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Resumen

1. RESUMEN

Spodoptera frugiperda es una especie fitofaga que causa grandes dafios y pérdidas
econdémicas en los cultivos de maiz de la Sierra Central de Peru. El método de lucha
utilizado para su control basado en la aplicacion de plaguicidas quimicos organicos de
sintesis supone el mayor coste de produccion del maiz lo que conlleva que en algunos
casos no se realice control ninguno debido a la escasez de recursos técnicos y
econémicos de la zona. Entre los diversos enemigos naturales de este insecto se
encuentran los nucleopoliedrovirus que han demostrado ser agentes de control efectivos
y selectivos. Mediante este trabajo fin de carrera se pretende desarrollar un
bioinsecticida artesanal basado en aislados nativos del SfIMNPV para su uso en los
maizales de la Sierra Central de Perti. Para la busqueda de los aislados nativos de este
virus se muestre6 un maizal, pero debido a que no se encontraron larvas con sintomas
caracteristicos de infeccion por nucleopoliedrovirus, el indculo para la preparacion de
los bioinsecticidas se obtuvo del Servicio Nacional de Seguridad Agraria de Pert
(SENASA). Se ensayaron en campo un biopreparado granulado ya formulado y un
biopreparado liquido desarrollado a partir de larvas de S. frugiperda muertas
proporcionadas por dicho organismo. Los parametros medidos fueron el dafio foliar
promedio (DFP), el porcentaje de hojas dafiadas y el nimero de larvas vivas con
respecto a las muertas, tanto el dia de la aplicacién como el dia de diagndstico. Tanto el
DFP como el porcentaje de hojas dafiadas fue significativamente menor en las parcelas
tratadas con ambos biopreparados, mientras que el porcentaje de larvas muertas fue
significativamente mayor respecto al control, indicando que los supuestos
biopreparados granulado y liquido eran efectivos. Sin embargo, la caracterizacion
molecular realizada mediante el analisis del ADN gendmico viral con endonucleasas de
restriccion (REN) que generan perfiles de restriccion de ADN caracteristicos para cada
una de las especies virales demostré que los biopreparados utilizados no eran aislados
de SIMNPV y probablemente tampoco de ningtn otro virus. Por otro lado, los sintomas
producidos por ambos biopreparados no eran los sintomas tipicos de infeccién por
nucleopoliedrovirus, y tampoco se observo la presencia de cuerpos de inclusion en los
tejidos de las larvas infectadas. En consecuencia, seria conveniente realizar una
busqueda y caracterizacion de aislados peruanos bajo la supervision de expertos en la
materia para el desarrollo de un programa efectivo y barato de control biologico contra

S. frugiperda en lugares de bajos recursos econémicos.
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2. INTRODUCCION

El maiz, Zea Mays L., es un cultivo originario del continente americano,
especificamente de México, Centroamérica y Sudamérica. Es uno de los cereales que
representa la base de la alimentacion diaria, ocupando el tercer lugar en consumo
después del arroz y el trigo (Llanos, 1994). Su cultivo esta extendido por todo Peru,
ocupando el 18% del area cultivada y se emplea tanto en la dieta humana como para
alimentacion animal (FAO, 2009). La region de Huancavelica, situada en la Sierra
Central del Pert, presenta unas condiciones climaticas muy favorables para el cultivo de
maiz, con diversos pisos ecologicos y ecosistemas, donde las variedades abundan por lo

que el cultivo del maiz estd muy extendido en la zona.

Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) es la plaga mas
importante del maiz en América Latina (Andrews, 1988) (Fig. 1). Las larvas se
alimentan del follaje de la planta, reduciendo su capacidad fotosintética y retardando su
crecimiento y desarrollo, lo que al final trac como consecuencia la disminucion del
rendimiento del cultivo. La plaga afecta al cultivo en casi todas sus etapas, desde
plantula hasta llenado de grano (CATIE, 1990). Es considerada como una de las mas
dafiinas en el cultivo del maiz (Carrillo-Sanchez, 1993) y puede reducir el rendimiento
en grano del cultivo del 15-73% si la infestacion del cultivo es mayor del 55% (Hruska
y Gould, 1997). En observaciones en campo, en la Cuenca Media del Rio Mantaro,
Huancavelica y Junin, se ha detectado la presencia del cogollero del maiz durante todo
el afo. Asimismo, la informacion proporcionada por el Servicio Nacional de Sanidad

Agraria (SENASA) del Ministerio de Agricultura de Pert confirma que este insecto ha

sido una de las principales plagas del cultivo en Huancavelica en 2010.

Figura 1. A) Larva y B) adulto de Spodoptera frugiperda. C) Dailos causados por la larva de esta
especie.
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Tradicionalmente, las poblaciones de S. frugiperda han sido controladas por medio
de plaguicidas quimicos orgéanicos de sintesis (Chandler y Sumner, 1991) cuyo costo
representa una fraccion importante de la produccion total del cultivo debido a que se
requieren entre dos y cuatro aplicaciones de insecticidas quimicos durante el ciclo del
cultivo pudiendo llegar a suponer un coste de 4,2 millones de dolares al afio (Rowland y
Dreyer, 2001; Fernandez, 2002). Por otro lado, debido al uso desmedido de estos
agroquimicos, muchas veces por la escasez de alternativas de manejo de la plaga, se han
observado efectos perjudiciales en el agroecosistema del cultivo y en el ambiente como
resistencias a los insecticidas piretroides, eliminacion de enemigos naturales y

residualidad de agroquimicos (Guillebeau y All, 1991).

A raiz de ello, se ha originado un conflicto entre la reducciéon en el uso de
plaguicidas quimicos y la necesidad de mantener un adecuado nivel productivo, por lo
que se pretende encontrar alternativas seguras, efectivas y economicas a la utilizacion
de los plaguicidas convencionales como los bioplaguicidas, productos bioldgicos o de
origen natural que no ocasionan los problemas de los plaguicidas tradicionales (Duran,

2002).

Entre los diversos enemigos naturales de S. frugiperda se encuentran los
baculovirus, una familia de virus exclusivamente patogenos de insectos que se divide en
cuatro géneros: Alphabaculovirus, nucleopolihedrovirus (NPV) especificos de
lepidopteros; los Betabaculovirus, o granulovirus (GV) infectivos para lepiddpteros; los
Gammabaculovirus, NPVs especificos de himenopteros, y Deltabaculovirus o NPVs
infectivos de dipteros (Jehle ef al., 2006). La efectividad y alto potencial de estos virus
para el control de diferentes insectos plaga han sido ampliamente demostrados
(Valicente y Da Costa, 1995; Batista ef al., 2001; Barreto et al. 2005; Villamizar et al.
2005; Murillo y Caballero, 2006), debido principalmente a su estrecho espectro de
huésped y seguridad medioambiental (Moscardi, 1999), a la ausencia de residuos
toxicos y a su estabilidad durante largos periodos (Jaques, 1985). Varios son los
baculovirus que han sido desarrollados como bioinsecticidas tanto para el control de
plagas agricolas como forestales. Asi, el uso de Anticarsia gemmatalis MNPV
(AgMNPV) para controlar la oruga de las leguminosas, A. gemmatalis, es el exitoso
ejemplo de un baculovirus utilizado como pesticida bioldgico (Moscardi, 1999). En
Brasil se utiliza en el cultivo de soja sobre mas de 2 millones de hectareas al afio

(Oliveira et al., 2006). Asimismo, recientemente, se han desarrollado y probado en
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Introduccion

campo el NPV de Helicoverpa armigera con propiedades insecticidas mejoradas
(Zhang et al., 1995; Sun y Peng, 2007). Del mismo modo, un aislado autoctono del
NPV de S. exigua (SeMNPV) ha sido desarrollado como bioinsecticida comercial en

cultivos horticolas de invernaderos de Almeria (Caballero ef al., 2009).

