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Articulo de Revision

El nucleopoliedrovirus de Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae)
como bioplaguicida: analisis de avances recientes en Espaiia

The nucleopolyhedrovirus of Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae)
as a biopesticide: analysis of recent advances in Spain

PRIMITIVO CABALLERO"?*, ROSA MURILLO"?, DELIA MUNOZ' y TREVOR WILLIAMS?

Resumen: Los invernaderos de Almeria, Espaiia, representan la extension mas grande de cultivos cubiertos en Europa.
Larvas de Spodoptera exigua son una plaga importante en muchos de estos cultivos y han desarrollado resistencia a la
mayoria de insecticidas registrados en Europa. El nucleopoliedrovirus de S. exigua (SeMNPV; Baculoviridae) es un
patdgeno autdctono de este insecto. La persistencia del virus es alta en el suelo de todos los cultivos aunque su inciden-
cia es mayor en primavera y verano. Se han podido identificar hasta nueve variantes genotipicas del virus en esta zona.
En términos de patogenicidad, virulencia y produccion de los poliedros o cuerpos de inclusion (OBs, por sus siglas en
inglés), las mezclas de ciertos genotipos tienen mayor potencial insecticida que los genotipos puros. La produccion de
OBs in vivo puede ser hasta tres veces mayor en las larvas tratadas con analogos de la hormona juvenil. Compuestos
derivados del estilbeno tienen una actividad sinérgica con los OBs en condiciones de laboratorio y reducen la dosis letal
del virus en campo. La eficacia en campo de una formulacion sencilla fue mejor que la que ofrecen los tratamientos de
varios insecticidas de sintesis. Actualmente el virus se produce masivamente en una planta comercial y se ha iniciado
el proceso de registro del producto para su utilizacion en cultivos de pimiento dulce en los invernaderos de Almeria.
Los resultados de estas investigaciones pueden facilitar el desarrollo del SeMNPV como insecticida biologico en otras
partes del mundo, incluyendo América Latina.

Palabras clave: Lepidopteros. Baculovirus. Insecticida biologico. Seleccion de materia activa. Eficacia en campo.
Cultivos de invernadero.

Abstract: The greenhouses of Almeria, Spain, represent the largest extension of covered crops in Europe. Larvae of
Spodoptera exigua are an important pest in many of these crops and have developed resistance to the majority of in-
secticides registered in Europe. The nucleopolyhedrovirus (SeMNPV; Baculoviridae) of S. exigua is a native pathogen
of this insect. The persistence of the virus is high in the soil of all crops, although its incidence is highest in spring and
summer. As many as nine genotypic variants of the virus have been identified in this zone. In terms of pathogenicity,
virulence and production of progeny virus occlusion bodies (OBs), mixtures of certain genotypes have greater insec-
ticidal potential than pure genotypes. Production of OBs in vivo can be up to three-fold greater in larvae treated with
juvenile hormone analogues. Compounds derived from stilbene have a synergistic activity with OBs in the laboratory
and reduce the lethal dosis in the field. The field efficacy of a simple formulation was greater than that offered by treat-
ments of various synthetic insecticides. The virus is currently being mass-produced in a commercial production facility
and the process of registration has begun for its use in sweet pepper crops in Almerian greenhouses. The results of these
investigations should facilitate the development of Se MNPV as a biological insecticide in other parts of the world,
including Latin America.

Key words: Lepidopterans. Baculovirus. Biological insecticide. Active material selection. Field efficacy. Greenhouse
crops.
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Introduccion

La produccion de hortalizas en invernaderos representa una
parte importante de la economia del sector agricola del sur
de Espafia, principalmente en la provincia de Almeria. En la
campaiia 2005-2006, la produccion de los principales cultivos
horticolas en invernadero en Almeria alcanzé una superficie
de 38.700 Ha, con un volumen de produccion de 2,75 millo-
nes de toneladas, y un valor de dicha produccion de 1,53 mil
millones de euros, equivalente a aproximadamente US$~1,93
mil millones (Junta de Andalucia 2006). Entre los principales
cultivos destacan, tanto por superficie como por produccion
y valor de la misma, pimiento, tomate, sandia, melon, calaba-
cin, pepino, judia y berenjena. La problematica fitosanitaria

asociada a estos cultivos es bastante amplia concurriendo en
ellos plagas y enfermedades muy favorecidas por las especia-
les condiciones que se dan dentro de los invernaderos (Ca-
bello ef al. 1990). Entre todos estos problemas, uno de los
que mas preocupan a los agricultores por la constancia con
que se produce y su importancia econdmica, es el lepidoptero
Spodoptera exigua (Hiibner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae)
(Belda 1994).

El gusano soldado, conocido en Espaiia como la rosquilla
verde, S. exigua, es una especie polifaga originaria del sures-
te asiatico que actualmente se encuentra distribuida por todas
las regiones subtropicales y templadas del mundo y es espe-
cialmente abundante en América Central y del Norte, Africa,
Australia, y el sur de Asia y Europa. En el sur de Espaia, S.
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exigua esta presente durante todo el afo y, entre los meses
de junio y octubre, origina plagas frecuentes en los cultivos
de pimiento dulce, tomate, calabacita, sandia y melon de los
invernaderos de Almeria (Belda 1994).

