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SecciON X. BIOPLAGUICIDAS

CAPiTULO 23: PLAGUICIDAS MICROBIALES:
PROBLEMAS Y CONCEPTOS

HISTORIA DE LOS INSECTICIDAS MICROBIALES

El estudio de las enfermedades de los insectos empez6 en el siglo XIX (Kirby y Spence, 1815)
pero no en relacién al control de insectos plaga sino para controlar enfermedades de espe-
cies comerciales, como el gusano de seda Bombyx mori (L.). Agostino Bassi fue el primero en
demostrar experimentalmente la naturaleza infecciosa de la enfermedad de los insectos, en su
estudio de 1835 sobre la enfermedad de la muscardina blanca de los gusanos de seda, causada
por el hongo Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin. Louis Pasteur efectud trabajos sobre
otras enfermedades del gusano de seda en 1865-1870, en Francia. La primera sugerencia del
uso de patdgenos de insectos como insecticidas microbiales fue hecha en 1836 por Bassi,
quien propuso que los cadaveres putrefactos de insectos muertos podrian ser mezclados con
agua y ser rociados en el follaje para matar insectos. Las primeras pruebas de campo de este
concepto fueron conducidas en 1884 por Elie Metchnikoft, quien produjo en masa conidias
de Metarbizium anisopline (Metchnikotf) Sorokin y las aplicd en pruebas de campo contra
larvas del picudo de la remolacha Cleonus punctiventris (Germar), causando del 55-80% de
mortalidad.

Los insecticidas microbiales mas eficaces probaron ser los productos basados en la bacteria
Bacillus thuringiensis Berliner (Bt), una especie descubierta primero en Japén por Ishiwata
(1901). La historia de Bt, desde su descubrimiento inicial hasta el uso de los cultivos trans-
génicos que expresan toxinas Bt, fue resumida por Federici (2005). En sintesis, la bacteria
fue nombrada en Alemania por Berliner (1915), después de su redescubrimiento alli como
patégena de la polilla de la harina Anagasta kuehniella (Zeller). Investigadores franceses,
como resultado de estudios de las enfermedades de las larvas del gusano de seda, desarrol-
laron el primer bioinsecticida basado en Bt (Sporeine) durante los 1930s (Jacobs, 1951). En
los 1950s, investigaciones sobre Bt fueron iniciadas en California por E. A. Steinhaus. Un
descubrimiento critico temprano fue que el patdgeno poseia cuerpos parasporales cristalinos
que eran téxicos para algunos insectos (Hannay, 1953). El aislamiento de muchas formas nue-
vas pero ligeramente diferentes del patégeno por varios investigadores ocurrié rapidamente
y caus6 confusion hasta que Barjac y Bonnefoi (1962, 1968) desarrollaron un sistema de
clasificaciéon basado en antigenos flagelares. Mas o menos al mismo tiempo, Dulmage (1981)
y Burges establecieron estandares internacionales para los bioensayos con los nuevos aisla-
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mientos y su comparacion con la cepa estandar. Desde 1965 a 1981, el desarrollo comercial
de productos Bt fue llevada a cabo por dos importantes compaiias (Abbot Labs y Sandoz
Corporation), las que desarrollaron productos como Dipel y Thuricide. Durante el mismo
periodo, se descubrieron nuevas subespecies de Bt con actividad sobre otras plagas distintas a
las larvas de Lepidoptera. Las nuevas subespecies mas importantes fueron Bt israelensis (Gold-
berg y Margalit, 1977) con actividad contra larvas de moscas Nematocera (p. ¢j., zancudos
y jejenes; van Essen y Hembree, 1980) y Bt morrisoni cepa tenebrionis (Krieg et al., 1983)
con actividad contra algunos escarabajos y larvas de crisomélidos, incluyendo al escarabajo de
Colorado de la papa Leptinotarsa decemlineata (Say) (ver revisiones de Entwistle ez al., 1993,
y de Glare y O’Callaghan, 2000).

Bacillus thuringiensis mata a sus hospederos produciendo toxinas que se enlazan selecti-
vamente con los sitios receptores en los microvilli del intestino medio. La muerte del insecto
es causada por intoxicacion, la que puede estar acompanada por la invasiéon del hemocele
por células bacterianas vegetativas (Schnept ez al., 1998). La forma mas utilizada de Bt es el
aislamiento HD1 de Bt kurstaki, el cual produce cuatro endotoxinas importantes, designadas
como CrylAa, CrylAb, CrylAcy Cry 2Aa. Otra subespecie importante, Bt israelensis, pro-
duce Cry4Aa, Cry4Ba, Cryl1Aay la toxina CytlAa, una toxina citolitica no relacionada con
las proteinas Cry (Federici, 2007).

Después de 1981, las nuevas herramientas moleculares desarrolladas fueron aplicadas a
este patdogeno para crear cepas Bt modificadas genéticamente y, finalmente, cultivos Bt. El
descubrimiento de que los genes de las toxinas Bt estaban localizados en plasmidos y no en el
cromosoma Bt, permitio la clonacion mas facil de los genes de la toxina (Schnept'y Whitely,
1981). Se desarroll6 un esquema de clasificacion para toxinas Bt (Hofte y Whitely, 1989),
agrupandolas como toxinas cry (cristal) o cyt (citoliticas). Siguieron estudios sobre la variac-
i6n natural en las toxinas Bt, su modo de accion, especificidad y genes codificadores. Basada
en estos avances, se uso la tecnologia molecular para mejorar el Bt como bioplaguicida, prim-
ero creando cepas que combinaron toxinas de dos o mds fuentes separadas. Esto fue seguido
por la insercion de las toxinas mas ttiles dentro de plantas cultivadas (Fischhotf et al., 1987,
Perlak ez al., 1990, Koziel et al., 1993), una actividad en la que la compania Monsanto jugd
el papel dominante. Un avance técnico critico fue el crear cultivos Bt para incrementar la
expresion Bt en plantas a niveles toxicos para las plagas a controlar, lo que fue acompanado
con la alteracién de genes para optimizar su expresion (Perlak ez al., 1991). La seguridad de
los cultivos Bt para otros organismos ha sido ampliamente demostrada (O’Callaghan et al.,
2005; Shelton ez al., 2002) y los cultivos Bt son usados ampliamente en los Estados Unidos y
en muchos otros paises. Para 2005, mas del 50% del algodonero y el 40% del maiz en los EU
eran variedades Bt (Federici, 2005). Una consecuencia de tal adopcion ha sido el fracaso de las
companias que buscaban promover el uso bioplaguicida de formulaciones Bt en estos mismos
cultivos aunque su uso contindia en otros cultivos y para otras plagas como los zancudos.

El éxito de los productos de B. thuringiensis estimul6 los esfuerzos comerciales con otros
patégenos, incluyendo hongos y virus. Un directorio de los plaguicidas microbiales regis-
trados actualmente en los paises de la OCDE (la mayor parte de Europa, Estados Unidos,
Canadd, Nueva Zelanda, Australia, Japon, Corea, México y Turquia) estd disponible en www.
agr.gc.ca/env/pdt/cat_e.pdf (Kabaluk y Gazdik, 2004 ). Para cada producto, esta lista indica
el nombre del microbio, las plagas, los paises donde esta registrado, el fabricante y un enlace
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web para mayor informacién sobre el producto. Sin embargo, los bioplaguicidas actualmente
comprenden solamente cerca del 1% del mercado de los plaguicidas. De ellos, los productos
Bt son el 80%.

3 QUE HACE DE UN PATOGENO UN POSIBLE BIOPLAGUICIDA?

FACILIDAD Y COSTO DEL CULTIVO

Para tener oportunidad de tener éxito comercial como insecticida microbial, un patégeno
debe ser facil de producirse masivamente a bajo costo. El factor mas importante que
afecta el costo del cultivo es si se requieren hospederos vivos o no. Bacillus thuringiensis,
el entomopatégeno mas exitoso producido en volumen, puede ser cultivado en medios
de fermentacion (una mezcla sin vida de sustancias nutritivas). En contraste, Paenibacillus
(antes Bacillus) popilline (Dutky), un patdégeno del escarabajo japonés (Popillia japonica
Newman) que atrajo la atenciéon por la importancia de la plaga en los Estados Unidos, re-
quiere hospederos vivos para la produccion de esporas. Esto incrementé dramaticamente
los costos de produccion y, junto con su alta especificidad, evitdé que este patdégeno se
convirtiera en un éxito comercial importante. Otros aspectos de la produccién, como la
habilidad de un agente para crecer en medios liquidos o el desarrollo de métodos simples
para la produccion local por los agricultores en areas rurales de paises en desarrollo, tam-
bién pueden afectar los costos. El costo de produccion esta en funcién de los costos de la
mano de obra y de la tecnologia, los cuales pueden cambiar. Los medios de cultivo que
usan ingredientes baratos, como los cereales producidos localmente, pueden reducir el
costo de producciéon (Hoti y Balaraman, 1990) pero los productos locales pueden carecer
de la calidad alta y consistencia que los agricultores demandan.

GRADO DE ESPECIFICIDAD DE HOSPEDERO Y DE PATOGENICIDAD

Los patoégenos que dan origen a plaguicidas microbiales efectivos son especies con un
nivel razonable de especificidad y una alta actividad contra una o mas plagas criticas de un
cultivo importante, lo cual asegura un mercado de tamano adecuado. La investigacion en
plaguicidas microbiales empezo6 con la bisqueda de productos de control de plagas que
pudieran ser mas compatibles con los enemigos naturales que los plaguicidas quimicos. La
alta especificidad fue valorada porque aseguraba que los patégenos afectarian solamente
a las plagas a controlar y que entonces seria ficil integrarlos a los sistemas de manejo de
plagas. Si la especificidad del hospedero es demasiado alta, el mercado puede ser de-
masiado pequeio para sostener la producciéon comercial, excepto cuando la plaga sea de
gran importancia en un cultivo sembrado en areas extensas. Por ejemplo, la mayoria de
los baculovirus de insectos tienen rangos de hospederos limitados a unas pocas especies.
Existen baculovirus con rangos mas amplios, como la nucleopoliedrosis de Autographa
californica, la cual ataca al menos a 43 especies en 11 familias de insectos (Payne, 1986).
Sin embargo, este virus en particular es poco infeccioso, excepto en unas pocas larvas de
polillas noctuidas.
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En principio, la ingenieria genética puede ser usada para ampliar el espectro de hos-
pederos de los patégenos. Por ejemplo, cepas de B. thuringiensis especificas para ciertos
tipos de hospederos (la subespecie kurstaki para Lepidoptera, la subespecie israclensis para
Diptera y la subespecie tenebrionis para Coleoptera) pueden ser manipuladas de manera
que los rangos de hospederos de varias cepas sean combinados (Crickmore et al., 1990;
Gelernter, 1992) en un solo organismo. Aunque esto ya ha sido efectuado, ningtn pro-
ducto modificado ha tenido todavia un éxito dramdtico.

Existen patotipos dentro de la mayoria de las especies patogenas y éstos varian en la
cantidad de material necesario para controlar a la plaga. Ya que los patégenos son relativa-
mente caros, el uso de mas patotipos virulentos reduce costos al disminuir la cantidad que
debe ser aplicada. Los costos de produccion de B. thuringiensis son comparables a los de
los plaguicidas quimicos modernos como el imidacloprid y el spinosad.

COMPATIBILIDAD DEL PATOGENO CON EL SITIO DE APLICACION PROPUESTO

Las condiciones fisicas en el sitio de aplicaciéon pueden afectar la eficacia de los ento-
mopatogenos. En general, algunas de estas limitaciones son caracteristicas de grupos
completos: los nematodos se secan facilmente, los hongos necesitan condiciones hiimedas
para la germinacion de las conidias, los virus son degradados en pocos dias por la luz ul-
travioleta. Para ser apropiado para el uso propuesto, un patégeno debe ser tolerante a las
condiciones encontradas comtinmente en los sitios de aplicacion. Por ejemplo, los nemat-
odos son mas adecuados para ser usados en ambientes himedos como el suelo y dentro
de tejidos vegetales, para el control de minadores de hojas o de barrenadores. También
existe variacion entre especies en grupos de patoégenos que pueden afectar la conveniencia
en sitios particulares de aplicacion. El picudo negro Otiorhynchus sulcatus (Fabricius) es
una plaga importante en viveros de los Estados Unidos y Europa, y en algunas areas de
produccion, las temperaturas del suelo son mas bien bajas. Sin embargo, las especies de
nemditodos que fueron comercializadas primero no fueron altamente efectivas en suelos
frios. Heterorhabditis marvelatus (Liu & Berry, 1996), una especie descubierta después, es
mas efectiva a bajas temperaturas del suelo (Berry ez al., 1997).

RESUMEN DE LAS OPCIONES PARA CULTIVAR PATOGENOS

Los patégenos pueden ser cultivados en hospederos vivos intactos (iz o) o en medios de
fermentacion (in vitro), sin embargo, es poco comun que la cria 2z vivo sea comercialmente
practica. Los virus también pueden ser cultivados en células vivas de insectos. Desde el prin-
cipio, los patélogos han reconocido que la dependencia de los hospederos vivos limita la pro-
duccién en gran escala. Algunos grupos de patégenos, sin embargo, son dificiles o imposibles
de cultivar fuera de sus hospederos vivos. Esto incluye a los baculovirus, muchos hongos
Entomophthoraceae, algunas bacterias y algunos nematodos. Los patégenos que deben ser
criados en hospederos vivos requieren de mas mano de obra para su producciéon porque este
proceso es dificil de automatizar y carece de economia de escala.
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CRIA EN HOSPEDEROS VIVOS

El proceso de cultivo en hospederos vivos (diferente de las lineas de células) requiere: (1)
la cria masiva de un insecto hospedero, (2) pasos para infectar al hospedero y producir el
patogeno, y (3) métodos de cosecha y procesamiento del patégeno. El paso uno emp-
ieza escogiendo un hospedero conveniente en el cual propagar al patégeno. Idealmente,
deberia ser la plaga a controlar pero puede no serlo, si esa especie es dificil de criar y el
patégeno puede ser cultivado en otra especie que sea mas conveniente. (Sin embargo,
si el patogeno es producido en un hospedero alternante, hay un riesgo de adaptacién al
hospedero y de pérdida de infectividad en la plaga). La produccion del hospedero de cria
en plantas vivientes implica mayores costos y la presencia de otros organismos, por tanto,
siempre que sea posible, conviene criar a los insectos hospederos en dieta artificial.

