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Resumen

Hasta ahora, los baculovirus han sido aislados unicamente de invertebrados, en su
mayoria, de insectos. Se han descrito infecciones de baculovirus en mas de 600 es-
pecies, principalmente del Orden Lepidoptera seguido de Hymenoptera, Diptera, Co-
leoptera y Trichoptera. Debido a que los baculovirus han demostrado su efectividad
en el manejo de insectos plaga, hay excelentes revisiones que han descrito su biolo-
giay patogénesis. En la presente revision se describen las caracteristicas generales
de los baculovirus, su uso como agentes de control y las aportaciones mas importan-
tes sobre la evaluacion de un nucleopoliedrovirus como bioinsecticida para el control
del gusano cogollero, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae),
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en México y Honduras.
Palabras clave: Spodoptera frugiperda, gusano cogollero, baculovirus, bioinsectici-
das

Abstract

Baculoviruses have been reported from over 600 species of arthropods, especially
from insects of the orders Lepidoptera and, to a lesser extent, Hymenoptera, Diptera,
Coleoptera and Trichoptera. Since baculoviruses show a high potential in the mana-
gement of insect pests, there have been numerous studies on their biology and patho-
genesis. In the present review, the general characteristics of the baculoviruses, their
use as control agents and specific studies focused on the evaluation of a nucleopoly-
hedrovirus as a bioinsecticide for the control of the fall armyworm, Spodoptera frugi-
perda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), in Mexico and Honduras are presented.

Keywords: Spodoptera frugiperda, fall amrmyworm, baculoviruses, bioinsecticides

Descripcion general de los baculovirus

La familia Baculoviridae es la mas numerosa de todos los grupos de virus patdégenos
de insectos (Caballero et al., 2009). Esta familia posee un estrecho rango de huéspedes y
una elevada patogenicidad y virulencia (Hunter-Fuijita et al., 1998; Possee et al., 2010). Los
viriones de los baculovirus son de forma de varilla o bastén. El tamafio del genoma oscila en-
tre 85y 166 kilobases (kb) y esta organizado en una molécula circular de ADN de doble ca-
dena (van Oers, 2011). Los baculovirus producen dos tipos de particulas, una ocluida y otra
no ocluida (Volkman, 2007). El virus ocluido comprende decenas de viriones en una matriz
de proteina que forma una estructura poliédrica llamado cuerpo de inclusion (OBs, por sus
siglas en inglés), que es la forma que es responsable de la transmision horizontal de la infec-
cion. Cuando un huésped susceptible se alimenta de follaje contaminado con OBs, los virio-
nes son liberados debido a que la proteina de los OBs se disuelve por el pH alcalino (8-11)
que prevalece en el intestino del insecto (Figura 1). Los viriones derivados de los OBs infec-
tan a las células epiteliales del intestino medio para iniciar el primer ciclo de replicacion o in-
feccién primaria (Possee et al., 2010). Alternativamente, algunas nucleocapsides atravie-
san el citoplasma y, sin pasar por el nucleo, se dirigen a la zona basal. Las nucleocapsides
atraviesan la membrana celular formando los viriones brotados (BVs) y pasan a la cavidad
hemocélica a través de las traqueolas evitando la membrana basal (Caballero et al., 2009).
Estos viriones utilizan el sistema respiratorio de traqueas como una red de caminos para dis-
persarse en el insecto (Engelhard et al., 1994).

Las larvas de los lepiddpteros que son infectadas por los baculovirus muestran signos
visibles de la infeccion en un periodo de dos a cinco dias después de la ingestion del virus
(Tanada y Kaya, 1993). Estos signos incluyen un cambio gradual de color, reduccién del
apetitoy cese de la alimentacion. Previo a la muerte, la larva de muchos lepidépteros se des-
plazan a la parte aérea de las plantas donde mueren colgadas de sus propatas anales. Final-

Ciencia Nicolaita No. 56



Los baculovirus como bioinsecticidas: evaluacion de un nucleo

oliedrovirus...

mente, el integumento se degrada y se liberan millones de nuevos OBs para dar origen a un
nuevo ciclo de infeccion (Fuxa 2004).