Los agricultores almerienses tratan de evitar o reducir las
pérdidas economicas ocasionadas por las infestaciones larva-
rias de S. exigua mediante aplicaciones frecuentes de insecti-
cidas quimicos de amplio espectro solos o en cocteles. El uso
frecuente de estos insecticidas de sintesis ha dado lugar al de-
sarrollo de resistencias en muchas poblaciones de S. exigua,
incluidas las que se encuentran en Almeria (Smagghe et al.
1997, 2003; Mascarenhas et al. 1998; Torres-Vila et al. 1998;
Moulton et al. 1999, 2002). Como consecuencia de ello, en
la actualidad la mayoria de los insecticidas comercialmen-
te disponibles no permiten un adecuado control de esta pla-
ga (Cuadrado y Vifiuela 1998). Por otra parte, tampoco hay
disponibles agentes de control bioldgico efectivos contra S.
exigua. El uso repetido de insecticidas quimicos contra S.
exigua lleva asociados otros problemas en los invernaderos
de Almeria como son: 1) la presencia de residuos plaguicidas
que deben ser controlados y mantenidos por debajo de ciertos
limites seglin las regulaciones establecidas para frutas y hor-
talizas (European Commission 2006) en la Unién Europea, y
2) la imposibilidad de realizar liberaciones de insectos poli-
nizadores, por ejemplo Bombus terrestris (Linnaeus, 1758),
o de implementar programas de control biolégico dirigidos
contra otras plagas importantes como los trips, moscas blan-
cas y pulgones, contra las que si hay disponibles eficaces ene-
migos naturales (Lara y Urbaneja 2002; Stansly et al. 2005).

Ultimamente, sobre todo durante los tres Gltimos afios, en
Almeria se ha despertado un creciente interés por desarrollar
métodos mas sostenibles para el control de S. exigua, espe-
cialmente los dirigidos a la puesta a punto y aplicacion de
programas de control bioldgico y control integrado (Lacasa
2004). Dicho interés ha generado la necesidad de evaluar el
potencial insecticida de distintas materias activas que puedan
tener cabida en tales programas. Una de las alternativas mas
prometedora y realista al control quimico de S. exigua en los
invernaderos de Almeria la constituye un baculovirus nativo,
concretamente el nucleopoliedrovirus multiple de S. exigua
(SeMNPV, familia Baculoviridae), que habitualmente causa
epizootias en las poblaciones larvarias de este insecto. En este
trabajo se revisan los avances recientes que han contribuido
al desarrollo del SeMNPV como bioinsecticida en Espafa y
que también podrian ser relevantes para varios paises de La-
tinoamérica en los que haya una produccion importante de
hortalizas en invernadero.

Los baculovirus: potencial como bioplaguicidas. La fa-
milia Baculoviridae es la mas numerosa y ampliamente es-
tudiada de todos los grupos de virus patdgenos de insectos.
Esta familia agrupa a virus de ADN de doble cadena cuyos
viriones estan caracteristicamente incluidos en una matriz
proteinica llamado poliedro o cuerpo de inclusion, OB del
inglés occlusion body (Theilmann et al. 2005). Después de un
cambio reciente en su clasificacion (Jehle ez al. 2006), la fa-
milia consta de cuatro géneros: Alphabaculovirus, que com-
prende los nucleopoliedrovirus especificos para lepidopteros,
Betabaculovirus, que comprende los granulovirus especificos
para lepiddpteros, Gammabaculovirus, que comprende los
nucleopoliedrovirus especificos para himenopteros fitéfagos
y Deltabaculovirus, que comprende los nucleopoliedrovirus
especificos para dipteros. Todos los virus de esta familia se

caracterizan por tener un estrecho espectro de hospedero y
una elevada patogenicidad y virulencia que son las caracte-
risticas ideales en un microorganismo entomopatdgeno para
que pueda ser desarrollado como bioinsecticida. El OB que
los caracteriza los hace estables durante largos periodos (Ja-
ques 1985) y facilita su aplicacion mediante pulverizacio-
nes acuosas convencionales. Ademas, el uso insecticida de
los baculovirus, debido a su estrecho espectro de hospedero
(Groner 1986) y a la ausencia de otros posibles efectos perju-
diciales, no entrana riesgos ambientales mayores.

Los baculovirus son una parte integrante de los ecosis-
temas e inciden en las poblaciones naturales de los insectos
como un factor de mortalidad que contribuye a regular su
densidad. El estado susceptible es la larva que es infectada
al alimentarse de un substrato vegetal contaminado con OBs.
En el intestino de la larva se dan las condiciones alcalinas
(pH 9-11) que favorecen la disolucion de la proteina, la cual
es el principal componente del OB, permitiendo la liberacion
de los viriones derivados de la inclusion, las ODVs, particu-
las infectivas. Los viriones infectan las células epiteliales del
mesenterdn y el virus se replica en su nucleo dando lugar a
nuevos viriones que infectan las células de otros organos y
tejidos de la cavidad hemocélica (Fig. 1). Al final del proceso
infeccioso, que se completa entre tres y seis dias, la larva
muere conteniendo en su cavidad hemocélica grandes canti-

e >
/" Infeccién primaria .,

7
MP |

Células [_
epiteliales

Figura 1. Representacion esquematica del proceso infeccioso de los ba-
culovirus. Los cuerpos de inclusion (OBs) ingeridos se solubilizan en el
mesenteron de la larva liberando los viriones derivados de la inclusion
(ODVs) (1) y atraviesan la membrana peritrofica (MP) a través de sus
poros naturales. La membrana del virion se fusiona con la membrana
de la célula epitelial (2) y las nucleocéapsidas (NC) desnudas atraviesan
el citoplasma (3) y se dirigen al nucleo donde se produce una primera
replicacion del ADN viral (5). Alternativamente algunas nucleocapsidas
atraviesan el citoplasma (4) y, sin pasar por el nucleo, se dirigen a la
zona basal. Las nucleocapsidas atraviesan la membrana celular forman-
do los viriones brotados (BVs) (6) y pasan a la cavidad hemocélica a
través de las traqueolas (T) evitando la membrana basal (MB). En el
hemocele, los BVs llevan a cabo la segunda fase del proceso infeccioso
infectando las células de los 6rganos y tejidos por endocitosis (7). Las
nucleocéapsidas forman nuevamente BVs favoreciendo la dispersion de
la infeccion (8). Alternativamente forman viriones y OBs completos (9),
en una fase mas avanzada del proceso infeccioso, que se acumulan en la
célula y finalmente producen su lisis liberando los OBs al medio.
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dades de OBs que son facilmente observables al microscopio
optico (Granados y Williams 1986). Como consecuencia del
proceso infeccioso, el tegumento de la larva se degrada libe-
rando millones de OBs que contaminan el follaje de la plan-
tas los cuales constituyen el inoculo que sirve para dar origen
al proceso de infeccion en otros hospederos susceptibles.

