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Resumen

En este capitulo se sintetizan las posibilidades de uso de virus para controlar
los insectos plagas de los cultivos. Desde los primeros trabajos relativamente
empiricos hasta los desarrollos actuales, se describe el potencial de diferentes
familias de virus para regular las poblaciones de insectos. Sin embargo, solo
virus de una familia, los baculovirus, han podido ser registrados como agentes
de control bioldgico. El proceso necesario para llegar del descubrimiento de un
aislado viral hasta la produccién de un bioinsecticida se muestra con ejemplos
reales. Las estrategias de este uso han conducido, en un caso, a la aparicién de
resistencia, lo cual permite plantear las diferencias entre el modo de accién
natural y el aplicado en los agroecosistemas, proponiendo nuevas vias de uso,

mds sostenibles desde el punto de vista ecoldgico.

Palabras clave

Baculovirus, bioplaguicida, entomopatdégeno, virus
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Abstract

This chapter presents a summary of the possible uses of viruses to control
insect pests of crops. Since the first relatively empirical works through to
current developments, the potential of different families of viruses to regulate
insect populations has been recognized. However, only viruses of one family,
the baculovirus, have been able to be registered as biological control agents.
The process necessary to go from discovering a viral isolate to producing a
biopesticide is shown with real examples. Previous application strategies
for viruses against insects have given rise to host resistance. We suggest an
alternative strategy which adopts an ecological point of view in order to ensure

sustainable use of these valuable control agents.

Keywords

Baculovirus, biopesticide, entomopathogen, virus
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Contexto histérico

Los virus son la forma mas simple de vida y consisten
basicamente en un 4cido nucleico y una proteina de
cubierta (cdpsida) que juega un papel importante en
el proceso de infeccidn. La nucleocipside puede estar
rodeada por una bicapa lipidica formando un virién,
y algunos viriones se encuentran embebidos en una
matriz proteica denominada cuerpo de inclusién (c1)
(Del Rincén & Ibarra, 2011).

La imposibilidad de observar la mayoria de los virus,
debido a su pequefio tamafio, hizo que laidentificacién
de agentes virales haya sido mds lenta que la de otros
agentes, como las bacterias o los hongos. Solo los
virus que producen cuerpos de inclusién pueden ser
observados en el microscopio éptico, aun cuando
estos cuerpos de inclusién se encuentran préximos al
limite de resolucién. Los virus que producen cuerpos
de inclusién son los baculovirus (virus de poliedrosis

nuclear y virus de granulosis), los entomopoxvirus
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Figura 7.1. Extracto de Vida (1527), De Bombyce, libre 11.

Fuente: Universitit Mannheim (s. f.)
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y los cypovirus (reovirus de insectos) (Caballero &
Williams, 2008; Del Rincén & Ibarra, 2011).

La proposicién mds antigua conocida acerca de la
transmisién de una patologia viral se encuentra en
el texto de Vida (1527), en su libro sobre la cria del
gusano de seda. En este poema, Vida describe la
patologia e indica que en la hemolinfa se acumulan
“cristales de sal’, enfermedad denominada la graseria,
cuya transmisién podria hacerse mediante la aspersién
de la hemolinfa de gusanos muertos que contienen
estos cristales sobre hojas de morera, que servirdn de

alimento a gusanos sanos (figura 7.1).

La relacién entre el agente de la “graseria” y los
“cristales de sal’, segtin la descripcién de Vida, fue
objeto de estudios y debate entre 1870 y 1940. La
evolucién de los conocimientos para llegar a admitir
que estos cristales en forma de poliedro contenfan el

agente causal de la enfermedad, es decir, lo que Vida

ibete nefandum.

Y




intuia en 1527, estd magistralmente descrita por Benz
(1986). En 1924, Komirek y Breindl demostraron
que los poliedros contenian el agente infeccioso, pero

que este también podia existir en forma libre.

Las epizootias en las poblaciones naturales de
Lymantria monarca (L) permitieron observar que
las larvas muertas del Wipfelkranhheit presentaban
poliedros similares a los de la graserfa (Von Tubeuf,
1892). En este mismo afio, Gehren (1982, citado por
Huber, 1986), que pensaba que los poliedros eran
bacterias, intenté cultivarlos en un medio de carne y
papa para transmitir la infeccién, siguiendo la idea,
propuesta por LeConte (1874), de combatir la plaga

con su propia enfermedad.

Después Paillot, en 1926, descubrié otro tipo de
agente patégeno en el gusano de la berza, Pieris brassicae
(L). Este agente producia cuerpos de inclusién mucho
mds pequefios que los poliedros, apenas visibles con
el microscopio éptico (Paillot, 1926). En los afios
siguientes, este autor describié agentes similares en
varias especies de insectos de interés agronémico,

en enfermedades conocidas como granulosis.

Antes de 1940, la mayoria de los estudios se focalizaron
en la identificacién de los agentes causales de las
poliedrosis y de las granulosis. En cuanto el microscopio
electrénico, desarrollado entre 1928 y 1933 (Kruger,
Schneck, & Gelderblom, 2000), tuvo una resolucién
superior a la del microscopio éptico, la identificacion de

otros agentes virales fue posible.

Enladécadade 1940se demostré de forma convincente
que las graserfas (poliedrosis) eran causadas por
virus en forma de bastén y se desarrollaron las
técnicas que permitieron su purificacién. También
se tomaron las primeras imdgenes de baculovirus
con microscopia electrénica (Bergold, 1947) y estos
trabajos estimularon a otros investigadores en Europa,
América del Norte y Japdn para estudiar la biologia
de los baculovirus en detalle y para utilizarlos en el

control biolégico.

Ya en la década anterior, Ishimori (1934) publicé
sus observaciones sobre las patologias de la graseria.
Este autor describié ciertos tipos de graseria en los
cuales, contrario a lo que es habitual, se observaba
una multiplicacién importante de los poliedros en

las células del tubo digestivo. Con el desarrollo de
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la microscopia electrénica, rdpidamente se observd
que los poliedros producidos en ciertos insectos eran
diferentes de los observados por Bergold (1947), ya
que, al disolverlos, en lugar de producir viriones en
forma de bastdn, producian viriones esféricos (Smith
& Wyckoff, 1950). Poco después, Xeros (1952)
diferencié los dos grupos de virus productores de
poliedros: los causantes de las poliedrosis nucleares,
con virus en forma de bastén, y los causantes de las

poliedrosis citoplasmdticas, con forma de esfera.

Las primeras referencias a la patologia de insectos
se remontan a Aristételes, que describe ciertas
enfermedades de las abejas en su trabajo Historia
Animalum. Kirby y Spencer (1826) dedicaron un
capitulo a las enfermedades de los insectos en su libro
An Introduction to Entomology. Este capitulo estd
dedicado, en su mayoria, al gusano de seda, que ha
motivado la mayoria de los trabajos mds antiguos. Asi,
Bassi (1835), en Italia, fue el primero que demostrd
experimentalmente que un microorganismo era la
causa de una enfermedad infecciosa. Se trataba del
hongo Beauveria bassiana. Los trabajos de Pasteur en
Ales, entre 1865 y 1870 (Pasteur, 1870), permitieron
restaurar la produccién de seda en la regién de
Cevennes, gracias al desarrollo de técnicas de seleccién

y de asepsia.

Los trabajos sobre la patologia de los insectos se
desarrollaron originalmente con una visién de
proteccién de los insectos utiles, pero con el tiempo se
amplié hacia el uso de virus para combatir los insectos
nocivos, plagas de cultivos o vectores de enfermedades.
La publicacién del libro Principles of Insect Pathology
de Steinhaus (1949) marcé un punto clave en el
desarrollo de esta disciplina. Entre las décadas de
1950 a 1980 se exploré el uso de diferentes tipos de
virus entomopatégenos en diferentes paises, y en los
apartados que siguen en este capitulo se describen
algunos resultados de control. Sin embargo, muchos
de estos ensayos, algunos de ellos muy exitosos, no se
transformaron en realidades industriales, salvo en el
caso de algunos baculovirus, en gran parte debido al
temor que despertaba el riesgo de infecciones por estos
virus en vertebrados y principalmente en el hombre.
Actualmente los tnicos virus que se encuentran en
productos registrados son baculovirus, pero hay
grandes esfuerzos para demostrar la seguridad del

uso de otras familias de virus entomopatégenos.
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Volumen 1. Agentes de control biolégico

Clasificaciéon, hospederos y uso en control biolégico

La clasificacién de los virus patégenos de insectos
ha cambiado con el paso del tiempo. Inicialmente, se
agruparon de acuerdo con la presencia o ausencia de
cuerpos de inclusién (c1) y la morfologia del virién, y
después se utilizaron otros criterios, como el grupo de
hospederos y el tipo de tejido afectado. Actualmente

se clasifican siguiendo los pardmetros utilizados para

la clasificacién de los virus patégenos de animales,
como, por ejemplo: el tipo de 4cido nucleico, la
simetria de las subunidades de la cubierta de proteina,
la forma y el tamafio de la particula viral y la presencia
o ausencia de envoltura (Del Rincén & Ibarra, 2011).
La clasificacién y las caracteristicas generales de los

virus entomopatdgenos se presenta en la tabla 7.1.

Tabla 7.1. Caracteristicas de las principales familias y géneros de los virus entomopatégenos

Famlll‘a. Acido Cuerpo Virién Forma b Sitio de
(subfamilia) leico? de 1 del virid Hospederos licacis
I nucleico® ., o, envue to el virién replicacion
Ascoviridae ’
Ascovirus csADN No Si Baciliforme, L Nucleo:‘ cuerpo.
Toursvirus No Si ovoide o Hy graso, blpodermls
Alantoide y matriz traqueal
Baculoviridae
Alphabaculovirus cdADN Si St Baciliforme L Ncleo: intestino
Betabaculovirus Si Si L medio o infeccién
Deltabaculovirus Si Si D sistémica
Gammabaculovirus Si Si Hy
Iridoviridae Nicleo y
(Betairidovirinae) citoplasma:
Chloriridovirus cdADN No No Icosaédrica  C,D, He, L, cuerpo graso,
Iridovirus No No O, Tr, D hemocitos,
hipodermis,
algunas veces
sistémica
Hytrosaviridae
Glossinavirus cdADN No Si Baciliforme D Nicleo: glindula
Muscavirus No Si D salivar, ovarios y
tejidos gonadales
Nudiviridae Ncleo: intestino
Alphanudivirus cdADN No Si Baciliforme O, C o .,
Betanudivirus No Si L rr.1ec%10 .0 infeccion
sistémica
Parvoviridae
(Densovirinae) Ncleo: mayoria
Ambidensovirus csADN No No Redondeada  D,He, Hy,  4e tejidos,
Brevidensovirus No No L,O excepto el
Iteravirus No No D intestino medio
Sin clasificar No No L,O

Capitulo 7. Virus entomopatdgenos en el control biolégico de insectos
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(Continuacién tabla 7.1)
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Famili P
—— Acido Cuerpo Virién Forma b Sitio de
(subfamilia) . de . .. Hospederos R
" nucleico® ., envuelto del virién replicacién
género inclusién
Polydnaviridae N
Bracovirus cdADN No Si Cilindrica Hy © er,l "
Ichnovirus No Si Elipsoide Hy parastroides.
Hemocitos y
cuerpo graso
Poxviridae Citoplasma:
(Entomopoxvirinae) rinfi alménte
Alphaentomopoxvirus cdADN Si Si Ovoide C Ie)n cuelz o oraso
Betaentomopoxvirus Si Si L,O hemocifosg ero v
Gammaentomopoxviruy Si Si L,O otros or a;zs ‘e
Sin clasificar Si Si Hy, O g
pueden infectar
Birnaviridae Citoplasma: no
Entomobirnavirus csARN No No Icosaédrica D en tejidos, adulros
sensibles al CO,
Dicistroviridae .
Aparavirus csARN No No Icosaédrica Hy Int.estmo
Cripavirus No No He, O, D y sistema
Triatovirus No No He reproductor
Iflaviridae Citoplasma:
Iflavirus csARN No No Icosaédrica L Hy He  _¢ulas epiteliales
del intestino
medio y células
caliciformes
Metaviridae .
Errantivirus csARN No No/Si Esféricos u D Hem9C1tOS'
Metavirys No No ovoides L,D,C 11.1fecc1.on
Semotivirus No No/Si D sistemica
Nodaviridae Citoplasma:
Alphanodavirus csARN No No Tcosaédrica C,D, L intestino y
después infeccién
sistémica
Pseudoviridae Citonlasma o
asma
Hermivirus csARN No No Redondeada D , P
ntcleo
Reoviridae
(Spinareovirinae) .
Cypovirus cdARN Si No Icosaédrica L, Hy Citoplasma:
Idnoreovirus No No L, Hy f:elula.s del
(Sedoreovirinae) No No D Intestno
Seadornavirus
(Continta)
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(Continuacién tabla 7.1)

Familia : . Cuerpo . ..
o Acido P Virién Forma b Sitio de
(subfamilia) . de . .. Hospederos L
, nucleico® . ., envuelto del virién replicacién
género inclusién
Alphatetraviridae
Betatetravirus csARN No No Tcosaédrica L Citoplasma:
Omegatetravirus No No L infeccién crénica
Carmotetraviridae Citoplasma:
Alphacarmotetravirus csARN No No Tcosaédrica L células del
intestino medio
Permutotetraviridae .
) L Citoplasma:
Alphapermutotetravirus csARN No No Tcosaédrica L ,
células del

intestino medio

a  ADN o ARN cs: cadena sencilla; cd: cadena doble.

b Ordenes de insectos: C: Coleoptera; D: Diptera; Di: Dictioptera; He: Hemiptera; Hy: Himenoptera; L: Lepidoptera; O: Ortoptera;

Od: Odonata; Tr: Trichoptera.