En el paso dos, la inoculacién del hospedero y el crecimiento del patégeno empiezan
tratando al hospedero con el estado infeccioso del patdégeno, a menudo simplemente
contaminando el alimento del hospedero. La meta es obtener el mayor rendimiento por
hospedero, el que puede ser afectado por la dosis aplicada y por la edad del hospedero. Si
es aplicada una concentraciéon demasiado alta del patégeno o es aplicada muy pronto, los
hospederos pueden morir jévenes, logrando menos rendimiento.

El paso final, la cosecha y purificaciéon del patdégeno, debe ser barato y retener la viabi-
lidad del patégeno. Dependiendo del patdégeno, los cadaveres del hospedero pueden ser
aspirados en vacio y secados (para los virus), lavados (para cosechar esporas de hongos)
o (para nematodos) colocados en arena himeda para atrapar los nematodos emergentes
conforme salgan del hospedero y se dirijan al agua. Los patégenos cosechados entonces
deben ser estabilizados en un medio de cultivo, a temperatura favorable para su sobre-
vivencia.

CRIiA EN MEDIOS DE FERMENTACION O EN LINEAS DE CELULAS

Para los patégenos que no requieren organismos vivos, la produccion puede ocurrir en
medios de fermentacion o en cultivos de células de insectos. Los medios de fermentacién
son usados para algunas bacterias y hongos. Dichos medios consisten de carbohidratos
(como arroz o residuos de grano), proteinas, vitaminas, minerales, sales y antibioticos. Las
mezclas exactas dependen del patégeno a cultivar y del costo y disponibilidad local de los
materiales. Para bacterias, los medios de fermentacién son liquidos, lo que les permite ser
manipulados en tanques y bombas, logrando una economia de escala en la produccion.
Muchos hongos no producen conidias cuando estan sumergidos. Por tanto, el cultivo de
hongos requiere de un sistema en dos pasos, en el cual el micelio crece en cultivo liquido
y después se coloca en medios solidos para la produccion de conidias. Alternativamente,
los hongos podrian ser producidos usando las estructuras de unidades infecciosas que van
a crecer en el liquido (fragmentos miceliales, blastosporas, esporas en descanso, clamidos-
poras). Este tltimo enfoque usualmente requiere diferentes métodos de formulacion para
estabilizar al estado infectivo del patégeno para que retenga su viabilidad. Para los virus,
los cultivos de células de insectos son un medio liquido que provee de células vivas para
el ataque y la reproduccion pero este sistema no es practico para la produccion de virus
como bioplaguicidas. Los detalles de los sistemas de produccion para los tipos de patoge-
nos son discutidos en el Capitulo 24.




CApPiTULO 23

CALIDAD DEL AGENTE — ENCONTRARLO, CUIDARLO, MEJORARLO

INICIAR CULTIVOS CON AGENTES DE ALTA CALIDAD

El descubrimiento de nuevos agentes microbiales puede ser el resultado de la oportuni-
dad, la revision en laboratorio o de inspecciones de campo. Los descubrimientos de opor-
tunidad de nuevos agentes utiles incluyen el hallazgo de B. thuringiensis israelensis, una
subespecie patégena de zancudos, y del nemétodo Steinernema riobrave Cabanillas et al.,
una especie efectiva contra pupas de Heliothis zen (Boddie) (Cabanillas y Raulston, 1994).
Los programas de revisiéon también pueden ser usados para encontrar patogenos efectivos
contra una plaga especifica, examinando la actividad sobre la plaga de las colecciones de
aislamientos existentes de un patégeno en laboratorios. Kawakami (1987), por ejemplo,
investigé 61 aislamientos de Beauveria bromgniartii (Saccardo) Petch para conocer su
patogenicidad contra Psacothea hilaris (Pascoe), una plaga de la morera. Sin embargo,
las inspecciones de campo son la fuente basica de nuevos aislamientos de patégenos. Los
nuevos aislamientos efectivos contra una plaga especifica pueden ser encontrados colec-
tando grandes cantidades de la plaga en el campo, buscando los especimenes muertos o
moribundos y examinandolos con técnicas de cultivo microbial. Los postulados de Koch
(aislar, infectar, reaislar) deben ser seguidos entonces para confirmar la patogenicidad.
Pueden encontrarse nuevos patoégenos generalistas con inspecciones de campo menos es-
pecificas. Las larvas de la polilla de la cera, por ejemplo, pueden ser colocadas en el suelo
como cebos para encontrar nuevos nematodos (p. ¢j., Deseo et al., 1988; Hara et al.,
1991). Este enfoque puede ser usado para encontrar nematodos u hongos preadaptados
a condiciones particulares del suelo (caliente, frio, seco, himedo, etc.).

RETENIENDO LA CALIDAD DEL AGENTE

Un cultivo de cria masiva de un patégeno puede contaminarse con otros microbios con
el tiempo, pasando a ser menos productivo (en términos de la produccion del patégeno/
unidad del medio) o perder su virulencia hacia la plaga. En la produccion comercial de
patoégenos, se requieren pruebas perioddicas para detectar la contaminacién, especialmente
de patégenos de humanos (Jenkins y Grzywacz, 2000). Los cambios en el rendimiento
pueden ser monitoreados contando el nimero de patégenos producidos por hospederos
o por unidad del medio. La virulencia puede ser medida con bioensayos contra la plaga,
comparando con una cepa estandar o con el aislamiento original del patégeno.

Los agentes microbiales pueden perder infectividad después de ser cultivados en me-
dios artificiales por muchas generaciones. El cultivo repetido del hongo Nomuraea rileyi
(Farlow) por transterencia de conidias condujo a la pérdida de su virulencia contra larvas
de Anticarsia gemmatalis Hibner en 16 generaciones. Sin embargo, la pérdida de viru-
lencia fue asociada solamente con la propagacion de las conidias ya que no se observo pér-
dida de virulencia de esta especie con hasta 80 pasos basados en transferencia de micelio
(Morrow et al., 1989). La atenuacién que sigue a la propagacion artificial prolongada ha
sido observada en al menos otras siete especies de hongos (Hajek ez al., 1990b). Similar-
mente, los baculovirus producidos en hospederos alternantes pueden perder infectividad
hacia el hospedero original, como ocurri6é con el virus del gusano de seda (B. morz) al
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ser cultivado por 18 generaciones en el barrenador asiatico del arroz Chilo suppressalis
(Walker) (Aizawa, 1987).

La pérdida de infectividad por el cultivo prolongado en medios de fermentacion pu-
ede ser restablecida al reiniciar periédicamente el cultivo con patégenos de hospederos vi-
vos o en un aislado infeccioso mantenido en almacenamiento a largo plazo. Este enfoque
es usado para mantener la infectividad del nematodo de los siricidos Deladenus ( Beddin-
gin) siricidicola (Bedding), el que si es criado continuamente en su hongo hospedero,
pierde la habilidad de infectar insectos. Tal pérdida de infectividad condujo a un fracaso
mayor de un programa de control contra el siricido Sirex noctilio (Fabricius) en bosques
australianos durante los 1980s (Haugen, 1990). Esta situacion fue resuelta colectando
una raza virulenta del nemdtodo en campo y usindola para la produccién masiva. Para
prevenir la reaparicion de la atenuacion, la produccion de nematodos usados para infectar
en plantaciones nuevas de pinos se hace con material periédicamente renovado, a partir de
un cultivo congelado de la raza infecciosa del nematodo (Bedding, 1993).

Otro caso interesante sobre la retencién de la calidad en un microbio producido como
plaguicida, es el de Serratia entomophila Grimmont, Jackson, Ageron & Noonan. Este
patégeno ha sido producido en Nueva Zelanda desde 1990 para el control de Costely-
tra zealandica (White), una plaga nativa de pastos (Jackson, 1994). Este patdégeno fue
afectado por dos problemas cuando fue producido masivamente. El primero fue una ten-
dencia a los cultivos con cepas no virulentas. Se desarrollé un proceso de certificacion de
cultivos iniciales para asegurar que solo se usaran células virulentas en los fermentadores
comerciales. Este proceso se basé en la deteccion visual del plasmido especifico en el cual
se localizaban los genes para la virulencia. Esto fue confirmado después con ensayos de
control de calidad, verificando que las larvas hubieran sido inoculadas con la cepa pato-
génica (Pearson y Jackson, 1995). El segundo problema en la cria de esta especie fue la
contaminacion de los fermentadores con virus que atacan bacterias (p. ¢j., fagos), los que
pueden causar que la produccion colapse. Este problema fue resuelto localizando una
cepa mutante que no era atacada por el fago y que causaba la enfermedad en la plaga
(Grkovic et al., 1995).

MEJORAMIENTO GENETICO DE LOS PATOGENOS

Los nematodos y microbios potencialmente pueden ser mejorados en diversas caracteristi-
cas, tales como la tasa de infectividad en un hospedero dado, rango de hospederos, letali-
dad y resistencia a plaguicidas. También es posible mejorar caracteristicas que afectan a la
produccion, como el rendimiento de esporas o la tasa de crecimiento bajo las condiciones
de produccion. Gaugler ez al. (1989) usaron la seleccion de laboratorio para reforzar el
hallazgo del hospedero de Steinernema carpocapsae (Weiser) en 20-27 veces. Algunos
hongos entomopatogenos han sido modificados genéticamente para la resistencia a fungi-
cidas (Goettel ez al., 1990). Se han modificado baculovirus para incrementar su velocidad
para matar, insertando genes para produccién de veneno (Bonning y Hammock, 1996;
Cory, 2000).
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MEDICION DE LA EFICACIA DE LOS PLAGUICIDAS MICROBIALES

La eficacia es un problema crucial para los bioplaguicidas. Las pruebas para medir la eficacia
son similares a las efectuadas para los plaguicidas quimicos. Se aplican los productos cuando y
donde se deseen, y se miden los porcentajes de plagas muertas o los cambios en los nimeros
de plagas antes y después de la aplicaciéon, comparados con un testigo sin tratamiento. Al-
gunos hongos y nematodos patégenos son aptos para “reciclarse” (reproducirse por varias
generaciones) en los sitios de las aplicaciones. Las evaluaciones pueden tener varios objeti-
vos, incluyendo: (1) la comparacién de especies o cepas para identificar al mejor agente para
una plaga en particular, (2) la comparacién de diferentes formulaciones o métodos de apli-
cacion, (3) la medicion de la sensibilidad a la variacién segn los factores ambientales, o (4) la
medicién de la persistencia del patégeno después de la aplicacion.

COMPARACIONES ENTRE AGENTES Y FORMULACIONES

Frecuentemente, varios patégenos pueden estar disponibles para controlar a la misma
plaga. ;Deberfan los productores usar Steinernema feltine (Filipjev) o S. carpocapsae para
controlar micetofilidos en cultivos de flores en invernaderos? ¢Deberia un productor for-
estal usar B. thuringiensis o baculovirus Gypchek® para controlar larvas de la polilla gi-
tana? Las respuestas a tales preguntas provienen de las pruebas de campo, como las real-
izadas por Capinera ez al. (1988) y Wright et al. (1988) para identificar la principal especie
de nemdtodo para las plagas de su interés. Dichas pruebas tipicamente comparan aspectos
como la variacion en la dosis aplicada y en la formulacién usada. Wright et al. (1988), por
ejemplo, en sus pruebas para especies de nematodos, consideraron las tasas de nematodos
con un rango de amplitud de ocho veces. Capinera ez a/l. (1988) compararon tres métodos
de aplicacién de nematodos para el control del gusano trozador: capsulas de alginato de
calcio, cebos con salvado de trigo y suspensiones acuosas.

El uso en el campo también requiere de algiin conocimiento sobre qué tan a menudo
debe ser aplicado el patdégeno y cuil es el mejor tiempo para aplicar. Tatchell y Payne
(1984), por ejemplo, encontraron variacion en la edad de las larvas de Pieris rapae (L.) en
campos de coles, por lo que las aplicaciones multiples del virus dieron mejor control que
una sola aplicacién. En Kenia, las capturas de polillas en trampas con feromonas fueron
usadas para hacer las aplicaciones de B. thuringiensisy controlar larvas neonatas de Spodop-
tera exempta (Walker) (Broza et al., 1991). La integracion de patégenos con plaguicidas
puede ser explorada como un método para disminuir el uso de plaguicidas. Por ejemplo,
las pruebas con dosis bajas de imidacloprid y nematodos para el control de larvas de es-
carabajos demostraron que la combinacién fue mas efectiva que cada uno por separado
(Koppenhofer y Kaya, 1998).