Varios aislados de diferentes regiones del Norte, Centro y Sur América del NPV de
S. frugiperda (SfMNPV) han sido caracterizados tanto a nivel molecular como
bioldgico (Loh et al., 1982; Shapiro ef al., 1991; Berretta et al., 1998; Escribano et al.,
1999; Tumilasci et al., 2003; Simén et al., 2004; Harrison et al., 2008). El aislado
Nicaragiiense del SEIMNPV ha sido evaluado en campo como un biopesticida potencial
para controlar el cogollero en maiz (Moscardi, 1999; Williams et al. 1999; Cisneros et
al.,2002; Armenta et al., 2003). Aplicaciones del virus causan niveles significativos de
mortalidad en las larvas de los cultivos de maiz sin afectar a las poblaciones de
enemigos naturales (Williams et al., 1999; Armenta et al., 2003). Se ha observado que
dichos aislados presentan diferente efectividad hacia las diferentes poblaciones de S.
frugiperda, siendo las poblaciones de este insecto mas susceptibles hacia los aislados

nativos (Escribano et al., 1999).

El presente trabajo tiene como objetivo la busqueda de aislados nativos que sean
efectivos para el control de S. frugiperda para, posteriormente, desarrollar un sistema de
produccion artesanal del SEIMNPV que permita la autonomia productiva del agricultor.
Se pretende asi impulsar la capacidad del agricultor para implementar medidas de
control, asi como un sistema alternativo de producciéon a los plaguicidas sintéticos,
promoviendo su autosuficiencia minimizando sus gastos en insumos y productos,
protegiendo al mismo tiempo tanto su salud como la del consumidor y reduciendo el

dafio ambiental.
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3. OBJETIVO

El objetivo general de este trabajo es desarrollar un sistema de produccion artesanal
del SfIMNPV a partir de un aislado nativo. Para ello, se llevara a cabo la busqueda de
aislados nativos del SfMNPV en plantaciones de maiz para después evaluar su

efectividad en campo.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 PROBLEMATICA FITOSANITARIA DEL MAIZ EN LA SIERRA
CENTRAL DE PERU

Con el objetivo de conocer el manejo actual del cultivo del maiz y de la plaga del
cogollero, se realizaron diversas preguntas a distintos agricultores de los departamentos
de Junin, Huancavelica y Castrovirreyna, region de Huancavelica que se basaban en los

siguientes puntos:

a) CULTIVO DE MAIZ: variedades cultivadas, época de siembra, ciclo del

maiz, manejo del recurso hidrico (tipo de riego y frecuencia).

b) PLAGAS MAS FRECUENTES DEL MAIZ: plagas mas frecuentes e

identificacion de las mismas.

¢) METODOS DE CONTROL DE LAS PLAGAS: utilizacién de métodos

quimicos, bioldgicos o nulo.

4.2 ESTABLECIMIENTO Y MUESTREO DEL CULTIVO DE MAIZ.
ESTABLECIMIENTO DE UNA POBLACION DE S. frugiperda EN
CONDICIONES DE LABORATORIO.

La region de Huancavelica se ubica en la Sierra Central del Peru, en el denominado
trapecio andino. El muestreo y la recogida de larvas tuvieron lugar en un vivero de la
comunidad campesina de Lanza, distrito de Ahuaycha, en la Cuenca Media del Rio

Mantaro, provincia de Tayacaja, Huancavelica (Figuras 2 y 3A).
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El maiz se cultivd en una parcela de 1.363 m?® localizada en la comunidad
campesina de Lanza (Fig. 3B). La variedad de maiz utilizado fue Blanco de Urubamba,
dicha siembra se realiz6 el 6 de agosto y fue tratada con un fungicida (VITAVAX-300"°
Carboxin + Captan, Grupo ANDEX) para evitar la aparicion de hongos. Este producto
es un polvo mojante, mezcla de un fungicida sistémico y un protector para el control de
hongos como Rhizoctonia, Sclerotium, Aspergillus, Ustiago y Phytium que atacan las
semillas y causan su pudriciéon y muerte (http://www.grupoandina.com). Por otro lado,
con el fin de evitar que el maiz fuera atacado por otras plagas ademads del cogollero y
teniendo en cuenta que durante todo el muestreo no iban a aplicarse quimicos, se

construyeron 10 trampas amarillas con pegante.

