos y los tentredinidos son altamente especificos para sus
huéspedes y su uso es particularmente apropiado en habitats donde la conserva-
cién de especies de insectos nativos es de gran importancia y la aplicacion de
bivinsecticidas de mas amplio espectro, como el B. thuringiensis, pondria en ries-
go a estas especies.

3.3.1. La palomilla gitana, Lymantria dispar

La palomilla gitana, Lymaniria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae), es un importan-
te defoliador de bosques en el centro de Europa, Estados Unidos y Canada. Al inicio
del siglo XX, se publicaron los primeros resultados de experimentos con la enferme-
dad de marchitez, como cra llamado en aquel entonces a la infeccién por baculovirus,
y se concluyo que la enfermedad tenia potencial para el control biolégico de esta plaga
(Rerr, 1911; GLaser Y CHAPMAN, 1913). Entre 1960 y 1980, el interés en el NPV de L.
dispar (LAMNPYV) se intensificé, estimulado en la segunda mitad de los afios 1970 por
el programa de investigacion, desarrollo y aplicacién del USDA, cuyo resultado fue el
registro del producto, Gypcheck®.

El registro de un producto incluye varios pasos. En primer lugar, la seleccidn de
una cepa, el desarrollo de técnicas estandares para determinar la potencia del pro-
ducto, y metodos para la produccién masiva del virus a bajo costo, siendo el Gltimo
punto, un factor clave para el éxito del programa. Posteriormente, se requieren prue-
bas de campo para determinar la manera mas adecuada de formulary aplicar el virus.
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Debido a la diversidad de cepas de diferentes origenes geograficos, fue nece-
sario seleccionar la que tuvo mayor actividad para las poblaciones de Estados
Unidos. Mediante una serie de bioensayos se identificd una cepa con alta actividad,
llamada «Hamden» por el lugar de su aislamiento en Connecticut. Esta cepa
actualmente es el ingrediente activo de Gypcheck®. Después, se disefiaron dos
técnicas de bioensayo para poder evaluar la calidad del virus producido rutinaria-
mente. La primera utilizé la incorporacién del virus en una dieta semisintética para
obtener la ClLzq y la segunda es el método de dosificacion en pastilla de dieta para
obtener la DLsy (LEwis, 1981). Para minimizar la variabilidad de los bioensayos, se
llevaron a cabo los estudios con dos colonias de L. dispar originarias de Nueva
Jersey y otra de Pennsylvania, las cuales difieren en su susceptibilidad al virus en
un factor de tres.

Mediante las técnicas de bioensayo se definié una «unidad de potencia» del
producto en términos de nanogramos de producto incorporado por mililitro de dieta
gue pravocan un 50% de mortalidad en larvas del segundo estadio de la colonia
«Nueva Jersey». Tal medida de potencia es la informacién requerida en la etique-
ta del producto por parte de la EPA (Agencia de Proteccidon del Medic Ambiente) de
los Estados Unidos (LEwis, 1981).

Inicialmente, se produjo el virus mediante recogida de caddveres de L. dispar
en areas en las que las poblaciones sufren epizoctias. Asi fue posible recolectar
hasta medio litro de cadaveres equivalente a 6 x 101" OBs, por persona y por hora.
Sin embargo, habia dos importantes problemas con esta préactica: (i) las colectas
de campo consistian en una mezcla de diferentes patégencs, no sélo del NPV, (ii)
se recolectaron cadaveres a diferentes tiempos después de la muerte, muchos de
los cuales estaban contaminados con niveles importantes de bacterias y hongos
saprofitos. s

La produccion del virus durante todo el afio fue posible gracias al desarrollo de
una dieta semisintética que a su vez permitié la infeccion de las larvas por incor-
poracion del NPV a la dieta. Para la produccion masiva, se utilizaron larvas del
cuarto estadio que se alimentaron con dieta contaminada con 1 x 105 OB/ml. Las
larvas infectadas se recolectaron antes de su muerte y produjeron 2 x 102 OB/larva,
asi que con dos o tres personas era posible criar e infectar suficientes larvas para
alcanzar una produccion de 1014 6 1075 OBs por afo. En aquel entonces, se apli-
caron 1.250 equivalentes larvales (1 x 1072 OBs) por hectdrea con un costo de
US$25 a US$37, sin incluir los costos de la aplicacion. Sin embargo, el resultado
de este método era un producto que contenia pelos irritantes y una alta contami-
nacién de bacterias. Para cumplir con el reglamento de la EPA, se centrifugo el
virus en un rotor zonal tipo «k» para eliminar la mayor parte de estos contaminan-
tes. Este paso desafortunadamente incrementd el costo del virus a US$125-
US$150 por hectarea, el cual es demasiado elevado para un producto comercial
(Lewis, 1981).

Unos aiios después, la EPA acordd que no serfa necesaria la centrifugacion
zonal siempre y cuando el producto cumpliera con las normas de seguridad esti-
puladas. Se puso mayor énfasis en la disminucion de la contaminacion microbiana
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y se puso a punto el seguimiento de lotes del virus, mediante pruebas de control
de calidad y conteos de bacterias aerdbicas y anaerdbicas, esporas, coliformes y
patogenos humanos (Salmonella, Streptococcus, Staphvlococcus, Clostridium,
etc.). Las mejoras en el proceso de produccién, la eliminacion de la centrifugacion
zonal v la disminucion de la dosis aplicada a 250 equivalentes larvales (5 x 1011
OB/ha) resultaron en un producto cuyo costo fue de US$12.50 por hectarea a fina-
les de los afios 1970.

Finalmente, con el objetivo de cumplir con todos los requisitos de la EPA se
modifico el procese de produccion. Se eligié una dieta basada en germen de trigo,
se infectaron las larvas con dieta contaminada superficialmente (no con virus incor-
porado en la dieta), se congelaron las larvas infectadas a los 10 dias de haber sido
inoculadas, momento en el cual se habia producido el 30% de mortalidad, para evi-
tar la proliferacion de bacterias y para poder cosechar las larvas fragiles sin perder
virus durante el proceso. De esta manera una persona podia cosechar mil larvas
infectadas por hora. Se homogeneizaron las larvas y se filtraron con tela organza.
El material retenido por la organza fue resuspendide, homogeneizado, lavado v fil-
trado nuevamente. Los OBs se concentraron a través de un paso de centrifugacion
convencional, las pastillas obtenidas se secaron en una campana de flujo laminar
y luego se molieron para producir un polvo fino (SHAPIRC et al,, 1981a,b). De esta
manera y con los precios de aguel entonces, se calculé el costo de la produccion
y purfficacion en US$4,40 por hectarea (suponiendo una dosis de 5 x 101 OB/ha)
(SHARIRD, 1981).

Una doble aplicacién aérea de una formulacién del virus, a concentracién de
1,25 x 1072 OB/ha, con el protector solar Orzan al 6%, un fagoestimulante (Pro Mo
liquid supplement al 12,5%) y Rhoplex B60A como adherente resultd en una reduc-
cion del BO al 98% en la densidad de las poblaciones, estimada por el conteo del
nimero de masas de huevos en nueve plantaciones de bosgue en Maryland,
Estados Unidos, aunque no se observaron diferencias en el grade de defoliacion
entre bloques tratados y no tratados (Ponawarte ef al., 1992).