La distribucion espacial de los OBs de un baculovirus va-
ria en funcion del tipo de ecosistema, de las diferentes combi-
naciones baculovirus-insectos y de las distintas plantas sobre
las que se alimentan los insectos hospederos (Fuxa 2004). En
los invernaderos de cultivos horticolas de Almeria los OBs
se encuentran ampliamente distribuidos tanto en las distintas
zonas geograficas como en los diferentes cultivos. La distri-
bucion en el tiempo es mas variable ya que la concentracion
de OBs en el suelo es mayor en primavera y verano que en
otofio e invierno, coincidiendo con cambios importantes en
la densidad poblacional del hospedero. De igual modo, se ha
observado que el pH del suelo afecta de forma importante
tanto a la abundancia como la composicion genética de los
OBs. Por otra parte, el analisis con enzimas de restriccion
del ADN genomico de los distintos aislados procedentes de
la zona ha revelado una gran diversidad genética habiéndo-
se identificado por lo menos nueve variantes genotipicas del
SeMNPV. Los invernaderos de Almeria representan, por tan-
to, un reservorio adecuado para la supervivencia de los OBs
del SeMNPYV (Murillo et al. 2007) y dada la elevada frecuen-
cia con que se producen las epizootias por este virus en las
poblaciones larvarias de S. exigua (Caballero et al. 1992a),
se pueden considerar como un ecosistema permisivo para el
SeMNPYV segun la clasificacion de Fuxa (2004).

La utilidad y efectividad de los baculovirus para el con-
trol de las plagas, tanto en cultivos agricolas como en ecosis-
temas forestales, han sido ampliamente demostradas (Cherry
y Williams 2001). Actualmente hay comercializados mas de
treinta bioinsecticidas basados en baculovirus contra algunas
de las plagas mas importantes en el ambito mundial entre las
que se incluye S. exigua. La mayoria de ellos son productos
de medianas o pequefias empresas o bien son producidos por
las propias instituciones publicas que los utilizan como es el
caso del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
de América del Norte (USDA). En algunas partes del mundo,
se ha demostrado que la utilizacion de bioinsecticidas basa-
dos en baculovirus puede reducir de forma significativa el
consumo de plaguicidas quimicos. Sin duda, el ejemplo mas
destacado es el programa brasilefio de control de Anticarsia
gemmatalis Hibner, 1818 mediante la aplicacion de un bacu-
lovirus para la proteccion de casi dos millones de hectareas de
soya; se trata de un programa sostenible que se ha mantenido
durante mas de tres décadas (Moscardi 1999). Los bioinsec-
ticidas basados en baculovirus, dadas sus caracteristicas, son
agentes de control ideales para su inclusion en programas de
control integrado y su accidn insecticida es especialmente
util: 1) contra aquellas especies fitofagas que han desarrolla-
do resistencia multiple o cruzada a los insecticidas quimicos
de sintesis y 2) en los programas de control donde se incluyen
agentes bioldgicos de control susceptibles a la accion de los
insecticidas quimicos (Rodgers 1993).

Tanto los técnicos extensionistas como los agricultores de
la zona horticola de Almeria han mostrado un gran interés
por disponer de un bioinsecticida basado en un baculovirus
para el control de las plagas de S. exigua. El uso especifico
del SeMNPV para el control de S. exigua permitiria eliminar
el cuello de botella que actualmente representa esta especie

impidiendo un uso mas generalizado de los programas de
control biologico de plagas en los invernaderos de Almeria.
A continuacion se analizan algunos de los aspectos esenciales
para el desarrollo tecnoldgico de un bioinsecticida basado en
el nucleopoliedrovirus de S. exigua.

Seleccion de la materia activa: Actividad insecticida del
SeMNPV. La eficacia insecticida de diferentes aislados de
nucleopoliedrovirus homologos y heterdlogos para las larvas
de S. exigua, es decir un virus originario de la misma especie
o de una diferente especie de hospedero respectivamente, ha
sido extensamente estudiada por distintos autores para pobla-
ciones de diferentes origenes geograficos tanto en condicio-
nes de laboratorio (Smits 1987; Caballero et al. 1992b) como
de campo (Kolodny-Hirsch ef al. 1997). Sin duda, S. exigua
es susceptible a la infeccion por varios nucleopoliedrovirus
entre los que se encuentran los de Autographa californica
(Speyer, 1875) (AcMNPV), Spodoptera littoralis (Boisduval,
1833) (SpliMNPV), S. frugiperda (J.E. Smith, 1797) (SfM-
NPV), Mamestra brassicae (Linnaeus, 1758) (MbMNPV),
Helicoverpa armigera (Hiibner, 1805) (HaMNPYV) y otros.
No obstante, su nucleopoliedrovirus homologo (SeMNPV)
es el mas virulento y patogénico para los distintos estadios
larvarios de S. exigua (Smits 1987; Murillo et al. 2003a). Con
frecuencia se encuentra que los distintos aislados de un mis-
mo baculovirus también difieren significativamente en sus
propiedades insecticidas para un mismo insecto (Caballero
et al. 1992b; Munoz et al. 1998). Por tanto, la seleccion de la
variante genotipica del virus mas efectiva para una determi-
nada especie fitéfaga es un importante elemento a la hora de
desarrollar un bioinsecticida.

El SeMNPYV se ha aislado en diferentes regiones del mun-
do incluyendo México, los Estados Unidos, Tailandia, Paises
Bajos, Taiwan, India, Egipto y Japoén. Este virus también se
ha aislado en Espafia, donde provoca epizootias naturales en
poblaciones de S. exigua en los cultivos horticolas de los in-
vernaderos de Almeria (Caballero et al. 1992a). Un aislado
del SeMNPYV originario de Florida, USA, se ha desarrollado
como un producto comercial registrado bajo el nombre de
Spod-X® en Holanda, Estados Unidos y Tailandia (Smits y
Vlak 1994). El producto se utiliza en los invernaderos de los
Paises Bajos en cultivos de plantas ornamentales y actual-
mente el virus es comercializado por la empresa Certis USA
(Certis 2009). Sin embargo, la calidad bioldgica del produc-
to estd afectada por la presencia de genotipos defectuosos
que reducen la capacidad insecticida del virus (Mufioz et
al. 1998). Estos genotipos se caracterizan por haber perdido
genes esenciales para su replicacion y dependen de manera
parasitica de otros genotipos presentes en la cepa silvestre
para producir las proteinas necesarias durante su replicacion
(Mufioz y Caballero 2000).