8. 5e acumulan una
cantidad inmensa de OBs
en elinsecto. Finalmente,
se rompe el tegumento de
I3 larva v los 0Bs gquedan
liherados.

Infeccion secundaria

7. Los wiriones hrotados
migran hacia los
traguehlastos y e
dizerninan a lag células de
log tejidos susceptibles.

. Los wiriones brotados
inician un nuevo ciclo de
replicacion para formar
nuevos viriones brotados o
wiriones gue guedan
inmersos en los cuemos de
inclusidn, /

%

1. Ingestion de follaje

contaminado con cuerpos de

inclusion (OBs, por sus siglas
% eningés),

@ p 2. Paso par el intesting
anterior.
3. Intestino medio:
disolucidn de los
@-3—, Cuerpos de inclusion
”" - dehido a las
4 L 8_9 "1 condiciones alcalings.
y, f
__'_, - 'l |"
l'

")

4 Entrada de las
paticulas virales
. alas células
epiteliales del
intestino medio.

I_,___._ ._-l‘"

Yiriones |

brotados
- i ;
| -
."'_-:
AR e — — -

Lamina hasal Merbrana Microvellosidades
del ndcleo

Infeccion Primaria

8, Los virus ingresan a ka célula y se replican en el ndclen,
Las particulas virales recién formadas son desnudas.
Cuando éstas ingresan al hemocele son denominadas
caomo vitiones brotados.

Figura 1. Esquematizacion del ciclo de infeccion de un nucleopoliedrovirus (adaptado de Hunter-Fujita ez al., 1998).
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La taxonomia de los baculovirus ha sufrido varios cambios desde 1960 (Hunter-Fuijita
etal., 1998). Actualmente, la familia Baculoviridae consta de cuatro géneros: Alphabaculovi-
rus, que comprende los nucleopoliedrovirus especificos para lepiddpteros (NPVs); Betaba-
culovirus, que comprende los granulovirus especificos para lepidopteros (GVs);
Gammabaculovirus, que comprende los nucleopoliedrovirus especificos para himendpteros
fitofagos; y Deltabaculovirus, que comprende los nucleopoliedrovirus especificos para dip-
teros (Jehle et al., 2006).

En los NPVs se reconocen dos tipos morfoldgicos: aquellos que contienen una nu-
cleocapside por virion, conocidos como de tipo simple (SNPVs) y aquellos que contienen va-
rias nucleocapsides por viridon, conocidos como de tipo multiple (MNPVs) (Figura 2)
(Federici, 1997; Caballero et al., 2001; van Oers, 2011). El tamafio de los OBs variade 1a 5
um de diametro. Los viriones de los GVs son similares en su bioquimica y estructura alos de
los NPVs, pero su viriones estan individualmente incluidos en pequefios OBs de ~150 nm de
diametro y 400-600 nm de longitud (Federici, 1997).

Cuerpos de inclusidén
(OBs por sus siglas

Viriones en inglés)

Matriz
proteica

Figura 2. Esquematizacion de los tipos morfologicos de los nucleopoliedrovirus, simples (SNPV) y multiples (MNPV)
(adaptado de van Oers, 2011).

Los baculovirus como agentes de control de insectos plaga

Los primeros casos de control de insectos plaga con baculovirus se reportaron para
las palomillas Lymantria monacha (L.) en Alemania y Lymantria dispar (L.) en Estados Uni-
dos. En 1975, el primer insecticida viral fue comercializado con el nombre de Elcar™ (San-
doz Inc.) para el control del gusano elotero Helicoverpa zea (Boddie) (Szewezyk et al.,
2006). Caballero y Williams (2008) reportaron la existencia de 36 bioinsecticidas basados en
baculovirus, como algunos de los ejemplos para controlar plagas agricolas y forestales. En
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Brasil, mas de un millon de hectareas de soya son tratadas cada afio con el nucleopoliedro-
virus del gusano terciopelo Anticarsia gemmatalis (Hibner), mismas que representan “10%
del total del area cultivada (Moscardi y Sosa-Gémez, 1992). Para el control de insectos pla-
ga del género Spodoptera, existen varias formulaciones de NPVs que han sido empleadas
en algunos paises incluyendo Brasil, China, Guatemala, Tailandia, Holanda y Estados Uni-
dos (Caballero y Williams, 2008).