EFECTOS DE LOS FACTORES AMBIENTALES

En el campo, la eficacia del bioplaguicida estara afectada por factores que cambian su
cubrimiento, la sobrevivencia del patégeno o la infectividad. La paja, por ejemplo, re-
duce la movilidad de los nemdtodos aplicados en agua sobre el césped (Georgis, 1990),
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reduciendo el nimero de nematodos que alcanzan las larvas de escarabajos en la zona
radicular. Los doseles densos o las hojas peludas pueden reducir las tasas de deposicion de
los productos sobre las hojas, reduciendo su efectividad. La sobrevivencia de muchos ti-
pos de agentes microbiales es reducida por la luz ultravioleta o la resequedad excesiva. En
una prueba de campo en el Reino Unido, mds de dos tercios de los granulovirus aplicados
en repollos contra P. rapae tueron desactivados en un solo dia (Tatchell y Payne, 1984).
El grado en que los patégenos que contactan hospederos tienen éxito en infectarlos, de-
pendera del agente aplicado, la formulacién y las condiciones fisicas al tiempo de la apli-
cacion. Muchos hongos, por ejemplo, deben tener alta humedad por un periodo critico
después de que las esporas llegan al hospedero para que las conidias germinen y penetren
el integumento (Connick et /., 1990). Ya que el clima es una cuestion local, las pruebas
de campo deben ser efectuadas donde la plaga va a ser controlada.

PERSISTENCIA DEL IMPACTO DEL AGENTE DEBIDO A SU REPRODUCCION

La mayoria de los insecticidas microbiales se degradan rapidamente después de la apli-
cacion pero algunos son capaces de reproducirse bajo condiciones de campo. Por ejem-
plo, Allard ez al. (1990) encontraron que la infeccién por el hongo M. anisopline en el
saltahojas sapo de la cana de aztcar Aeneolamin varia Fabricius var. saccharina, perman-
ecié mas alta en las parcelas tratadas que en el testigo por seis meses, después de una sola
aplicaciéon. En cana de aztcar en Australia, una sola aplicacion del mismo hongo logré
niveles comerciales de control de la plaga Antitrogus sp., por mas de 30 meses (Samuels
et al., 1990). Beauveria brongnartii aplicada al suelo en Suiza para controlar al escarabajo
Melolontha melolontha L., persiste en los suelos por varios anos si las larvas estan presentes
(Kessler et al., 2004). Jackson y Wouts (1987) encontraron que el grado de control del
escarabajo del pasto C. zealandica, logrado por aplicaciones del nematodo Heterorbabdi-
tis sp. en Nueva Zelanda, se incrementd desde 9 hasta 56% en un periodo de 18 meses,
indicando un incremento de los nematodos en el sitio debido a su reproduccién. Un
analisis econémico en Tasmania del control de la plaga de los pastos Adoryphorus couloni
(Burmeister) demostré que un solo tratamiento con M. anisopline persistié por 5-10 anos,
lo que hizo econémico su uso comercial al ser comparado con el costo de renovacion del
pasto danado por los insectos o por el uso del control quimico (Rath ez al, 1990).

GRADO DE PENETRACION EN EL MERCADO Y POSIBILIDADES FUTURAS

Muchos factores afectan el potencial de mercado de los patégenos como insecticidas mi-
crobiales en relaciéon al grado en el que controlan a sus hospederos. El beneficio econémico
potencial de un posible producto y la extension de los subsidios pablicos, influyen en cudnto
esfuerzo de investigacion es dedicado al desarrollo de un patégeno como bioplaguicida. El
potencial de ventas estd influenciado por las opciones competitivas en el tiempo, especifica-
mente si otras opciones estan disponibles para la misma tarea. Ademads, los factores legales
afectan la economia de los bioplaguicidas en desarrollo, especialmente los costos de regis-
tro del producto y la extension de la proteccion a la patente. La influencia de tales fuerzas
en el desarrollo del producto es ilustrada por Huber (1990), quien hizo un recuento de
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las peripecias entre el descubrimiento en 1963, en México, de un granulovirus de la polilla
de la manzana Cydia pomonelln (L.) y de su mercadeo décadas después en Alemania como
Granupom®. En algunos casos, la produccion local de plaguicidas microbiales puede ayudar
a incrementar su uso, reduciendo costos y la necesidad de divisas extranjeras (Bhumiratana,
1990). El desarrollo de un programa local para criar el virus de Anticarsin gemmatalis en
Brasil, aumento la soya tratada con este virus desde 2,000 ha en 1982-1983 hasta mas de
1,000,000 ha en 1989-1990 (Moscardi, 1990); sin embargo, este programa recibié extensos
subsidios gubernamentales.

TiPOS Y NUMEROS DE PRODUCTOS REGISTRADOS

En 2004, 117 productos que representan a 20 patdégenos (especies o cepas) estaban
registrados en uno o mas paises de la OCDE (un consorcio de unos 40 paises) (Tabla
23-1). Los productos registrados contenian dos bacterias (P popillia y B. thuringiensis,

Tabla 23-1. Patégenos registrados como insecticidas (datos de Kabaluk y Gazdik, 2004)

Especies de microbios

Bacterias
1. Paenibacillus popilliae
2. Bacillus thuringiensis kurstaki
3. B. thuringiensis israelensis
4. B. thuringiensis tenebrionis
5. B. thuringiensis aizawai
Hongos
6. Beauveria bassiana
7. Beauveria brongnartii

8. Lecanicillium muscarium (Petch) Zare & W.

Gams (antes Verticillium lecanii)
9. Lagenidium giganteum
10. Metarhizium anisopliae cepa ESF1
11. Paecilomyces fumosoroseus
Virus
12. granulovirus
13 granulovirus
14. granulovirus
17. NPV de Autographica californica
18. NPV de Anagrapha falcifera
18. NPV de la palomilla del abeto Douglas

19. NPV de Spodoptera exigua

Plagas controladas

Larvas del escarabajo Japonés
Larvas de Lepidoptera

Larvas de Diptera

Larvas de Coleoptera

Larvas de Lepidoptera

Moscas blancas, afidos y otras
Larvas de algunos escarabajos
Afidos y trips

Larvas de zancudos
Cucarachas y moscas
Moscas blancas

Enrollador de hojas
Polilla de la manzana
Polilla India de la harina
Larvas de Lepidoptera
Larvas de Lepidoptera

Larvas de la polilla del abeto
Douglas

Larvas de Lepidoptera
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incluyendo cuatro subespecies: Bt azawi, Bt israelensis, Bt kurstakiy Bt tenebrionis), seis
hongos (B. bassiana, B. brongniartii, Lecanicillium muscarium (Petch) Zare & W. Gams
(antes Verticillinm lecanii), Lagenidium giganteum Couch, M. anisopline y Paecilomyces
Sfumosorosens (Wize) Brown & Smith) y siete baculovirus (tres granulovirus y cuatro nu-
cleopoliedrovirus). Sin embargo, un solo agente (Bt kurstaki) representaba 57 de los 117
productos (Kabaluk y Gazdik, 2004).

TAMARO DEL MERCADO

En ausencia de subsidios gubernamentales, el factor mas grande que influye en el desar-
rollo de un patégeno como plaguicida microbial, es su potencial de ventas. Para los agen-
tes altamente especificos, el desarrollo comercial es sélo posible para los patégenos que
matan plagas clave de cultivos sembrados en grandes extensiones como el algodonero, el
maiz y la soya (Huber, 1986) o en plagas forestales ampliamente distribuidas. No es prob-
able que existan plaguicidas microbiales para plagas en cultivos especiales en pequenas
extensiones, a menos que el patdégeno ya sea producido para otro mercado mas grande.
El uso de B. thuringiensis israelensis para el control de moscas en champinones y plantas
de aguas residuales, por ejemplo, es posible solamente porque este agente ya esta siendo
producido para el control de zancudos. Los productos para usos del sector publico, como
los utilizados para el control de defoliadores de bosques publicos, pueden ser viables si se
usan fondos publicos para efectuar su desarrollo, registro y produccion (Morris, 1981).
Este enfoque ha sido sugerido por los forestales canadienses, quienes propusieron que las
agencias del gobierno produzcan varios baculovirus de plagas clave y hacerlos disponibles
al costo a los manejadores regionales de bosques, cuando ocurran explosiones de po-
blacion de las plagas.

COMPETENCIA CON LOS PLAGUICIDAS

Los productos microbiales deben competir con los plaguicidas quimicos existentes para
compartir el mercado. Las oportunidades para hacerlo pueden existir cuando: un com-
puesto quimico es prohibido por el gobierno, hay compuestos quimicos que fallan debido
a la resistencia, un plaguicida microbial es altamente efectivo y mas barato que los quimi-
cos existentes o cuando hay problemas causados por los plaguicidas, como las explosiones
de poblacion de plagas secundarias que se vuelvan severas en un cultivo.

Para promover el uso de los bioplaguicidas, la variabilidad del control con plaguici-
das microbiales deberfa ser minimizada con la investigacion de los factores que afectan
su eficacia, ajustando la formulacién o las instrucciones de uso, conforme se necesite. En
segundo lugar, los extensionistas deben educar a los productores a entender que ni los
niveles de muerte extremadamente altos ni la muerte rapida son realmente necesarios
para el control efectivo de plagas en la mayoria de los cultivos. Los esfuerzos educativos
deberfan enfatizar que los plaguicidas microbiales a menudo causan el cese rapido de la
alimentacioén de la plaga y la reduccion a largo plazo de sus tasas reproductivas. Los niveles
moderadamente sostenidos de mortalidad por plaguicidas microbiales combinan bien con
la conservacion de parasitoides y depredadores, dejando algunas plagas que sirvan como
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hospederos o presas. Sin embargo, la adopciéon de los bioplaguicidas puede ser inhibida
en los cultivos con muchas especies plaga porque el insecticida microbial puede matar sélo
algunas especies. En tales casos, tipicamente es mas barato y mas facil para los agricultores
usar un plaguicida quimico que controle el complejo de plagas completo.

FACTORES LEGALES

Los costos del registro de productos para el control de plagas en el gobierno y la dis-
ponibilidad de la protecciéon de patentes, afecta fuertemente la probabilidad de desar-
rollar plaguicidas microbiales, especialmente para los mercados mds pequenos. El éxito
relativo de los nematodos como bioinsecticidas se debe, en parte, a la falta de necesidad
de registro del producto con este grupo de organismos (Hominick y Reid, 1990) en la
mayoria de los paises. La proteccién con patentes estd disponible para los virus y bacterias
comercializados recientemente pero la mayoria de las especies en produccion en realidad
no estan patentadas. La proteccién con patentes no estd disponible para hongos ni para
nemdtodos. Las patentes pueden ser obtenidas para tecnologia usada en la cria, formu-
lacion o aplicacion de tales organismos, o en patrones nuevos de uso.
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CApPiTULO 24: UsO DE PATOGENOS DE
ARTROPODOS COMO PLAGUICIDAS

Este capitulo presenta informacién sobre bacterias, hongos y nematodos desde la perspectiva de
su uso actual o potencial como bioplaguicidas. Solamente algunas especies en cada grupo tienen
realmente ese potencial mientras que otras pueden ser importantes en el control natural o en el
control biologico clasico.

BACTERIAS COMO INSECTICIDAS

BIOLOGIA DE LAS BACTERIAS

Las bacterias son organismos unicelulares que tienen paredes celulares rigidas. Pueden
ser bastoncillos, esferas (cocos), espirales o sin forma fija. Las especies que causan enfer-
medades en los artréopodos son discutidas por Tanada y Kaya (1993). Las bacterias mas
patogénicas entran a sus artropodos hospederos cuando ingieren alimento contaminado.
Tales bacterias se multiplican en el tracto digestivo, produciendo enzimas (como la leci-
tinasa y las proteinasas) y toxinas, las que danan las células del intestino medio y facilitan
la invasion del hemocele. El curso exacto de los eventos que siguen a la infeccién varia
con el tipo de bacterias. En general, después de que invaden el hemocele, se multiplican
y matan al hospedero por septicemia, toxinas o por ambas causas. En muchos casos, antes
de morir los hospederos pierden el apetito y dejan de alimentarse. Los hospederos enfer-
mos pueden descargar heces aguadas o vomitar. Los insectos que mueren por bacterias a
menudo se oscurecen y su cuerpo se torna flicido. Los tejidos pueden hacerse viscosos y
tener olor putrido. Las especies de Photorhabdusy Xenorvhabdus, asociadas con nematodos
que atacan insectos, causan que los hospederos se tornen rojos u otros colores caracter-
isticos y carecen de olor putrido. En estos grupos, los caddveres permanecen intactos, se
secan y se endurecen. Algunas bacterias son transmitidas de padres a hijos dentro o sobre
los huevos, como por ejemplo Serratia marcescens Bizio en la langosta café Locustana
pardalina (Walker) (Prinsloo, 1960).

El hemocele, para muchos tipos de bacterias, es el sitio caracteristico para la infeccion
en los artropodos. Existen varios mecanismos que permiten que las bacterias alcancen el
hemocele. Algunas especies del género Bacillus producen proteinas cristalinas toxicas que
ayudan a las bacterias a penetrar las células epiteliales del intestino medio. La penetracion
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empieza con enlazar esas proteinas a receptores en las células del intestino medio del
hospedero, seguida por la formacién de canales selectivos de cationes. Estos procesos
permiten la destruccién del potencial eléctrico transmembrana, con la subsecuente lisis
osmotica y la muerte de las células del intestino medio (Aronson y Shai, 2001). Los mo-
dos de accién de las endotoxinas de Bacillus thuringiensis Berliner en los insectos fueron
revisados por Gill et al. (1992), Aronson y Shai (2001), y Butko (2003).