Fuente: Elaboracién propia con base en Caballero y Williams (2008) y Rohrmann (2011)

Con base en esta clasificacién, a continuacién se
describiran algunas de las familias o géneros virales
que han sido estudiados o eficientemente utilizados

para el control bioldgico de insectos.

Ascoviridae

Los virus de la familia Ascoviridae son virus ADN
de doble cadena con viriones de forma baciliforme
(Federici, Bideshi, Tan, Spears, & Bigot, 2009). Estos
virus son transmitidos por avispas parasitoides a
las larvas y pupas de lepidépteros, principalmente
de la familia Noctuidae, causando una prolongada
y fatal enfermedad (Cheng, Carner, & Arif, 2000;
Federici & Govindarajan, 1990). El desarrollo de la
larva es atrofiado por la infeccién viral y modifica
la muerte celular programada o apoptosis (Bideshi,
Bigot, Federici, & Spears, 2010), lo que favorece
la replicacién del virus y la formacién de grandes
vesiculas llenas de viriones que circulan libremente
por la hemolinfa del insecto infectado (Caballero &
Williams, 2008).

El ciclo de infeccién empieza por el mantenimiento

y la diseminacién de las particulas virales en el

Capitulo 7. Virus entomopatdgenos en el control biolégico de insectos

insecto infectado, seguido de la transmisién a
nuevos hospederos a través de hembras de avispas
parasitoides que contaminan su ovipositor al
introducirlo en las larvas infectadas. Después, estas
hembras contaminadas contintian diseminando el
virus horizontalmente a nuevos hospederos, con
una eficiencia del 80% (Bideshi et al., 2010). Dicho
mecanismo es muy eficiente en campo, por lo que
estos virus pueden ser un importante componente
del complejo de enemigos naturales en poblaciones de
lepidépteros plaga. Sin embargo, su lenta progresién
y la ausencia de sintomas de infeccién viral de
facil reconocimiento han limitado su uso como

bioinsecticidas (Caballero & Williams, 2008).

Iridoviridae

Los iridovirus infectan solamente animales poiquilo-
termos: peces, anfibios y reptiles (dentro de los ver-
tebrados), ademds de insectos, crustdceos y moluscos
(en los invertebrados) (Williams, Barbosa-Solomieu,
& Chinchar, 2005). La familia Iridoviridae se divide
en dos subfamilias (International Committee on Ta-
xonomy of Viruses [1cTv], 2016; Williams & Ward,

2010), de las cuales, en la subfamilia Betairidoviridae,



se encuentra el género Iridovirus que es especifico de
invertebrados (sobre todo insectos), y el género Chlo-
riridovirus, que infecta dipteros (mosquitos). Estos
virus no forman cuerpos de inclusién (c1) y sus virio-
nes estdn envueltos (Del Rincén & Ibarra, 2011). Son
virus DNA de doble cadena, con una particula viral
de forma icosaédrica y tamafio entre 125 a 300 nm,
que tienen la particularidad de presentar iridiscencia
debido al arreglo cristalino de los viriones en el ci-
toplasma de las células infectadas. Esta iridiscencia
es evidenciada en los insectos enfermos, que pueden
presentar diferentes colores (violeta, azul, naranja o
verde). El mecanismo de accidn es por ingestién. Una
vez las particulas virales son ingeridas por el hospede-
ro, el virus se replica en el cuerpo graso de los insectos,
aunque también pueden encontrarse en el citoplasma
de las células sanguineas epidérmicas y en el tejido
embrionario (Rodriguez, Salas, & Vifuela, 1992).

Se han aislado virus iridiscentes en mosquitos
como Aedes taeniorhynchus, con el cual se hicieron
experimentos de transmisién que demostraron que
provocaba mortalidad en las larvas y que podia ser
transmitido verticalmente por una generacién (Linley
& Nielsen, 1968). Sin embargo, los porcentajes de
mortalidad producidos por estos virus son bajos
(alrededor de 11 %), pero las infecciones persistentes
afectan de forma significativa la eficacia biolégica del
insecto hospedero y reducen la fecundidad entre un
22 y un 40%. Los iridovirus parecen ser un factor
importante de mortalidad en las poblaciones naturales
de invertebrados (Williams et al., 2005), aunque no
se ha establecido su importancia en la regulacién de
las poblaciones de insectos y no se consideran con
gran potencial en el control biolégico (Williams &

Ward, 2010).

Baculoviridae

La familia Baculoviridae es la mds numerosa y
ampliamente estudiada de todos los grupos de virus
patégenos de insectos y han sido exitosamente

utilizados para el control de insectos de importancia

agricola (Kelly, 1982; Moscardi, 1999).

Estos virus tienen una molécula de apnN circular
superenrollado, de tamafio entre 80 y 180 kilobases,

envuelta por una capa de proteinas compuestas de
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subunidades denominadas capsémeros que forman
la cépside. Una o mis nucleocdpsides (Nc) alargadas
(30-60 nm de didmetro y 250-300 nm de largo)
estin envueltas por una membrana generalmente
formada por material celular del hospedero. Esta
envoltura y la nucleocdpside constituyen el viridn, que
es la unidad infectiva del virus. Los viriones tienen
forma bacilar y estdn inmovilizados en una matriz de

proteina formando la estructura denominada cuerpo

de inclusion (c1) (Caballero & Williams, 2008).

Esta familia consta de cuatro géneros asignados de
acuerdo con caracteristicas moleculares, bioldgicas
y estructurales, principalmente de los c1: los alpha-
baculovirus correspondientes a nucleopoliedrovirus
(npv) aislados de lepidépteros, los betabaculovirus o
granulovirus (Gv) aislados de lepidépteros, los gam-
mabaculovirus o NPV aislados de himendpteros y los
deltabaculovirus o ~Npv aislados de dipteros (1cTv,
2016; Jehle et al., 2006; Miele, Garavaglia, Belaich, &
Ghiringhelli, 2011).

Los NPV se caracterizan por poseer cuerpos de
inclusién (c1) de forma poliédrica o irregular, con
tamanos variables entre 0,1 y 15 um. Cada cr posee
multiples viriones (figura 7.2a) que, a su vez, pueden
contener una o varias nucleocdpsides, por lo que se
clasifican en NPv-s (simples) o Npv-M (multiples)
(Caballero, Lépez-Feber, & Williams, 2001; Kelly,
1982). Los c1 estin constituidos por una matriz
proteica cristalina cuyo componente principal es
la poliedrina (con un peso molecular entre 25-
33 kDa). Estos virus se replican en el ntcleo de
las células de varios tejidos (poliorganotrépicos),
incluida la epidermis de las larvas infectas, en donde
se producen millones de particulas virales que son
diseminadas al medio después de la muerte del
insecto. Por su parte, los GV se caracterizan por su
forma granular, pequefios c1 constituidos por una
proteina mayoritaria denominada granulina, con
tamafios que oscilan entre los 160-300 nm de ancho
por 300-500 nm de largo y, en la mayoria de los casos,
con viriones de tipo simple, los cuales estdn incluidos
individualmente en los cr1 (figura 7.2b) (Possee et al.
2010). Su patologia depende del tipo de virus y se
han identificado tres tipos de infeccién. En el tipo
1, como es el caso del gv de Trichoplusia ni, el virus
invade al hospedero a través del epitelio del intestino

medio, pero posteriormente solo infecta el tejido del
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cuerpo graso (Federici, 1993). Debido a que no se
atacan otros tejidos importantes, la larva puede vivir
mas tiempo, mantener su apetito y crecer mas, pero
cambia su estado a letdrgico uno o dos dias antes de su

muerte, Después de la infeccidn, las larvas se hinchan

NPV -M NPV -S
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y desarrollan un aspecto cremoso de color blanco
debido a la acumulacién, en el cuerpo graso, de un
gran niimero de células infectadas llenas de grdnulos
virales. Normalmente no hay licuefaccién del tejido,

ya que la epidermis no se encuentra infectada.
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Figura 7.2. Micrografias y representacién esquemdtica de la morfologia de los cuerpos de inclusién de los géneros

de la familia Baculoviridae. a. Cuerpos de inclusién de nucleopoliedrovirus; b. Cuerpos de inclusién de granulovirus.

Fuente: Barrera (2013)
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La infeccién tipo 2, como es el caso del gv de
Cryptophlebia leucotreta, en general, es similar a la
de los Npv de lepidépteros. Este tipo de infeccién es
mds grave que la causada por el granulovirus tipo 1y,
por lo general, requiere solo de cinco a diez dias para
causar la muerte; después el cuerpo de la larva se lictia
(Miller, 1997). El tercer tipo de enfermedad (Gv tipo
3) es exclusiva del granulovirus de Harrisia brillians
y se caracteriza por el tropismo tisular restringido al
epitelio del intestino medio, la produccién de viriones
y cuerpos de inclusién tanto en larvas como en adultos
y la muerte del insecto de cuatro a siete dias después

de la infeccién (McWilliam, 2006).
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Modo de accién

El ciclo de infeccién de los baculovirus es un proceso
complejo que involucra diferentes etapas (figura 7.3).
El proceso da inicio con las particulas virales que se
encuentran en el ambiente en forma de cuerpos de
inclusién (c1) y son consumidas por las larvas del
insecto blanco. Una vez ingeridos, los cr1 se disuelven
en el intestino medio del insecto debido al pH alcalino
(9-11) que solubiliza las proteinas y libera los virus
derivados de los cuerpos de inclusién denominados

opv (debido su nombre en inglés, occlusion derived

virus).

Los Cl se disuelven por el
pH alcalino del intestino
medio y liberan los
viriones que atraviesan la
membrana peritrofica

Los viriones liberan las
nucleocapsides (NC) que se
fusionan con la membrana

de las células epiteliales
delintestino y las infectan

(Infeccion primaria)

Las larvas ingieren
los cuerpos de
inclusion (Cl) virales

Al final de la infeccién secundaria se forman nuevos
Cl que son liberados al ambiente cuando la larva
muere y el tegumento se rompe

Figura 7.3. Ciclo de infeccién de los baculovirus.

Fuente: Elaboracién propia
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Posteriormente, los viriones atraviesan la membrana
peritréfica del intestino y se unen por fusién a
las microvellosidades de las células epiteliales del
intestino medio para, de esta forma, ingresar a las

células (Rohrmann, 2011).

Las nucleocdpsides entran en las células, penetran en
el citoplasma y se dirigen al nicleo, donde comienza
la transcripcién de los genes virales y se genera la
nueva progenie viral. Durante este proceso se generan
alteraciones fisiolégicas en el insecto, las cuales
favorecen el desarrollo de la infeccién (Caballero et
al. 2001). Las nuevas nucleocdpsides son después
transportadas hasta la membrana celular y alli brotan
al espacio extracelular, pero al atravesar la membrana
celular adquieren una envoltura a partir de esta, la cual
forma los viriones brotados o budded virus (8v). Los

BV desarrollan la infeccién secundaria, alli los viriones

circulan por la hemolinfa infectando otros tejidos y
érganos susceptibles, como los hemocitos, el cuerpo
graso y la traquea. Los estados finales de la infeccién
se caracterizan por la oclusidén o encapsulacién de la
nucleocépside en una matriz proteica de poliedrina o
granulina que forma nuevamente los c1. Finalmente
la larva muere y, dependiendo del tipo de virus, los
c1 pueden ser liberados al ambiente debido a la
licuefaccién de la larva infectada y la ruptura del

tegumento, lo que da inicio a un nuevo ciclo de

infeccién (Rohrmann, 2011).