El nucleopoliedrovirus multiple de Spodoptera frugiperda

S. frugiperda (gusano cogollero) es una de las principales plagas del maiz en regio-
nes tropicales y subtropicales de América (Vergara et al., 2001), puede llegar a ocasionar
pérdidas de la cosecha entre un 15y 75% (Hruska y Gould, 1997). Este insecto se alimenta
ademas de una amplia diversidad de plantas hospederas, entre las que se encuentran el
sorgo, arroz, trigo, papa, soya y distintos cereales (Carrillo-Sanchez, 1993). Para el control
de S. frugiperda los agricultores habitualmente realizan varias aplicaciones de insecticidas
sintéticos (Andrews, 1988; Hruska y Gould, 1997). Los insecticidas mas utilizados para el
control de gusano cogollero son los organofosforados: paration metilico, metamidofos y
clorpirifos (McConnell y Hruska, 1993).

Las poblaciones naturales de S. frugiperda son afectadas por el SfTMNPV y algunos
aislamientos del patégeno han mostrado un claro potencial para el control de esta plaga
(Escribano, 1999; Harrison et al., 2008). Se han realizado diversos trabajos para validar el
uso del STMNPV como un agente de control en varios paises de América (Mullock et al.,
1990; De Oliveira, 1998; Williams et al., 1999). A continuacion se describen algunos trabajos
que fundamentan la posible aplicacion de SFTMNPV como un bioinsecticida en México y Hon-
duras.

Evaluacion de un nuclepoliedrovirus como bioinsecticida para el
control Spodoptera frugiperda

Caracterizacion

Debido a que los aislados de virus pueden diferir en términos de su patogenicidad
(capacidad del patégeno de provocar una enfermedad) y virulencia (grado de patogenicidad
o dafo fisioldgico que el virus causa al huésped) (Tanada y Kaya, 1993), existen algunos as-
pectos importantes que se deben conocer para seleccionar algun aislado como bioinsectici-
da, entre ellos la composicion genotipica y la actividad bioldgica (Barrera et al., 2011). En
este sentido, Escribano et al. (1999) determinaron que tres aislados del STMNPV proceden-
tes de Argentina, Nicaragua y Estados Unidos fueron estructural y genéticamente muy simi-
lares con base a un analisis de restriccion enzimatica; sin embargo, el aislado procedente de
Nicaragua (Sf-NIC) (2.04 x10° OBs/mL) fue 15 veces mas patogénico comparado con el vi-
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rus de Argentina (3.06 x10° OBs/mL) con base a las concentraciones letales medias (CLs)
determinadas para cada virus. Debido a ello, dicho aislado fue seleccionado para evaluar su
efectividad como bioinsecticida sobre cultivos de maiz (Williams et al., 1999). En estudios
recientes se determiné que una poblacién natural del STMNPV posee una amplia diversidad
genomica (Simon et al., 2004). En el aislado silvestre Sf-NIC se identificaron nueve genoti-
pos diferentes. El genotipo completo fue caracterizado en términos de su mapa fisico con las
endonucleasas EcoRl, Hindlll, Pstl y BamHI (Simén et al., 2005). De los otros genotipos clo-
nados, tres se identificaron como “defectuosos” porque no causaron infeccién per os, mien-
tras que el resto fueron significativamente menos infectivos comparados con el aislado
silvestre después de ser ingeridos por larvas del segundo estadio de S. frugiperda (Simén et
al., 2004). De modo interesante, cuando se produjeron mezclas artificiales co-incluidos de
dos de los genotipos, uno completo y el otro defectuoso, se observo que la mezcla restable-
cio la patogenicidad a la del aislado silvestre (Lépez-Ferber et al., 2003).