Muchos grupos de bacterias, sin embargo, carecen de tales toxinas y existen normal-
mente como saprofitos en el aparato digestivo de insectos o en otros habitats. Cuando
el hospedero esta estresado, estas bacterias (p. ej., Proteus, Serrvatia, Pseudomonas spp.)
se multiplican mds extensamente y es mas probable que entren en el hemocele. Algunas
bacterias patogenas especializadas de los géneros Xenorhabdusy Photorbabdus, son sim-
biontes que viven dentro de nemdatodos patégenos de insectos. Estas bacterias pueden
entrar al hemocele a través de la penetracion fisica del insecto por su nematodo (ver sec-
cién de nematodos).

La especie de bacteria de mayor interés como insecticida microbial es B. thuringiensis,
la cual produce toxinas que paralizan y después matan al hospedero invadido (Honée y
Visser, 1993). Epizootias naturales de esta especie ocurren en los graneros y se cree que
B. thuringiensis se desarrollé en asociacion con insectos granivoros. Sin embargo, las apli-
caciones de este patdgeno no auto-perpetiian la epizootia, debido a la baja produccion de
esporas y a su transmision horizontal ineficiente. Por tanto, los riesgos no deseados de las
aplicaciones del Bt estdn limitados a los individuos en un taxén susceptible que realmente
hagan contacto e ingieran el material aplicado (ver p. ¢j., Wagner et al., 1996; Rastall et
al., 2003). Otras especies como Paenibacillus (antes Bacillus) popilline (Dutky), son mds
efectivas en la transmisién horizontal y pueden mantener los ciclos de la enfermedad en
poblaciones de artrépodos por anos, bajo condiciones favorables.

CRIA MASIVA DE BACTERIAS

Paenibacillus popilline es interesante porque ataca al escarabajo japonés, una plaga impor-
tante del césped y de plantas ornamentales. Sin embargo, no produce esporas cuando crece
en medios artificiales (Stahly y Klein, 1992). Por tanto, células vegetativas del patbgeno
son cultivadas en medios artificiales o se colectan las esporas de larvas silvestres infectadas
que deben ser inyectadas en el hemocele de una larva viva para producir esporas (Dulmage
y Rhodes, 1971). Esto hace que el producto sea caro, inhibiendo su uso comercial a gran
escala. En contraste, B. thuringiensis puede ser cultivada ficilmente en medios artificiales
liquidos (Figura 24-1) que contengan harina de pescado, sélidos de maiz remojados en
licor, melaza o harina de semilla de algodon. Las esporas bacterianas y las toxinas asocia-
das pueden ser recobradas por filtracion, centrifugaciéon o precipitaciéon. La produccion
tipicamente se hace en fermentadores de 40,000 a 120,000 litros, produciendo grandes
cantidades (Federici, 2007).

Aunque es posible la produccion de B. thuringiensis israelensis (Bti) (el cual infecta
larvas de zancudos), en medios de fermentacion, esta es relativamente costosa. Nuevos
medios (Poopathi y Kumar, 2003; Prabakaran y Balaraman, 2006) han sido desarrollados
para reducir significativamente el costo de produccién, lo que harfa econémicamente vi-
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able el uso de Bti para control de zancudos en
naciones en desarrollo, si se puede obtener una
calidad consistente del producto.

FORMULACION DE INSECTICIDAS
BACTERIANOS

La mayoria de los bioinsecticidas bacterianos
contiene B. thuringiensis. Las formulaciones
de B. thuringiensis deben ser ingeridas para
ser efectivas, y la mayoria de los productos
son dirigidos contra estados larvales. La
mayoria de los productos Bt contienen es-
poras vivas y toxinas. Las esporas son rela-
tivamente estables, y son comercializadas
como polvos humectables y como liquidos.
La mayoria son formulados para ser apli-
cados como aspersiones acuosas al follaje.
Algunas usan granulos de almidén para en-
capsular las esporas y otros aditivos como
adherentes, protectores de la luz ultravio-
leta o estimulantes de la alimentaciéon. Las
formulaciones de Bti para control de zan-
cudos y jejenes son aplicadas como liquidos
en habitats acudticos (Mulla ez al., 1990) o
como briquetas, las que pueden ser lanzadas
en areas de cria de zancudos. Los genes B.
thuringiensis también han sido introducidos
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Figura 24-1. La habilidad de producir Bacillus
thuringiensis Berliner en medio liquido es la clave de

su éxito comercial. Aqui se presenta un fermentador
liquido en pequena escala. La produccion comercial
se hace en tanques de hasta 120,000 litros. (Fotografia
cortesia de D. Cooper; reimpresa de Van Driesche, R.
G. y T. S. Bellows, Biological Control, 1996. Kluwer,
con permiso.)

a cultivos importantes como algodonero y
maiz, ocasionando la produccién de toxinas
en el follaje de las plantas, protegiéndolas de
plagas filofagas (ver Capitulos 21 y 22).

ALMACENAMIENTO DE INSECTICIDAS BACTERIANOS

Las esporas y toxinas de Bacillus thuringiensis son estables a temperatura ambiental y no
requieren refrigeraciéon (Glare y O’Callaghan, 2000), dando a este material propiedades
de almacenamiento tan buenas como las de los plaguicidas quimicos.

LIMITACIONES AMBIENTALES DE LAS BACTERIAS

Los productos de Bacillus thuringiensis no son sensibles a la resequedad aunque la luz
ultravioleta puede inactivar las esporas. Para la mayoria de los productos Bt, la eficacia
disminuye unos pocos dias después de la aplicacion. Son venenos estomacales y solamente
matan a las larvas de lepidopteros que realmente ingieren esporas o toxinas Bt, consumi-
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endo el follaje tratado o a las larvas de mosquitos que ingieren esporas o toxinas adheridas
a los alimentos filtrables en el agua.

NIVEL DE EFICACIA Y ADOPCION DE LOS INSECTICIDAS BACTERIANOS

Muchos cientificos del control de plagas asumieron durante los 1980s ¢ inicio de los
1990s que la ingenieria genética de las cepas de B. thuringiensis pronto conduciria a un
amplio grupo de productos capaces de controlar numerosos tipos de plagas, pudiendo
reemplazar a los plaguicidas en muchos usos. Esto no sucedid, en gran parte debido a que
estos productos Bt controlaban plagas que finalmente fueron controladas por cultivos Bt.
Estos se apoderaron de los principales mercados y condujeron al fracaso econémico de
las companias con productos Bt. Como consecuencia, los productos de B. thuringiensis
(distintos a las plantas Bt) han permanecido como una diminuta porcién del mercado de
insecticidas (<1%) que son usados principalmente en la protecciéon integrada de cultivos
en huertos (Figura 24-2), cultivos organicos y mercados pequenos, donde los plaguicidas
convencionales son inaceptables.

Sin embargo, las plantas Bt son productos
para el control de plagas primarias usados en casi
# la mitad del maiz y algodonero de los Estados
Unidos. Otros usos a gran escala de productos
Bt incluyen las aspersiones de lepidépteros plaga
en bosques por agencias gubernamentales. En
Canada, el Bt ha remplazado a los plaguicidas
quimicos para el control del gusano de la yema
de la picea Choristonenra fumiferana (Clemens)
como un método para reducir el dano a las aves
del bosque. Otro uso principal de Bti ha sido un
componente importante en la inmensamente ex-
itosa campana de salud publica, principalmente
en Africa occidental, contra la enfermedad hu-
mana llamada ceguera de rio. Esta enfermedad
es causada por una filaria, cuyos vectores son los
jejenes. Las aplicaciones de Bti en los sitios de
cria de jejenes (principalmente rios) como reem-
plazo de los plaguicidas quimicos (después de
que los insectos desarrollaron resistencia) fueron
parte de un programa que rompi6 el ciclo de
transmision del patégeno, mejorando la salud
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Figura 24-2. Aplicacion de Bacillus thuringiensis Berliner
a un huerto de almendros para controlar al gusano
de la naranja Navel Amyelois transitella (Walker).
(Fotografia cortesia de P. V. Vail; reimpresa deVan
Driesche, R. G. y T. S. Bellows, Biological Control,
1996. Kluwer, con permiso.)

de millones de personas (Kurtak ez al, 1989;
Guillet et al., 1990; Agoua et al., 1991; Boatin y
Richards, 2006).
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HONGOS COMO BIOPLAGUICIDAS

BIOLOGIA DE LOS HONGOS

Los organismos que muestran caracteristicas de hongos son filogenéticamente diversos vy,
actualmente, son clasificados en dos reinos: Straminipila (antes Chromista) y Eumycota
(hongos verdaderos). Los Straminipila incluyen a los patégenos de insectos en el grupo
conocido como Oomycota (p. €j., Lagenidium) mientras que los Eumycota incluyen en-
tomopatégenos en los Zygomycota (p. ej., Entomophthora, Entomophaga, Neozygites),
Ascomycota (p. ¢j., Cordyceps) y Deuteromycota (p. e€j., Beauverin, Metarhizium, Leca-
nicillinm).

Morfolégicamente, los hongos pueden ocurrir como células individuales (como las
levaduras) o como filamentos ramificados (hifas) que forman maranas (micelio). Los hon-
gos pueden reproducirse sexual o asexualmente o de ambas formas. La reproduccion
sexual involucra algin tipo de fusion entre dos estructuras como los gametos o las hifas.
La espora conidial es el estado infectivo mas comtnmente usado en los plaguicidas mi-
crobiales fungosos. Otras estructuras — fragmentos miceliales y blastoporos — han sido
investigadas pero sin aplicaciones significativas. Los micoplaguicidas comerciales estan
basados principalmente en las conidias de los Deuteromycota. La entrada al hospedero
usualmente es a través del integumento. La mayoria de los hongos no invaden hospederos
a través del aparato digestivo aun si las conidias son ingeridas. El rango de hospederos de
los hongos varia desde el estrecho (pocas especies) hasta el amplio pero algunas especies
con rangos amplios pueden contener una serie de patotipos mds especificos.

Las infecciones fungosas empiezan después de que las conidias u otros estados infec-
ciosos hacen contacto al azar con un hospedero susceptible, al ser movidos por viento,
lluvia o animales o, en el caso de los bioplaguicidas, por la aplicacion directa a la plaga.
Enseguida del contacto, debe ocurrir la adhesiéon y germinacion de las conidias en la
cuticula del hospedero. Las propiedades fisicas y quimicas de la cuticula del insecto afectan
este proceso, influyendo en el rango de hospederos del hongo. La adhesion de las conidias
a menudo es ayudada por materiales mucilaginosos. La conidia, después de ser depositada
en la cuticula del hospedero y bajo humedad apropiada, produce un tubo germinal que
abre brecha en el integumento del hospedero. La penetraciéon de la hifa (tubo germina-
tivo) ejerce presion fisica sobre un area parcialmente degradada por la liberacién previa de
enzimas digestivas sobre la cuticula. La cuticula completamente endurecida presenta una
barrera mayor a la penetracién fungosa que la cuticula nueva, haciendo que los insectos
sean mas susceptibles después de una muda.

Hay una gran variacion en las infecciones fungosas pero la descripcién siguiente es
tipica para zygomicetos y deuteromicetos. El hongo se reproduce riapidamente después
de entrar a la cavidad del cuerpo de un insecto y mata al hospedero. Los hongos pueden
crecer como hifas, cuerpos similares a levaduras y protoplastos sin paredes. Los protoplas-
tos ayudan a vencer las defensas del hospedero porque no son reconocidos por el sistema
inmune. Cuerpos similares a levaduras producen toxinas que ayudan a suprimir las reac-
ciones inmunes. Después de que el hospedero muere, los hongos crecen como saprofitos
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dentro el cadaver, formando un extenso micelio. Los conidiéforos emergen del cadaver
bajo condiciones apropiadas de humedad y temperatura, y producen conidias, las que son
el estado tipicamente cosechado de los micoplaguicidas. Las temperaturas de 20-30°C
son mas favorables para las infecciones fungosas. A menudo se requiere alta humedad
(arriba de 90%) pero sin agua libre, para la germinaciéon de conidias y para la produccion
conidial.

CRIA MASIVA DE HONGOS

Los micoplaguicidas son elaborados con especies que pueden crecer en medios sin vida.
La mayoria de las especies deben ser producidas en medios sélidos, el hongo crece como
marana superficial y produce conidias en hifas aéreas. Alimentos naturales como el arroz
o el salvado son medios de cultivo adecuados. Las conidias son cosechadas lavando los
cultivos de hongos con agua destilada. El control efectivo con hongos de plagas tipica-
mente requiere de 10° a 10° conidias/cm? de superficie foliar/ cm?® de suelo. La produc-
cion de esta cantidad de conidias consume de 10-15 kg de sustrato de cultivo/ha (Fed-
erici, 2007), siendo costoso el tratamiento en areas grandes de cultivos de campo (Feng
et al., 1994). Es posible que su uso sea mds practico en cultivos de alto valor, como las
uvas organicas para vino en California, para el control de la chicharrita de alas cristalinas
Homalodisca coagulata (Say), donde el valor de la produccién /unidad de cultivo es muy
alto (Federici, 2007).

La producciéon de hongos en medios solidos carece de una economia a escala satisfac-
toria o del potencial para la automatizacién. Solamente pocas especies como Beaunveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin e Hirsutella thompsonii Fisher pueden esporular en cultivos
sumergidos (Dulmage y Rhodes, 1971; van Winkelhoft y McCoy, 1984). Este problema
puede ser parcialmente resuelto por un proceso de cultivo en dos pasos, en el que los cul-
tivos sumergidos son usados primero para producir una gran cantidad de micelio, la cual
es después colocada en medio sélido para obtener conidias (McCoy et al., 1988).