Las larvas infectadas se tornan lentas en sus movi-
mientos, dejan de alimentarse y se movilizan a las
partes superiores de las plantas, donde mueren y pue-
den encontrarse pendiendo con la parte cefdlica hacia
abajo y adheridas de las pseudopatas anales al tejido
vegetal (figura 7.4) (Ibarra & Del Rincén, 1998).

Figura 7.4. Larvas muertas por infeccién con baculovirus en campo. a. Larva de Erinnyis ello infectada con EeGV;

b. Larva de Spodoptera frugiperda infectada con SENPV.
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Foto: Grupo de Investigacién en Control Biolégico de Corpoica.



La demostracién de la capacidad de los baculovirus
(poliedrosis nucleares y granulosis) en el control
de insectos plaga data de la década de 1940, pero
hubo que esperar hasta 1973, tras nueve afios de
experimentacidn, para obtener el primer producto
comercial: Viron/H. Se trata del virus Helicoverpa
zea nucleopolyhedrovirus, HzZNPV (Falcon, 1976),
producto que fue comercializado después bajo el
nombre de Elcar™,

Los aspectos de especificidad y seguridad de los
baculovirus han sido los argumentos fundamentales
que permitieron el registro de estos virus. Groner
(1986) recapitula los trabajos en este tema y concluye
que los baculovirus no son ni téxicos, ni teratogénicos,
ni mutagénicos. A pesar de estas ventajas, en 1984
solo un producto comercial estaba disponible en el
mercado (Elcar™) y otros tres fueron producidos
en masa por agencias del gobierno de los Estados
Unidos (U. S. Forest Services) para el control de
insectos plagas en bosques: Lymantria dispar, Orgya

pseudotsugata y Neodiprion sertifer, respectivamente.

Todos los bioinsecticidas a base de baculovirus
se producen in vivo, en el huésped original o en
huéspedes heterdlogos. Se ha intentado producir
baculovirus in vitro, en cultivos celulares, pero hay
problemas de factibilidad econémica (Del Rincén &
Ibarra, 2011) y de produccién de particulas defectivas
interferentes (Giri, Feiss, Bonning, & Murhammer,
2012), que podrian asociarse con la pérdida de la

capacidad de infeccién oral.

Hoy en dia se usan insecticidas a base de baculovirus
en varios agrosistemas, en superficies importantes, que
sean de bosque (LAMNPYV, NeseNPV), de frutales
(CpGV) o cultivos de ciclo corto (PhopGV, SEMNPV)

(ver ejemplos en la tltima parte de este capitulo).

Poxviridae

Los virus de esta familia son virus apN de doble
cadena que comprenden dos subfamilias: la Entomo-
poxvirinae y la Chordopoxvirinae. La primera de
ellas comprende a los entomopoxvirus patégenos de
insectos, que se caracterizan por formar c1 ovoidales,
conocidos como esferoides, que contienen viriones

de tipo esferoide que se replican en el citoplasma de
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las células infectadas y utilizan los hemocitos para
diseminarse por todos los tejidos de la larva (Del
Rincén, 2010). Estos c1 les proveen proteccién de
ciertas condiciones ambientales como la luz uv, el
calor y la desecacidn, entre otros. Los c1 se disuelven
en el intestino medio por el pH alcalino y por la
accidn de proteasas, liberando las particulas infectivas
que ingresan a las células intestinales por fusidén y que
se replican en el citoplasma de las mismas. Al final
del proceso infeccioso se producen nuevas particulas
virales que infectan otros tejidos susceptibles y se
convierten en la fuente de nuevas infecciones (Perera,

Li, Pavlik, & Arif, 2010).

Las larvas de lepidépteros con infeccién viral se
hinchan y toman un color blancuzco o lechoso. La
muerte puede ocurrir entre 10 y hasta 70 dias después
de haberse iniciado la infeccién, dependiendo de
diferentes factores como el tipo de virus, la dosis, el
tamano y la edad de la larva, y la temperatura, entre
otros. En coledpteros, el desarrollo de la infeccién
puede ser atin mas lento. Los epv aislados de algunas
especies de insectos plaga para los que no se han
encontrado baculovirus patégenos tienen alto potencial
para el desarrollo de bioplaguicidas, y su formulacién
serfa estratégica para mejorar la virulencia y reducir el

tiempo letal (Caballero & Williams, 2008).

Polydnaviridae

Los virus de la familia Polydnaviridae solo han
sido aislados de especies de parasitoides bracénidos
(Bracovirus) e ichneuménidos (Ichnovirus) (1ctv,
2016). Los polidnavirus (pDV) se caracterizan por ser
virus simbidticos ADN de doble cadena, de genoma
segmentado (Federici & Bigot, 2003; Strand, 2010).
Estos virus se encuentran integrados en el genoma
de los cromosomas de la avispa y solo se separan
cuando el insecto estd a punto de alcanzar el estado
adulto. Posteriormente, cuando las avispas inyectan los
huevos con el ovopositor en el hospedero, los virus son
inyectados también y desarrollan un papel importante,
suprimiendo el sistema inmune para que los hemocitos
(granulocitos y plasmatocitos) no encapsulen los
huevos o las larvas de la avispa. Tal funcién se da
mediante la alteracién de las propiedades adhesivas

de las células del sistema inmune o por la lisis de las
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mismas como consecuencia de la replicacidn viral en su

interior (Rodriguez-Pérez & Beckage, 2006).

El proceso de replicacién del pov se lleva a cabo
inicamente en el ovario de la avispa. En el momento
en que el parasitoide emerge del hospedero como una
larva de tercer estadio, un alto ntimero de viriones se
encuentran en el ndcleo de las células del ciliz del
ovario. Cuando las células se rompen, los viriones
son liberados en el lumen y el fluido del ciliz se llena
de viriones (Rodriguez-Pérez & Beckage, 2006).
Cuando la hembra del parasitoide oviposita en un
insecto hospedero, el virus es transferido junto con los
huevos para suprimir el sistema inmune del huésped
y generar alteraciones en el crecimiento y desarrollo
de este, lo que favorecen la supervivencia del huevo de
lalarva del parasitoide y la progenie viral se desarrolla
dentro del hemocele del hospedero (Strand, 2010).
En las larvas de los hospederos infectadas con un
polidnavirus se disminuye el crecimiento y se observa
una alteracién de las proteinas, los aminoicidos
y las hormonas de la hemolinfa, asi como de los
procesos de melanizacién y encapsulacion (Shelby &

Webb, 1999).

Reoviridae

La familia Reoviridae estd compuesta por virus
ARN de doble cadena que se caracterizan por tener
viriones con forma icosaédrica incluidos dentro
de cuerpos de inclusién poliedrales (Renault,
Stasiak, Federici, & Bigot, 2005). Los reovirus de
insectos se clasifican dentro de las dos subfamilias:
Sedoreovirinae y Spinareovirinae. Dentro de la
subfamilia Spinareovirinae se encuentran los géneros
Cypovirus e Idnoreovirus, entre otros; los primeros
son los mis estudiados y de mayor interés (Caballero
& Williams, 2008). Los Cypovirus, que infectan
exclusivamente lepidépteros, se caracterizan por sus
particulas infecciosas, que estdn incluidas dentro de
un c1 que tiene forma poliedral similar a la de los Npv,
pero se diferencian de estos porque su morfogénesis
ocurre en el citoplasma y no en el nucleo de las
células infectadas, por lo cual se les denomina virus
de la poliedrosis citoplasmdtica (Caballero & Williams,
2008; Mori & Metcalf, 2010). Las particulas virales

ingresan por via oral e infectan células epiteliales
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del intestino medio de los insectos, donde producen
nuevos viriones y cuerpos de inclusién que se excretan
en las heces (Renault et al, 2005). La progresién
de la enfermedad puede ser bastante lenta, aunque
normalmente es fatal. Ademds de diseminarse por
las heces, se presenta contaminacién de huevos o
transmisién transovirica (Caballero & Williams,
2008). Entre 1956 y 1960 se utilizé un virus de
poliedrosis  citoplasmitica (Cypovirus, Reovirus)
para el control exitoso de la procesionaria del pino
Thaumetopoea pityocampa en el Mont Ventoux
(Francia). Estos ensayos fueron posibles gracias a
una produccién del virus en larvas sobre pinos. El
virus fue formulado como polvo seco y distribuido
sobre los arboles con un helicéptero (Grison, 1969;
Grison, Vago, & Maury, 1959). Después de estos
trabajos no hubo mds referencias hasta la publicacién
del trabajo de Ince, Demir, Demirbag y Nalcacioglu

(2007), quienes reportaron un virus de poliedrosis

citoplasmdtica en bosques de Turquia.

Parvoviridae (densovirus)

Los densovirus son virus no ocluidos, con Apn de
cadena sencilla y viriones no envueltos de forma
icosaédrica con didmetro entre 16 y 22 nm (Caballero
& Williams, 2008). Los densovirus tienen una ele-
vada virulencia e infectividad para algunas de sus

especies huéspedes.

En un trabajo pionero, Kurstak, Belloncik y Brailovsky
(1969) observaron cambios en las células de la linea
celular L de ratdn tras la infeccién con el densovirus
de Galleria mellonella (L). Estas células presentaron
cambios fisiolégicos y presencia de antigenos. Sin
embargo, a partir de este cultivo celular no fue posible
obtener de nuevo la patologia caracteristica en larvas
del hospedero original. Mucho mds reciente, El-Far,
Li, Fédiére, Abol-Ela y Tijssen (2004) indicaron
la ausencia de replicacién en células de vertebrados
por un densovirus del lepidéptero Mythimna loreyi.
Estos trabajos modernos refuerzan la idea de una
utilizacién sin riesgo de densovirus en el control de
insectos plaga; es asi como se ha propuesto el uso de
densovirus para el control de mosquitos (Carlson,
Suchman, & Buchatsky, 2006) y de lepidépteros
(Tijssen & Bergoin, 1995).



Ejemplos de desarrollo y uso de baculovirus como bioinsecticidas

Actualmente, hay un nimero importante de biopla-
guicidas a base de baculovirus registrados, comer-
cializados y utilizados en todo el mundo, ademds de
aquellos en proceso de investigacién y desarrollo.
En América Latina, se destacan las investigaciones y
desarrollos adelantados en Colombia y Brasil, algunos
de los cuales serdn descritos a continuacién junto con

un ejemplo en Europa y Estados Unidos.

Granulovirus de Phthorimaea
operculella para el control de la
polilla guatemalteca de la papa
en Colombia

La polilla guatemalteca de la papa Tecia solanivora

(Povolny 1973) Gelechiidae) es

el insecto plaga de mayor impacto econdmico

(Lepidoptera:

en el cultivo de papa en Colombia y otros paises
productores en América. La plaga es originaria de
Centro América y fue descrita por primera vez en
Guatemala en 1956. Posteriormente fue reportada
en Costa Rica en 1970, en Panamd en 1973, en
Venezuela en 1983 y en Colombia en 1985 (Vargas,
Rubio, & Lépez—Avila, 2004). Este insecto desplaza
o coexiste con la palomilla de la papa, Phthorimaea
operculella (Zeller, 1873) (Lepidoptera: Gelechiidae),
tradicionalmente presente en este y otros cultivos. T.
solanivora presenta un ciclo de vida holometdbolo, es
decir, que pasa por los estadios de huevo, larva, pupa
y adulto, el cual tiene una duracién de 65 a 90 dias
dependiendo de las condiciones ambientales (Lépez-

Avila & Espitia-Malagén, 2000).

Las larvas del insecto forman galerias en los
tubérculos que deterioran su apariencia (figura 7.5)
y permiten la entrada y el desarrollo de hongos y
bacterias que hacen que dichos productos no se
puedan utilizar para semilla ni para consumo humano
o animal. En los lugares donde se encuentra la plaga
se han reportado pérdidas de hasta el 100 %, tanto
en semilla almacenada como en tubérculos en campo
(Villanueva & Saldamando, 2013). Sin embargo,

existen aislados de granulovirus activos contra P.
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operculella (PhopGV), con eficacias superiores al
98% (Pérez, Puerta, Bustillo, & Madrigal, 1988),
que también presentan actividad insecticida sobre la
polilla guatemalteca (Cuartas, Villamizar, Espinel, &
Cotes, 2009). Es asi como la produccién industrial
de uno de estos aislados proveniente del Pert fue
desarrollada por Corpoica en el 2000 para responder
a la emergencia sanitaria causada por la plaga. El
proceso de produccién viral in vivo y formulacién fue
estandarizado y escalado en una planta piloto con
capacidad de produccién de siete toneladas al mes
del bioplaguicida. Este fue formulado como un polvo
para aplicacién por via seca y proteccién de tubérculos
en almacenamiento, presenta una eficacia superior al
90% (Villamizar, Zeddam, Espinel, & Cotes, 2005)
y una vida util de 24 meses a temperatura ambiente.
Este producto es actualmente el tnico a base de
baculovirus registrado ante el Instituto Colombiano
Agropecuario (1ca) en Colombia (1ca, 2017). La
dosis de aplicacién es de 2,5 kg por tonelada de
tubérculos y el registro comercial permite su uso
tanto para proteccidon de semilla como de papa para
consumo humano (Resolucién 004921, 2011).