Antes de 1994, la USDA recomendd el uso de dos aplicaciones de Gypcheck®
a 5 x 101 OB/ha (con 3 dfas entre aplicaciones) en mezcla de tanque con melazas
y lignosulionato en un volumen de 19 litros. Actualmente, segin Cunningham
(1898) se recomiendan dos aplicaciones de Gypcheck® a 1,5 x 1012 OB/ha en un
volumen de 9,4 litros de una sustancia portadora llamada carrier 038 (Abbott
Laboratories, Chicago, IL). El costo actual para producir esta cantidad de virus es
alrededor de US$23. Sin embargo, seguin Webb et al. (1999a) una sola aplicacién
de 1 x 1012 OB/ha en un volumen de 9,5 litros del portador carrier 038 puede ser
tan efectivo come dos aplicaciones de 1 x 1012 OB/ha. Este resultado fue confir-
mado posteriormente aungue la aplicacion funciond mejor en el Oeste de Virginia
que en Maryland debido a las condiciones climatologicas en el momento del trata-
miento (Wees ef al., 1999b)

El costo de la formulacion estandar (US$8,95/ha) es sustancialmente menor
que el costo del carrier 038 (US$29,58/ha) pero esta diferencia es compensada por
la reduccion del costo de una sola aplicacién aérea posible con la formulacian del
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carrier 038. El costo total de tales operaciones, incluyendo el virus, la formulacion
y la aplicacion aérea en zonas rurales es de US$86 para el virus en la formulacion
estandar aplicado en dos ocasiones comparado con USS78 para el virus en la for-
mulacién de carrier 038 aplicado una sola vez. La diferencia es ain mas marcada
en zonas urbanas donde se utiliza un helicoptero (Wess et al., 1999a).

El uso de blangueadores épticos con el LAMNPY ha atraido mucha atencion y
los resultados son muy prometedores (SHAPIRO ¥ ROBERTSON, 1992; SHAPIRO Y
DouGHERTY, 1994; WeEBe of al., 1996, 1999d; THORPE et al,, 1999). Es mas, la apli-
cacién del blanqueador dptico solo (sin virus), puede potenciar el impacto del virus
natural que persiste en el medio ambiente, provocando importantes niveles de con-
trol de L. dispar (WesB et al., 1994a.b).

Una formulacién de tanque del LAMNPYV con melaza, un protector solar (sulfo-
nato sédico de lignino) y un adherente estimulé el consumo del virus y fue 20 veces
mas potente que el virus en una formulacion de polvo humectante. Al agregar el
blanqueador éptico, Blankophor BBH a la formulacion, se observd una disminucién
de 214 veces en la DL, El blanqueador optico mostré propiedades antialimenti-
cias moderadas, sin embargo, fue posible disminuir dicho efecto a través de la adi-
cion de melaza (FARRAR et al., 1995). La formulacion de Gypcheck® con Blankophor
BBH, resultd en mayor actividad y mucha mayor persistencia (hasta 35 dias) del
virus aplicado a robles (WEeeB ef al., 1998).

El NPV de L. dispar fue registrado por la EPA en 1978 bajo el nombre
Gypcheck®. Desde entonces, hasta la fecha, se han tratado mas de 11 mil hecta-
reas con este producto en los Estados Unidos (CunningHaMm, 1998). En Canada, el
registro del virus fue aprobado en 1997 bajo el nombre Disparvirus® (Kaurp et al.,
1988; Moscarbi, 1999). En Canada, aplicaciones agreas a 81 bloques de besque
entre 1982 y 1994 resultarcn en un total de 1.280 ha tratadas experimentalmente
(CunniNgHAM  ef al, 1991a,b, 1993; CunningHAM, 1998). Pulverizaciones de
Disparvirus® de 2,7 x 101" a 2,2 x 1012 OB/ha resultaron en un 47 a 66% de infec-
cién (Kaurp ef al., 1988), mientras que dos aplicaciones de 1,25 x 1012 OB/ha pro-
vogaron una reduccidén en la poblacién plaga de 84 a 92% y una disminucién en el
grado de defoliacién de 82 a 90% en blogues sin tratar a un 14% en bloques de
rable rojo tratados con el virus (CunNiNnGgHAM ef al., 1991a.b).

En pruebas de campo, Webb et al. (1993) compararon diferentes cepas del
LdMNPY con virus producido en cultivo de células, y Gypcheck® con o sin el pro-
tector solar Orzan. Una cepa llamada «Abington» mato las larvas mas rapidamen-
te que el Gypcheck®, pero la mortalidad total por virus fue igual para las dos cepas.
El virus producido in vitro mostré menor actividad (62% de mortalidad en larvas
recolectadas a los 7 dias después de la aplicacion) comparado con el producto
Gypcheck® (75% de mortalidad) aplicado a la misma concentracion. La presencia
de Orzan en la formulacion no afecté la actividad del virus, posiblemente porgue se
hicieron las aplicaciones en las ramas inferiores de los arboles de roble, las cuales
fueron sombreadas por el dosel superior.

Posteriormente, se compard la actividad de Gypcheck® aplicado a una dosis de
1 x 10" OBs/ha en un volumen de 379 litros, con una cepa producida in vitro y apli-
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cada de la misma manera. Las aplicaciones se llevaron a cabo con una pulveriza-
dora hidraulica montada sobre una camioneta. La actividad del virus producido in
vitro fue sustancialmente menor que el producto Gypcheck, lo cual fue debido a
que el virus in vitro tenia cinco veces menos viriones por poliedro que el virus pro-
ducido en larvas. La incorporacion del blanqueador dptico, Blankophor BBH (0.5%)
al Gypcheck® incrementd la mortalidad por virus del 85% al 91% (THORPE ef al.,
1998). Ademas, se han recomendado aplicaciones hidraulicas terrestres de 2,5 x
1012 OB/ha para la proteccién de los arboles en los jardines de las casas en los
Estados Unidos. Aunque la pulverizacion sélo alcanza los 10 m de altura, esta tac-
tica aprovecha la tendencia de la enfermedad para dispersarse rapidamente en el
dosel y lograr un contrel adecuado (WeeB et al., 1990).

Webb et al. (1999¢) estudiaron el patrén de infeccion per LAMNPV y el hongo
Entomophaga maimaiga en las orillas de una onda expansiva de L. dispar inva-
diendo el sudoeste de Virginia, Estados Unidos. La incidencia de LdMNPV fue
mayer en los blogues de bosque con mayor densidad de poblacién huésped. En
cambio, la pravalencia del hongo fue similar en areas de alta v baja densidad del
insecto. La mortalidad por virus ocurrié en dos fases, un patron bimodal, aunque el
segundo pico fue reducido debido a |la mortalidad causada por hongo en la pobla-
cion huésped. En el siguiente afio una epizootia de infeccién por el hongo diezmé
la poblacidn y disminuyo sustancialmente la incidencia de infeccion por LAMNPY.
Tambien se ha observado un patrén bimodal en la mortalidad por virus y en la con-
centracion de OBs sobre el follaje de diferentes especies de drboles atacados por
L. dispar en Massachussels, Estados Unidos (WooDs ¥ ELKINTON, 1987).

En los paises de la antigua Union Sovigtica, fabricas gubernamentales produci-
an un NPV para el control de L. dispar, llamado «Virin-ENSh®», en una formulacion
de 1 x 102 OB/ml en 50% glicerina. caolina y agua. Sélo en 1978, se aplico el Virin-
ENSh® en mas de 53 mil hectareas (ORLOvSKava, 1980) que es una area inmensa
comparada con los tratamientos hechos en los Estados Unidos. Se recomendd la
aplicacion de 100 mi/ha es decir 1 x 10'1OB/ha cantra larvas del segundo y tercer
estadios. Esta dosis es 10 veces menor que la empleada por los estadounidenses.
La dosis fue reducida auin mas para la aplicacion a masas de huevos de 2 x 108 a
2 x 10° OB/ha. Mediante andlisis del ADN con enzimas de restriccién y por dife-
rencias en el espectro de huéspedes, se ha propuesto que el Virin-ENSh® y el
Gypcheck® contienen diferentes virus (Lira, 1998). Ademas existen diferencias en
la relacion entre el niumero de nucleocapsidas por virién y el niimero de viriones por
poliedro entre los dos aislamientos {lecncFFo et al, 1983). Segun Orlovskava
(1989), el virus de Virin-ENSh® fue aislado de Lymantria salicis y adaptado por
pasos secuenciales a L. dispar, hecho que puede explicar las aparentes diferencias
entre los dos productos.