El 25 de septiembre se hizo el abonado en superficie y el 29 del mismo mes se
procedid a la aplicacion de quimicos. Posteriormente se realizo el muestreo de larvas y
diversos entomopatdgenos. La recoleccidon manual de larvas se efectud por la mafiana
durante 37 dias consecutivos (del 24 de agosto al 29 de septiembre). El muestreo se
realiz6 sobre toda la parcela, planta por planta, mirando tanto en el cogollo para ver si

habia presencia de larvas en el mismo, como en las hojas y el envés de las mismas.

Los individuos recogidos en campo se mantuvieron individualizados en recipientes
de plastico de 25 ml con el fin de evitar contaminaciones cruzadas asi como
competencia por los recursos entre los distintos individuos. De esta manera, también se
evitaban sus habitos canibales. Dichas larvas se alimentaban todos los dias con trozos
de hojas de maiz recogidas del campo. Las larvas que murieron y los parasitoides
encontrados (capullos) se recogieron en tubos Eppendorf. Las pupas se colocaron en
bolsas de papel que contenian algodén en su base. Las palomillas emergentes se
trasladaron a un ponedero donde se alimentaban mediante unas bandas de papel en las
que se colocaron gotitas de miel diluidas en agua. Una vez que los adultos emergieron
tardaron de 4 a 6 dias en ovipositar. Posteriormente, la puesta se trasladaba a un taper de
mayor tamafio junto con hojas de maiz que servian de alimento a las larvas recién
nacidas. Al llegar las larvas al estadio L4 se individualizaban en los recipientes de
plastico reciclados que habian sido previamente lavados y desinfectados con lejia para

evitar posibles contaminaciones y se volvia a repetir el ciclo.
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4.3 EFICACIA EN CAMPO

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron dos inoculos virales de STMNPV
procedentes del Programa de Control Biolégico del SENASA en Ate-Vitarte, Lima. El
primero, era un bioinsecticida granulado formulado elaborado el 19 de marzo de 2010
en el Centro de Programa Biologico del SENASA a base de un aislado del SEIMNPV
procedente del departamento de San Martin (Vasquez ef al., 2002) en la selva peruana
(Hilda Gamarra, comunicacién personal). Su concentracion de OBs era de 3.5 x 10°
OBs/g. El segundo in6culo viral procedia de larvas muertas obtenidas en los ensayos de
campo realizados en el mismo departamento tras dispersar el primer indculo granulado.
Para realizar la semipurificacion de este segundo indculo viral, que se utilizaria
posteriormente para elaborar el biopreparado liquido, se afiadié en un recipiente 1 ml de
agua destilada por cada larva muerta y se triturd con la ayuda de un mortero hasta que
los restos de larvas fueron minimos. En total se trituraron 23 larvas y la mezcla se filtrd
por un colador para separar todas las partes gruesas del insecto (cabezas y cuticula). El
filtrado final fue la materia activa del bioinsecticida. Debido a que las larvas infectadas
por baculovirus no eran muy recientes se prepar6 1 1 de caldo por cada 4 larvas

trituradas.