Un método alternativo para la producciéon comercial de hongos entomopatégenos in-
volucra productos basados en fragmentos miceliares o blastosporas, los cuales pueden ser
producidos facilmente en medio liquido. Este enfoque ha sido explorado con H. thomp-
sonii'y se ha desarrollado un proceso patentado en el que el micelio puede ser producido
en cultivo sumergido, y después secado y almacenado en refrigeracion hasta que vaya a
ser aplicado (McCoy et al., 1975; McCabe y Soper, 1985). Se han desarrollado medios
nuevos para la produccién de blastosporas de Paecilomyces fumosorosens (Wize) Brown &
Smith. Este sistema de produccién presenta una serie de caracteristicas favorables, incluy-
endo tiempos cortos de fermentacion y altos rendimientos de blastosporas estables que
permanecen viables e infecciosas después de secarse (Jackson ez al., 2003).

FORMULACIONES DE HONGOS

Bateman (2004) discuti6 los factores tecnologicos que afectan el desarrollo de los mi-
coplaguicidas. Las conidias fungosas necesitan contactar al integumento del hospedero
para iniciar la infecciéon. Los adhesivos que promuevan la adhesion de las conidias a la
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plaga son, por tanto, posiblemente importantes componentes de muchos bioplaguicidas
fungosos. Los agentes humectantes son usados comtnmente en plaguicidas para ayudar
a dispersar el producto sobre el cuerpo de la plaga, reduciendo las interacciones elec-
trostaticas que causan el agrupamiento. Sin embargo, los agentes humectantes pueden
reducir la adherencia y la viabilidad de las conidias fungosas y deben ser probados para
conocer su compatibilidad (Connick ez 2/, 1990). Nutrientes como la leche en polvo y
la proteina seca de huevo pueden ser agregados a los micoplaguicidas para promover el
crecimiento de hifas después de que germinen las conidias. Los suplementos nutricionales
incrementan la infeccién, en algunos casos, (Curtis ez al., 2003) pero en otros la impiden,
estimulando el crecimiento saprofitico del hongo.

Pueden agregarse aceites vegetales o minerales a las formulaciones para conservar agua
en las conidias, asi como para promover una mejor germinacién. Bateman et al. (1993)
encontraron que, formulando Metarhizium flavoviride Gams & Rozsypal en aceite de se-
milla de algodén, redujeron la DL del patégeno de la langosta del desierto Schistocerca
gregaria Forskal en mas del 99%. Eiodesempeﬁo de las formulaciones en aceites, compara-
das con las acuosas, fue reforzado especialmente en ambientes aridos (con humedad rela-
tiva menor del 35%). Las pruebas de campo bajo condiciones aridas en Niger produjeron
resultados satisfactorios (Bateman, 1992). La formulacién de esporas fungosas en aceites
también proporcionaron proteccién parcial contra la degradacion por la luz ultravioleta
(Moore et al., 1993). La formulacion de Metarbizium anisopline (Metchnikott) Sorokin
en aceites vegetales, en dosis de 1,/20 de sus dosis insecticidas, reforzo significativamente
el control de la mosca blanca Trialeurodes vaporariorum (Westwood) al mejorar la adher-
encia de las conidias, la distribucion sobre las plagas y al proteger su viabilidad. Al agregar
aceite aumento la mortalidad de los insectos en un ensayo en laboratorio, del 25-30%
hasta 94-98% (Malsam et al., 2002).

Se han desarrollado formulaciones granulares de células vegetativas de hongos en-
tomopatdgenos como M. anisopline (Storey et al., 1990) y parecen ser promisorias para
usarse contra gusanos cortadores y otros insectos que se alimentan en la superficie del
suelo. Las formulaciones no granulares deben ser usadas para productos propuestos para
enviar conidias fungosas a los insectos que se alimentan en el follaje. Algunas conidias ger-
minan rapida y prematuramente en el agua, por lo que las formulaciones liquidas no son
utilizables. En tales casos, deben usarse formulaciones en polvo o en polvo humectable.

ALMACENAMIENTO DE HONGOS

Las propiedades de almacenamiento de los hongos usados para control de insectos varian,
dependiendo de la especie y del estado infeccioso del hongo. Las conidias de especies
como B. bassiana son estables y pueden ser almacenadas a temperatura ambiente. La
formulacién de conidias en aceite o queroseno mejoran la vida de anaquel del producto
(Bateman, 1992; Bateman et al., 1993). Las blastosporas de Lecanicillinm muscarinm
(Petch) Zare & W. Gams (antes Verticillium lecanii) (Vertalec® y Mycotal® deben ser
almacenadas en refrigeracion y son viables por varios meses (Bartlett y Jaronski, 1988). El
patégeno, moho acuatico del zancudo, Lagenidium giganteum Couch produce oosporas
que pueden ser cosechadas y almacenadas en forma seca por muchos meses, produciendo
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zoosporas infecciosas al humedecerse nuevamente (Latgé et al., 1986). Sin embargo, la
produccion de zoosporas por las oosporas es erratica e inconsistente, haciendo dificil usar
este moho acuoso como micoplaguicida.

LIMITACIONES AMBIENTALES DEL USO DE PLAGUICIDAS FUNGOSOS

La limitacion principal de la eficacia de los patdogenos fungosos no es el rango de hospede-
ros ya que muchas especies son polifagas sino mas bien la falla de las conidias aplicadas
para germinar e inducir un alto nivel de infeccién en los hospederos. En parte, éste es
un problema de cubrimiento ya que suficientes conidias deben llegar e introducirse en la
cuticula de cada hospedero. Pero, mas fundamentalmente, es un problema de condiciones
desfavorables para la germinacion del hospedero. Aunque los requerimientos exactos para
la germinacién de conidias varfan entre las especies y cepas de hongos entomopatogenos,
muchas especies requieren alta humedad (>80%) por periodos relativamente largos (12-
24 horas). Consecuentemente, los patdgenos fungosos no trabajan muy bien en areas que
rutinariamente no tienen alta humedad.

NIVEL DE EFICACIA Y ADOPCION DE LOS PLAGUICIDAS FUNGOSOS

Los plaguicidas microbiales fungosos tienen un registro pobre de uso por los productores
debido al costo/ha y a la variacién en la eficacia del producto, por la poca infecciéon bajo
condiciones secas. S6lo unas pocas especies de hongos han sido registradas como plaguici-
das, a pesar de la investigacion sobre muchas especies. Seis hongos — B. bassiana, B. brony-
niartii, M. anisopline, L. muscarvium, P. fumosoroseusy L. gigantenm —han sido registrados
para usarse en uno o mas paises de la OCDE como micoinsecticidas (Tabla 23-1).

Es mads probable que los micoinsecticidas tengan éxito si se desarrollan como pro-
ductos para mercados pequenos para resolver problemas especificos de plagas como B.
bromgniartii contra el escarabajo europeo Melolontha melolontha L. (Kessler et al., 2004)
o para el control de la broca del café Hypothenemus hampei (Ferrari) en la produccion de
café organico (Figura 24-3) (Neves y Hirose, 2005), mds bien que como plaguicidas
de amplio espectro que compitan directamente con los plaguicidas establecidos en el
mercado. El uso en cultivos de campo de bajo valor parece especialmente improbable,
debido a las tasas de aplicacion requeridas de 10'°-10'* conidias/acre (Federici, 1999). La
capacidad actual de los sistemas de produccién comercial no es adecuada para tratar dreas
tan grandes como 20,000 ha/semana o mayores, lo que podria ser necesario para plagas
de cultivos extensivos.

Otro modelo de negocios potencialmente viable para el desarrollo de insecticidas
fungosos, es el trabajo a realizar por agencias publicas o con fondos publicos. El desarrollo
de “Miusculo Verde” por los investigadores del CABI con fondos de agencias donantes
gubernamentales, fue un proyecto diseiiado para encontrar productos fungosos para con-
trolar las langostas migratorias en Africa y en otras dreas. La meta fue controlar una plaga
agricola transnacional importante y reemplazar a los plaguicidas daninos con un material
ambientalmente benigno. La gran drea afectada por las langostas estimul6 a las naciones
donantes a proporcionar suficiente ayuda para sufragar la investigacion y el desarrollo
necesarios en varios topicos, incluyendo la busqueda inicial de especies y aislamientos
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Figura 24-3. Aplicacién del hongo Beauveria bassiana [Balsamo] Vuillemin al café
para controlar la broca del café, Hypothenemus hampei (Ferrari), en Colombia.
(Fotografia cortesia de A. Bustillo.)

de hongos, el trabajo con formulaciones para la preservacion de la viabilidad durante el
almacenamiento y después de la aplicacion, y las pruebas de campo de eficacia contra una
variedad de especies de langostas en dreas con distintos climas. Se encontré que el hongo
M. anisopline var. acridum (antes M. flavoviridae) era una especie efectiva en pruebas de
campo (Magalhaes et al., 2000; Zhang et al., 2000; Kassa et al., 2004) y que tiene buena
propiedad de almacenamiento cuando se formula en mezclas de aceites vegetales y mine-
rales (Bateman, 1992; Bateman ¢t a/., 1993). La ayuda de los donantes para este trabajo
llegd a su fin y cualquier desarrollo posterior o uso de estos productos mejorados depende
ahora de los gobiernos nacionales.

CoNTROL DE PLAGAS Y MALEZAS POR ENEMIGAS NATURALES
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POTENCIAL DE LOS HONGOS FITOPATOGENOS COMO BIOHERBICIDAS

La discusion anterior ataiie a los hongos como entomopatogenos. Potencialmente, los
hongos también podrian ser usados como bioherbicidas (ver Charudattan, 2001). La
mayoria de los esfuerzos han sido basados en el uso de especies nativas del drea donde se
planean usar. Los métodos y problemas en la produccién de hongos fitopatdégenos son
esencialmente los mismos que para los hongos entomopatoégenos (Boyette et al., 1991;
Stowell, 1991). Sin embargo, el éxito comercial de dichos productos no ha sido logrado,
en gran parte porque requieren almacenamiento especial, pueden ser dificiles de comprar
y usar, pueden tener mercados limitados, o no ser competitivos con los herbicidas quimi-
cos.

Aunque hasta ocho micoherbicidas han logrado registrarse (Charudattan, 2001), po-
cos, si es que alguno, han tenido éxito comercialmente. El micoherbicida DeVinel fue
comercializado para el control de la enredadera estranguladora Morrenia odorata Lindle
en citricos de Florida (EU). Este producto contenia clamidosporas del hongo Phytoph-
thora palmivora (Butler) Butler, formuladas en liquido concentrado. El material tenfa que
ser mantenido bajo refrigeracion hasta ser aplicado y tenia una vida de almacenamiento de
sOlo seis semanas (Boyette et al., 1991). Inicialmente, su uso comercial fue posible porque
el producto fue comercializado en una pequena regién y para un grupo especifico de usu-
arios (Kenney, 1986). Un segundo fitopatégeno, Colletotrichum gloeosporioides (Penig)
Saccardo & Penzig f. sp. clidemine, fue comercializado en los EU como Collego® para el
control de Aeschynomene virginica (L.) en arroz y en soya (Trujillo ez al., 1986; Temple-
ton, 1992). Sin embargo, eventualmente los fabricantes de ambos productos abandon-
aron su produccién por razones de negocios.

Otros dos hongos registrados para usarse como micoherbicidas todavia estan dis-
ponibles. Smolder®, el cual contiene al hongo Alternaria destruens Simmons (Simmons,
1998), es comercializado para el control de la ctiscuta parasitica Cuscuta gronovii Willd.
ex J. A. Schultes en arindanos agrios (Bewick ez al., 1987; Hopen et al., 1997). Ademas,
Chondrostereum purpurenm (Pers. ex Fr.) Pouzar se vende como BioChon® para el con-
trol de brotes en tocones de arboles de hoja ancha (de Jong, 2000; Conlin, 2002; Becker
et al., 2005). Fusarium oxysporum Schl. (“Foxy “) esta siendo desarrollado para el control
de las plantas parasiticas St7zga en cultivos de grano (Elzein et al., 2004).

VIRUS COMO INSECTICIDAS

BIOLOGIA DE LOS VIRUS

Todos los virus se replican adentro de las células hospederas, usando el metabolismo
del hospedero para sintetizar proteinas y sus materiales (Matthews, 1991). Todos los vi-
rus usados como insecticidas microbiales son baculovirus. Los grupos contenidos en los
baculovirus incluyen los nucleopoliedrovirus (NPV) y los granulovirus (GV). Estos virus
del ADN son patégenos intracelulares obligados y atacan solamente artréopodos (Figura
24-4). Los baculovirus consisten de un genoma dentro de una cdpside (cubierta protec-
tora de proteinas) que juntos son llamados nucleociapsido. El nucleocipsido se convierte
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Los baculovirus entran a los hospederos cuando las larvas consumen alimento contami-
nado. El alto pH del intestino medio del insecto disuelve la proteina de los cuerpos de oclu-
sion de los NPV, liberando viriones. Las cubiertas del virion se fusionan con las membranas
celulares de los microvilli del intestino y los nucleocdpsidos entran a las células hospederas.
Los nucleocapsidos infectan el ntcleo de la célula del intestino medio, el cual es el sitio prima-
rio de infeccion, donde ocurre la replicacion viral y es producida la progenie del virion. Estos
viriones adquieren una envoltura y entran al hemocele. Dicha progenie viral no esta ocluida
en las células del intestino medio de las larvas de Lepidoptera pero si estan ocluidas en las de
moscas sierra (Hymenoptera).