En general, la estrategia de uso de Virin-ENSh® ha sido de inoculacion de dosis
pequenas o la contaminacion de masas de huevos y después esperar hasta que
se desarrolle una epizootia de infeccién a lo largo del tiempo. En 1978, una dosis
muy baja de Virin-ENSh® (1 x 108 OBs/ml) se aplicé manualmente sobre masas de
huevos de L. disparen 50% de los arboles en plantaciones de dlamo. Esta inocu-

418



Conlrol de insectos plaga mediante los baculovirus

lacion aparentemente redujo la poblacién de la plaga en un 65% durante 1978, un
96% en 1979 y un 99,5% en 1980 comparadc con arboles no tratados. La siguien-
te aplicacion no ocurrié hasta 1982 (Yarsenko, 1984). Esta tactica sélo es viable si
el costo de labor humana es extremadamente bajo, como en los paises en vias de
desarrollo y si el productor del cultivo, en este caso arboles de madera, esta dis-
puesto a soportar las perdidas en el crecimiento del cultivo durante el intervalo
entre aplicacion del virus y el desarrollo de la epizootia. No obstante, el tratamien-
to de masas de huevecillos en los Estados Unidos no controld la poblacién plaga,
ni atin temporalmente (CamreeLL, 1983).

El control de L. dispar mediante aplicaciones de NPV es uno de los mas impor-
tantes ejemplos del uso de estos virus como bicinsecticidas comerciales, tanto en
el Occidente con Gypcheck®, como en Europa Oriental con el Virin-ENSh®,

3.3.2. Orgyia pseudotsugata

Orgyia pseudotsugata (Lepidoplera: Lymantriidae) es una plaga severa pera
esporadica en los Estados Unidos y Canada. Brotes de esta plaga siempre termi-
nan con una epizootia de NPV, pero cuando esto ocurre ya se han producido serios
dafos y mortalidad de &rboles de abeto (BRookes et al., 1978). De O. pseudotsu-
gaia se han aislado dos tipos de NPV: uno simple (SNPV) y el otro multiple (MNPV)
(HueHEs Y Abpison, 1970). EI MNPV es ligeramente mas infectivo que el SNPV y
por eso fue seleccionado para el desarrollo de un bicinsecticida. Experimentos pre-
liminares de campo, que se iniciaron en 1965 dieron resultados prometedores a
una dosis de aplicacion de 1,25 x 101! OB/ha (THOMPSON ¥ MaksYMIUK, 1978).

En 1974, se obtuvo un permiso experimental de la EPA de los Estado Unidos,
el cual dio lugar a una intensificacién del programa de investigacion sobre el virus
con estudios de identificacion de cepas, definicion de una unidad de potencia del
virus, pruebas de toxicidad para mamiferos y peces y un programa de tratamiento
de areas grandes de bosques con preparaciones experimentales del virus (STELZER
et al, 1975, 1977; MarmigNONI, 1978; STELZER ¥ NEISESS, 1978). Los resultados
mostraron que se puede lograr del 90 al 97% de control de O. pseudotsugata con
una aplicacion aérea de 2,5 x 1011 OB/ha en un volumen de 9,4 litros. La formula-
cion de tanque incluye melaza al 25% y un protector solar, Orzan LS (CUNNINGHAM,
1998). En otras pruebas de campo también se obtuvieron buenos resultados: apli-
cacion terrestre de 2,4 x 1010 OBs en un volumen de 4,5 litros por arbol matd al
85% de las larvas en ocho semanas (SHePHERD et al., 1984), mientras que la apli-
cacion aerea de 1 x 1011 OB/ha con 25% de melaza resulté en una reduccion del
95% de la poblacion plaga 35 dias después (STELzER et al, 1975). El tratamiento
con virus también ofrece excelente proteccién contra la defoliacion. El registro del
producto fue aprobado por la EPA en agosto de 1976 bajo el nombre «TM
BioControl-1®» (MarTigNONI, 1999).

Un reto importante en el desarrollo de TM BioControl-1® fue la reduccién del
costo de produccion del virus. O. pseudotsugata es una especie univoltina; los hue-
vos pasan por una diapausa obligatoria durante el invierno y el crecimiento de las
larvas es relativamente lento. En 1280, el Servicio Forestal de la USDA establecié
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una planta de preduccion del MNPV de O. pseudotsugata. La planta fue dividida en
4 partes: (i) una cocina para la preparacién de dieta, (ii) el laboratorio de huevos
donde ocurre la oviposicién y la diapausa de los huevos en refrigeradores durante
4 meses, (iii) el laboratorio de cria donde las larvas se crian en dieta semisiniética
hasta 4 semanas de edad y (iv) el laboratorio de propagacién del virus donde se
colactan y se congelan las larvas cuatro semanas después de ser inoculadas con
una dosis letal del virus. Para evitar problemas de contaminacion accidental, el
laboratoric de propagacién de virus se encuentra a varios kilémetros de distancia
de los laboratorios de cria (MarTignon, 1899).

El nimero de técnicos y asistentes trabajando en la planta varia entre 5y 12 con
una produccién anual suficiente para tratar de 12 a 40 mil hectareas. Actualmente,
el total de material almacenade en los congeladores es suficiente para tratar a apro-
ximadamente 160 mil hectareas. Alrededor del 66% del costo para producir el virus
estd relacionado con la colonia del insecto. El procesamiento posterior del material
infectado incluye la concentracion de OBs por centrifugacion, la liofilizacion, malien-
da y empaguetado a vacio, todo hecho por una empresa comercial (MARTIGNONI,
1999). El coste de virus a US$19.60 por hectarea se considera razonable dado el
valor de las plantaciones de abeto (CUNNINGHAM, 1998).

Para obviar los problemas de la diapausa asociados con la produccién del virus
en O. pseudotsugaia, el Servicio Forestal de Canada ha producidoe el virus bajo el
nombre «Virtuss®» en larvas de Orgyia leucostigma. La produccién se inicié en
1975 y el registro fue aprobado en 1983. Este producto se ha empleado can éxitc
en el control de O. pseudoisuga en Canada (O1vos et al, 1987a,b; CUNNINGHAM,
1988). La dosis recomendada y la formulacion con melazas y protector solar ‘son
las mismas que las sefaladas para TM BioControl-1®,

3.3.3. Los tentredinidos

Los tentredinidos son himendpteros fitéfagos cuyas larvas se parecen a las del
arden Lepidoptera. Los NFV de tentredinides son altamente especificos para sus
huéspedes y a diferencia de la mayoria de los NPV, sdlo infectan las células del
epitelio del intestino medio, de tal manera que la alimentacion de la larva se detie-
ne mucho antes de la muerte del insecto.

Muchas de las especies de importancia economica son gregarias y esto favo-
rece el desarrollo de epizootias por virus. Un individuo infectado excreta grandes
cantidades de virus en sus heces o en el liquido regurgitado como una accidn
defensiva que puede contaminar el follaje en el cual sus conespecificos se encuen-
tran alimentandose. De esta manera la enfermedad se transmite rapidamente den-
tro de cada grupo. Se puede aprovechar esta caracteristica para el control de estas
plagas, ya que la aplicacién de dosis bajas de virus son suficientes para iniciar una
epizootia generalizada (CUNNINGHAM Y ENTWISTLE, 1981).