Posteriormente, en el 2004, Corpoica conformé
una coleccién de granulovirus nativos aislados de
larvas de T. solanivora colectadas en diferentes zonas
productorasde papaen Colombia, los cuales estuvieran
posiblemente mejor adaptados a dicho hospedero. De
esta coleccidn se selecciond el aislado VG003 por
presentar la mayor actividad biocontroladora contra
T. solanivora (Gémez, Villamizar, Espinel, & Cotes,
2009). Este aislado viral es un variante geogréfico de
PhopGV que se adapté de forma natural al nuevo
hospedero (Espinel-Correal et al., 2010). Después
de su caracterizacién biolégica y molecular, este
nuevo aislado colombiano fue formulado como un
concentrado emulsionable (Ec) para su aplicacién
por aspersién en condiciones de campo, utilizando
también eficientes estrategias de fotoproteccién frente
a la radiacién ultravioleta (Chaparro, Espinel, Cotes,
& Villamizar, 2010); su evaluacién en condiciones
semicontroladas evidencié una eficacia superior al
80% (Gémez, Moreno, Vega, Cotes, & Villamizar,
2011; Gémez et al., 2009). Una nueva formulacién
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en polvo mojable fue desarrollada recientemente
con este aislamiento, utilizando el proceso de
encapsulacién desarrollado por Villamizar, Barrera,
Cotes y Martinez (2010) con algunas modificaciones;
este bioinsumo se encuentra actualmente en proceso

de escalamiento y registro comercial en Colombia.

Considerando que esta cepa también ha demostrado

patogenicidad sobre larvas del minador del tomate
Tuta absoluta (figura 7.5) (Gémez et al., 2017) y la
palomilla de la papa P. operculella (Espinel-Correal
et al, 2010), este bioplaguicida podria tener una
gran aplicabilidad en diferentes cultivos donde se
encuentran independientemente o coexisten estas

tres polillas plaga.

Larvas sanas

S. frugiperda

T. absoluta

Figura 7.5. Dafio causado, larvas sanas y larvas con infeccién viral de T. solanivora, S. frugiperda y T. absoluta.
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Nucleopoliedrovirus de Spodoptera frugiperda para

el control del gusano cogollero del maiz en Colombia

El gusano cogollero del maiz Spodoptera frugiperda
(J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) es un

insecto polifago de amplia distribucién geografica,

Infeccion viral

Fotos: Grupo de Investigacién en Control Biolégico de Corpoica.

el cual ha sido reportado a nivel mundial como
insecto plaga de mds de 23 especies vegetales, entre
las que se destacan el maiz, el sorgo, el algoddn,
la soya y el arroz, entre otras (Garcia, Mosquera,
Vargas, & Rojas, 2002; Zenner, Arévalo, & Mejia,
2007). Este insecto desarrolla una metamorfosis
completa pasando por los estadios de huevo, larva,
pupay adulto, con normalmente seis estadios larvales
y un ciclo con una duracién de entre 30 y 90 dias,
dependiendo principalmente de la temperatura. El
Unico estadio de la plaga que presenta importancia
econdmica es el de larva. Las larvas de S. frugiperda
tienen comportamiento de tierreras, cortadoras,
perforadoras y cogolleras (figura 7.5), segtin el
momento de desarrollo (Negrete & Morales, 2003).
Es asi como puede ocasionar la defoliacién de las
plantasjévenes, retraso en el crecimiento de las plantas
afectadas, disminucién de la capacidad fotosintética
y dafio en los estigmas durante la floracién, lo cual
reduce la polinizacién, ocasiona la muerte de las
plantas y causa reducciones importantes en los
rendimientos del cultivo (Garcia et al., 2002; Negrete
& Morales, 2003).

Los virus de la familia Baculoviridae (baculovirus),
especificamente del género Alphabaculovirus (nucleo-
poliedrovirus), han demostrado alta eficiencia y
especificidad para el control de este insecto. El
nucleopoliedrovirus de S. frugiperda (SINPV) ha
sido aislado en varios paises como Estados Unidos,
Nicaragua y Argentina, y ha demostrado resultados
promisorios para su control (Ordénez-Garcia et al,
2015). En Brasil, a partir de un producto desarrollado
con un aislamiento nativo de SfNPYV, se aplicaron
en aproximadamente 20.000 ha/afio para el control
de la plaga en cultivos de maiz; sin embargo, la
produccién que era realizada por la Empresa Brasilera
(Embrapa)

descontinuada por los altos costos y las dificultades

de Investigacién ~ Agropecuaria fue
tecnoldgicas involucradas en la produccién (Moscards,
1999; Moscardi, de Souza, de Castro, Moscardi, &
Szewczyk, 2011). Hasta el momento no existe ningtin
producto a base de este baculovirus registrado para el

control del cogollero del maiz.
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En Colombia, la investigacién para el uso de este
virus como bioinsumo inicié en el 2008 con la
busqueda de aislamientos nativos de SEINPV y su
posterior desarrollo como un bioplaguicida estable
ante condiciones ambientales, y eficiente para
controlar la plaga en condiciones de campo. En dicho
trabajo se encontraron tres aislamientos de SENPV
que fueron caracterizados morfoldgica, molecular
y biolégicamente. Se seleccioné el aislamiento
NPVO003 proveniente de Cérdoba por ser el tnico
en el cual se observaron larvas con sintomatologia
de infeccién viral (figura 7.5) en condiciones de
campo. El andlisis gendémico reveld que este virus
tiene 145 open reading frames (orE), dos de los cuales
no estdn presentes en los otros genotipos de SEINPV
secuenciados hasta el momento y que pudieron haber
sido adquiridos por un proceso de recombinacién
homéloga entre el npv de S. frugiperda y S. litura,
fendmeno evolutivo interesante y tnico en esta
especie viral (Barrera, Belaich, Patarroyo, Villamizar,

& Ghiringhelli, 2015).

El virus seleccionado fue formulado empleando un
proceso de microencapsulacién que fotoestabilizd
eficientemente las particulas virales. La formulacién
fue evaluada en plantas de maiz bajo condiciones
de casa de malla y campo en dos localidades del
departamento del Meta y se seleccionaron 1,5 x 102
ci/ha como la concentracién minima efectiva, con
una eficacia superior al 60 % para controlar la plaga
(Gémez, Guevara, Cuartas, Espinel, & Villamizar,
2013). En los experimentos en campo se demostrd
también que la aplicacién del bioplaguicida favorece
la diversidad y la riqueza especifica de la entomofauna
benéfica asociada al cultivo, lo que tiene un efecto
sinérgico en el manejo de la poblacién del insecto
plaga (Barrera Cubillos, Gémez-Valderrama, &
Villamizar Rivero, 2017; Gémez et al., 2013).
Actualmente este producto se encuentra en proceso
de registro para su comercializacién en Colombia con
el nombre comercial Spobiol®, y se estin desarrollando
negociaciones con empresas multinacionales para su

futura produccién y comercializacién a nivel mundial.

Granulovirus de Erinnyis ello para el control

del gusano cachén en cultivos de caucho en Colombia

Erinnyis ello (Lepidotera: Sphingidae) (Linnaeaus,
1758) o gusano cachén es una plaga con amplia
distribucién en zonas tropicales y subtropicales de
América. Este insecto es polifago y con un amplio
rango de hospederos que incluye mis de 35 especies
de plantas, algunas de gran importancia econdémica
como el tomate, el caucho, la yuca, el tabaco, la papaya
y el algodén (Pratissoli, Zantncio, Barros, & Oliveira,
2002). Es un insecto holometdbolo cuyo ciclo de vida
comprende desde el huevo hasta el estado adulto, con
una duracién de 32 a 49 dias, dependiendo de las
condiciones ambientales (Bellotti et al., 1989).

El gusano cachén se destaca entre los insectos plaga
de mayor importancia econémica para el cultivo del
caucho, puesto que afecta viveros, jardines clonales
y plantaciones. Por su alta capacidad de consumo,
cuando hay presencia de altas poblaciones puede
defoliar completamente los drboles de una plantacién
(Alarcén, Arévalo, Diaz, Galindo, & Rosero,
2012; Leén, Beltrdn, Campos, & Juan, 2010). Su

control se realiza principalmente mediante el uso
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de insecticidas de sintesis quimica, con ingredientes
activos como carbamatos (carbaril), organofosforados
(monocrotofds), diazoles (diazinén), benzoylureas
(diflubenzuron) y piretroides (deltametrina y beta-
ciflutrina), de categorias toxicoldgicas que van desde
moderadamente téxicos (111) hasta extremadamente
téxicos (1) (Martinez et al., 2013).

Entre los organismos entomopatdgenos que afectan
este insecto se destaca el granulovirus de E. ello
(EeGV), que presenta alta especificidad y virulencia
contra larvas de esta plaga, con eficacias superiores
al 80 % (Bellotti, Arias, & Guzman, 1992; Gémez et
al., 2016; Schmitt, 1988). En este sentido, Corpoica
cuenta con un aislamiento colombiano de granulovirus
de E. ello (EeGV VGO010) (Barrera, Gémez, Cuartas,
Leén, & Villamizar Rivero, 2014). Este aislamiento
sin formular fue evaluado en cultivos de caucho, con
resultados promisorios para el control de larvas de la
plaga y eficacias superiores al 70 % (Leén et al., 2010).
Al formularlo, mantuvo y mejord las caracteristicas

del virus asegurando su persistencia por més de siete



dias en condiciones de campo y presenté una vida
util de 15 meses sin necesidad de refrigeracién. Esta
formulacién del virus presenta compatibilidad con los
principales agroquimicos empleados en el cultivo del
caucho (Gémez-Valderrama et al., 2014).

En cuanto a la actividad biolégica, este bioplaguicida
presenta una eficacia del 80% sobre larvas del

segundo y cuarto instar con una concentracién

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

minima efectiva de 6,7 x 10° ci/ml en casa de
malla, en condiciones de campo en un jardin clonal
y en plantacién comercial (Gémez, Cuartas, Ruiz,

Villamizar, & Leén, 2015).

Actualmente, este bioinsumo se encuentra en proceso
de escalamiento y registro comercial en Colombia con

el nombre de Erytec®.