En el hemocele, la infecciéon es causada por una forma no ocluida de virus (llamada “vi-
rus con yemas”). Las larvas de Lepidoptera y las de moscas sierra (Hymenoptera) son los
hospederos comunes de los baculovirus NPV. Después de la infeccion inicial en el intestino
medio, los baculovirus ocasionan infecciones secundarias en muchos otros tejidos de las larvas
de lepidopteros (cuerpo graso, hipodermis, traquea, células sanguineas) en la mayoria de los
hospederos, y los viriones producidos en estos sitios secundarios estan ocluidos con la matriz
de proteina. En contraste, en las larvas de moscas sierra, los nucleopoliedrovirus infectan sola-
mente el tejido del intestino medio y la progenie viral de este tejido esta ocluida. Por tanto, las
larvas de moscas sierra pueden arrojar viriones ocluidos en las heces, reforzando la transmision
a otras larvas de moscas sierra. Por su parte, las larvas de Lepidoptera solamente son infeccio-
sas después de morir y los cadaveres en desintegracion liberan viriones ocluidos.

Las larvas infectadas del hospedero contintian alimentiandose pero a tasas menores, hasta
unos pocos dias antes de morir. Tipicamente, los hospederos mueren de 5 a 21 dias después
de la infeccién, dependiendo de la especie hospedera. Algunas especies de larvas infectadas
se mueven hacia arriba en la planta antes de morir, una conducta que facilita la transmision
horizontal de virus, a través de la contaminacion del alimento. Los hospederos muertos nor-
malmente quedan flicidos y el integumento se rompe, liberando cuerpos de oclusiéon con
viriones, los que al caer contaminan el follaje inferior. El consumo de este follaje contaminado
por nuevos hospederos completa el ciclo de transmision. Si los hospederos son abundantes,
puede haber epizootias.
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La transmision del virus de Oryctes (Un virus del ADN no ocluido y todavia no cla-
sificado) en el escarabajo rinoceronte Oryctes riinoceros (L.) es inusual porque los adultos
son vectores del patdgeno y lo transmiten a las larvas de la siguiente generacién. La trans-
mision ocurre cuando las larvas contactan las heces de los adultos enfermos. Los adultos
infectados pueden vivir hasta 30 dias y las hembras diseminan el virus en sus heces cuando
visitan los sitios comunales de oviposicion en los tallos podridos de cocotero, donde se
encuentran las larvas originadas de oviposiciones anteriores de otras hembras. El uso de
este virus estd basado en la inoculaciéon de dreas locales y el control persiste por largos
periodos (Jackson et al., 2005).

CULTIVO MASIVO DE VIRUS DE INSECTOS

Los virus, como patogenos obligados, solo pueden desarrollarse en hospederos vivos ya
sea en animales intactos o en cultivos de células vivas. Ver Ignotfo (1973) y Bell (1991)
para las descripciones del cultivo masivo de NPV (Figura 24-5a,b,c). Las larvas hosped-
eras son criadas en copas con dieta artificial y son infectadas rociando virus sobre la dieta,
una semana después que los huevos del hospedero son agregados a las copas de dieta. Al
final de la segunda semana, la mayoria de las larvas ya murieron. Los caddveres se colectan,
homogenizan, se cuelan a través de estopilla y se cosechan las particulas virales por cen-
trifugacion. Las tasas 6ptimas de inoculacion viral pueden ser determinadas comparando
campos de una serie de diferentes dosis virales por copa. Las dosis menores pueden no
infectar a todas las larvas. Las dosis altas matan a las larvas todavia pequenas, reduciendo
el rendimiento de virus por larva. El costo de cultivar baculovirus ha sido calculado en
dos centavos de dolar de EU (de 1991) por hospedero, 80% del cual es mano de obra. En
Brasil, la produccién en laboratorio fue reemplazada por el cultivo de virus en exteriores,
en los que se localizan las explosiones naturales del hospedero, se infectan y se cosechan
los insectos infectados después.

Los cultivos de células de insectos pueden ser usados para cultivar virus de insectos
(Granados et al., 1987; King et al., 1988; Lynn et al., 1990; Lenz et al., 1991). El costo
de produccion es mas alto que la cria 7z vivo y no es un método practico de cultivo de
estos virus para el control de plagas. Mas bien, lineas de células son usadas principalmente
para la industria farmacéutica para cultivar NPV genéticamente modificados para la pro-
duccion de materiales de uso médico.
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Figura 24-5a,b,c. La produccién comercial de baculovirus comprende primero
la cria masiva de un hospedero vivo adecuado (a), en este caso, el gusano
de la yema de la picea Choristonerua fumiferana [Clemens]). Esto es seguido
por la colecta de los cadaveres infectados con virus (b) y de la pulverizacion
y liofilizacion de los cadaveres para producir una preparacion viral estable.
(Fotografia cortesia de J. C. Cunningham; reimpresa de Van Driesche, R. G. y
T. S. Bellows, Biological Control, 1996. Kluwer, con permiso.

FORMULACION DE VIRUS

Los filtrados simples de cadiveres aplastados, muertos por virus mezclados con agua, si
son almacenados bajo refrigeracion o congelados, usualmente funcionan tan bien o mejor
que las formulaciones mds complicadas. Sin embargo, tal enfoque simple no es ttil para la
produccion de un producto de valor comercial, el cual debe poder ser almacenado hasta
por seis meses y tener caracteristicas fisicas que permitan su aplicacién con varios tipos
de maquinaria. La formulacion comercial de productos de baculovirus busca obtener
material con propiedades fisicas estables (no endurecidos o atascados) adecuados para
la aplicacién con maquinaria convencional para plaguicidas. Ademas, las formulaciones
de productos comerciales a menudo incluyen materiales con funciones especiales como
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dispersores, protectores contra luz ultravioleta, y productos de comida que permiten es-
timular el consumo por la plaga (Young y Yearian, 1986).

Varios métodos han sido usados para formular productos comerciales de baculovirus.
El primero de ellos es el secado del virus por frio. El agrupamiento puede ser evitado
mezclando primero los cadaveres hospederos con lactosa. Un segundo enfoque es mez-
clar arcilla attapulgita con el virus en suspension acuosa que después se rocia y se permite
que se seque. Este proceso produce un polvo humectable estable en el que el virus esta
microencapsulado en una cubierta de arcilla. Un tercer enfoque es microencapsular los
cuerpos de inclusion virales con materiales como la metilcelulosa o la gelatina (Young y
Yearian, 1986).

Los materiales que acttian como protectores de la luz ultravioleta incluyen una varie-
dad de pigmentos, especialmente el rojo Congo (Shapiro y Robertson, 1990), la encapsu-
lacién en almidén (Ignofto e al., 1991) y los abrillantadores opticos (Shapiro y Robert-
son, 1992). Al agregar abrillantadores 6pticos como Leucophor BS® y Phorwite AR® se
redujo la CLg() para el virus de Lymantria dispar (L.) de 400 a 1,800 veces, dependiendo
del material. En la prictica, no se ha encontrado que estos aditivos sean econémicos bajo
condiciones de campo.

Otro enfoque para aprovechar los productos virales costosos, es desarrollar méto-
dos de aplicacién diferentes a la esparcion de tratamientos foliares. Ignotfo ez al. (1980)
encontraron que si las plantulas de repollo se sumergian en una suspension de virus de
Trichoplusin ni antes de plantarlas, la actividad del patégeno permanecia alta hasta por 84
dias. Este enfoque redujo la cantidad de virus necesario para el tratamiento y minimizé los
costos de mano de obra y de maquinaria.

ALMACENAMIENTO DE VIRUS

En general, los cuerpos de oclusion de la mayoria de los NPV son estables al congelarse o
refrigerarse y pueden permanecer viables por anos.

LIMITACIONES AMBIENTALES DE LOS VIRUS

Los baculovirus se degradan cuando estan expuestos a la luz y al aire. Esta degradacion es
disminuida por la cubierta proteica de los NPV, pero la degradacion aun limita la duracién
de la efectividad de una aplicacién. La luz ultravioleta es la principal causa de la degra-
dacién viral. Materiales como los abrillantadores 6pticos que absorben la luz ultravioleta
podrian ser agregados para proteger los baculovirus, si se aprueban para incluirse en los
productos de los plaguicidas microbiales.

NIVEL DE EFICACIA Y ADOPCION DE LOS INSECTICIDAS VIRALES

Al menos siete baculovirus estan registrados actualmente para su uso en paises de la OCDE
(Kabaluk y Gazkik, 2004 ) (Tabla 23-1) y docenas mds han sido objeto de investigacién
para usarse como plaguicidas microbiales (Moscardi, 1999).
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El primer plaguicida viral para control de insectos fue Elcar ® (Helicoverpa,/ Heliothis
NPV), el cual fue registrado en 1975 en los Estados Unidos para usarse contra Helicover-
pa zea (Boddie). Sin embargo, el producto fallé6 comercialmente debido a la introduccién
de una nueva clase de insecticidas, los piretroides sintéticos, que ocasionan mortalidad
rapida y matan a una amplia gama de insectos plaga. En contraste, la alta especificidad de
Elcar y su baja tasa de mortalidad fueron vistas como defectos del producto, el cual fue
descontinuado en 1982. Una nueva formulacién fue reintroducida en 1996 como Gem-
Star® y este producto es usado para controlar H. zea 'y Helicoverpa armigera (Hiibner)
(Moscardi, 1999). Este virus también es producido en China, donde es aplicado anual-
mente en varios cientos de miles de hectireas de algodonero y otros cultivos, para contro-
lar las mismas plagas. Los NPVs de varias especies de Spodoptera son usados en muchos
paises para controlar gusanos soldados en maiz, arroz, trigo y hortalizas. En Europa y
los Estados Unidos, el producto SPOD-X® esta disponible para el control de Spodoptera
extyua (Hiibner) en cultivos de flores en invernadero. El NPV de Heliothis virescens (F.)
esta registrado en varios paises pero no es usado ampliamente excepto en Australia, donde
se requiere su uso como un componente del manejo de la resistencia en el algodon Bt.
En otras partes, su uso esta declinando por la disponibilidad del algodén Bt (Federici,
2007).

Un granulovirus de la polilla de la manzana es comercializado para usarse en manza-
nas y es aplicado alrededor de 60,000 ha anualmente, principalmente en Europa (Mos-
cardi, 1999). Sin embargo, este virus no alcanza niveles comerciales de proteccion a la
fruta cuando la presion de la plaga es alta (Arthurs ez al., 2005).

También se han cultivado masivamente virus de varios defoliadores de bosques (larvas
de Lepidoptera y de moscas sierra) con subsidios de agencias gubernamentales. Entre
ellos se encuentran TM BioControl-1®, que es el NPV da la polilla del abeto Douglas
Orygin psendotsugata (McDunnough) y el virus que afecta a la polilla gitana, nombrado
GypChek. Este virus fue producido en masa por el Servicio Forestal de los EU, en canti-
dades suficientes para 200,000 ha (Martignoni, 1999). El material puede ser almacenado
indefinidamente en estado congelado y puede acumularse hasta que se necesite. GypChek
ha sido producido y usado por agencias forestales estatales y federales para el control de
las explosiones de poblaciéon de la polilla gitana. Los costos de produccion han sido efec-
tuados con fondos publicos y no es un producto comercial.

Los baculovirus que han sido usados mas extensamente, también con subsidio guber-
namental, han sido los del gusano terciopelo de la soya Anticarsia gemmatalis Hiibner
en Brasil. Se desarrollé un producto con el virus, apoyado por el gobierno brasilenio y por
varias universidades, que es usado anualmente en varios millones de hectireas de soya. La
produccion del virus estd basada en las poblaciones de la plaga infectadas que ocurren en
forma natural en los campos de los agricultores y después se cosechan los cadaveres de las
larvas. Usando este enfoque, hasta 35 toneladas de cadaveres han sido cosechadas en anos
individuales para formularse como plaguicida viral (Moscardi, 1999).

Las estrategias que podrian hacer que los productos de baculovirus sean mas competi-
tivos econémicamente incluyen (1) mezclar baculovirus con dosis bajas de insecticidas
(menos de 1/6 de la dosis) y (2) agregar materiales que refuercen la actividad viral (p. ej.,
acido borico, quitinasa, extracto de neem) o que protejan a los virus de la degradacion
ambiental (abrillantadores 6pticos) (Moscardi, 1999).
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NEMATODOS PARA CONTROL DE INSECTOS

BIOLOGIA DE LOS NEMATODOS

Las infecciones por nematodos usualmente ocurren en el hemocele pero algunos grupos
como los Phaenopsitylenchidae (p. ¢j., Deladenus) e lotonchiidae (p. ej., Paraiotonchi-
um) pueden invadir los 6érganos sexuales, causando debilidad, infertilidad, castraciéon o
muerte. Los nematodos parasiticos obligados de este tipo son relativamente especificos
en sus hospederos, estando asociados con un hospedero o con un pequeno grupo de
hospederos. Otros nematodos, como los esteinernematidos y los heterorhabditidos, sin
embargo, tienen rangos amplios de hospederos.

Los nemdtodos que parasitan insectos son translticidos, usualmente elongados vy cilin-
dricos. El cuerpo esta cubierto con una cuticula eldstica pero no es segmentado. Los
nematodos son animales multicelulares que poseen sistemas excretor, nervioso, digestivo,
muscular y reproductivo bien desarrollados. No tienen sistema circulatorio ni respiratorio.
El sistema digestivo consiste de boca, cavidad bucal, intestino, recto, y ano. La taxonomia
de los nematodos estd basada principalmente en los caracteres sexuales de los adultos; en
consecuencia, los inmaduros son dificiles de identificar sin técnicas moleculares.

Los nemdtodos son diversos y se encuentran en casi todos los habitats. Las interac-
ciones de los nematodos con los insectos van desde la foresis hasta el parasitismo. Algu-
nos nematodos como Deladenus (Beddingia) sivicidicola (Bedding) tienen ciclos vitales
complejos, con fases parasiticas y de vida libre. Sin embargo, los nematodos parasiticos de
insectos criados comercialmente (Steinernema 'y Heterorhabditis spp.) tienen un ciclo de
vida simple.