3.3.3.1. Neodjprion sertifer

El tentredinido europeo del pino, Neodiprion sertifer, es una plaga exdtica de
importancia ocasicnal en los Estados Unidos y Canadd, perq es endémica y esta
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muy dispersa en Europa. En 1983, fue registrado un NVP con el nombre
«Neochek-3®» para el control de N. sertifer, pero su registro no fue renovado debi-
do su escaso uso en los Estados Unidos. Entre 1976 y 1987 el virus se aplico a
s6le 258 ha en les Estados Unides y entre 1975 y 1993 se trataron 152 ha con el
virus en Canada (CunnINGHAM, 1898). Sin embargo, una nueva solicitud de registro
del producto bajo el nombre «Sertifervirus®» se encuentra en tramite en Canada y
mientras el USDA recomienda la aplicacion terrestre de 2,5 x 10° OB/ha en un valu-
men de 187 litros/ha (Popawaite ef al., 1984), el Servicio Forestal de Canada reco-
mienda 5 x 109 OB/ha en 9.4 litros/ha en aplicacion aérea o en 20 litros/ha en apli-
cacion terrestre (CUNNINGHAM, 1998).

En Europa Central y la ex-Unién Soviética, el uso del producto «Virin-Diprion®»
a una dosis de entre 1 x 105 y 1,5 x 1012 OB/ha en volumenes de 10 a &0 litros/ha
resultd en 88 al 100% de central (KuLikovski, 1984; Lipa, 1998). La aplicacién del
NsNPV en 100 mi/ha del producto britanico «Virox®» resulté en 100% de mortali-
dad de las larvas tratadas en Polonia (GLowacka-PiLOT ef al., 1987). En experi-
mentos en ltalia se compararon los productos Necchek-S® y Virox®; los dos ofre-
cieron buen control, aunque el Virox® maté a las larvas mas rapidamente (Baronio
et al., 1987). En Suecia. se encontraron 1 x 10° OB/ml de suelo un ano después
de una aplicacion de virus comparado con 7 x 102 OB/ml de suelo a los 9 afios des-
pués de una epizootia (OLoFsson, 1988a). Sin embargo, el virus no persistio ni se
dispersé suficiente para mantener el control de brotes de N. sertifer (OLOFSSON,
1988hb).

El uso de quimicos inorganices como el fluorurc de sodic o sulfato de cobre al
0,05-0,1% aumenta la actividad del virus y disminuye el tiempo letal ain durante
condiciones climatoldgicas desfavorables (WELLENSTEIN, 1973; LuHL, 1974). Estrés
ambiental, tal como la lluvia acida, también puede disminuir la susceptibilidad de
larvas de N. serdifer a la infeccion por NPV (NeuvoNeEN ef al, 1990). También se
puede incorporar el NsNPV con el NPV del noctuido Pannolis flammea, para el con-
trol de infestacianes mezcladas de las dos plagas (DovLE ¥ EnTwisTLE, 1988).

En Gran Bretana, estudios detallados han indicado que la aplicacion de 2 x 10°
a 5 x 109 OB/ha con bombas hidraulicas o a ultrabajo volumen da excelente con-
trol. Con aplicaciones a ultrabajo volumen se aplican gotas de 50 um de volumen
medio de diametro (VMD) con un volumen de 1,1 litros/ha en una formulacion con
aceite antievaporante al 20% (Actipron, BP) para el control de larvas del primer al
tercer estadio (ENTWISTLE et al., 1985). El uso de protectores solares y adherentes
se considera innecesaric; una suspension purificada de OBs en agua es suficiente
para lograr excelentes niveles de control (EnTwiSTLE ef al., 1978). Segln
Cunningham y Entwistle (1981), en Canadd la transmisidn horizontal del NPV de
N. sertifer es mas lenta que la transmisién de la enfermedad en poblaciones de M.
lecontei (Seccidn 3.3.3.2) razdn por la cual es preferible una cabertura completa de
aplicacion (a excepcion del caso descrito por Benz, 1976).

El virus se proeduce comercialmente en campo aplicande el inéeulo a areas de
alta infestacion, dias después se recolectan las larvas enfermas o moribundas y se
congelan. Posteriormente pueden ser liofilizadas y molidas para pro-:lu::ir un polvo
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fino como el Neochek-S® de los Estados Unidos, o como el producto semipurifica-
do de la empresa sueca Kemira Agro Oy (Helsinki) o simplemente homogeneiza-
dos y filtrados para producir suspensioncs emulsificables tal como el producto bri-
tanico «Virox®», que en estos momentos no esta siendo producido.

3.3.3.2. Neodiprion lecontei

Esta especie es probablemente la mas destructiva y la mas dispersa de los ten-
tredinidos de pinos con una distribucion geogréfica desde el sudeste de Canada y
en todas partes del este de Estados Unidos hasta Texas (Fuxa et al., 1998). Exhibe
preferencia por atacar al pino rojo (Pinus resinosa) aunque muchas otras especies
de coniferas también pueden suirir defoliacion por esta plaga. En Canada, experi-
mentos con aplicaciones aéreas del NPV de N. lecontei entre 1976 y 1980 y prue-
bas de seguridad durante este periodo resultaron en el registro del NPV en 1983
bajo el nombre «Lecontvirus®» (CunniNGHAM Y ENTWISTLE, 1981; Cunningham,
1998). Debido a la buena eficiencia de aplicaciones terrestres y los altos costos del
uso de aviones o helicdpteros, actualmente el virus ya no se aplica via aérea.

En Estados Unidos, la aplicacion de una dosis muy baja, 5 x 108 OB/ha, elimi-
no una pablacion de N. lecontei en dos semanas; asi mismo, la aplicacion de cinco
veces menos virus logréd aun el 96% de control (PobewaltE ef al.. 1986). En
Canada, la aplicacion de 5 x 10° OB/ha en volimenes de 2,4 a 9,4 litros/ha resul-
10 en un excelente grado de control (CUNNINGHAM ef al., 1987).

Para el control de larvas del primero y segundo estadios, se recomienda una
aplicacion terrestre de 50 equivalentes larvales por hectarea (5 x 109 OB/ha) en un
volumen de 20 litros/ha. Se calcula el costo del virus en aproximadamente US$
1,70 por hectarea. Para el control de larvas del cuarto estadio, es necesaria una
dosis dos veces mayor.

El virus se produce en el campo mediante el tratamiento de poblaciones natu-
rales de alta densidad y la posterior recogida de larvas infectadas, de la misma
manera que el virus de N. sertifer. Esto, junto con la baja dosis de aplicacion expli-
ca lo economico del control mediante Lecontvirus®. Debido al incremento y disper-
sion del virus en la poblacion plaga, las aplicaciones en puntos localizados o en
surcos alternos, con hasta 100 m entre ellos, puede ser suficiente para iniciar una
epizootia (CunNINGHAM ¥ ENTWISTLE, 1981). La aplicacion terrestre del virus en una
emulsion aceite/agua con un nebulizador frio a ultrabajo volumen, condujo a un
control del 72% (JoHnson et al, 1978). Una sola aplicacion del virus reduce las
poblaciones de N. lecontei por varios anos (be GrRooT et al., 1979). El Lecontvirus®
es el Unico virus de uso rutinario en Canadé con mas de 6 mil hectareas tratadas
entre 1976 y 1994 (CunNINGHAM, 1998).

3.4. Plagas de productos almacenados
Los baculovirus se pueden emplear en ambientes de productos almacenados

de forma preventiva para evitar el desarrollo de grandes poblaciones de insectos.
La buena persistencia del virus y su toxicidad nula hacia consymidores humanos o
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animales hacen factible el uso del virus para proteger el producto hasta su empa-
quetamiento y consumo.