La identificacion y clonacion de las diferentes variantes
genotipicas presentes en las poblaciones naturales de baculo-
virus es posible mediante la utilizacion de diversas técnicas
moleculares y bioldgicas (Mufioz y Caballero 2001). Nues-
tro grupo de investigacion ha llevado a cabo una detallada
caracterizacion molecular, genética, ecologica e insecticida
de un amplio nimero de aislados del SeMNPV originarios
de los invernaderos del suroeste almeriense (Caballero et al.
1992b). Estos aislados son en general mezclas heterogéneas
de genotipos individuales que se encuentran en distintas pro-
porciones relativas (Murillo ef al. 2006a). Dichos genotipos
difieren en su patogenicidad, virulencia y capacidad de produ-
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cir OBs en larvas infectadas (Mufloz y Caballero 2000) pero,
es interesante que no se hayan detectado genotipos autopa-
rasitos (Mufioz et al. 1999). Si se ha demostrado en cambio,
que en los aislados heterogéneos los genotipos interaccionan
produciendo un indculo con propiedades insecticidas Unicas,
es decir un fenotipo Gnico (Murillo ef al. 2006a). Algunos de
estos genotipos, o determinadas mezclas de los mismos, ex-
hiben la mas alta patogenicidad, en términos de su dosis letal,
y virulencia, en términos de su tiempo letal, para las larvas de
las poblaciones nativas de S. exigua en Almeria, por lo que
han sido seleccionados para su desarrollo como bioinsectici-
da comercial (Murillo et al. 2006a).

Produccién masiva de virus: obtencion del producto téc-
nico. La explotacion comercial de un baculovirus requiere
el desarrollo de una tecnologia que haga posible la produc-
cion del virus a gran escala a un costo aceptable, como con-
dicion necesaria para la obtencion de un producto técnico.
La produccion in vivo sobre hospedero susceptible es la me-
todologia actualmente utilizada para la produccion de todos
los bioinsecticidas basados en baculovirus disponibles en el
mercado, incluido el SeMNPV. Esta técnica consiste basi-
camente en alimentar larvas con dieta semisintética que es
superficialmente contaminada con una suspension del virus
que se quiere multiplicar. Algunos de los aspectos esenciales
de esta metodologia, como por ejemplo las dietas para insec-
tos o los métodos de cria masiva, deben ser especificamente
desarrollados para cada sistema hospedero-baculovirus. El
método de cria masiva de S. exigua ha sido optimizado para
la produccién de SeMNPV en Tailandia (Cherry ef al. 1997).
Sin embargo, el desarrollo de este método requiere una gran
cantidad de mano de obra que hace que no sea viable en pai-
ses desarrollados. Para otros sistemas hospedero-baculovirus
se han desarrollado métodos de produccion masiva que per-
miten utilizar una alta densidad de larvas y automatizar el
proceso en gran medida, reduciendo asi los costos de pro-
duccion.

El método utilizado en nuestro laboratorio para la pro-
duccién del SeMNPV consiste en infectar larvas del quinto
estadio de S. exigua, en grupos de 100 larvas/caja, alimentan-
dolas con dieta semisintética contaminada superficialmente
por aspersion con 1,5x10® OBs. Las larvas muertas por virus
son recogidas y los cadaveres triturados y homogenizados.
De esta manera se obtiene una produccion de entre 1,2x10°y
2,3x10° OBs/larva. Este método permite recuperar aproxima-
damente el 80% de las larvas infectadas, mientras que el 20%
restante se pierde debido al canibalismo, lo cual resulta en
una produccion entre 1,1x10" y 1,4x10" OBs/caja. La pro-
duccion del Se MNPV en nuestro laboratorio consiste en un
sistema en el que se requieren unas 320 larvas es decir cuatro
cajas con 80 cadaveres recogidos/caja, para la produccion de
5x10" OBs que es la cantidad de principio activo o virus ne-
cesario para tratar una hectarea de invernadero. La tecnologia
generada en estas investigaciones ha sido transferida a la em-
presa Biocolor S.L., Almeria, Espafia, en la que actualmente
hay funcionando una planta para la produccién comercial de
este bioinsecticida con capacidad de infectar mas de 50 mil
larvas diarias. El bioinsecticida se comercializa como un li-
quido concentrado en botellas de 350 ml, que contiene al me-
nos 5x10" OBs/botella. La produccion prevista para el afio
2009 es de mas de 25 mil botellas, principalmente destinadas
al mercado local de los invernaderos de Almeria. Para el afio
2010 se espera un incremento significativo de la produccion

y ampliar la comercializacion a otras regiones de Espafia y
otros paises.

La productividad de este sistema puede ser mejorada sig-
nificativamente si las larvas de S. exigua recién mudadas al
quinto estadio son tratadas con un analogo de la hormona
juvenil con anterioridad a ser alimentadas con dieta artifi-
cial superficialmente contaminada con el virus (Lasa et al.
2007a). Por ejemplo, las larvas tratadas con fenoxicarb (1%)
experimentan una muda supernumeraria que da lugar a un
sexto estadio. Cuando estas larvas son tratadas, utilizando la
misma concentracion de virus y la misma metodologia sefia-
ladas para el quinto estadio, se obtienen producciones que
oscilan entre 1,82x10° y 1,04x10'° OBs/larva. El método de
produccidn in vivo que utiliza un analogo de la hormona ju-
venil produce un incremento medio de casi tres veces en la
cantidad de OBs producidos por larva (Lasa et al. 2007a).
Esto significa que con poco mas de 100 larvas infectadas es
posible producir la cantidad de OBs necesarios para tratar
una hectarea de cultivo.