En las familias de nematodos criados comercialmente (Steinernematidae y Heter-
orhabditidae), el estado infeccioso juvenil (EJ), o estado dauer, es el Gnico de vida libre
(el tnico que se encuentra fuera del cuerpo del hospedero). Es el tercer estado juvenil y
es el que infecta a los nuevos hospederos. Es el estado en que se encuentran los produc-
tos comerciales de nematodos. Busca un hospedero y entra por aberturas naturales o a
través de secciones delgadas de la cuticula. Unas pocas horas después de la penetracion,
los juveniles infecciosos liberan bacterias simbidticas, entonces mudan al cuarto estado y
después al adulto. En el género Steinerneman, los adultos se aparean y las hembras produ-
cen huevos. Los huevos usualmente se desarrollan en juveniles infecciosos. Usualmente
hay tres generaciones en el mismo hospedero. En el género Heterorbabditis, los juveniles
infecciosos se desarrollan en hermafroditas que producen huevos. La siguiente generacion
tiene tres sexos: machos, hembras y hermafroditas. El resto del ciclo de vida es igual que
para Steinernema.

La buasqueda de hospederos por los nematodos puede ser un proceso activo en el que
se mueven hacia los hospederos y los reconocen, usando senales como los gradientes bac-
terianos, componentes fecales del hospedero, diéxido de carbono (Grewal et al., 1993)
o compuestos liberados por las raices de las plantas, en respuesta a la herbivoria en la raiz
(Rasmann et al., 2005). Las especies de nematodos varian en sus estrategias de bisqueda
de hospederos, algunos son depredadores emboscadores y otros son cazadores activos
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(Kaya et al., 1993). En los nematodos esteinernematidos y los heterorhabditidos, la pen-
etraciéon del hospedero es un proceso activo en el que los juveniles directamente entran
por la boca, ano o los espiraculos, o usan proteasas para penetrar el integumento. La in-
feccion del nematodo es dentro del hemocele. La infecciéon produce relativamente pocos
signos externos antes de la muerte. Los efectos internos, sin embargo, pueden ser severos.
La esterilidad es inducida por varios grupos de nematodos, incluyendo D. siricidicoln, la
especie usada para suprimir a las avispas de la madera en Australia.

De las nueve familias de nematodos parasiticos de insectos, solo los Steinernematidae
y los Heterorhabditidae pueden ser criados en forma econémica para uso comercial. Es-
tas familias pueden ser criadas ficilmente si se les proporcionan las bacterias simbidticas
y un medio de cultivo no vivo. Los Steinernematidae y los Heterorhabditidae matan a
sus hospederos en dos o tres dias, un tiempo mucho mas corto que en los otros gru-
pos de nematodos. Esto ocurre porque tienen bacterias simbidticas en el intestino (Xe-
norbabdus spp., Photorbabdis spp.) que matan a los hospederos por septicemia (Burnell
y Stock, 2000). Los nemdtodos juveniles infecciosos alcanzan el hemocele al penetrar la
pared del intestino medio o el integumento del hospedero. Las bacterias Xenorbabdus
spp. o Photorhabdis spp., liberadas en el hemocele del hospedero por la defecacion de los
nematodos, matan después al hospedero. Los nemdtodos se alimentan de las bacterias
simbidticas, maduran y pasan a ser adultos reproductivos. Después de varias generaciones,
los nematodos juveniles infecciosos salen del cuerpo en descomposicion del hospedero.
Mas detalles sobre la biologia de grupos especificos de nematodos fueron publicados por
Gaugler y Kaya (1990), Kaya (1993), y Tanada y Kaya (1993).

CRIA MASIVA DE NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS

Todos los nematodos pueden ser criados en hospederos vivos. Por ejemplo, los heter-
orhabditidos y los esteinernematidos, los grupos de mayor interés comercial, pueden ser
criados en larvas de la polilla mayor de la cera Galleria mellonella (L.). Se han descrito los
métodos de cria de los insectos hospederos, incluyendo la infeccién por los nematodos,
la cosecha y el almacenamiento de los juveniles de dichas familias (Dutky et al., 1964;
Woodring y Kaya, 1988; Lindegren et al., 1993). Los nematodos son cosechados al per-
mitirles nadar lejos del cadaver del hospedero, dentro de un dispositivo de recoleccion.
Este sistema es relativamente caro, con un costo de cerca de un délar de EU (de 1990)
por cada millén de juveniles infecciosos.

Para la produccion comercial de nematodos heterorhabditidos y esteinernematidos
pueden usarse medios no vivos en sistemas automatizados, a gran escala. Glaser ez al.
(1940) fueron los primeros en tratar de criar a gran escala estos nemdatodos en medios no
vivos. Tales medios deben (1) usar ingredientes estériles para evitar la indeseable contami-
nacion bacteriana, (2) retener la bacteria simbiodtica especifica del nematodo (Xenorhab-
dus spp., Photorbabdus spp.), y (3) proporcionar todos los nutrientes necesarios para el
crecimiento (Lunau et al., 1993).

Historicamente, existian tres retos para el desarrollo a gran escala de la cria eficiente
de nematodos: (1) identificar nutrientes baratos, (2) identificar las condiciones del cultivo
que promovieran altos rendimientos, y (3) usar medios de cultivo liquidos en lugar de
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los solidos (Friedman, 1990). Ahora se conocen medios efectivos de cultivo, cuya com-
posicién es un secreto comercial de los productores. Para lograr la cria en medios liquidos
en tanques grandes fue necesario agregar oxigeno mecdnicamente, tomando en cuenta
la susceptibilidad de los nematodos al dano por los cortes causados por la agitacion o el
burbujeo. Los métodos que lo hacen tan efectivo han sido desarrollados ahora y los pro-
ductores comerciales rutinariamente usan fermentadores de 10,000 litros o mas para la
produccion de nematodos (Ehlers et al., 1998).

FORMULACION Y APLICACION DE NEMATODOS

Los nematodos han sido formulados en muchas opciones diferentes, incluyendo la combi-
nacion con alginato, arcilla, carbon activado, poliacrilamidas formadoras de gel, vermicu-
lita, turba, evaporetardadores o protectores de los rayos ultravioleta, siendo colocados en
esponjas o en cebos, y siendo almacenados en forma anhidrobioética (Georgis, 1990). Ver
Shapiro-Ilan ez al. (2006) para una revision de la tecnologia de la aplicacion y de las re-
stricciones impuestas a los nematodos por las limitaciones ambientales. Las formulaciones
son hechas para prolongar la sobrevivencia de los nematodos durante el almacenamiento,
mejorando la facilidad de manejo o su desempeno después de la aplicacion. El desarrollo
de una formulaciéon concentrada fluida, por ejemplo, eliminé la necesidad de disolver
una matriz portadora y suspender a los nematodos antes de la aplicacion. En general, los
nematodos son efectivos solamente cuando son aplicados al suelo o cuando entran a los
tejidos de las plantas (contra barrenadores o minadores de hojas). Los barrenadores en
los tallos de zarzamoras y especies relacionadas, por ejemplo, pueden ser objetivos para
los nematodos si se aplican como aspersion y entran a los tneles de los tallos, donde se
alimentan las larvas de la plaga (Miller y Bedding, 1982). Los nemitodos pueden ser
dirigidos contra insectos que atacan raices de cultivos como el repollo, aplicindolos a las
plantulas antes de plantarlas. Ellos estan inmediatamente en la posicion de proteger a las
plantas. En el césped, la penetracion de los nematodos a través de la paja en la zona ra-
dicular es critica para el control efectivo. El desplazamiento de los nematodos hacia abajo
puede ser reforzado en pequenas areas como los campos de golf, regando después de la
aplicacion (Shetlar et al., 1988). El riego puede no ser posible a mayor escala, como en
los pastizales, debido a las grandes cantidades de agua necesaria. Berg et al. (1987), sin
embargo, describieron un dispositivo mecanico que usa un taladro para introducir los
nematodos a la zona radicular, reduciendo el agua necesaria desde 20,000 a s6lo 1,520
1/ha. En citricos, los nematodos pueden ser aplicados a través del agua de riego dirigida a
las raices de los arboles (Figura 24-6). Los esfuerzos para desarrollar formulaciones que
permitan que los nematodos sean aplicados contra plagas foliares de vida libre general-
mente no han tenido éxito, excepto en los tropicos himedos.
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Figura 24-6. Para controlar un picudo de la raiz de los citricos (Diaprepes abbreviatus L.), los nematodos pueden ser

aplicados a través del sistema de riego, usando microaspersores en la base de los arboles, los que colocan a los
nematodos directamente sobre la zona radicular. (Fotografia cortesia de Steve LaPointe, USDA-ARS.)

ALMACENAMIENTO DE NEMATODOS

Los nematodos heterorhabditidos y esteinernematidos sobreviven bien por varios meses si
son refrigerados y almacenados en capas delgadas, htimedas y bien aireadas. Con algunas
excepciones, los esteinernemadtidos sobreviven mejor al almacenarse a 5-10°C y los het-
erorhabditidos entre 10-15°C (Georgis, 1990). Chen y Glazer (2005) reportan que las
soluciones hiperosmoticas (para deshidratar e inmovilizar parcialmente a los nematodos,
evitando el movimiento que desperdiciaria energia), acopladas con la encapsulacién en
granulos de alginato (para conservar el agua remanente en los nematodos) lograron que
los nematodos sobrevivieran bien hasta por 6 meses, al ser almacenados a temperatura
ambiente y al 100% de humedad relativa. Los nematodos formulados de esta manera
tuvieron una sobrevivencia del 96-100% por 6 meses a 23° C, comparados con solo un
10-15% para los nematodos almacenados en agua sola o en granulos de alginato sin trata-
miento. La tasa de infecciéon de los nematodos formulados de esta manera y almacenados
por 6 meses fue del 23%, comparable con los nemdtodos frescos y fue mucho mayor que
el 2% de infectividad de los nematodos formulados sélo con granulos de alginato y alma-
cenados durante el mismo periodo.

CoNTROL DE PLAGAS Y MALEZAS POR ENEMIGAS NATURALES
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LIMITACIONES AMBIENTALES DE LOS NEMATODOS

La principal limitacién del uso de nematodos es su requerimiento de agua como un medio
en el cual se mueven hacia los hospederos, y su sensibilidad a la resequedad y a la luz ultra-
violeta, limitando su uso al suelo y otros ambientes hiimedos. Estas caracteristicas basicas
de su biologia son desventajas que parecen imposibles de superar por la tecnologia.

NIVEL DE EFICACIA Y ADOPCION DE LOS NEMATODOS PARA CONTROL DE
INSECTOS

Los nemédtodos como bioplaguicidas han logrado un nicho estable pero pequeno, en el
control de plagas. A menudo trabajan bien contra plagas del suelo y coinciden con la
filosofia de la agricultura organica. Ver Georgis ez al. (2006) para una revision plaga por
plaga de la eficacia del uso aumentativo de nematodos. La EPA de los EU no requiere que
los productos de los nematodos sean registrados como plaguicidas, lo que disminuye el
costo de llevar nuevos productos al mercado. Ademas, contintian descubriéndose nuevas
especies de nematodos aptas para atacar nuevas plagas importantes o lograr el control bajo
condiciones de suelo que eran desfavorables para especies comercializadas previamente.
Estas nuevas especies y cepas hacen posible expandir el mercado de los nematodos. Stein-
ernema scarabaei Stock & Koppenhofer, por ejemplo, es una nueva especie que parece
ser efectiva contra mds larvas de escarabajos plaga del césped que las disponibles antes
(Koppenhoter y Fuzy, 2003). Similarmenre, Steinernema riobrave Cabanillas, Poiner &
Raulston, descubierta a mediados de los 1990s, funciona bien en suelos calientes y se ha
encontrado que mejora el control en Florida (EU) de un picudo de la raiz de los citricos,
Diaprepes abbreviatus (L.) (Bullock et al.; 1999). En climas hiimedos como en Indo-
nesia, las aspersiones foliares de nemditodos pueden ser alternadas con aplicaciones de
B. thuringiensis para controlar a la polilla dorso de diamante Plutelin xylostelln (L.) para
retrasar el desarrollo de la resistencia al Bt (Schroer ez al., 2005).

SEGURIDAD DE LOS BIOPLAGUICIDAS

La mayoria de los microbios y de los nematodos usados como agentes de control biolégico
ocurren naturalmente en muchos ambientes, a menudo en grandes cantidades durante las
epizootias. Sin importar ese potencial a la exposicion humana, la literatura médica no registra
casos en que estos agentes infecten a la gente.

En muchos paises, incluyendo los Estados Unidos, la Unién Europea, Rusia y Japon, los
plaguicidas microbiales comerciales deben ser registrados como productos plaguicidas, en
la agencia gubernamental apropiada. El registro requiere que su seguridad sea demostrada a
la agencia reguladora, antes de ser comercializado. Los requisitos del registro generan infor-
macion de que el producto microbial, en la forma en que es elaborado y ofrecido a la venta,
es seguro de usar como se recomienda en la etiqueta. La informacién requerida difiere de la
solicitada para el registro de plaguicidas quimicos. Como minimo, los datos necesarios son (1)
identificar al patégeno, (2) definir los métodos usados para producirlo, (3) demostrar que el
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producto comercial estd libre de la contaminacién de otros microbios potencialmente peligro-
s0s,y (4) demostrar que el patdgeno no infecta al hombre ni a los animales domésticos.