3.4.1. La palomilia de {a India, Plodia interpunctella

Plodia interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae) es una plaga cosmopolita de gra-
nos y frutos secos almacenados que demuestra altos niveles de resistencia a la
gran mayoria de insecticidas sintéticos e incluso a B. thuringiensis (RousH v
TABASHNIK, 1990; TaBASHNIK, 1994). Esta especie es afectada por un granulovirus
(ARNOTT v SMITH, 1968) que es altamenle infectivo (HunTER, 1970; Sam et al,
1994a). Diferentes colonias de laboratoric mostraron diferencias significativas en
su susceptibilidad al virus y se encontraron evidencias de gue los insectes de las
colonias mas resistentes a la infeccién tenian menor fecundidad, tamafio pupal y
mortalidad hasta estado adulto. Estos efectos no fueron relacionados con efectos
subletales del virus sino de un posible balance entre resistencia a la infeccion y la
aptitud reproductora (Boots vy BEGon, 1995). Sin embargo, otros autores si han
sefialado efectos subletales del granulovirus en la fertilidad y fecundidad de los
adultos de F. interpunctella (SAIT et al., 1994b, 1998) (ver Capitulo 11).

En ensayos realizados en recipientes de un litro, se calcul6 una Cls, de 7,9 x
104 OB/g de salvado de trigo. Posteriormente, recipientes de 125 g de almendras,
250 g de almendras descascaradas o 225 g de pasas fueron tratados con aproxi-
madamente 1,75 x 1010 OBs de granulovirus liofilizado en salvado molido e inocu-
lados con huevos de F. interpunctella. Después de dos generaciones dentro de los
recipientes, el tratamienta de virus redujo el porcentaje de dafio a las almendras
descascaradas desde un 94,5% en el testigo hasta un 2,6% en las tratados con
virus. El grado de proteccion en las pasas fue aln mayor en recipientes con virus
(0,1% dano) comparado con testigos (79-100%) (Cowan et al., 1986).

La aplicacién de 2,5 x 107 OB/kg de almendras con cascaras en un volumen de
30 ml elimind la infestacién de P. interpunctella y redujo el porcentaje de nueces
rechazadas por dafios entre 75 y 88% comparado con el testigo (HUNTER et al.,
1977). De la misma manera, aplicaciones acuosas o en polvo de 6 x 107 OB/kg de
grano de una formulacién coprecipitada con lactosa resulté en 100% de mortalidad
de P interpunciella en muestras de trigo y maiz. La contaminacion de los granos
hasta una profundidad de 100 mm dio un nivel de control casi igual al tratamiento
de toda la muestra (McGAUGHEY, 1975).

La aplicacion de una Clgg de virus a nueces de nogal resulté en un 0,2% de
danos serios después de 12 semanas, comparado con un 35% en el testigo. El tra-
tamiento con virus fue mucho mas econémico que tratamientos a baja temperatu-
ra o bajo contenido de oxigeno (JoHnsoN ef al, 1998). Otra estrategia para el con-
trol de esta plaga es mediante atrayentes de feromonas contaminados con el virus.
Los machos atraidos se contaminan, posteriormente los OBs del virus se pasan a
las hembras durante el apareamiento, los cuales después contaminan a los huevos
durante la oviposicion (VaIL et al., 1991).

La actividad insecticida del granulovirus almacenado a 22°C descendid un
orden de magnitud (x10) en un periodo de 4 meses, mieniras que a 45°C la pérdi-
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da de actividad fue de aproximadamente un factor de mil (Cowan et al., 1988). En
cambio, en estudios de un afie, no se detectd un descenso significativo en la acti-
vidad de granulovirus aplicado a trigo y almacenado en una granja con un interva-
lo extremo de temperaturas ambientales de -18°C a 48°C. En el laboratorio, la acti-
vidad del virus disminuyd en un factor de 10 durante 42 semanas a una tempera-
tura de 42°C (KINSINGER ¥ MCGAUGHEY, 1976).

Una farmulacion del virus ha sido patentada por el USDA aunque todavia no se
han llevade a cabo las prusbas de toxicidad e impacto ambiental (CuNNINGHAM,
1988). JoHnson ef al. (1998) mencionaron la posibilidad del registro de un produc-
to a base del granulovirus para el control de F. inferpunctelfa en un futuro cercano.

4. Limitaciones en el desarrollo comercial de los bioplaguicidas

Desde de hace muchos anos se reconocen los factores limitantes para la
comercializacion de los baculovirus. Invariablemente se sefiala que los baculovirus
son (i) demasiado especificos desde el punto de vista de la industria agroquimica,
(i) tienen un modo de accion lento ya que tardan varios dias en matar a sus hués-
pedes, (iii) una baja persistencia en campo, v (iv) la produccién masiva in vivo es
costosa, mientras que los sistemas de produccian in vifro todavia se encuentran en
proceso de desarrollo (Burces v Hussey, 1971; Buraes, 1981; PobewalTe, 1985;
HUBER, 1986; Fuxa, 1991; TANADA ¥ Kava, 1993; Fuxa et al., 1998; HuNTER-FuJITA ef
al., 1998). Durante estos afos sdlo se ha mejorado la persistencia en campo a tra-
vés de estudios de sustancias fotoprotectoras y formulaciones de microencapsula-
cion (SHAPIRO, 1995; TAMEZ-GUERRA et al., 2000) aunque las perspectivas para la
produccién in vitro son prometedoras (ver Capitulo 9).

No obstante, el principal factor limitante para la comercializacion de estos patd-
genos tal vez no esté relacionado con sus caracteristicas biolégicas, sino con un
paradigma inadecuado, el cual se ha asignado para el desarrollo de los baculovi-
rus como insecticidas bioldgicos.

4.1. El paradigma quimico

A raiz de |la aceptacion de los bioplaguicidas surgi¢ el problema de que el mer-
cado del control de insectos plaga se basa en el “paradigma quimice” (WAAGE,
1999). Esto es gue si un producto entomapatégeno pretende ofrecer una alternati-
va viable para el control de algan insecto plaga tiene que alcanzar la rapidez de
control, la facilidad de usc al mismo costo y con la misma tecnologia de aplicacion
que los insecticidas sintéticos. Esto evidentemente no es posible. Los bioinsectici-
das se comportan de manera diferente precisamente porgue no son quimicos.

Sin embargo, los bioinsecticidas tienen caracteristicas Unicas que pueden ser
aprovechadas incluyendo i) la capacidad de replicarse en sus huespedes y disper-
sarse en el cultivo, ii) la habilidad de actuar de manera sinérgica con otros enemi-
gos naturales de la plaga objeto de control v iii) el potencial de ser producidos a
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escala local o regional, ademds de la escala industrial internacional. Por lo menos
las dos primeras de éstas son propiedades exclusivas para las entidades biolégi-
cas y que no las comparten con los productos quimicos.

El paradigma quimico también promueve el enfoque de la «bala magica», bajo
el cual se busca una solucidn singular a un problema de naturaleza agroecoldgica
y consecuentemente compleja, tal como brotes de poblaciones de insectos plaga
(Lewis et al., 1997). Esta es andlogo al tratar las sintornas de un paciente enfermo
sin dirigirse a la causa de la enfermedad; un antibiético puede controlar o eliminar
temporalmente una infeccion oportunista en un paciente imunodeprimido, pero la
recuperacion de la salud se alcanza restaurando el buen funcionamiento del siste-
ma inmunoldgico. Los desequilibrios ecolégices en los habitats agricolas se pue-
den considerar de la misma manera. El uso de un insecticida bioldgico especifico
en lugar de uno guimico de amplio espectro, puede ser el primer paso en el cami-
no para la curacion del sistema pero tarde o temprano sera necesario dirigirse a las
causas fundamentales que ocasionan que cierta especie de insecto sea plaga del
cultivo (LEwis et al., 1997).