Formulacion. Los bioinsecticidas basados en baculovirus, a
diferencia de los plaguicidas quimicos, actiian exclusivamen-
te por ingestion y su persistencia sobre el cultivo es mucho
menor; sin embargo, la mayoria de los baculovirus actual-
mente comercializados como bioinsecticidas utilizan el mis-
mo tipo de formulacidén que los insecticidas quimicos. Este
tipo de formulacién no tiene en cuenta las reconocidas ven-
tajas de emplear sustancias fagoestimulantes, sustancias con
actividad sinérgica o sustancias fotoprotectoras (Williams y
Cisneros 2001) y por lo tanto frecuentemente no maximiza la
capacidad insecticida de los baculovirus. El uso comercial de
los baculovirus requiere el desarrollo de un producto formu-
lado de facil manejo y eficacia fiable. Para facilitar esto, una
formulacion correcta debe: (1) aumentar la actividad insecti-
cida del patdgeno, (2) optimizar la aplicacion y la ingestion
del virus por el fitofago, (3) maximizar la persistencia am-
biental del mismo, (4) estabilizar el virus durante su almace-
namiento, y (5) facilitar el manejo del producto por parte del
agricultor (Jones y Burges 1998).

Las sustancias que actian como fagoestimulantes permi-
ten incrementar la actividad alimentaria del fitéfago con lo
que un mayor numero de individuos consumen una dosis letal
del virus y ademas lo hacen en menos tiempo (Bell y Kanavel
1978; Bartelt et al. 1990). También se ha comprobado que
las formulaciones que incorporan fagoestimulantes requieren
menos virus que otras formulaciones mas sencillas (Bartelt ez
al. 1990) y aumentan la eficiencia del deposito bioinsecticida
en el sitio del que se alimenta el fitofago. Bartelt et al. (1990)
demostraron que los carbohidratos, lipidos y proteinas son
componentes esenciales de los mejores fagoestimulantes para
las larvas de muchas especies de lepidopteros. En nuestro la-
boratorio se ha determinado el efecto fagoestimulante para
larvas de S. exigua de una gama de 13 sustancias naturales,
de bajo costo, la mayoria de las cuales habian sido identifica-
das en estudios previos por sus propiedades fagoestimulantes
para distintas especies de lepidopteros (Burges y Jones 1998;
Williams y Cisneros 2001). En estos estudios se llego a tres
conclusiones relevantes. En primer lugar, que la mayoria de
las sustancias evaluadas, incluidos los potenciadores de sabor
glutamato monosddico y Sorbex, no actuan como estimulan-
tes alimenticios para las larvas de S. exigua independiente-
mente de que se haya sefialado su actividad como atrayente
alimentario para otras especies de lepiddpteros. En segundo
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lugar, que la actividad de sustancias potencialmente fagoes-
timulantes depende de la experiencia que tienen las larvas de
S. exigua. Por ultimo, que los bioensayos de laboratorio en
los que se utilizan insectos criados sobre dictas artificiales
requieren ser validados utilizando larvas criadas sobre plan-
tas naturales antes de ser desarrollados en evaluaciones de
campo (Lasa-Covarrubias 2007).

Laradiacion solar ultravioleta es el factor que tiene mayor
efecto destructivo sobre la actividad de los baculovirus por lo
que generalmente se recomienda incluir en la formulacion de
los bioinsecticidas una o mas sustancias fotoprotectoras (Ki-
llick y Warden 1991). Los blanqueadores dpticos son sustan-
cias derivadas del estilbeno que, por su capacidad de absor-
ber la radiacion UV y emitir luz en la region azul del espectro
visible, son utilizados comunmente para dar mayor brillo a
pinturas, fibras, ropas, etc. Inicialmente, Shapiro y Robertson
(1992) describieron su uso como protector de radiacion para
los baculovirus con resultados insolitos. Los virus formula-
dos con ciertos blanqueadores mantuvieron el 100% de su
actividad insecticida después de dos semanas de exposicion
a una fuente de luz UV. Simultdneamente, se demostroé la ca-
pacidad que tienen estas sustancias de potenciar hasta en mas
de mil veces la actividad insecticida del baculovirus debido
a la interaccion del blanqueador con la membrana peritrofica
del intestino del insecto (Shapiro y Robertson 1992; Hamm
1999; Wang y Granados 2000). En nuestro laboratorio se ha
determinado la influencia de un abrillantador dptico, Tinopal
LPW, sobre la actividad insecticida del Se MNPV para larvas
del segundo al quinto estadio de S. exigua. Cuando las larvas
son infectadas con una suspension de OBs a la que se afiade
Tinopal LPW al 1% (peso/volumen), el valor de la dosis letal
media (DL,) del virus se reduce en todos los estadios larva-
rios en comparacion con los insectos que han sido tratados
con OBs del Se MNPV solo (Tabla 1). De esta manera se con-
sigue mejorar la actividad insecticida, calculada con base en
los valores de la DL_, entre 2,6 y 580 veces dependiendo del

50°

Tabla 1. Dosis letales medias (DL50) y potencias relativas del Se MNPV
en mezclas con y sin Tinopal LPW al 1% (T) para el segundo (L2),
tercero (L3), cuarto (L4) y quinto (L5) estadio larvario de Spodoptera
exigua.

X Limites de confianza
Potencia

Tratamiento DL, al 95%

(OB/larva)  Relativa!