La aplicacion del bioinsecticida en campo se realizd en una parcela localizada en
Colcay4, distrito de San Juan de Castrovirreyna, en el departamento de Castrovirreyna,

region de Huancavelica (Figura 4). La parcela estaba compuesta por 5 lineas de maiz,

HUANCAVELICA

HUAYTARA

Figura 4. Mapa del departamento de Castrovirreyna, donde se localiza el distrito de San Juan.
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con 58 plantas por linea de 12 m de longitud cada una. La variedad de maiz
correspondio a la variedad amilacea y fue sembrada el 30 de noviembre. Dicho maiz
emergio el 8 de diciembre y los tratamientos se realizaron el 21 diciembre. La primera
linea fue la linea testigo que no recibid ningin tratamiento, estando apartada de las
demds para evitar contaminaciones. En las lineas 2 y 3 se aplicd el bioinsecticida

granulado, mientras que en las lineas 4 y 5 se aplicd el biopreparado liquido.

Para aplicar el biopreparado liquido se utilizé una mochila pulverizadora de 20 1 de
capacidad. Con anterioridad, al biopreparado se le afiadieron unas gotas de WETTEX"
(Alquilsulfato) (Comercial Andina Industrial S.A.C.), un adherente-dispersante
concentrado que evita el lavado de los pesticidas y nutrientes foliares agricolas por las
lluvias y fuertes rocios. En el caso del bioinsecticida granulado, con la yema de los
dedos indice y pulgar se cogi6 una pizquita de los polvos y se colocd dentro del cogollo

de todas las plantas.

El diagnéstico de las plantas se realiz6 el 28 de diciembre, y con el fin de comparar
la efectividad de los distintos tratamientos se estimo el Dafio Foliar Promedio (DFP)
causado por S. frugiperda, empleando la escala y la ecuacion bdasica propuesta por
Fernandez y Exposito (2000). Dicha escala identifica 4 niveles de dafio visual como se

muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Escala utilizada para determinar el grado de dafio causado por S. frugiperda en las hojas de
maiz (Fernandez y Expdsito, 2000).

Grado Caracteristicas del daiio
0 La planta no presenta ningtn dafio.
1 Daiio en forma de ventana ocasionado por larvas pequefias consistente

en pequefios raspados de menos de Smm de didmetro en la superficie
inferior de las hojas tiernas, destruyendo el mesofilo y dejando intacta la
epidermis superior, que se observa traslicida.

2 Dafio mayor de 5 y menos de 10mm, ocasionando unas perforaciones
caracteristicas generalmente circulares, casi siempre en el interior de las
hojas, raramente en sus bordes.

3 Dafio mayor de 10mm, tanto en los bordes como en el interior de la hoja.

E1 DFP se calculd mediante la formula:

prp = 2V
N

13
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donde:

Xj: valor de las observaciones (entre 0 y 3, de acuerdo a la escala de dafios)
fi: Frecuencia (numero de observaciones) de cada valor.

N: Numero total de observaciones realizadas (plantas examinadas).

Por otro lado, también se determiné el porcentaje de hojas atacadas asi como el

numero de larvas muertas en los distintos tratamientos respecto al total observado.

Para el andlisis de datos se emplearon el programa Excel (Microsoft Excel) y el
programa estadistico R. Los graficos se realizaron con la ayuda de los programas Sigma
Plot y Excel. La comparacion del DFP, porcentaje de hojas atacadas y el nimero de
larvas de S. frugiperda muertas con respecto al total observado en los distintos
tratamientos se realiz6 mediante los correspondientes Andlisis de la Varianza
(ANOVA). Posteriormente, para determinar diferencias entre los distintos tratamientos

se realizo el test de rango multiple de Tuckey (a = 0,05).

4.4 CARACTERIZACION MOLECULAR DEL VIRUS

4.4.1 Insectos

Las larvas de S. frugiperda utilizadas para la caracterizacién molecular del virus
procedian de una poblacion establecida durante varias generaciones en el insectario de
la UPNA con pupas recibidas de El Zamorano, Honduras, en 1997 y refrescadas
periddicamente con pupas de Tapachula, México. Esta poblacion se mantiene en
condiciones controladas de 25 + 2°C de temperatura, 75% de HR (Humedad Relativa) y
fotoperiodo de 16 horas de luz: 8 horas de oscuridad. Los estadios larvarios se
alimentaron con una dieta artificial semisintética (Greene et al, 1976) cuya
composicion se detalla en el Cuadro 2. Los adultos se alimentaron con miel diluida al

30% (P/V).
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Cuadro 2. Composicion de la dieta semisintética empleada para la cria de larvas de S. frugiperda (Greene
et al., 1976).