Considerando otra analogia médica, Waage (1997) pregunta si estamos consi-
derando los bioinsecticidas como “la metodana del MIP”. Cietamente, para pro-
ductares habituados al uso de quimicos, los bioplaguicidas, como alternativas ver-
des o pseudoecoldgicas, puede tener un papel importante en el cambio hacia un
sistema de produccion sostenible, de una manera parecida al usc de metodona en
la cura de los adictos a la heroina. Sin embargo, hay que destacar que no convie-
ne despreciar sus caracteristicas distintivas en la produccidn de preductos que no
son mas que clones biotecnolégicos de la industria agroquimica. Queda mucho por
investigar acerca del uso de estos virus como bioinsecticidas, sobre todo en térmi-
nos de su formulacién, aplicacion y en la manera de emplearlos en sistemas de
produccion en un contexto més global gque el que nos hemas enfocado anterior-
mente (LEwis et al., 1997).

4.2. Especificidad

Esta caracteristica de los baculovirus se ha citado repetidamente como un impor-
tante factor limitante, pero el hecho de que los baculovirus sean altamente especificos
para sus huéspedes se puede aprovechar para lograr un control dirigido contra un
unico objetivo. Un buen ejemplo es el uso de NPV para controlar brotes de defoliado-
res forestales donde productos de mas amplic espectro, incluso B. thuringiensis, pue-
den tener un impacto no deseado sobre las poblaciones de la fauna naliva de lepi-
dopteros; este riesgo es alin mas importante cuando se tratan habitats que albergan
especies en peligro de extincién.

Asimismo, en muchos cultivos existen una o dos especies que scn plagas clave:
A. gemmatalis en soja, S. frugiperda en maiz, Heliothis/Helicoverpa spp. o §. littoralis
en algoddn, P. xylostella en cruciferas, etc. aunque también hay otras especies de
insectos plaga que normalmente se presentan en menor abundancia. El contral espe-
cifico de una plaga clave tiene la importante ventaja, sobre el usa de un preducto de
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amplio espectro, de que permite la supervivencia de huéspedes y presas alternativas
para los parasitoides y depredadores en el cultiva. Esto tiene consecuencias pract-
cas ya que disminuye la probabilidad de brotes de plagas secundarias o una fuerte
reinfestacion de la plaga principal en ausencia de sus enemigos naturales. Es conve-
niente difundir este tipo de informacion en talleres de campo con agricultores usuarios
de la tecnologia del virus para que asimilen el valor de emplear practicas que conser-
van los enemigos naturales en sus cultivos y los beneficios econdmicos del misme.

4.3. Lentitud para matar

La accion letal relativamente lenta de los baculovirus ha sido la principal justifica-
cion para el desarrollo de los baculovirus recombinantes con genes de neurotoxinas.
No obstante, ni siquiera los virus modificados con menor tiempo letal pueden compe-
tir con un quimico de accion inmediata. La demora entre la aplicacion del indculo y el
cese de la alimentacion del insecto infectado se puede utilizar como criterio para deter-
minar el momento de realizar el tratamiento y evitar que la densidad de la poblacién
de la plaga rebase el umbral econémico.

Otra manera de obviar esta limitacidn es por medio de aplicaciones frecuentes de
dosis bajas del virus para evitar el desarrollo de poblaciones dafiinas de la plaga. Esta
tactica ha funcionado en el contral de S. exigua en cultivo de cebolla en Asia, donde
los productores estéan acostumbrados a aplicar cécteles de diferentes plaguicidas qui-
micos a intervalos muy cortos. El reemplazo de los insecticidas quimicos con aplica-
ciones de NPV cada 4-5 dias a una dosis de 9,4 x 101" OB/ha, en un volumen de 90
litros, se ha logrado una buena aceptacién por los productores. Las aplicaciones fre-
cuentes son necesarias porque después de 5 dias las larvas penetran en el interior de
las hojas y quedan fuera del alcance del virus (Jones et af., 1998).

La lentitud del virus para matar es una caracteristica menos problemética en el
control de plagas forestales, donde los drboles pueden aguantar niveles de defoliacion
mayores que un cultivo anual tipico. En general, los nucleopoliedrovirus son mas rapi-
dos para matar a su huésped que los granulovirus (BiRrp, 1959; Boucias ¥ NoRDIN,
1977; ABDUL KADIR et al., 1999).

4.4. Una escala apropiada de produccién

Los baculovirus sélo se replican dentro de células vivas y la tecnologia de produc-
cion en cultivos de células a escala industrial se encuentra aun en las primeras etapas
del proceso de perfeccionamiento aungue es un tema es de interés creciente
(MuRHAMMER, 1996) ya que, hoy en dia, la produccion a gran escala todavia depende
de la cria masiva del insecto huésped. El costo de multiplicar el insecto, inocularlo ¥
criarlo hasta la cosecha del virus sigue siendo la mayor parte del costo de la produc-
cion de todos los baculovirus (SHiEH, 1989; CHERRY et al., 1997; Grzvwacz et al., 1998).

Una manera de reducir el costo es la produccion rustica en campo, aplicando el
inoculo en areas con una alta infestacion y posteriormente se recolectan las larvas
infectadas. Aungue se corre el riesgo de contaminar la produccion con otros patége-
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nos y micrabios oportunistas, este procedimiento ha funcionado adecuadamente para
la produccion del NPV de A. gemmatalis (Moscarol, 1988) y de los tentredinidos N.
sertifer y N. lecontei (CunninGgHAM ¥ ENTwiSTLE, 1981). Evidentemente, esta practica
requiere una labor intensiva y es mas factible en regiones donde los costos de la mano
de obra son bajos.

En términos comerciales, en los ultimos arfios se ha notada una tendencia hacia la
produccion de bioplaguicidas por empresas relativamente pequenas y con un enfogue
hacia mercados especializados y cultivos que ocupan areas menos extensas. Este
tipo de mercado parece representar el futuro comercial de los bioplaguicidas debido a
una ausencia de plaguicidas sintéticos adecuados y con mayaores margenes de
ganancia, que sl permitirian el uso de bioplaguicidas de mayor coste.

El mundo industrializado no es el Unico sector en el cual se desarrollan los biopla-
guicidas. En los paises en vias de desarrollo, especialmente América del Sur, Africa,
o el Sur y el Sudeste de Asia, los bioplaguicidas estan en proceso de desarrollo, tipi-
camente dentro de instituciones publicas agricolas o de extension, o en los centros de
investigacion mediante la obtencién de financiacion externa. En la situacion de estos
paises es donde se esta poniendo un mayor énfasis en el desarrollo de bioplaguicidas
camao alternativa a los quimicos.

Sin embargo, aqui también las direcciones tomadas han sido cbjeto de criticas
aunque con motivos diferentes a las dirigidas a la industria agroguimica. El desarrollo
de un hioplaguicida comercial requiere habilidades e iniciativas multidisciplinarias, las
cuales normalmente no se encuentran en una Unica institucion publica de investiga-
cion. La competencia frente a los escasos recurscs restringe las posibilidades de cola-
boraciones esenciales para formar los equipos multidisciplinarios requeridos para
lograr el desarrollo de un bieplaguicida. Los proyectos del sector publico tienden a con-
centrarse en la fase inicial de la investigacion, tal como la produccion, la formulacion
y la aplicacion con una consideracién inadecuada de los aspectos posteriores de toxi-
cologia, registro y comercializacian del producto.

Muchos paises en vias de desarrollo tienen expertos en bioplaguicidas y un nivel
adecuado de tecnologia, pero frecuentemente existe una brecha entre los resultados
de la investigacion y la implementacién y adopcion de la nueva tecnologia (HARRIS ¥
Denr, 1999).

Recientemente, se le estd prestando mayor atencion a la sostentibilidad de los sis-
temas de proteccidn de los cultivos. La comercializacién de los bioplaguicidas repre-
senta una gran oportunidad para el desarrollo de tales sistemas sostenibles. No obs-
tante, el modelo de comercializacion industrial a gran escala no es la tnica manera
para lograr esle fin y se ha logrado éxito mediante enfoques alternativos tales como el
NPV de A. gemmatalis en Brasil el cual fue comercializado a través de varias empre-
sas de escala relalivamente pequena.