Inferior  Superior

L2
SeMNPV 12,7 1,0 - -
SeMNPV+T 5,0 2,6 1,7 3,9
L3
SeMNPV 52,3 1,0 - -
SeMNPV+T 10,6 4,9 3,0 8,2
L4
SeMNPV 260,5 1,0 - -
SeMNPV+T 3,7 69,9 45,4 107,5
L5
SeMNPV 19656 1,0 - -
SeMNPV+T 34,8 583,2 393,6 875,9

! La potencia relativa es una medida de la actividad insecticida del inoculo experimental
(SeMNPV OBs + Tinopal LPW) comparado con el indculo estandar (SeMNPV OBs)
en cada estadio del insecto.

estadio larvario. La mejora mas importante se consigue en el
cuarto (70 veces) y quinto (580 veces) estadio, que muestran
una menor susceptibilidad a la infeccion por el Se MNPV que
los primeros estadios (Murillo et al. 2003b). Se concluye,
por tanto, que la incorporacion de sustancias con actividad
sinérgica puede aumentar de forma importante la utilidad del
SeMNPV para el control de las plagas ocasionadas por S.
exigua. Esto nos permite pensar en novedosas formulaciones
que deben ser estudiadas mas detalladamente para este siste-
ma hospedero-baculovirus.

Control de calidad. Los bioinsecticidas basados en baculo-
virus deben satisfacer todas las condiciones de calidad exigi-
bles a cualquier insecticida microbiano. El control de calidad,
ademas de descartar la presencia de otros microorganismos
contaminantes, incluidos otros genotipos virales no deseables
en el producto, nos permitira garantizar que las caracteris-
ticas genéticas y fisicas del virus no se han visto alteradas
durante su produccion o almacenamiento y que la actividad
insecticida del producto final es la esperada.

El niimero y tipo de microorganismos contaminantes en
cada lote de virus producido no deben representar un riesgo
para la salud humana o el ambiente. Se ha establecido que el
nimero maximo de bacterias aerobias no debe exceder de las
10® colonias por gramo de producto y que debe estar libre de
coliformes y bacterias patdgenas para los humanos como por
ejemplo las pertenecientes a los géneros Salmonella, Vibrio,
Shigella, etc. (Shapiro 1986). E1 SeMNPV producido segin
el método descrito anteriormente puede mantenerse dentro
de los limites aceptables de contaminantes, durante por lo
menos 18 meses, cuando las condiciones de almacenamiento
son entre -20 y 4°C. En cambio, a temperatura ambiente tiene
lugar una proliferacion no admisible de microorganismos no
deseables en tan solo unas pocas semanas (Lasa ef al. 2008).

Los principales cambios genéticos que pueden alterar la
capacidad insecticida del virus son: 1) la pérdida de genes
importantes para la transmision del virus, los cuales no son
importantes para la produccion en laboratorio, como los ge-
nes auxiliares de quitinasa y catepsina que son responsables
de la desintegracion del cadaver infectado dando lugar a la
diseminacion de los OBs, y 2) la generacion de genotipos
defectuosos, los cuales no tienen la capacidad de replicar-
se por si mismos. Tanto estos cambios como la presencia de
genotipos contaminantes, cuya presencia no es deseable en
el producto técnico, se pueden detectar mediante andlisis del
genoma del virus con endonucleasas de restriccion. Cuan-
to mayor sea nuestro conocimiento sobre las caracteristicas
moleculares del baculovirus en cuestion, podremos utilizar
mas y mejores marcadores moleculares para detectar posibles
cambios en el ADN genémico durante la produccion masi-
va del bioinsecticida. En el caso del SeMNPYV se conoce la
secuencia completa del genoma (Ijkel ef al. 1999) y se ha
determinado que las enzimas de restriccion Pstl y Bg/ll son
las que mejor permiten discriminar cambios en el genoma
(Caballero et al. 1992b; Muiioz et al. 1999). La digestion del
ADN genoémico con las endonucleasas Bg/Il y Pstl produce
perfiles de restriccion caracteristicos y Unicos para cada uno
de los genotipos conocidos del Se MNPV (Fig. 2). Por ejem-
plo, los fragmentos polimorficos generados por las enzimas
Bglll (BgllI-A, Bglll-H, Bglll-J o K) o Pstl (PstI-M) pueden
utilizarse como marcadores moleculares para diferenciar en-
tre dos o mas genotipos.
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Figura 2. Electroforesis de los fragmentos de restriccion obtenidos al tratar el ADN viral de los genotipos Se-G24, Se-G25, Se-G26, Se-G27, Se-G28
y Se-G29 con la enzima Bg/I1 (A), Pstl (B) y los productos de PCR de cada genotipo con la enzima Bg/II (C). Para cada genotipo se indican los frag-
mentos polimorficos con un asterisco a la derecha del carril. A ambos lados de la figura se indican los tamafios de algunos fragmentos de restriccion

en kilobases. En C) se incluye un marcador (M) de tamaio de fragmento.

Una diferenciacion mas precisa de cada uno de los geno-
tipos, o la deteccion de posibles cambios que estos puedan
experimentar durante su replicacion, se obtiene empleando
una combinacion de la técnica basada en la reaccion en cade-
na de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR) junto
con la digestion de los fragmentos amplificados por PCR con
endonucleasas de restriccion (Murillo ef al. 2006b). El em-
pleo de dos cebadores genéricos para todos los genotipos del
SeMNPYV permite amplificar una zona hipervariable del ge-
noma comprendida en el fragmento de restriccion Ps#I-M. La
digestion de los fragmentos amplificados con Bg/II produce
perfiles de restriccion unicos para cada unos de los genotipos
del SeMNPV (Fig. 2). Finalmente, la secuenciacion de los
nucleétidos del genoma completo, o de las regiones variables
entre genotipos, es el método mas preciso para detectar posi-
bles alteraciones genéticas asi como para proteger los dere-
chos de patente a los que puedan estar acogidos determinados
genotipos.

La actividad insecticida de un producto cualquiera se ve-
rifica por comparacion de los valores de la DL, y el tiempo
letal medio (DL,) del producto en cuestion con los valores
correspondientes a un producto estandar que se mantiene al-
macenado a -20°C que es la temperatura a la cual la activi-
dad insecticida de un producto se mantiene constante duran-
te muchos afios. Por ejemplo, el valor de la DL, de un lote
experimental del SeMNPV, producido segun se ha descrito
anteriormente, fue de 7,8 OBs/larva (+/- 6,1 a 10,0 OBs/lar-
va) para larvas de segundo estadio de S. exigua. Este valor
es estadisticamente similar al valor de 9,2 OBs/larva (+/- 7,3
a 11,7 OBs/larva) obtenido en una estimacion previa de la
actividad del Se MNPV para larvas del mismo estadio de S.
exigua. Se considero, por tanto, que el lote de virus reunia
las condiciones de calidad necesarias para ser utilizado como
agente de control en ensayos de campo (Lasa et al. 2008).