Granulovirus de Cydia pomonella para el control

de la polilla del manzano en Europa y Estados Unidos

Cydia

(Lepidoptera: Tortricidae), conocida también como

La Carpocapsa pomonella  (Linnaeus)
la “polilla de la pera y la manzana’, es la principal
plaga de manzanas, peras y ocasionalmente del nogal
en las regiones templadas del mundo. Este insecto
barrena los frutos al punto de dejarlos inservibles
para el mercado y puede alcanzar varias generaciones
durante la estacién (Arthurs & Lacey, 2004). Debido
a que los cultivadores deben tener baja tolerancia al
dafio en sus cultivos (1% de incidencia), recurren al
uso rutinario de insecticidas de amplio espectro con
el fin de mantener esta plaga en niveles econémicos
aceptables. Esto ocasiona problemas, como la
obligacién de mantener los periodos de carencia, la
residualidad de los productos, la afectacién de insectos
benéficos y la aparicién de resistencia (Arthurs,
Lacey, & Fritts, 2005). Como alternativa bioldgica
se ha utilizado el granulovirus de Cydia pomonella
(CpGV), por su alta especificidad y su gran capacidad
patogénica. Varios productos basados en CpGV son
usados y comercializados a nivel mundial, tanto en
sistemas de produccién bioldgicos como dentro del
manejo integrado de este insecto. Se estima que se
ha utilizado en mds de 100.000 hectdreas en Europa,
pero también es ampliamente usado en Estados
Unidos, Canad4 y Australia (Eberle & Jehle, 2006).
Sin embargo, en el 2003 se observé que el CpGV
estaba fallando para controlar el dafio en manzana,

y comenzd a sospecharse resistencia en Alemania

y en Francia, y luego en Italia, Holanda y Suiza
(Asser-Kaiser et al., 2007). Este fue el primer caso
de resistencia de un insecto a un virus observado en
poblaciones de campo, y se convirtié en un asunto de
gran importancia debido a la capacidad de dispersiéon
de poblaciones resistentes en los cultivos europeos.
El primer aislamiento de CpGV fue encontrado
en México (CpGV-M) y todas las formulaciones
utilizadas en Europa se derivan de este, lo que
puede facilitar la generacién de resistencia debido a
la baja variabilidad genotipica (Betling et al., 2009).
Bajo condiciones controladas, se han encontrado
poblaciones dela Carpocapsa desde 1002 60.000 veces
mds resistentes (Asser-Kaiser et al., 2007; Berling et
al., 2009). Hay casos de cultivos que han recibido
aplicaciones de CpGV por 20 afios y no han generado
resistencia en las poblaciones de insectos, mientras
que, en cultivos tratados con el virus por pocos afios, se
evidenciaron poblaciones con bajas susceptibilidades
al entomopatdgeno. Las causas de esta disparidad de
respuesta no han sido establecidas (Eberle & Jehle,
2006). Esta resistencia es monogénica, dominante y
ligada al sexo. Ademads, es especifica para el genotipo
contenido en el CpGV-M, lo cual quiere decir que
los insectos resistentes pueden ser controlados por
otros genotipos del CpGV (Asser-Kaiser et al., 2007;
Berling et al., 2009). Actualmente, varios productos
que contienen otros variantes genotipicos de CpGV

han sido homologados.
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Nucleopoliedrovirus de Anticarsia gemmatalis

para el control de la oruga de las leguminosas en Brasil

La oruga de las leguminosas Anticarsia gemmatalis
(Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) es el principal
insecto defoliador de la soya y se encuentra distribuido
desde el norte de Argentina hasta el sudoeste de los
Estados Unidos (Sosa-Gémez, Moscardi, Santos,
Alves, & Alves, 2008). En Brasil acostumbra atacar
los cultivos a partir de noviembre en las regiones del
norte de Parand y en diciembre y enero al sur del pais,
y puede causar un 100 % de defoliacién (Hoffmann-
Campo et al., 2000). En Brasil es la responsable
de la mayor cantidad de insecticidas quimicos
aplicados anualmente (Moscardi, 1989), y se requiere
un promedio de dos aplicaciones de insecticidas
quimicos por cosecha en 20 millones de hectireas
aproximadamente. Esto ocasionaba desequilibrios
importantes debido a la reduccién de enemigos
naturales, lo cual permite la resurgencia de esta
plaga o la ocurrencia de plagas secundarias. Esto sin
mencionar las afectaciones ambientales o de salud que
podia ocasionar el uso indiscriminado de insecticidas

de amplio espectro (Sosa-Gémez et al., 2008).

Una opcién exitosa para el manejo de este insecto
fue el uso del nucleopoliedrovirus de Anticarsia
gemmatalis (AgMNPV), que es un ejemplo de
la interaccién entre las instituciones oficiales, la
empresa privada y los agricultores. El programa
fue implementado en Brasil por Embrapa Soja, a
comienzos de la década de los ochenta, a partir de un
aislamiento de AQMNPYV proveniente de Londrina
(Parand) en 1979 (Moscardi, 1989). Este programa
fue implementado conjuntamente con agricultores,
y se trataron inicialmente 2.000 hectireas de soya a
nivel de parcelas demostrativas y produccién viral en
el campo como indculo necesario para la aplicacién
en otras parcelas durante el mismo periodo o
subsecuentes periodos de siembra (Szewczyk, Hoyos-
Carvajal, Paluszek, Skrzecz, De Souza, 2006). El
programa se llevé a cabo entre 1982 y 1983 en fincas
de productores de Parand y Rio Grande do Sul y se
expandié progresivamente hasta llegar a utilizarse
en un millén de hectireas en el periodo 1989-1990,
abarcando otros estados (Sosa-Gémez et al. 2008;
Szewczyk et al. 2006). En su fase inicial, el virus
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era aplicado luego de la maceracién y la filtracién
de larvas mantenidas en colonias con dieta artificial,
pero a partir de 1986 se desarrollé una formulacién
del entomopatégeno consistente en un polvo mojable
(wp). A inicios de la década de 1990, Embrapa Soja
estableci contratos con cinco empresas privadas para
la produccién y la comercializacidn del bioinsecticida

(Sosa-Gémez et al., 2008).

El método de produccién viral varié, ya que se hizo
en su totalidad colectando larvas muertas en campo
luego de una aplicacién de 3 x 10" c1/ha (el doble de
la concentracién recomendada). En un solo lugar se
podian colectar 600 kg de larvas muertas empleando
de 200 a 300 operarios por dia. Esta produccién en
campo podia obtener de 13 a 45 toneladas por afio,
suficientes para tratar de 650.000 a dos millones de
hectireas (Sosa-Gémez et al.,, 2008) y convertirse en
un negocio rentable, dado que se producian grandes
cantidades a bajo costo, (entre un 20 y un 30 % menos
que el promedio de insecticidas quimicos). Ademds,
proporciona un control efectivo con una aplicacién

por temporada, mientras que el método quimico

utiliza dos (Szewczyk et al., 2006).

Aunque para la temporada 2004-2005 el producto
fue elaborado y comercializado para el tratamiento
de dos millones de hectireas (10 % del 4rea cultivada
en Brasil), el método de produccién y colecta en
campo debia tener algunas precauciones, como, por
ejemplo, cuidar que la colecta fuera solo de larvas con
signos y sintomas virales, no colectar larvas de otras
especies ni que estuvieran infectadas por hongos
entomopatdgenos, como Metarhizium rileyi. Ademds,
el material colectado se debia congelar a -10 °C con
el fin de evitar la proliferacién de bacterias saprofitas
u otros contaminantes o el rompimiento del tejido
como caracteristica propia de la mayoria de npv

(Sosa-Gémez et al., 2008).

Como método de produccién masiva en campo
abierto, se enfrentaron diferentes retos como que
la incidencia anual de los insectos fuera variable en
funcién de factores bidticos y abidticos, con una

consecuente variabilidad en la produccién y dificultad



en la planificacién de una produccién continua; esto
ademads de la variabilidad en la calidad del material
colectado, que depende del método de colecta y del
tratamiento poscolecta (Sosa-Gémez et al., 2008).
Posteriormente, la empresa Codetec implementé la
produccién de este virus con capacidad para tratar

hasta dos millones de hectreas al afio. Sin embargo, la

Productos en el mercado

Existe un nimero importante de productos comer-

ciales a base de baculovirus, varios de los cuales han

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

produccién se descontinué debido a la baja demanda
del producto ocasionada por la masiva adopcidn, por
parte de los agricultores, de paquetes comerciales
que combinan insecticidas y herbicidas quimicos.
Es asi como en el 2014 solamente se aplicd este
bioplaguicida viral en 200.000 ha (Haase, Sciocco-
Cap, & Romanowski, 2015).

sido exitosamente implementados en programas de

manejo integrado de plagas (tabla 7.2).

Tabla 7.2. Ejemplo de productos a base de baculovirus registrados y comercializados a nivel mundial

. Nombre Empresa Plaga
Virus . .
comercial (pais) blanco
SeNPV Spod-X Certis (USA) Spodoptera exigua
LANPV Gypcheck U. S. Forest Service (USA) Lymantria dispar
HzNPV Gemstar Certis (USA) HEZI,COVQP? “ay
Heliothis virescens
OpMNPV TM Biocontrol-1 (Estados Unidos) Orgya pseudotsugata
AcMNPV SAN 404 (Estados Unidos) Autographa californica
SpliNPV Spodopterin (Francia) Spodoptera littoralis
CpGV Granupom Biobest (Bélgica) Cydia pomonella
. NPP-Arysta Life Science .
CpGV Carpovirus Plus (Francia) Cydia pomonella
Certis (USA) y .
SeNPV SPOD-X LC Summit Agro (México) Spodoptera exigua
PhoGV PTM-Baculovirus CIP (Pert) Phthorimaea operculella
Helicoverpa armigera,
HearNPV Helicovex Andermatt (Suiza) H. zea, H. virescens y
H. punctigera
CpGV Madex Twin Andermatt (Suiza) Grapholita molesta, Cydia
pomonella
SeNPV Spexit Andermatt (Suiza) Spodoptera exigua
SpliNPV Littovir Andermatt (Suiza) Spodoptera littoralis

GV

Baculovirus Corpoica

Corpoica (Colombia)

Tecia solanivora

Fuente: Elaboracién propia con base en Haase et al. (2015); Pesticideinfo (2018) y Andermatt Biocontrol (s. f.)
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Estrategias de potenciacién para mejorar

la actividad biocontroladora de los baculovirus

Los baculovirus son los virus entomopatdgenos
con mayor desarrollo como bioplaguicidas; sin
embargo, su inclusién exitosa en sistemas de manejo
integrado de plagas depende de la combinacién de
varios factores, entre ellos su capacidad insecticida.
Algunas desventajas de los bioplaguicidas a base
de baculovirus estin asociadas directamente con la
biologia del virus, como su baja velocidad de accién
y otras, que incluyen los altos costos de produccién

(Battu, Arora, & Dhaliwal, 2002).

Un enfoque para solventar estos inconvenientes es
el mejoramiento de las caracteristicas insecticidas
del virus mediante su potenciacién con diferentes
estrategias. La potenciacién se define como una
técnica quimica o biolégica que permite mejorar la
actividad insecticida de un baculovirus, aumentando
la susceptibilidad de su hospedero y disminuyendo
su tiempo de supervivencia (Caballero et al., 2001;
Szewczyk et al., 2006). La estrategia convencional
incluye la seleccién de cepas con mayor potencial
insecticida, de las cuales se conocen variantes virales
con mutaciones naturales que proveen caracteristicas
especiales. Un ejemplo de ello es el SEIMNPYV, para
el que algunos aislamientos muestran un reducido
tiempo letal; sin embargo, presentan inconvenientes
por la baja produccién de particulas virales (Behle
& Popham, 2012). Otros aislamientos de este virus
no producen la licuefaccién de las larvas infectadas
(Valicente et al.,, 2008), lo cual es deseable porque
facilita el proceso de produccién masiva y de cosecha
del virus, pero se reduce la posibilidad de diseminacién

natural en el campo.

El uso de agentes sinergistas puede aumentar la
infectividad oral de los virus y reducir la cantidad
necesaria para aplicar por unidad de 4rea. Esto
podria disminuir los costos y promover el uso de los

baculovirus en programas de manejo integrado de

plagas.

Dentro de las estrategias basadas en la adicién de
potenciadores quimicos a los bioplaguicidas virales, se
ha descrito que los blanqueadores épticos (Phorwite

AR, Leucophor Bs, Tinopal rpw y Blankophor
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RKH, etc.), ademds de actuar como absorbentes de
la luz ultravioleta, pueden ser potentes sinergistas
de los nucleopoliedrovirus (Martinez, Simon,
Williams, & Caballero, 2003; Okuno et al., 2003;
Shapiro, El Salamouny, & Merle Shepard, 2008).
Los abrillantadores inhiben el desprendimiento de
las células infectadas del intestino medio e inhiben
la respuesta apoptética de las mismas (Dougherty,
Narang, Loeb, Lynn, & Shapiro, 2006), lo que
aumenta la probabilidad de establecimiento de la
infeccién primaria. Esos compuestos también inhiben
la sintesis de quitina y aumentan dramdticamente la
porosidad de la membrana peritréfica, lo que facilita
el movimiento de los viriones derivados de la oclusién
desde el lumen del intestino hasta las células epiteliales
(Zhu, Liu, Peng, Yang, Hong, 2007). Varios estudios
han demostrado que los abrillantadores incrementan la
actividad insecticida de los aislamientos en condiciones
delaboratorio (Shapiro etal., 2008) y en cultivo (Bernal,
Simén, Williams, & Caballero, 2014; Lasa et al., 2007).
Ademais, se ha demostrado que el efecto sinergista de
estos compuestos permite que los aislamientos virales
puedan infectar especies de insectos semipermisivas y
biotipos resistentes (Morales, Moscardi, Sosa-Gémez,

Paro, & Soldorio, 2001).

Por otra parte, se ha encontrado que sustancias como
el 4cido bérico y el 4dcido sérbico tienen un efecto
potenciador de los baculovirus en laboratorio y en
campo (Bell, Owens, Shapiro, Tardif,, 1981; Cisneros
et al,, 2002). Las bajas concentraciones mejoran hasta
11 veces la actividad insecticida de aislamientos de
Nev de L. dispar y Spodoptera litura (Fabricius, 1775)
(Lepidoptera: Noctuidae), y también disminuyen el
tiempo medio de muerte (TMM) hasta en 56 horas.
Aunque su modo de accién atin no ha sido establecido,
se cree que actiian como factores de estrés fisiolégico
para el insecto, incrementando asi su susceptibilidad a
los entomopatégenos (Cisneros et al., 2002; Szewczyk,
Rabalski, Krol, Sihler, & Lobo de Souza, 2009).