4.5. Problemas de comercializacion

Los bioplaguicidas no tienen cabida dentre del modelo de comercializacion dise-
fiado para los productos quimicos y existe una consideracién inadecuada de sus
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requerimientos bioldgicos y ecoldgicos que son mas exigentes que los plaguicidas
quimicos (GAUGLER, 1997). A pesar de que existen avances significativos en la pro-
duccion, formulacian, aplicacion y mejora genética, los bioplaguicidas comerciales
todavia estan en desventaja en términos de su precio, facilidad de uso y eficacia.

Desde hace 30 6 40 afios, los bioplaguicidas han sido objeto de investigacién y
desarrollo industrial. La mayor parte de las ventas de bioplaguicidas se realiza en
Norteamérica y Europa donde empresas farmacéuticas o agroquimicas llevan a
cabo la produccion. Al inicio de los afios 1990, una diversidad de productos biopla-
guicidas estaban disponibles en los mercados de los Estados Unidos, Canadd y los
paises del Oeste de Europa (RopGERs, 1993; CopriNg, 1998). Casi sin excepcion
dichos productos fueron disefiados para mercados especializados dominados por
B. thuringiensis (Bt).

Aungue en los ultimes 30 afios muchas empresas han iniciado una actividad de
produccion de bioplaguicidas, quedan muy pocas con una proparcion sustancial del
mercado y durante este periodo la industria de los bioplaguicidas ha evolucionado
y cambiado significativamente. Los bioplaguicidas se veian como una opcion atrac-
tiva y representan una alternativa ante los costos crecientes del desarrollo y regis-
tro de insecticidas convencionales. Asimismo, ofrecen una manera de luchar con-
tra la tendencia creciente de desarrollo de resistencia a los productos quimicos en
cada vez mas especies de insectos plaga y su uso como un componente de siste-
mas MIP fue visto como una estrategia atractiva de mercadotecnia (RopGERS,
1993). Asimismo, las presiones legislativas y de la opinion publica para reducir el
uso de agrogqulmicos en la produccidn agricola han sido una fuerza molivadora en
el desarrollo de productos bioplaguicidas.

En las décadas de los afios 1970 y 1980 las grandes empresas farmacéuticas
fueron las picneras en el desarrollo y comercializacion de los bioplaguicidas, sobre
todo de Bt. Entre 1985 y 1996 estas empresas farmacéuticas y agroquimicas invir-
tieron en la investigacion y desarrollo de entomopatégenos tales como Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae y algunos baculovirus (GEORGIS, 1997). Al mismo
tiempo varias compafiias biotecnoldgicas pequefas invirtieron recursos en los bio-
plaguicidas estimuladas por capital financiero y por predicciones de un marcado
crecimiento en el mercado para estos productos (Waaae, 1999). En la década de
los afios 1990 ocurrieron muches cambios: algunas empresas quebraron, otras se
unieron y otras sobrevivieron gracias a una diversidad de productos aliernativos en
su oferta. Hoy en dia un numero reducido de empresas altamente especializadas
ha comenzado a dominar mercados de nicho con cierto grado de éxito.

Los factores que han restringido la comercializacién de los bioplaguicidas son
varios (Ropcers, 1993). Los fracasos iniciales en la captacién de mercados se atri-
buyeron a la incapacidad de los bioplaguicidas para competir con los nuevos pla-
guicidas sintéticos. Esto Gltimo fue lo que ocurrié en el caso de Elcar® (HzNPV) en
los anos 1970 el cual no pudo competir con los nuevos piretroides. Bt fue dnico bio-
plaguicida que en esa época pude mantenerse un determinado estatus comercial.
A partir de entonces, los bioplaguicidas se acomodaron en mercados mas peque-
nos que los precedentes y a un precio mayer que el de los insecticidas convencio-
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nales. En esta nueva situacion aparecieron problemas debidos a inconsistencias
en las formulaciones, estandarizacion del praducto y de la actividad del entomopa-
togeno (GEoRGIS, 1997).

Las predicciones optimistas sobre &l crecimiento del mercado internacional de
bioplaguicidas se debieron al éxito de Bt, el cual representé mas del 90% de las
ventas en el &mbito mundial. En cambio, las predicciones acerca de las demas bio-
plaguicidas, incluyendo los baculovirus, fueron mucho mencos precisas debido a
gue su posicién en el mercado y la decumentacion de sus ventas no era muy fia-
ble.

Hoy en dia, la nueva tecnologia quimica permite la produccién de insecticidas
con menor espectro de toxicidad, los cuales pueden colonizar los mercados espe-
cializados donde los insecticidas microbianos realizan la mayor parte de sus ventas.

Desde el punte de vista industrial, los bioplaguicidas se consideran no fiables
debido a una serie de factores bidticos y abidticos. Su especificidad se percibe
coma una desventaja porgue limita el tamafio del mercado para el producto com-
parado con productos de mayor espectro (RopGeRs, 1993)

Ademds, la vida de almacén de los bioplaguicidas dificulta la distribucion de
estos productos a través de los canales convencionales. La escala de la produc-
cion, sobre todo para los baculovirus que sélo se replican en insectos vivos, repre-
senta un obstaculo mayor en la produccidn industrial (ver Capitulo 9). Asi que sdlo
los mercados especializados de alto valor pueden soportar los altos costos de pro-
duccidn, lo cual frecuentemente elimina los mercados de alto volumen (RODGERS,
1993).

4.6. Registro de fos bioplaguicidas

Los marcos legislativos para los bioplaguicidas se encuentran en un estado de
cambio pero estan lejos de ser uniformizados alrededor del mundo. En términos
generales [a mayoria de los paises de Europa y Norte Ameérica ya cuentan con mar-
cos legales activos y funcionales para los bioplaguicidas (OECD, 1996). En
Centroamérica y Sudamérica son dispersos los paises con marcos legislativos,
mientras que en Africa, hay muy pocos paises con un marco especial para los bio-
plaguicidas.

En los Estados Unidos se ha puesto en marcha un plan especifico, llamado
“Programa IR-4 para bioplaguicidas en cultivos menores”, para promover el desa-
rrollo de los bioplaguicidas (Hartman y Markle, 1999). De igual modo, en Europa
existe un ambiente legislativo faverable para los bioplaguicidas que actualmente se
encuentra en fase de transformacion, aunque todavia no esta completamente uni-
formizado, a pesar del decreto 91/414/EEC de 1991, relacionado con el registro de
los agroguimicos y microorganismos (NEAL ¥ NEwTGN, 1999). Como consecuencia,
los bioplaguicidas no se promueven tan efectivamente en Europa como dentro del
programa |R-4 en los Estados Unidos.

Por el momento, no existen evidencias que sugieran que la falta de marcos
legales especificos para los bioplaguicidas haya actuado inhibiendo su uso en los
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pafses en vias de desarrollo. Lo que parece ser mas importante es la adopcion de
un programa nacional que favorezca la politica del manejo integrado de plagas
(MIP), junto con un servicio de extensionistas aclivos y bien formados. Por gjem-
plo, en Brasil, el compromiso gubernamental al servicio de extensidn fue clave para
el exito del programa de control de la plaga de la soja A. gemmatalis (MosCARDI,
1999). La experiencia demuestra que, cuando los paises invierten en capacitacidn
y extension acerca del MIP, los agricultores capacitados son receptivos a la idea de
los bioplaguicidas. Aungue su motivacion principal es de tipo econdmico, aprecian
los beneficios ambientales y de salud al sustituir los insecticidas quimicos por
agentes de control bioclégico. En Ia India, donde se encuentran muchos bioplagui-
cidas comerciales basados en los NPVs, la politica esta altamente a favor del MIP
adoptado por el gobierno de la India, el cual ha construido un ambiente apropiado
para el crecimiento del sector bioplaguicida.