Eficacia en campo. La eficacia de las aplicaciones de baculo-
virus para el control de plagas depende de multiples factores
pero principalmente de la dosis aplicada, la susceptibilidad a

la infeccion de cada uno de los estadios del fitofago, la estruc-
tura poblacional de la plaga y la tasa de desactivacion de los
OBs sobre el filoplano del cultivo (Pinnock y Brand 1981).
La proporcioén de la poblacion del fitofago que adquiere una
dosis letal de virus también estd influenciada por la distribu-
cion de los depdsitos de OBs, que a su vez depende de facto-
res fisicos como el volumen de aplicacion, la formulacion, el
equipo de pulverizacion, las caracteristicas de las boquillas y
la propia estructura vegetativa del cultivo (Smits y Vlak 1988;
Burges y Jones 1998). La probabilidad de que el insecto ad-
quiera una infeccién depende asimismo del comportamiento
alimentario de las larvas en los cultivos de invernadero por lo
que normalmente se hacen tratamientos con volimenes altos
para asegurar la maxima cobertura del cultivo (Smits et al.
1987; Bianchi et al. 2000).

Para determinar la eficacia de un formulado sencillo del
SeMNPYV para el control de S. exigua se evaluaron el dafio
alimentario en pimiento dulce y la mortalidad larvaria de esta
plaga después de dos aplicaciones del SeMNPYV en once in-
vernaderos comerciales de Almeria (Lasa et al. 2007b). Los
propietarios de los invernaderos participaron como volunta-
rios para evaluar la validez de un programa de control biolo-
gico contra S. exigua en la zona. A los agricultores se les su-
ministraron botellas de polietileno de un litro, que contenian
una suspension acuosa con una concentracion de 5x10'" OBs/
litro, para que aplicaran tratamientos con los equipos y prac-
ticas que rutinariamente utilizan con los plaguicidas quimi-
cos. Se les recomendé una concentracion de 5x10% OBs/litro
de caldo aplicado y la incorporaran un agente mojante a una
concentracion final del 0,05% (vol/vol) y un acidificante para
reducir el pH del caldo hasta un valor aproximado a 6,5. En
cada invernadero se hicieron dos aplicaciones con un interva-
lo de entre siete y nueve dias dependiendo de los agricultores
y otras circunstancias. El nimero de plantas con dafios fue
evaluado en cada invernadero justo antes de la primera apli-
cacion (dia cero) y a los siete dias después de cada aplicacion.
El dafio de S. exigua fue clasificado como reciente si se habia
producido en las ultimas 48 h o viejo si era de mas de 48 h,
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Figura 3. Porcentaje de plantas de pimiento dulce con dafio reciente
(columna gris) o viejo (columna blanca) producido por alimentacion
de las larvas de Spodoptera exigua a los dos dias del tratamiento con
SeMNPV en invernaderos de Almeria con densidades de infestacion alta
(A-E) y baja (F-K).
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para lo cual el criterio utilizado fue la ausencia o presencia,
de un halo necroético amarillento que rodea la parte danada de
la hoja.

La evaluacion de dafios en el dia cero puso de manifiesto
que en cinco de los invernaderos habia inicialmente un alto
porcentaje de plantas (45-94%) con dafos recientes (Figs.
3A-E), mientras que, en los seis invernaderos restantes se en-
contr6 un bajo porcentaje de plantas (<16%) que exhibian da-
nos recientes (Figs. 3F-K). En todos los invernaderos con un
alto nivel de infestacion de S. exigua el porcentaje de plantas
con dafios recientes descendié pronunciadamente, después
de la aplicacion de los dos tratamientos con el SeMNPV. Si-
multaneamente se observo un incremento del porcentaje de
plantas que exhibian dafios viejos (Figs. 3A-E). En los inver-
naderos con bajos niveles de infestacion también se observo
un descenso de los dafios recientes y un aumento de los dafios
viejos, aunque el efecto no fue tan pronunciado como en los
invernaderos con altas infestaciones (Figs. 3F-K) (Lasa et al.
2007b).

Aunque el modo de accion de los baculovirus hace que su
tiempo letal sea mas lento que el de la mayoria de los insecti-
cidas quimicos, nuestros resultados muestran que el porcen-
taje de plantas con dafios recientes descendio de forma muy
marcada después de la aplicacion del SeMNPV en los inver-
naderos. Sin embargo, en el intervalo que transcurre entre el
momento en que la larva ingiere una dosis letal de OBs y
su muerte, las larvas continuan alimentdndose y moviéndose
en busca de alimento. Estudios previos indican que el 95%
de la defoliacion total de plantas de crisantemos la producen
las larvas del cuarto y quinto estadio de S. exigua (Smits et
al. 1987). Teniendo esto en cuenta, una clara ventaja seria
dirigir los tratamientos contra los primeros estadios larvarios
para controlar la poblaciéon antes de que lleguen a producir
defoliaciones significativas. Los dos primeros estadios lar-
varios causan un dafio insignificante en el envés de las hojas
por lo que suelen pasar desapercibidos para los agricultores

80 .
~— 5x 10° OBs/litro

Mortalidad (%)

hasta que las larvas alcanzan el tercer estadio (Smits et al.
1987). Una forma de detectar precozmente niveles de infes-
tacion significativos de los primeros estadios es mediante la
implantacion de un sistema de seguimiento de la poblacion
adulta utilizando trampas de luz o de feromonas en cada in-
vernadero.