En ese mismo sentido, para incrementar la

susceptibilidad a la infeccién por npv de larvas de

Bombyx mori también se han probado sustancias



quimicas comerciales para uso agricola que inhiben
la sintesis de quitina, como polyoxin AL y orthocide
(fungicidas) o flufenoxuron (Arakawa, 2003;
Arakawa, Furuta, Miyazawa, & Kato, 2002). A
pesar de los beneficios descritos, se ha demostrado
que algunos potenciadores tienen efectos nocivos,
por ejemplo, que afectan los polinizadores, lo cual
sugiere la necesidad de estudios mds profundos sobre
los posibles efectos secundarios de los candidatos,
especialmente si se trata de quimicos estables

(Goulson, Martinez, Hughes, & Williams, 2000).

En general, los agentes sinergistas naturales son
menos perjudiciales para el medio ambiente que
los compuestos sintéticos por su baja caracteristica
residual y su factibilidad de uso en producciones
organicas. Por ello se han planteado alternativas
que utilizan compuestos provenientes de extractos
de plantas, proteinas derivadas de otros virus o la
coinfeccién para potencializar la actividad de los
Npv. La adicién de azadirachtina tetranortriterpeno
(AZA1), ingrediente activo de la planta Azadirachta
indica A. Juss, conocida como nim (neem en inglés),
ha demostrado tener un efecto sinérgico sobre la
nucleopoliedrovirus para infectar Spodoptera litura,
Lymantria dispar, Helicoverpa armigera y Pieris
brassicae (Bhandari, Sood, Mehta, Choudhary, &
Prabhakar, 2009; Senthil, Murugan, & Zhang,
2008; Senthil & Kalaivani, 2005). AZA1l actda
como represor de la alimentacién y regulador de
crecimiento, aumentando asi la susceptibilidad a la
infeccién (Schmutterer, 1990).

Otras iniciativas para la potenciacién de Npv utilizan
proteinas como la fusolina, que es el principal
componente de los cuerpos de inclusién producidos
por los entomopoxvirus (EPV), y su modo de accién
se basa en la disrupcién de la membrana peritréfica
(Mitsuhashi, 2009). En este aspecto, se ha reportado
la potenciacién de infectividad de Npv de P unipuncta
(PuNPV) sobre larvas de P. separata utilizando
esferoides de entomopoxvirus de P separata
(PsEPV) (Xu & Hukuhara, 1992) y de npv de B.
mori (BmNPV) sobre larvas de B. mori utilizando
proteinas del epv de Anomala cuprea (AcEPV)
(Mitsuhashi & Sato, 2000).

Mukawa y Goto (2007, 2010, 2011) reportaron el
uso de proteinas alcalinas solubles de cdpsulas (Gvp)

derivadas del granulovirus de Xestia c-nigrum como
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potenciadoras de la actividad de npv de Mamestra
brassicae (MabrtNPV) sobre larvas de Helicoverpa
armigera, Mamestra brassicae y Autographa nigrisigna.
Trabajos posteriores, realizados en cultivos de
repollo y brécoli, demuestran resultados promisorios
de las gvp para ser utilizadas como aditivos del
bioplaguicida a base de MabrNPV (Goto, Mukawa,
& Mitsunaga, 2015).

Las caracteristicas potenciadoras de los Gv se han
atribuido a una proteina denominada enhancina, la
cual acttia como una metaloproteinasa que degrada
las proteinas de la matriz peritréfica alterando su
continuidad (Derksen & Granados, 1988); ademis
existe evidencia de que la enhancina incrementa la
fusién de las envolturas virales con las membranas de
las células del intestino medio (Kozuma & Hukuhara,
1994). Esto permite el ingreso rdpido de las particulas
virales a las células, lo cual reduce el tiempo de
mortalidad y aumenta la patogenicidad viral (Hoover,
Humpbhries, Gendron, & Slavicek, 2010; Mukawa &
Goto, 2010, 2011). Esta proteina corresponde al 5%
de las proteinas presentes en el cuerpo de inclusién y

se conoce como “factor sinérgico de la infeccién viral

(Lepore, Roelvink, & Granados, 1996).

La potenciacién con el uso de coinfeccién entre dos
aislamientos virales diferentes ha sido demostrada
en diferentes trabajos. Este proceso se puede dar
especificamente para los nucleopoliedrovirus a través de
interacciones indirectas de tipo ayuda que dependen de
lainfeccidn simultdnea con genotipos virales completos
y defectivos en el mismo hospedero. (Cuartas &
Villamizar, 2011; Lépez-Ferber, Simén, Williams,
& Caballero, 2003). También hay otras interacciones
indirectas, como las que ocasionan un cambio en la
susceptibilidad del hospedero por alteracién de las
barreras fisicas debido a la accién de proteasas como
la proteina enhancina y que se ha presentado en la
mayorfa de los casos de potenciacién con granulovirus
(Guo, Fang, Wang, Zhong, & Liu, 2007); y las
interacciones que ocasionan cambios citopdticos en
las células hospederas (Cuartas & Villamizar, 2011;
Hukuhara & Wijonarko, 2001).

La primera evidencia de potenciacién de un Npv por
un Gv fue encontrada por Tanada (1959a, 1959b)
en larvas de Pseudaletia unipuncta (Haworth, 1809)
(Lepidoptera: Noctuidae), y desde entonces se
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han desarrollado diversos trabajos que confirman
estas interacciones (Slavicek, 2012). Por ejemplo,
la coinfeccién entre mNpv de L. dispar y v de H.
armigera potencié la actividad insecticida (300 veces)
y el tiempo de mortalidad (18 %) sobre larvas de
L. dispar y la coinfeccién con Gv de S. frugiperda
aumentd la patogenicidad 13 veces (Hoover et al.,
2010; Shapiro, 2000). Otros trabajos reportan
potenciacién de Npv de Mamestra brassicae (Linnaeus,
1758) (Lepidoptera: Noctuidae) con el v de Xestia
c-nigrum (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Noctuidae)
en larvas de M. brassicae (Mukawa & Goto, 2007,
2010). En larvas de Spodoptera litura (Fabricius, 1775)
(Lepidoptera: Noctuidae) también se ha evidenciado
el efecto potenciador de este Gv al ser coinfectado
con el npv de S. litura (Guo et al., 2007). Se han
publicado trabajos sobre coinfeccién que demuestran
que el granulovirus de Epinotia aporema (EpapGV)
incrementa la potencia del nucleopoliedrovirus de
Anticarsia gemmatalis (AgMNPV), lo cual sugiere
que las formulaciones con los dos virus pueden ser
una herramienta valiosa para su inclusién en sistemas
de manejo integrado de plagas (Biedma, Salvador,
Ferrelli, Sciocco-Cap, & Romanowski, 2015).

Otros virus, como los iflavirus, también han sido
probados para potenciar la actividad insecticida del

Npv de S. exigua y presentaron una reduccién de la

Limitantes para la produccién

concentracién letal media del virus, aunque no se observé
efecto en el tiempo medio letal (Carballo et al., 2017).

La estrategia de utilizar la coinfeccién de dos
aislamientos virales potencia la actividad insecticida
de un agente viral; sin embargo, la multiplicacién
de dos ingredientes activos eleva los costos de
produccién de un bioplaguicida. Debido a ello se han
estudiado estrategias que emplean herramientas de
la ingenierfa genética para introducir los genes de las
proteinas potenciadoras dentro de los genomas de los
virus utilizados para el control. Las herramientas de
modificacién genética han sido aplicadas por mds de
20 afios para ampliar el rango de hospederos, aumentar
la actividad insecticida e inclusive para proveer
fotoestabilidad. Algunos trabajos estin dirigidos a
la expresiéon de efectores fisioldgicos (hormonas y
enzimas) para interrumpir el metabolismo normal
del insecto, la expresion de toxinas especificas 0
eliminar genes que modifican el comportamiento viral
(Arora & Shera, 2014). A pesar de las innumerables
investigaciones sobre estrategias genéticas paramejorar
el desempeﬁo viral en los bioplaguicidas, no existen en
el mercado productos recombinantes con desempefio
mejorado y no se avizoran en el futuro cercano, debido
a la opinién desfavorable de los consumidores y las
barreras regulatorias en mercados potenciales como la

Unién Europea (Lacey et al., 2015).

)4 el uso de virus entomopatégenos

Limitantes de diferente tipo se presentan para la
produccién masiva de los virus entomopatdgenos,
principalmente relacionadas con su caracteristica
de ser patégenos obligados y de necesitar las células
hospederas para su produccién. Ademds, dependiendo
del tipo de virus (estructura y dcido nucleico), estos
pueden ser inactivados por condiciones ambientales
que limitan su utilizacién en campo para el control
de insectos plaga, por lo que deben tener una
formulacién adecuada y eficiente que los proteja de
dichas condiciones. A continuacién, se describen
y analizan con mds detalle los factores y efectos

asociados a las limitantes en mencién.
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Limitantes ambientales

La persistencia viral es el término que describe la
capacidad de un virus para mantener su infectividad en
un escenario determinado. La persistencia de los virus,
asi como la de otros agentes microbianos de control
biolégico en el medio ambiente, se ve influenciada por
factores abidticos como la temperatura, la humedad y
laradiacién solar, entre otros, y podrian persistir desde
horas hasta décadas dependiendo de su estructura
y de las condiciones ambientales (Bosch, Pinté &

Abad, 2006). Son numerosos los factores quimicos,



fisicos y biolégicos que determinan la persistencia
o estabilidad de los virus en el ambiente, y los mis

importantes se resumen en la tabla 7.3.

Por ejemplo, algunas investigaciones de campo han
demostrado que la persistencia de los virus en los
sistemas acudticos y terrestres es mayor cuando el
virus se asocia con particulas inorgdnicas de origen
natural, tales como la arcilla y los sedimentos
(Nazir, Haumacher, Tke, & Marschang, 2011). Los
mecanismos por los cuales la materia orgdnica influye
en la adsorcién del virus a las particulas no estin
bien definidos, probablemente porque en la mayoria
de los estudios se han utilizado productos orgdnicos
heterogéneos (por ejemplo, las aguas residuales) o

compuestos orgdnicos con propiedades biofisicas. Sin
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embargo, los resultados de estos estudios indican que,
en el caso de los reovirus, la persistencia puede variar
segin el tipo de materia organica y mineral de la
arcilla con la que el virus entra en contacto (Lipsont

& Stotzky, 1984).

Los cypovirus y los baculovirus son notoriamente
dificiles de erradicar porque las particulas virales
estdn incrustadas en cristales de proteinas o cuerpos
de inclusién y la notable estabilidad de los c1 significa
que, al igual que las esporas bacterianas, los virus de
los insectos pueden seguir siendo infecciosos durante
algin tiempo en reservorios como el suelo (Coulibaly
et al,, 2007). Los factores ambientales mas limitantes
para la persistencia viral son la temperatura y la

radiacién ultravioleta, como se detalla a continuacién.

Tabla 7.3. Principales factores ambientales que afectan la persistencia viral

Tipo de
P Factor Efecto
factores
Temperatura Las altas temperaturas causan inactivacién viral
L La luz ultravioleta causa inactivacién directamente
uz . . . ..,
proporcional al tiempo de irradiacién
Fisicos
., La deshidratacién puede inducir inactivacién de
Desecacién ]
algunos virus
Presién La alta presién puede inducir inactivacién
pH Los valores extremos de pH causan inactivacién viral
o Las concentraciones altas de sales en medio acuoso
Salinidad . .
causan inactivacién viral
Amonio Actividad viricida
Quimicos Iones inorganicos Algunos son viricidas
. L. La adsorcién a materia orgdnica puede reducir la
Materia orgdnica . o
inactivacién viral
) Las proteasas y las nucleasas contribuyen a la
Enzimas . .
inactivacién viral
Actividad microbiana Contribuye a la inactivacién
La adsorcidn a biopeliculas puede reducir la
Biopeliculas inactivacién, pero la actividad microbiana en la
Biolégicos biopelicula puede ser viricida
. . La estabilidad de la particula viral depende de la
Tipo de virus

estructura viral, la especie, e incluso de la cepa

Fuente: Elaboracién propia con base en Bosch et al. (2006)
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En los granulovirus, as{ como en la mayoria de los virus, la particula infectiva no contiene
nada mds que un genoma. En este caso, para obtener una diversidad genotipica en la
larva hay que considerar una ingestién multiple, pero ;cudl es la frecuencia de estas
infecciones multiples en condiciones naturales? En la literatura solo hay datos de un
aislado de CpGV, 168, obtenido de una sola larva, y que presenta una diversidad genética
(Rezapanah et al., 2008).