El gobierno de la India implantd una nueva ley, en 1999, para que los biopla-
guicidas se registren bajo la ley de los agrogquimicos, aunque antes de esta legis-
latura los productos bicldgicos no eran registrados. Una situacion parecida existe
en Vietham donde el gobierno apoya al manejo integrado y, desde 1992, se lleva
acabo un exitoso pregrama nacional de MIP (Jenkins ¥ Vos, 2000). Si bien el
Departamente de Agricultura y Desarrollo Rural de Vietnam no tiene un marco de
requisitos especificos para el registro de productos bioplaguicidas, el departamen-
to si sigue las recomendaciones publicadas por la FAO, sobre el registro de agen-
tes de control biolégico (FAO, 1988, 1996). Actualmente ya tienen registrados
varios bioplaguicidas basados principalmente en Bt pero también incluyen un pro-
ducto gue es una mezcla de Bt con baculovirus y dos preductos de Beauveria bas-
siana. En contraste con la situacion gue se da en la India, en Vietnam no existen
productores locales de bioplaguicidas y todos los productas son importados de pai-
ses como China, Rusia y los Estado Unidos. Afortunadamente, ni la impartacion ni
la venta de estos productos son recargados con el impuesto de hasta el 10% apli-
cado a los plaguicidas quimicos (JEnkINS ¥ VO3, 2000).

Asimismo, el Departamento de Agricultura de Tailandia requiere que los biopla-
guicidas sean registrados de acuerdo a los requisitos de registro de los Estados
Unidos. Para sustentar el registro de todos los productos bioplaguicidas se exige
un analisis del producto que incluye datos toxicoldgicos de pruebas de corto y
largo plazo con mamifercs y datos relacionados con sus efectos ecologicos y
ambientales. Sin embargo, cualquier agrogquimico o bioplaguicida que haya pasa-
do por la EPA puede ser aceptado en el proceso de registro tailandés. Debido a la
cantidad de estudios y analisis toxicolégicos de Bt y los NPVs ya realizados para
cumplir con los requisitos de la EPA, los NPVs y Bt son los Gnicos bioplaguicidas
que no necesitan datos toxicoldgicos y ecoldgicos en Tailandia. Sin embargo, son
necesarias pruebas de eficiencia para todos los productos basados en estos pato-
genos (U. Ketunuti, Dept. de Agric., Bankok, Tailandia, comunicacién personal).

En Nicaragua, actualmente no existe diferencia entre el registro de un quimico
y un producto bioldgico, aunque en general, el Departamento de Agricultura apoya
al MIP y esté dispuesto a facilitar un registro mas sencillo de los productos inocuos
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de origen bioldgico. Entretanto, el gobierno ha recibido varias propuestas para el
registro de Beauveria, Metarhizium, NPV y nim. Sin embarge, s6lo un producto nim,
el producto Bt «Biorat®» y un producto Beauveria llamado «Naturalis®» tienen
registro (WiLLIAMSON Y ALl, 2000).

En Africa, los pocos productos microbianos registrados en el continente se han
registrado mediante procedimientos ya existentes de registro de plaguicidas quimi-
cos aunqgue, en ciertos casos, se ha mostrado flexibilidad sobre los datos de regis-
tro.

Por tanto, parece que en ciertas situaciones donde no existe un marco de regis-
tro propio, las autoridades pueden registrar los productos bioplaguicidas con los
procedimientos existentes del registro de insecticidas convencionales y, en ofras,
pueden tomar en cuenta las recomendaciones establecidas porla FAO y la EPA de
los Estadas Unidos. Sin embargo, una practica comun en los paises en vias de
desarrollo es vender los bioplaguicidas sin registrarlos. Esto, en algunaos casos, se
debe a la falta de recursos para establecer politicas apropiadas y la utilizacion de
informacidn técnica inadecuada para el manejo de las solicitudes de registro de los
bioplaguicidas. No obstante, el bajo riesgo percibido del use de los bioplaguicidas
también puede influenciar la politica y las decisiones de los gabiernos.

5. Conclusiones

En este momento, el desarrollo futuro de los baculovirus como bioinsecticidas
va por dos caminos divergentes. Por el lado biotecnologico, se producen los virus
recombinantes modificados para matar mas rapido al insecto huésped. La reduc-
cién del tiempo letal de los virus recombinantes resulta en una menor produccion
de virus progenie lo cual hace mds necesaria la produccion masiva en cultivos de
células. Esta técnica de produccion masiva resulta atractiva para las empresas
industriales multinacionales. No obstante, este enfoque se ha calificado como un
desprecio a un recurso natural valioso en favor de la fabricacidn de bioplaguicidas
que representan clones bioldgicos de productos de la industria agroquimica bajo el
argumento, posiblemente valido, de que de esta forma se lograra mayor aceptacion
por parte de los productores acostumbrados a las caracteristicas de control que
exhiben los insecticidas sintéticos (WaaGE, 1997).

En cambio, por el lado holistico, se reconoce que los baculovirus tienen un
papel distintivo en el control de fitéfagos de cultivos y forestales pero la manera
mas adecuada de producifos y emplearlos depende de las condiciones locales y,
como se ha visto en el control de A. gemmatalis en Brasil, se requiere un juego de
factores biolégicos, agricolas, legislativos y comerciales para llegar al uso extensi-
vo y sostenido de estos productos en sistemas de produccion bioracional.

A lo major, las diferentes trayectorias de los baculovirus son compatibles para
diferentes regiones del mundo con diferencias marcadas en sus sistemas de pro-
duccion agricola. El enfoque biotecnoldgico puede ser mas valide para los palses
més industrializados con una produccion agricola intensiva y tecnificada. El enfo-
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que holistico, por su parte, puede ser mas apropiado para la produccién agricola
en los paises en vias de desarrollo donde se pueden adaptar las técnicas de pro-
duccion y aplicacion a las necesidades de cada region.

Finalmente, aprovechamos esta oportunidad para reiterar dos importantes
aspectos del uso comercial de los baculovirus. Como se ha sefalado anteriormen-
te, muchos de los paises en vias de desarrollo no cuentan con un marco regulador
adecuado para los bioplaguicidas y esto representa un impedimento para su regis-
tro. Por lo tanto, si se llegara a unifarmizar internacionalmente los marcos de regis-
fro de los bioplaguicidas seria mas factible alcanzar objetivos tales como reducir su
coste, disminuir las barreras al comercio de los bioplaguicidas y promover una agri-
cultura mas sostenible en el mundo.

Sin embarge, no sodlo la politica influye en el uso de los bioplaguicidas. Una con-
secuencia importante de tener bioplaguicidas no registrados es gue no se controla
la calidad del producto. Mientras que los mismes productores observan la eficien-
cia de estos productos, no existe un mecanismo independiente para el control de
productos sin registro. La ausencia de control de calidad conduce a obtener pro-
ductos inconsistentes y con una utilidad muy variable. Tal situacion ha ocurrido en
la India donde la falta de un marco legislativo ha permitido la venta de muchos pro-
ductes basados en los NPVs pero de eficiencia muy imprevisible (Grzywacz,
1995). En reconocimiento a este problema muchos palses ya estan intentando
introducir requerimientos especificos para el registro de los bioplaguicidas dentro
de los esquemas del registro de los agroquimicos. En gran parte el futuro de estos
productos depende de la elaboracion de productos de calidad. Asf, una calidad
consistente y el desarrollo de un paradigma apropiado para su uso seran factores
clave para el futuro éxito de los baculovirus bicinsecticidas.
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