Cuatro dias después de cada aplicacion del virus se re-
cogieron al azar larvas que se encontraban sobre las plantas
tratadas y fueron individualmente criadas en condiciones de
laboratorio para determinar la mortalidad debida al virus. La
mortalidad debida al virus estuvo entre 70 y 89% en todos
los casos y no hubo diferencias significativas entre el primer
y segundo tratamiento o entre invernaderos con alto o bajo
nivel de infestacion de S. exigua. El sistema de aplicacion
mediante una bomba de aspersion asistida por aire aseguro
en todos los invernaderos una buena cobertura de la superfi-
cie foliar del cultivo por los depositos del bioinsecticida. Las
plantas de pimiento dulce tienen una densa masa foliar que
facilita el deposito de las gotas de la aspersion y mejora la
probabilidad de que las larvas adquieran pronto una dosis le-
tal de OBs después de cada aplicacion. La susceptibilidad de
las larvas a la infeccion disminuye con la edad de las mismas
pero esto es compensado por un mayor consumo de superfi-
cie foliar, y por tanto de OBs, en los tltimos estadios (Smits
1987). El bioinsecticida basado en el SS MNPV proporciona
una excelente proteccion del cultivo, especialmente cuando
se trata de controlar las poblaciones de alta densidad como
las observadas en cinco de los once invernaderos en los que
las medidas de control quimico han fallado, ain cuando se
utilizan modernas materias activas tales como spinosad, in-
doxacarb, flufenoxuron, lufenuron, tebufenozida y Bacillus
thuringiensis solos o en cocteles de varios productos.

Estudios previos en los que se utiliz6 el SeMNPV en
mezclas con un blanqueador 6ptico derivado del estilbeno
con actividad sinérgica indican que las 48 primeras horas de
alimentacion por las larvas de S. exigua son claves para la

—%— 1 x10® OBs/litro
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Figura 4. Porcentaje de mortalidad de larvas de Spodoptera exigua recogidas en distintos intervalos de tiempo y criadas en el laboratorio después

de la aplicacion de dos concentraciones del SSMNPV.
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adquisicion de una infeccion letal (Lasa et al. 2007¢c). Por
tanto, en un experimento separado, se evalud el tiempo de
adquisicion de la infeccion por las larvas de S. exigua en dos
concentraciones del virus sin el efecto confuso de una sus-
tancia con actividad sinérgica. Dicha evaluacion se realizo
en siete invernaderos, cuatro de los cuales fueron tratados
con una concentracion de 5x10* OBs por litro de aspersion
mientras que en los tres restantes la concentracion de virus
aplicada fue de 1x10% OBs por litro. En cada invernadero se
recogieron al azar larvas que se encuentran sobre las plantas
inmediatamente antes de la aplicacion (tiempo cero) y a las
seis, 24 y 48 horas después de haber sido tratadas. Estas lar-
vas fueron criadas individualmente en condiciones de labora-
torio para determinar su mortalidad debida a la infeccion por
el SeMNPV.

El porcentaje de larvas de S. exigua que adquiri6 una in-
feccion letal aumentd significativamente a medida que au-
mento el intervalo desde la aplicacion del tratamiento (Fig.
4). La probabilidad de adquirir una infeccion estuvo influen-
ciada de forma significativa por la concentracion de SeM-
NPV (Lasa et al. 2007¢). En invernaderos tratados con 5x10%
OBg/litro el porcentaje de infeccion fue del 60%, en larvas re-
cogidas 48 horas después de haberse realizado el tratamiento,
mientras que en invernaderos tratados con 1x10% OBs/litro el
porcentaje de infeccion fue de sélo el 27% para ese mismo
intervalo. Consecuentemente, se concluye que el porcentaje
de la poblacion de la plaga que adquiere una infeccion letal
depende claramente de la concentracion de virus aplicado.
Aplicaciones de 3x10'" OBs/Ha de Se MNPV en cultivos de
crisantemo dieron una mortalidad del 90% en los primeros
estadios de S. exigua (Smits ef al. 1987; Bianchi et al. 2000)
y proporcionaron un buen control de esta plaga en Tailandia
en cultivos de tomates, pimientos, uvas, y garbanzos pero no
en col china (Kolodny-Hirsch et al. 1997).

Conclusiones

Los resultados de los ensayos en los invernaderos de Alme-
ria demuestran que la utilizacion de un bioinsecticida basado
en una cepa nativa del SeMNPYV proporciona un excelente
control de las poblaciones de S. exigua en los cultivos de pi-
miento dulce. Este bioinsecticida controla de un modo efec-
tivo infestaciones que no pueden ser controladas por otros
insecticidas comerciales. El numero de insectos que adquie-
ren una infeccion letal aumenta rapidamente en las seis horas
siguientes a la aplicacion de OBs y posteriormente aumenta
hasta que el 80% de la poblacion queda infectada a los cuatro
dias. La mayoria de los insectos infectados mueren entre los
cinco y siete dias después del tratamiento resultando en un
excelente nivel de proteccion, especialmente cuando se hace
una segunda aplicacion siete dias después de la primera.
Actualmente se estd llevando a cabo el registro de un
formulado basado en el SeMNPYV para su utilizacién como
insecticida bioldgico microbiano para el control de S. exigua
en los invernaderos del sur de Espafa. El uso comercial de
este bioinsecticida elimina la necesidad de utilizar insectici-
das quimicos de amplio espectro en los invernaderos, lo cual
favorece en gran medida la posibilidad de incluir otros ene-
migos naturales como agentes de control, en programas de
control integrado. La introduccion de este bioinsecticida en
los invernaderos de Almeria, junto con otras circunstancias,
ha hecho que se multiplique mas de 15 veces la superficie
de cultivos producidos bajo un régimen de control bioldgico,

que en el afio 2008 alcanzé las 23 mil Ha (Dr. Jan van der
Blom, com. pers.). Los resultados de estas investigaciones
y las experiencias altamente positivas con el SeMNPV en el
sur de Espafia pueden servir para ayudar a fomentar el desa-
rrollo y registro de productos basados en el SS MNPV para el
control de S. exigua en los cultivos de invernadero en Latino-
américa.
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