Sin embargo, Espinel-Correal et al. (2010) también encontraron, con las polillas de la
papa, que en zonas en las cuales hay una sustitucidén periédica del insecto huésped la
poblacién viral estd compuesta mayoritariamente de dos genotipos, cada uno adaptado
a uno de los huéspedes, y que los dos se transmiten, lo cual implica una coinfeccién, al

menos en algunas larvas.

La importancia de este punto para la definicién de las estrategias de control biolégico reside
enla garantia dela perennidad, es decir, la ausencia de aparicién de resistencias o, mis bien,
la ausencia de sobrevivientes. En la carrera de armamentos entre las poblaciones virales y las
poblaciones de insectos que los albergan, el pseudoequilibrio serd alcanzado cuando el costo
de defenderse por parte del insecto no compense la pérdida de eficacia biolégica (Combes,
2001). Desde la perspectiva del virus, este equilibrio serd alcanzado cuando el costo del
desarrollo de nuevas estrategias de infeccién no compense las ganancias en capacidad de

transmision (es decir, generacidn de descendencia y persistencia a lo largo del tiempo).

Supongamos que cada genotipo viral ataca a su insecto huésped de una forma ligeramente
diferente. Apliquemos una metifora para explicar nuestro propésito. Cada genotipo viral
ataca al huésped como cada viajero sigue una ruta para ir de un sitio A hacia un sitio B en una
ciudad. Todos los viajeros no seguirdn exactamente la misma ruta; los puntos neurdlgicos
son aquellos por los que necesariamente todos los viajeros deban pasar. Cualquier gestor
de trafico sabe que estos puntos deben ser reforzados y vigilados para evitar colapsos de
trafico. Este serfa el caso de una resistencia generalizada a todos los genotipos virales. Para
evitar este escollo, el virus empleard los sistemas mds seguros posibles, aunque esto conlleve
un costo importante. La infeccién por un baculovirus depende dela capacidad de este virus
para colonizar las células del intestino medio. Hasta hoy se han descrito ocho proteinas per
os infectivity factor (p1F) que actiian de forma coordinada para asegurar esta entrada (Song
et al,, 2016). El paso de esta etapa es, ciertamente, un punto neurélgico. El bloqueo de una
calle que no sea comun tendrd como consecuencia la imposibilidad de infeccién con un

genotipo, pero no con los otros. Si hay infeccién multiple, la larva morird de todas formas.

En un trabajo reciente, Erez et al. (2017) demostraron que en poblaciones virales de
bacteriéfagos se desarrollan estrategias de grupo. Estas estrategias son posibles gracias a
la existencia de sistemas de comunicacidn entre virus que infectan bacterias diferentes.
Fisicamente, estos sistemas consisten en pequefias proteinas codificadas por el virus
que son secretadas al medio. La concentracién de estas proteinas indica la frecuencia
de células infectadas, en un sistema similar al quorum sensing (Nealson & Hastings,
1979). El resultado es una coordinacién en la respuesta a nivel de la poblacién viral
que maximiza la probabilidad de supervivencia de esta poblacién (y no la probabilidad
de supervivencia de cada bacteriéfago aislado). Las variaciones entre estrategias
de transmisién, de infecciones con bajo nivel de mortalidad (infecciones latentes,
persistentes, transmisidn vertical) hacia infecciones francas, que producen altos niveles

de mortalidad o morbilidad, podrian deberse también a este tipo de accién de grupo.
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Conclusiones y perspectivas

El uso de virus como agentes de control de las poblaciones de insectos plaga, en su origen,
fue formulado como un método para establecer equilibrios ecolégicos. Sin embargo, pro-
gresivamente este concepto evoluciond hacia el desarrollo y la produccién de bioinsectici-

das, como productos alternativos para remplazar a los insecticidas quimicos.

El principio subyacente de un insecticida quimico es la existencia de una o varias moléculas
perfectamente definidas, y que son siempre las mismas en el producto. El control de calidad
verifica que la composicién es ﬁja tanto en los componentes como en sus proporciones.
La consecuencia de este paradigma es que las poblaciones blanco son sometidas a una
presién de seleccién fija, y que, con velocidades variables en funcién de la complejidad de

la preparacidn, apareceran fendmenos de resistencia.

La aparicién de resistencias en campo contra el granulovirus de Cydia pomonella CpGV
(Fritsch, Undorf-Spahn, Kienzle, Zebitz, & Huber, 2005; Sauphanor et al., 2006) y la
obtencién de aislados virales capaces de sobrepasar esta resistencia (Berling et al., 2009;
Rezapanah, Shojai-Estabragh, Huber, & Jehle, 2008) muestran que las poblaciones
virales pueden adaptarse ré.pidamente, pero que la reaccién del huésped es inevitable. Asi,
un segundo tipo de resistencia ha sido descrito (Jehle, Schulze-Bopp, Undorf-Spahn,
& Fritsch, 2017), asi como una variabilidad en la sensibilidad (Berling, Sauphanor,
Bonhomme, Siegwart, & Lopez Ferber, 2013). Para controlar esta reaccidn, la estrategia
usual es la rotacién entre productos (que deriva del paradigma de los insecticidas quimicos
o de los antibidticos). Sin embargo, puede proponerse un paradigma alternativo basindose

en el funcionamiento de las poblaciones virales.

En las poblaciones naturales de los virus de poliedrosis nucleares se ha observado una
gran variabilidad genética, pero, a pesar de que la eficacia de diversos genotipos ha sido
estudiada desde hace tiempo (Lewis, 1981), el andlisis de la funcién de esta variabilidad
es relativamente reciente (Lopez-Ferber et al., 2003) y se ha observado que la asociacién
de varios genotipos en la misma poblacién aumenta la eficacia en esta poblacién. En un
trabajo posterior, Simén, Williams, Lépez-Ferber y Caballero (2005) encontraron un
resultado sorprendente: las caracteristicas de la poblacién para varios parimetros de
eficacia no corresponden a la media de las caracteristicas de cada uno de los componentes,
sino que corresponden, unas veces, a uno de los genotipos, no necesariamente mayoritario,
y otras veces son diferentes de las de cada uno. Esto quiere decir que el comportamiento
de la poblacién no se puede predecir a partir de las caracteristicas de cada uno de los
genotipos que la componen. También se ha demostrado que, en los NPV, cada poliedro
transporta varios genotipos. De esta forma se asegura que una larva que haya ingerido un

solo poliedro tendra una representacion de la diversidad genotipica de la poblacién.
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Temperatura

El efecto del calor sobre los virus depende del
tiempo de exposicién y de la temperatura que
provoca desnaturalizacién de proteinas, fusién
y desorganizacién de las membranas o procesos
oxidantes irreversibles. El efecto de la temperatura
tambiénseveinfluenciadoporlapresenciade humedad
y es mayor en presencia de agua, ya que esta permite
que se altere con mayor facilidad la configuracién de
las proteinas y proporciona un medio para distribuir

el calor uniformemente (Romero, 2007).

Las temperaturas exageradamente elevadas pueden
inactivar a los virus antes de que estos alcancen su
hospedero, ademds aceleran la muerte del insecto
infectado, disminuyendo la productividad del virus
y, de esta forma, el inéculo disponible para infectar
otros individuos (Caballero et al., 2001).

Por ejemplo, en el trabajo de Marina, Feliciano, Valle
y Williams (2000) se determiné que la dosis infectiva
media (DI50) de un virus iridiscente de invertebrados
aislado de Chilo suppressalis (Lepidoptera: Pyralidae)
presentd una disminucién constante de la infectividad
en el tiempo cuando fue expuesto a temperaturas entre
4y 25 °C durante 50 dias. La tasa de inactivacién au-
ment6 con el incremento de la temperatura. Cincuenta
dias después del inicio del experimento, la infectividad
de las preparaciones de virus expuestas a 25 °C

disminuyé aproximadamente un orden de magnitud.

Radiacién ultravioleta

La regién del espectro solar comprendida entre 100
y 400 nm corresponde a la radiacién ultravioleta
(uv), que juega un papel determinante en la vida de
los microorganismos y se divide en tres tipos: Uva
(400-320 nm), uvs (320-290) y uvc (290-100 nm).
Los efectos negativos de esta radiacién son conse-
cuencia de su accién sobre moléculas como las por-
firinas, los carotenoides, los esteroides, las quinonas,
las proteinas y los acidos nucleicos. La radiacién vv
puede causar dafios directos e indirectos sobre el ADN,
que resultan en la formacién de fotoproductos como
los dimeros de pirimidinas (aparicién de enlaces

covalentes entre bases pirimidinicas adyacentes: cito-
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sina-citosina o citosina-timina), los hidratos de piri-
midina y el entrecruzamiento entre ADN y proteinas.
Los dafios directos son los mds nocivos para la sobre-
vivencia de los microorganismos y principalmente se
deben a la formacién de especies reactivas de oxigeno,
dentro de las que se destacan el peréxido de hidrége-
no, el oxigeno singlete y los radicales hidroxilos, cuya
accién se debe a que oxidan la pentosa presente en el
ADN vy generan el rompimiento de la hebra del 4dcido
nucleico. En general, tanto los dafios directos como
los indirectos interfieren en la replicacién normal del
ADN y la intensidad del efecto depende de la cantidad
de energia recibida (Devotto & Gerding, 2003).

El principal dafio que produce la radiacién ultravioleta
sobre el ADN viral es la generacién de dos tipos de di-
meros de pirimidina: dimeros de pirimidin-ciclobuta-
no y pirimidin-pirimidona (Friedberg, Walker & Siede,
1995). Otros autores han atribuido el efecto deletéreo
de la radiacién ultravioleta a la fotooxidacién de uno
o mds aminodcidos como el triptéfano, lo que produ-
ce altas cantidades de peréxido de hidrégeno y afectan
negativamente los agentes de biocontrol (Ignoffo et al,,
1977). Los virus ocluidos y no ocluidos expuestos a la
radiacidn ultravioleta son rapidamente inactivados y su
vida media es de pocas horas, como se observa en la

tabla 7.4.

Limitantes
para la produccién viral

Uno de los principales problemas que limitan el
uso y la comercializacién de productos a base de
virus es la produccién viral. Los virus son patégenos
obligados, lo que hace necesaria la infeccién de un
hospedero para realizar su multiplicacién, por lo cual
la implementacién de un sistema de produccién in vivo
es forzosa. El sistema in vivo sobre larvas del insecto es
dispendioso y altamente demandante de mano de obra,
lo que aumenta los costos de produccién, ademds de
presentar contaminacién por otros microorganismos
y diferencias en la productividad viral por falta de
métodos estandarizados (Ruiz, Gémez-Valderrama,

Chaparro, Sotelo, & Villamizar, 2015).

Ademds, existen otros problemas que afectan la

produccién, como la licuefaccién del tegumento



de los insectos que dificulta la recuperacién de
las particulas virales o los hdbitos propios de los
insectos, como el canibalismo, que obliga a realizar
una individualizacién de las larvas que requiere de
mano de obra intensiva (Valicente, Tuelher, Pena,
Andreazza, & Guimaries, 2013).

En sentido general, el proceso para la produccién
de virus sobre larvas del insecto abarca varias etapas
(tabla 7.5), cuya estandarizacién, optimizacién y
mecanizacién es crucial para la viabilidad econémica

del producto a comercializar.

A pesar de las limitantes descritas, hasta la fecha la
produccic’)n a gran escala de virus entomopatdgenos
sobre larvas de insectos es la usada para todos los
productos comerciales. Es por esto que existen
diferentes productos ya registrados con sistemas
estandarizados y con alta capacidad de produccién.
Tal es el caso del nucleopoliedrovirus de Lymantria
dispar para el control de este insecto en cultivos de
frutales y forestales, entre otros. Para su produccién,
se estandarizé un sistema que permite el manejo de
12.000 larvas/dia y que redujo de manera significativa

los costos por larva e hizo econdémicamente viable

el producto (Bell et al., 1981). Otro de los casos
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més estudiados ha sido el del npv de Helicoverpa
zea en China, donde se producen anualmente 100
toneladas del bioinsecticida para ser comercializado
por diferentes compafias (Van Beek & Davis, 2016).
Otros virus se producen a escala mds pequefia, como
es el caso del Npv de Spodoptera litura, S. frugiperda, v
de C. pomonella, entre otros, con miras a aumentar la
produccidén para cubrir sus demandas a nivel mundial
(Cherry, Parnell, Grzywacz, & Jones, 1997; Ruiz et
al., 2015; Sun, 2015; Van Beek & Davis, 2016).