Evaluacion de la actividad del virus en condiciones de laboratorio y campo

Los experimentos en campo realizados en México y Honduras demostraron que la
aplicacion del SfMNPV a una concentracion de 6 x 10'> OBs/hectarea de maiz provocd
aproximadamente el 40% de mortalidad de S. frugiperda al ser aplicado en una formulacion
acuosa (Williams et al., 1999). Al igual que otras especies de baculovirus, una de las gran-
des limitantes para lograr un mayor grado de control es la degradacién de las particulas vira-
les por la radiacion ultravioleta y la ingestion del virus por el huésped (Williams y Cisneros,
2001). Debido a ello, en varias investigaciones se ha propuesto identificar sustancias que,
incorporadas en los formulados de baculovirus, permitan incrementar su efectividad y per-
sistencia en condiciones de campo, asi como dar mayor fotoproteccion.

Una de las mas estudiadas son los abrillantadores 6pticos, los cuales son productos
quimicos ampliamente utilizados en la elaboracion de detergentes, plasticos y papel. Estos
compuestos se caracterizan por absorber la luz ultravioleta (UV) y transmitirla como luz visi-
ble (Williams y Cisneros, 2001). Shapiro (1992) observé que 8 de 23 abrillantadores 6pticos
proporcionaron una completa proteccién al nucleopoliedrovirus de L. dispar en condiciones
de laboratorio. Mondragén et al. (2007) evaluaron la fotoprotecciéon del STMNPV en mezclas
con dos abrillantadores 6pticos (Tinopal CBS y Tinopal C1101, derivados del distiril-bifeniloy
acido etenedil benceno-sulfénico, respectivamente) en condiciones de laboratorio. Los re-
sultados mostraron que después de 240 min de exposicién a una fuente de UV, el STMNPV
causo entre el 45y 53% de mortalidad en larvas del tercer estadio de S. frugiperda, compa-
rado con el virus sin el abrillantador, que fue inactivado después de 15 min de exposicién a la
luz UV.

Martinez et al. (2003) determinaron que la incorporacion del abrillantador éptico Cal-
cofluor M2R (derivado del estilbeno) al 0.1% (peso/vol) en la suspension del STMNPV tuvo
un efecto potenciadorde 2.7, 6.5y 61.6 veces en larvas de segundo, tercero y cuarto estadio
de S. frugiperda, respectivamente. Este abrillantador también mantuvo los valores de las
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CLso en larvas del tercero y cuarto estadio similar al valor obtenido en larvas del segundo es-
tadio. Estos resultados revelan que estos compuestos representan un valioso componente
para el control de estadios que normalmente son mas dificiles de controlar con los virus.

Sobre el modo de accion de los abrillantadores 6pticos Wang y Granados (2000) de-
terminaron que cuando larvas del falso medidor de la col Trichoplusia ni Hibner consumie-
ron Calcofluor M2R, éste provocd perturbaciones en la membrana peritrofica (MP) del
insecto (membrana de quitina y proteinas que impide que los alimentos entren en contacto
directo con las células epiteliales del insecto). El abrillantador se une ala quitinay produce la
liberacion de las proteinas de la MP. Esto provoca un incremento en la porosidad de la mem-
brana y una mayor probabilidad de contacto entre los viriones y las células epiteliales del in-
testino medio (Wang y Granados, 2000).

El uso de sustancias que pueden mejorar los formulados de los baculovirus sefialan
que los fagoestimulantes incrementan la eficacia, estabilidad y manejo del patégeno en
campo (Tamez-Guerra et al., 2000; Williams y Cisneros, 2001). Al respecto, experimentos
en campo demostraron que la incorporacion del SfTMNPV en formulaciones granulares, ela-
boradas con harina de maiz, fécula de maiz, aceite comestible y agua, incrementé significa-
tivamente la prevalencia de la infeccion en larvas de S. frugiperda y la persistencia del
inéculo en campo (Castillejos et al., 2002).