Ademis, pueden necesitarse estudios del destino del patégeno en el medio ambiente o de
su efecto en otros organismos (ver Betz et al., 1990). Por ejemplo, ver la evaluacion del efecto
de B. thuringiensis israelenis en otros organismos acudticos (Merritt et al., 1989; Welton y
Ladle, 1993). Los paises con producciéon comercial de gusanos de seda u otros artropodos
pueden requerir que las preparaciones de B. thuringiensis no contengan esporas vivas sino solo
las toxinas derivadas del patégeno (Aizawa, 1990). Se han desarrollado los procedimientos de
prueba para los agentes microbiales para estimar los riesgos a las plantas (Campbell y Sands,
1992), peces y crustiaceos (Spacie, 1992), aves (Kerwin, 1992), mamiferos (Siegel y Shad-
duck, 1992) y para insectos y dcaros no destinados a ser controlados por el producto (Fisher
y Briggs, 1992).

Sistemas locales de produccion de patégenos pueden ser desarrollados en paises que no
requieran registro gubernamental de productos plaguicidas microbiales (Antia-Londono et
al., 1992). La produccién de patdégenos a nivel pueblo o granja, o la de productores dentro
de un pais, deberfa ser monitoreada por las agencias de salud del gobierno para asegurar que
esos sistemas, en la forma en que operan, producen preparaciones de alta calidad del patogeno
seleccionado y que esté libre de otros agentes microbiales.

Los requisitos para el registro de plaguicidas microbiales han sido resumidos para los Es-
tados Unidos (Environmental Protection Agency, 1983; Betz et al., 1990), Europa (Quinlan,
1990) y Japon (Aizawa, 1990). Aunque los requisitos de cada pais difieren algo y cambian
con el tiempo, el gran tema es tratar a los plaguicidas microbiales bajo las mismas leyes que los
plaguicidas quimicos y variar los datos requeridos, segun las diferencias entre los compuestos
quimicos y los agentes infecciosos.

SEGURIDAD DE LAS BACTERIAS

La seguridad de las toxinas Bt en muchos organismos esta basada en una serie de requisi-
tos para lograr el efecto toxico. Primero, son venenos estomacales y no son toxicos para
ningtn organismo, a menos que sean ingeridos (en contraste con la mayoria de los insec-
ticidas). Segundo, la activacioén de los cristales Bt requiere de un intestino alcalino (pH
arriba de 8), como el de las larvas de lepidopteros pero no de los vertebrados. Enseguida
de la activacion, las proteasas del intestino medio del insecto deben partir la toxina y en-
tonces la toxina debe ligarse a los receptores de glicoproteinas en las membranas de los
micriovilli del intestino medio. El requisito de esta serie de eventos hace que estas toxinas
no sean daninas para la mayoria de los organismos.

La endotoxina beta producida por algunas cepas de B. thuringiensis es toxica en
ratones y pollos pero las cepas usadas para control de plagas no producen dicha toxina
(Podgwaite, 1986). Las cepas de uso comercial no infectan al humano ni a otros vertebra-
dos. Las pruebas de laboratorio con B. sphaericusy B. thuringiensis isvaelensis (Shadduck
et al., 1980; Siegel y Shadduck, 1990a) y Clostridium bifermentans Weinberg & Séguin
serovar malaysia (Thiery et al, 1992), indicaron que estas bacterias no causan efectos
patogénicos en vertebrados. La literatura sobre B. sphaericusy B. thuringiensis (Siegel y
Shadduck,1990b, c) indica que estos microbios son seguros para usarse como agentes de
control de plagas en las circunstancias que involucran la exposicion humana.
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La mayoria de las cepas de Bt pueden matar a otros insectos cercanamente relaciona-
dos a la plaga a controlar. Por ejemplo, Bt kurstaki es capaz de matar muchas especies de
Lepidoptera. Miller (1990) evaluo el efecto de las aplicaciones de B. thuringiensis kurstaki
sobre otros Lepidoptera de bosque en Oregon; algunas especies encontradas en las areas
testigo estuvieron ausentes en las areas tratadas pero el grado de impacto fue menor que
el de las aplicaciones de plaguicidas quimicos. Las aplicaciones de B. thuringiensis en
bosques deciduos en los Montes Apalaches del este de los EU redujeron la densidad de
algunas larvas de lepidopteros que se deseaban controlar (Wagner et al., 1996; Rastall
et al., 2003). Larvas como los gusanos de seda son susceptibles a algunas cepas de B.
thuringiensis pero no a todas. Otros insectos que no estén cercanamente emparentados
con la plaga tipicamente no son afectados. Por ejemplo, B. sphaericusy B. thuringiensis no
afectan a las abejas mieleras bajo condiciones de campo (Vandenberg, 1990).

Bacillus thuringiensis israelensis, caando es aplicado en sistemas acuaticos, mata larvas
de moscas de las familias Chironomidae, Dixidae y Ceratopogonidae. La densidad de
estos grupos puede ser moderada o severamente reducida (Flexner ez al., 1986). Merritt
et al. (1989) evaluaron las consecuencias de la aplicacion de B. thuringiensis israclensis
en los rios de Michigan para el control de larvas de jejenes y no encontraron efectos
detectables en (1) los nimeros de otros insectos acudticos muertos que estaban a la deriva cor-
riente abajo, (2) los niimeros de los insectos que viven en el fondo en las muestras tomadas, (3)
el crecimiento o mortalidad de larvas de moscas de mayo enjauladas, o (4) en la mortalidad o la
alimentacion de diversos peces, especialmente el rObalo de las rocas. Colectivamente, estos datos
sugieren poco impacto de las aplicaciones de Btz en las corrientes, aparte de los jejenes. Las re-
visiones de los efectos no deseados del Bti en el mundo sugieren un bajo potencial de efecto en
las cadenas alimenticias acudticas (Boisvert y Boisvert, 2000; ver también, Glare y O’Callaghan,
2000). Muchos estudios han demostrado que los efectos del Bt en otros organismos o en cultivos
cercanos es insignificante, especialmente en comparacién con el uso de plaguicidas convencionales
(Sears et al., 2001; O’Callaghan ez al., 2005), mejorando bastante los cultivos como habitats para
los enemigos naturales.

SEGURIDAD DE LOS HONGOS

Entre los hongos que han sido desarrollados para uso comercial como agentes de control
de plagas, en la mayoria no se ha encontrado que infecten al humano o a otros vertebra-
dos (Podgwaite, 1986). Ningtin dano se observé en ratones alimentados o expuestos a
Nomuraea rileyi (Farlow) (Ignoftfo et al., 1979), en ratas, conejos y conejillos de indias
expuestos a H. thompsonii (McCoy y Heimpel, 1980) o en ratones inyectados con L.
muscarium (antes lecanii) (Podgwaite, 1986) o con L. gigantenm (Kerwin et al., 1990).
Sin embargo, B. bassiana ha sido reportado por causar alergias en humanos (York, 1958)
y por ser un patdégeno oportunista en el hombre y en otros mamiferos (Burges, 1981b).
Ademais, dos especies de Conidiobolus (Entomophthorales) han sido reportadas de ser
patogénicas a los humanos (Wolf, 1988).

La toxicidad potencial de los compuestos quimicos secretados por los hongos, espe-
cialmente durante su produccién en medios de cultivo ricos en nutrientes, constituye un
riesgo separado al de las infecciones directas. Un grupo de metabolitos secundarios poten-
ciales ha sido reconocido en especies de Beauveria, Metarhizium y otros grupos, incluy-
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endo destruxinas, efrapeptinas, oosporeina, beauvericina y beauveriolidos (Strasser et al.,
2000). Los riesgos de los metabolitos secundarios asociados con hongos particulares son
dificiles de generalizar y deberian ser evaluados de acuerdo a cada caso individual. Strasser
et al. (2000) ofrecen una revision de estas clases de metabolitos y de sus propiedades.

La mortalidad de otros invertebrados a partir del contacto externo con esporas de
hongos bioinsecticidas tipicamente es menor al 10% (Flexner et al., 1986). Puede ocurrir
mayor mortalidad si se ingieren esporas fungosas. Las larvas de Cryptolaemus montronz-
zers Mulsant sufrieron un 50% de mortalidad cuando comieron esporas de B. bassiana. Sin
embargo, las mariquitas adultas no fueron afectadas (Flexner ¢t al., 1986). Las obreras de
las abejas mieleras tuvieron un 29% de mortalidad cuando comieron esporas de H. thomp-
sonii (Cantwell y Lehnert, 1979). B. bassiana y M. anisopline infectan a los gusanos de
seda Bombyx mori (L.) y han sido asociados con la muerte de abejas mieleras después de
las aplicaciones en el campo (Podgwaite, 1986). Las formulaciones miceliares granulares
de hongos parecen ser relativamente seguras para otros organismos.

SEGURIDAD DE LOS VIRUS

Los baculovirus no presentan riesgos de salud para los vertebrados. Varios NPVs han sido
probados extensamente, usando mas de 24 especies de mamiferos, aves y peces; ninguno
infecté vertebrados (Burges et al., 1980; Podgwaite, 1986). Los granulovirus han sido
probados en menor extension pero los datos disponibles sugieren que sé6lo infectan Lepi-
doptera.

Los riesgos de los baculovirus para otros insectos también parecen ser desde bajos has-
ta nulos. La mayoria de los baculovirus tienen rangos estrechos de hospederos, infectando
tipicamente s6lo especies de uno o unos pocos géneros emparentados, usualmente de la
misma familia. En consecuencia, los invertebrados mds distantes (otros 6rdenes u otras fa-
milias) no estan en riesgo con las aplicaciones de virus (Podgwaite, 1986). Se han encon-
trado unos pocos baculovirus con rangos de hospederos mas amplios, tal como el NPV de
Autographa californica, el cual infecta al menos a 43 especies de Lepidoptera.

SEGURIDAD DE LOS NEMATODOS

Los nematodos son considerados seguros para el hombre y para otros vertebrados por la
mayoria de los gobiernos y estan, en consecuencia, exentos de las leyes de registro de pro-
ductos plaguicidas. Las ratas expuestas en forma oral o por inyeccion a Steinernema car-
pocapsae (Weiser) no mostraron signos de patogenicidad, toxicidad o infeccion (Gaugler
y Boush, 1979).

Los nematodos de las familias Steinernematidac y Heterorhabditidae tienen rangos
de hospederos fisiolégicamente amplios dentro de los insectos. Sin embargo, se cree que
los riesgos de las aplicaciones de nemdtodos son bajos para otras especies que no son
plagas (Akhurst, 1990; Jansson, 1993), en parte porque los nematodos tienen movilidad
limitada y estan restringidos a ambientes especificos, debido a su intolerancia a la reseque-
dad y a otras condiciones fisicas desfavorables (Georgis et al., 1991). Se ha demostrado
que Steinernema carpocapsae no tiene efecto en lombrices terrestres intactas (Aporrecto-
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dea sp.) (Capinera et al., 1982). Georgis et al. (1991) no observaron danos sobre otros
artropodos del suelo (aparte de la plaga) en el césped de campos de golf, en campos
de maiz, repollo, ni en pantanos con arandanos agrios ( Vaccinium macrocarpon Aiton)
por las aplicaciones de nematodos esteinernematidos o heterorhabditidos. Sin embargo,
las aplicaciones de nematodos entomopatdgenos reducen las poblaciones de nematodos
parasiticos de plantas en pruebas de laboratorio, invernadero y campo.

PATOGENOS MODIFICADOS GENETICAMENTE

La ingenieria genética puede ser usada para alterar patdgenos microbiales para su uso en
control bioloégico. Proyectos anteriores han alterado la virulencia o los rangos de hos-
pederos de algunos baculovirus (Betz, 1986; Wood y Granados, 1991) y de la bacteria B.
thuringiensis (Gelernter, 1992). Se ha logrado el cese mas rapido de hospederos infecta-
dos con baculovirus, incorporando genes de toxinas de escorpion al NPV de Autographa
californica que codifican para la producciéon de una neurotoxina especifica de insectos
(Stewart et al., 1991).

En principio, los agentes virales con rangos de hospederos demasiado amplios podrian
poner en riesgo a polillas o mariposas nativas. Williamson (1991), por ejemplo, estimo
que del 5-10% de los Lepidoptera de Gran Bretana serfan susceptibles a una cepa del virus
de Autographa californica que habia sido modificado para expandir su rango de hospede-
ros. El recomendé mas modificaciones genéticas como la remocién del gen poliedro para
hacer al virus incapaz de una persistencia sostenida en la naturaleza. Pruebas de campo
con el virus modificado de Autographa californica indicaron que tal sistema de remover
genes para la produccion de proteina del poliedro quitaba al virus su persistencia (Possee
et al., 1990). La eficacia bajo condiciones de campo se reduce porque los virus no oclui-
dos son inactivados rdpidamente. La co-oclusion (en la que el virus modificado y el virus
tipo silvestre son usados para infectar hospederos simultineamente para producir virus de
ambas cepas en cuerpos de oclusion compartidos) ha sido propuesta como una estrategia
para permitir su uso eficiente (Wood et al., 1994). Wood y Granados (1991) publicaron
un resumen de los usos potenciales de los baculovirus modificados genéticamente. Los
virus modificados serian mds o menos una amenaza si las modificaciones impuestas a ellos
aumentan o disminuyen su habilidad intrinseca. La evaluaciéon de algunos virus que han
sido modificados para mejorar el control de plagas indican que los virus modificados son
menos habiles que sus tipos silvestres, reduciendo los riesgos que podrian tener (Cory,
2000).

Los NPVs modificados genéticamente, sin embargo, no han sido comercializados y
parece improbable que lo sean, en parte porque los cultivos Bt han quitado la mayoria
de los incentivos del mercado y en parte porque parece improbable la aprobacién del
gobierno para el registro de virus que contienen genes que codifican por quimicos como
veneno de escorpion.