Dentro de las perspectivas en la produccién de
virus entomopatdgenos, se estudia la produccién
in vitro en cultivo celular, lo que permitiria superar
algunas limitantes de la produccién sobre larvas,
como la disminucién de la contaminacién tanto de
microorganismos como de partes del insecto, la
produccién de virus salvajes y recombinantes de
manera homogénea y la obtencién de una mayor
productividad. Aunque se ha sugerido una variedad
de métodos para la produccién in vitro, la escala de
produccién atn es muy baja para una introduccién
comercial y, ademds, debe superar limitantes como
la produccién de particulas defectivas con baja
infectividad por via oral después de pases sucesivos

sobre las lineas celulares (Murhammer, 2007).

Tabla 7.4. Persistencia de algunas especies de baculovirus expuestos a la radiacién solar

Virus Luz Inactivaciéon
Helicoverpa zea NPV Solar 82% en 16 horas
Pieris brassicae GV Solar 70% en 7 dias
Plodia interpunctella GV Solar 98 % en 4 minutos
Helicoverpa zea NPV Solar 96,7 % en 24 horas
Galleria mellonella NPV Solar 50% en 14 horas
Phthorimaea operculella GV UVA/UVB 70% en 10 horas
Spodoptera frugiperda NPV UVB 85% en 1 hora
Spodoptera frugiperda GV UVB 94% en 1 hora

Fuente: Elaboracién propia con base en Villamizar (2011)
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Tabla 7.5. Etapas en el proceso de produccién masiva de virus entomopatégenos

Etapa

Descripciéon

Factores a considerar

Cria del insecto

Produccién sistemdtica y automatizada de
insectos que puede alcanzar una relacién
beneficio-costo aceptable, ya que excede la
productividad promedio en poblaciones silvestres
(Kondo, 2011). Generalmente se busca beneficiar
la obtencién de un gran nimero de larvas en

condiciones de asepsia y libres de virus.

+

+

Uso de dieta artificial o natural a
un bajo costo

Capacidad de produccién

Tabla de vida del insecto
Obtencién de insectos sanos

(libres de patégenos, uniformes y
vigorosos)

Seleccién de la

Como este factor influye en la susceptibilidad
del insecto a infecciones por entomopatdgenos
(Adamo, 2009), es necesario seleccionar la
edad adecuada para la inoculacién de larvas,

+

Desarrollo larval en la dieta

seleccionada para produccién

Método de inoculacién: gota,

edad larval para ) . i
) ., P que permita obtener la mayor mortalidad y los dieta, etc.
inoculacién , } )
caddveres de mayor tamano, para garantizar + Edad de las larvas (dias,
la recuperacién de gran cantidad de particulas instar o peso)
virales.
La via de adquisicién de la infeccién por virus es + Método de inoculacién: gota
oral, por lo que es importante definir la forma o dieta
de inoculacién de las larvas. Asimismo, la dosis ,
. ) L. + Indculo: pureza, pasesy
o concentracidn viral de inoculacién tiene un o,
. . . concentracién
efecto importante en la cantidad de tejido larval
infectado, en la mortalidad de las larvas y en la + Respuesta uniforme de las
cantidad de particulas virales que se producen. larvas
Una vez inoculadas, las larvas deben mantenerse + Diera de alimentacién
en las condiciones apropiadas que les permitan + Densidad larval
Mantenimiento desarrollar la infeccién. Este proceso puede durar + Contenedores para
de larvas varios dias o semanas, dependiendo del tipo de la incubacién
virus, la dosis de inoculacién y la edad de las + Temperatura, fotoperiodo
larvas. y humedad
+ Tiempo de cosecha
+ Método
Momento de recoleccién de las larvas infectadas + Peso de larvas
ue permite la obtencién de la mayor cantidad de .
Cosecha d P i yor cant ) + Mortalidad
particulas virales con la menor contaminacién.
Puede ser manual o, idealmente, automatizada. + Productividad
+ Contaminantes
+ Almacenamiento
+ Licuefaccién de tejidos
Procesamiento Elaboracién del principio activo (suspensidn + Disminucién de contaminantes

y control de

calidad

viral) con las caracteristicas deseadas para
ingresar al proceso de formulacién.

+

Concentracién viral
Actividad biolégica

Almacenamiento

Fuente: Elaboracién propia
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Asi, en condiciones en las que la densidad de insectos es baja, la probabilidad de
ingerir varias particulas virales que contengan genomas diferentes serd también baja.
A medida que la densidad de poblacién del insecto huésped aumente, la probabilidad
de ingerir varios genotipos aumentard ripidamente a lo largo del tiempo hasta situarse
en condiciones de epizootia, en las cuales cada insecto ingerird una dosis elevada de
particulas, maximizando asi la diversidad viral a medida que aumenta la presién de

seleccién para la resistencia al virus.

En las condiciones de proteccién de cultivos por métodos de control inundativos,
el objetivo es copiar estas condiciones de epizootia. Se debe, por tanto, aumentar la
diversidad viral y aumentar las dosis, de forma que se garantice que cada individuo haya

recibido varias particulas.

Por otro lado, si cada cultivo se intenta proteger con un mismo producto, y todavia peor, si
este producto estd compuesto por un solo genotipo, nos encontraremos en las condiciones
ideales para el desarrollo de resistencias por parte del insecto huésped. El cambio de
genotipos por rotacién, tal y como se hace con las resistencias a los antibidticos, puede
retrasar el fenémeno de multiresistencia, pero no conseguird hacerlo desaparecer. Este

cambio de perspectiva comienza a admitirse.

Segtin Ehlers (2011), la primera peticién en el White Paper on Registration of Biological
Control Agents de la International Biocontrol Manufacturers’ Association (18ma) en 2005
fue que el registro de agentes de control biolégico no sea extrapolado de la reglamentacién
de registro de agentes quimicos. En continuidad con esta reflexién se realizé el proyecto
Rebeca, con financiacién del 6° Programa marco para la investigacién y el desarrollo
tecnoldgico (Programme-cadre de recherche et développement technologique [pcrDT],
en inglés, Framework Programme for Research and Technological Development) de la
Direccién General de Investigacién de la Comisién Europea. Las conclusiones de este
proyecto europeo estin contenidas en el libro Regulation of Biological Control Agents
(Ehlers, 2011), donde se ha propuesto que, en los productos de control biolégico a base
de baculovirus, el registro pueda hacerse a nivel del aislado, y tal vez de la especie y no del
genotipo (Hauschild, 2011). El conjunto de estos aspectos implica un cambio completo en
la forma de programar la produccién y el uso de los baculovirus y, por extensién, de todos

los otros microorganismos que se usan como agentes de control bioldgico.

Desde el punto de vista del usuario final, es decir, del agricultor, se debe garantizar un
seguimiento de las poblaciones de insectos, asi como de su nivel de sensibilidad a los
diferentes agentes que se puedan usar. Desde el punto de vista del fabricante del bioinsumo,
hay que adaptar continuamente el producto a la poblacién en la que se vaya a usar. Estos
dos aspectos implican una cooperacién necesaria entre los agricultores y los productores
de agentes de control que no se puede reducir a una relacién cliente-vendedor. Este cambio
de perspectiva no implica una produccién a pequefia escala, donde cada producto sea
utilizable solamente en una zona geografica reducida. Es posible una fabricacién industrial

importante, pero adaptada cada afio a las poblaciones de insectos presentes.

El control de Anticarsia gemmatalis en Brasil es revelador, ya que en este caso se usaba una
produccién en campo sobre las larvas presentes. El anlisis de los genomas por RELP (del
inglés restriction fragment length polymorphism) revelé que la composicién genética de la
poblacién no era fija y la frecuencia relativa de ciertos fragmentos presentaba variaciones
ciclicas a lo largo del tiempo. Este mismo fenémeno se observa en la composicién de los

aislados del nucleopoliedrovirus de la polilla gitana (Lymantria dispar). Las poblaciones
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naturales de este insecto presentan ciclos de abundancia periédicamente, de entre
6 y 12 afios, en los bosques del sur de Francia. Cuando el nivel de la poblacién de
insectos culmina, hay un desarrollo epizoético del virus. Los aislamientos de estos virus
obtenidos a lo largo del tiempo no son similares, sino que ciertas variantes predominan

en un momento dado y su frecuencia se reduce en otros momentos.

En el caso particular de los NPV, se ha podido demostrar que los cuerpos de inclusién
pueden contener viriones genotipicamente diferentes (Arrizubieta, Simén, Caballero,
& Williams, 2015). Por otro lado, la existencia de sinergia entre genotipos ya ha sido
demostrada (Lépez-Ferber et al., 2003). La conservacién de la diversidad genética de la
poblacién viral, en este caso, estd asegurada, ya que al ingerir un solo cr la larva puede
infectarse con un gran nimero de genotipos diferentes. La utilizacién de este fenémeno
para coocluir genotipos que presenten caracteristicas apropiadas en un programa de
control biolégico abre nuevas facetas en el desarrollo de bioinsecticidas. Asi, Bernal
et al. (2014) optimizaron la eficacia de un aislado viral contra Chrysodeixis chalcites
(Lepidoptera: Noctuidae). De forma similar, Arrizubieta et al. (2015) concluyeron

diversos genotipos del Hearsnpv para el control de H. armigera.

Una de las vias que se ha explorado para mejorar la eficacia de los virus entomopatégenos
en su utilizacién como bioinsecticidas es su modificacién genética, es decir, afiadir o
retirar del virus una secuencia. De esta forma se podrd mejorar la velocidad de accién
mediante la insercién de una toxina o una hormona que perturbe el desarrollo de la larva
o el espectro de huéspedes, si se introduce una proteina que permita sobrepasar un punto
de bloqueo especifico de un huésped. Desde los éxitos de los primeros trabajos (O'Reilly
& Miller, 1991; Stewart et al., 1991; Tomalski & Miller, 1991) se ha conseguido mejorar

un 20 % algunas caracteristicas (Popham, Nusawardani, & Bonning, 2016).

Un ejemplo es el trabajo desarrollado por Nalcacioglu et al. (2016) para introducir
el gen de la toxina del escorpidén Androctonus australis en el genoma del Chilo iriscent
virus. En dicha investigacidn se obtuvo una mejora en el tiempo letal, pero sin mejorar
el pardmetro principal para su posible utilizacién en control biolégico, que es la

capacidad de infeccién oral.

A pesar de los posibles beneficios, la modificacién genética de virus se enfrenta con
los mismos problemas de aceptacién social que las plantas genéticamente modificadas,
pero con més fuerza, dado el hecho del caricter infectivo de los virus. Ademds de esto,
estdn los riesgos de desarrollo de resistencias de parte del huésped, dado que no se

podré tener una diversidad en Ias poblaciones Virales.
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| control biolégico implica el uso tanto de bacterias, hongos y virus, como
de insectos benéficos para el control de fitopatdgenos o de insectos plaga,
segun el caso. Este sistema de control ofrece un enfoque amigable con el
medio ambiente que se puede incluir al manejo integrado, en el cual se incorporan
los controles cultural, fisico y genético y al uso racional de agroquimicos, entre
otros. Esta publicacién representa una compilacién tinica de 25 capitulos sobre los
agentes de control bioldgico, productos disponibles, casos de éxito y perspectivas,

que han sido escritos por reconocidos expertos en su campo de investigacidn.

Este libro comprende capitulos especificos sobre los diferentes tipos de agentes
de biocontrol utilizados para el control de enfermedades y de insectos plaga
mediante el uso de bacterias, hongos y virus benéficos, en estos se revisa la historia
del control bioldgico, se destacan los principales agentes de control utilizados,
sus modos de accidn, los productos comerciales disponibles, los casos de estudio
y las perspectivas de cada tema. También se incluyen capitulos sobre el uso de
depredadores y parasitoides, en los que se muestra el contexto histdrico, casos
de éxito y las perspectivas de su uso. Asi mismo, contiene capitulos sobre los
aspectos de investigacién y desarrollo que conducen a la obtencién de agentes de
control biolégico disponibles para productores agricolas, profundizando en las
etapas de prueba de concepto, desarrollo de productos, escalamiento, registro,
comercializacién y mercado, ademds de los aspectos sobre el valor de la tecnologia.
Igualmente se incluyen varios capitulos sobre las perspectivas y el futuro de los
diferentes componentes de control biolégico explotados y otros que podrian tener
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