En la literatura se mencionan una serie de compuestos empleados en productos for-
mulados de baculovirus incluyendo surfactantes (Tween 20, Triton X-100, AgralPlus), espe-
santes (goma Xanthan, carboximetil celulosa), ligantes (gelatina, aceite de parafina),
estimulantes alimenticios (productos de cereales, azucares), protectores solares (Williams y
Cisneros, 2001), acido bérico (Cisneros et al., 2002). En general, el uso de sustancias fa-
goestimulantes, y aquellas que incrementan la eficiencia, parecen ser elementos clave para
mejorar los formulados del STMNPV en campo. Sin embargo, para que esta tecnologia pue-
da ser adoptada por los productores es necesario la realizacion de estudios que permitan
evaluar su impacto en el ambiente y las caracteristicas para su posible comercializacion.

Interaccion con otros enemigos naturales

En el sureste de México, el parasitismo tipicamente contribuye con un 15y 20% de la
mortalidad de larvas de S. frugiperda después de una aplicacion del STMNPV (Martinez et
al., 2000). Es ampliamente conocido que en los sistemas hospedero-parasitoide-patégeno
puede ocurrir una infeccion simultanea entre los parasitoides y los baculovirus. Estudios de
laboratorio mostraron que el endoparasitoide solitario de larva, Campoletis sonorensis (Ca-
meron), no fue capaz de sobrevivir en larvas de S. frugiperda que ingirieron una dosis letal
del STMVPV inmediatamente después de ser parasitadas, mientras que la sobrevivencia si
fue posible cuando las larvas del hospedero fueron parasitadas después de dos dias de la
infeccion viral (Escribano, 1999). La susceptibilidad de S. frugiperda al STMNPV no difiri6 en-
tre larvas parasitadas y no parasitadas por C. sonorensis, pero la produccién de OBs del vi-
rus se redujo "50% en larvas del cuarto estadio (Escribano et al., 2000).
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Conrespecto ala interaccion de los baculovirus con los depredadores se conoce que
varias especies de insectos pueden actuar como agentes dispersantes, ya que pueden di-
seminar el virus a través de sus heces después de haber consumido presas infectadas (Vas-
concelos et al., 1996) y/o por contacto fisico del insecto con el virus (Sait et al., 1996). Un
estudio de laboratorio con los depredadores Doru taeniatum Dohrn'y Chrysoperla rufilabris
Burmeister concluyé que D. taeniatum puede excretar el virus viable durante los tres dias
después de haber consumido larvas de S. frugiperda infectadas con el STMNPV, mientras
que el virus consumido por larvas de C. rufilabris se inactivé en el intestino (Castillejos et al.,
2001). Los autores sefialan que debido a que el intestino de ambos depredadores poseen
una condicion &cida, estas diferencias pueden estar relacionadas con la no expulsion del vi-
rus en el meconio y/o la presencia de proteasas en el intestino que pueden inactivar el virus.
En condiciones de campo se comprobo que D. taeniatum tiene la habilidad de dispersar el
SfMNPV sobre plantas de maiz y puede contribuir con la transmisién de la enfermedad en
larvas de S. frugiperda (Castillejos et al., 2001).

Otros estudios

Las infecciones causadas por los baculovirus son en general altamente virulentas y
provocan la mortalidad del hospedero (Cory et al., 1997; Hughes et al., 1997). Sin embargo,
varios estudios demuestran que los baculovirus también pueden persistir en un bajo nivel en
el hospedero sin causar signos de una enfermedad patente (Hughes et al., 1997; Burden et
al., 2003; Cabodevilla et al., 2011). Estas infecciones no son letales pero frecuentemente
provocan efectos adversos en la tasa de desarrollo y reproduccién del insecto infectado sub-
letalmente (Cabodevilla et al., 2011). Ademas, las infecciones persistentes permiten al paté-
geno transmitirse de forma vertical, es decir de los padres a su progenie (Kukan, 1999).

Martinez et al. (2005) evaluaron la prevalencia de infecciones subletales en diferen-
tes estados del desarrollo de S. frugiperda mediante la técnica molecular de la transcripcion
reversa acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR). La deteccion de infec-
ciones subletales vario entre el 5 y 41% dependiendo del estado de desarrollo del insecto y
del gen utilizado para la deteccion de la transcripcion de los genes del virus. El intervalo de
tiempo que transcurrié desde la inoculacion y la probabilidad de detectar la infeccion subletal
se correlaciond negativamente, lo cual sugiere que los insectos pueden librarse de la infec-
cion durante su desarrollo. Sin embargo, después de 11 generaciones de exposicion del
SfMNPV, los insectos sobrevivientes mostraron efectos adversos en la tasa de desarrollo de
estados inmaduros y en la tasa reproductiva de los adultos de S. frugiperda (Martinez et al.,
2003). Lo anterior sugiere que en el caso del STMNPV, los efectos subletales son debido
principalmente al costo de la utilizacion de las reservas energéticas del huésped para resistir
y combatir al patdégeno. Estos efectos son importantes desde el punto de vista practico, ya
que la descendencia del insecto plaga puede disminuir y, como consecuencia, tener un im-
pacto negativo en la dinamica de poblacion del insecto.

Hasta la fecha, la produccion de baculovirus con fines comerciales se realiza median-
te el sistema in vivo, es decir, la multiplicacién del virus en el huésped. Mediante este sistema
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se logra obtener una elevada produccion del virus y un producto de alta calidad (Cory y Bis-
hop, 1997). De acuerdo a una estimacion realizada por Williams et al. (1999), sin incluir gas-
tos comerciales (mercado, distribucion, gastos generales), el costo para producir 1.5 x 10"
OBs del SfMNPV en condiciones de laboratorio en México fue de $12.10 ddlares. Del costo
total, el mayor porcentaje correspondi6 a las actividades de mano de obra (68.2%), seguido
del costo para la elaboracion de la dieta artificial para alimentar a las larvas huésped
(17.5%). Cuando el virus es incorporado a un formulado granular fagoestimulante, el costo
de produccion se puede incrementar en $17 délares. Sin embargo, comparado con el costo
de uninsecticida quimico granular (" $13.50 ddlares/ha), se espera que un formulado granu-
lar del STMNPV sea mas competitivo al reducir los costos por el incremento de la escala de
produccion (Castillejos et al., 2002).

Conclusiones

Son varias las aportaciones derivadas de los estudios senalados en la presente revi-
sion. Sin embargo, el grado de control de las larvas de S. frugiperda parece estar limitado por
la persistencia de los OBs sobre la superficie del cultivo y la eficiencia del proceso de la ad-
quisicion de la infeccién. Entre los temas importantes para futuros estudios esta la evalua-
cion de diferentes compuestos naturales y sintéticos como protectores solares y/o
fagoestimulantes.

Los abrillantadores 6pticos representan un valioso componente para las formulacio-
nes de los nucleopoliedrovirus y su uso podria ser mas factible a través de la identificacion
de compuestos econémicamente accesibles y que incrementen la capacidad insecticida del
SfMNPV a bajas concentraciones. Ademas, para confirmar el potencial de los abrillantado-
res 6pticos como coadyuvantes en los bioinsecticidas es necesario realizar estudios minu-
ciosos en condiciones de campo (Tamez-Guerra et al., 2006).

El uso de formulaciones fagoestimulantes granulares elaboradas con harina de maiz
también representan una opcioén para el uso del STMNPV, ya que tienen la ventaja de ser per-
sistentes en el campo, sencillos de preparar y faciles de aplicar (Williams y Cisneros, 2001).
El uso alternado de estos compuestos en el contexto de un apropiado manejo integrado de
plagas, podria minimizar el costo de estrategias de control de plagas basadas en baculovi-
rus.

Se ha demostrado que el uso del STIMNPV puede ser compatible con la accién de
otros enemigos naturales e incluso con algunos otros insecticidas. La mayoria de las aplica-
ciones de insecticidas quimicos en el cultivo de maiz tiene como objetivo el control del gusa-
no cogollero, por lo tanto éste tipo de estrategias podria reducir el numero de aplicaciones de
los insecticidas quimicos por ciclo de cultivo.
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