Ingrediente g/l Ingrediente g/l
Germen de trigo 72 Carragenina 18,75
Proteina de soja 25 Acido sorbico 1,5
Azuacar comercial 29,25 Acido benzoico 0,375
Levadura de cerveza 14,25 Vitaminas y antibioticos 4,37
Mezcla de sales Wesson 9.4 Cloruro de colina 0,94
Colesterol 0,94 Agua destilada 0,71
Nipagina 0,94

4.4.2 Multiplicacion del virus

Con el fin de realizar la caracterizacion molecular de los dos biopreparados
utilizados en campo, se llevo a cabo la multiplicacion de los mismos in vivo utilizando
200 larvas Ly de S. frugiperda. Como control de la sintomatologia y mortalidad se
realizé al mismo tiempo la multiplicacion del aislado SEIMNPV-NIC (Simoén et al,
2004). La inoculacion del virus se llevo a cabo a través del método de la gota descrito
por Hughes y Wood (1981) utilizando una concentraciéon de 10® OBs/ml. Una vez
inoculadas las larvas se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura y
fotoperiodo. La dieta semisintética empleada para la cria de las larvas fue la descrita

anteriormente (Cuadro 2).

Algunas de las larvas vivas y muertas durante la multiplicacion de los dos
biopreparados se utilizaron para determinar la presencia de OBs en los distintos tejidos
larvarios. Para ello, se diseccionaron las larvas realizando un corte transversal del
abdomen, con el fin de observar posteriormente los distintos tejidos al microscopio

optico de contraste de fases de 400x.

4.4.3 Purificacion de los poliedros

Los cadaveres de las larvas infectadas se recogieron de forma conjunta para cada
uno de los biopreparados. Después de la adicion de 5 ml de SDS (Sodio Dodecil
Sulfato) al 0,1% para liberar los poliedros, las larvas se trituraron con la ayuda de una
lanceta. A continuacion, las suspensiones obtenidas se filtraron por medio de una tela de

muselina para eliminar los restos de tegumento y se centrifugaron a 6.000 rpm durante 5
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min. Los precipitados resultantes se resuspendieron en 1 ml de SDS al 0,1% y volvieron
a centrifugarse a 6.000 rpm durante 5 min. Finalmente, los OBs obtenidos se
resuspendieron en 1 vol de agua bidestilada estéril y se conservaron a 4 °C hasta su
utilizacion. Tras la purificacion de los mismos se realizé la observacion de la

preparacion al microscopio optico de contraste de fases.

4.4.4 Extraccion de ADN viral y digestion con endonucleasas

La extraccion del ADN se llevd a cabo a partir de OBs purificados tras la
multiplicacion de los mismos. A 100 pl de virus se les afiadié 100 pl de la solucién
alcalina 0,5 M Na,COj;, 50 ul de SDS 10% y 250 ul de agua destilada estéril, y se
incubd durante 10 min a 60 °C. Esta solucion permite la ruptura de la matriz proteica de
los OBs vy la liberacion de los viriones al medio. A continuacion se sedimentaron los
restos de poliedrina mediante centrifugacion durante 5 min a 6.000 rpm y el
sobrenadante, conteniendo los viriones, se incubd con 500 pg/ml de proteinasa K
durante 45 min a 50 °C para romper las envolturas de los viriones. Posteriormente el
ADN se extrajo por fenolizacion mediante tres pases: los dos primeros con fenol y el
ultimo con cloroformo. En cada uno de los pases se agitd la mezcla suavemente para
homogeneizarla y se centrifugé a 13.000 rpm durante 5 min, recuperando la fase acuosa.
El ADN se precipit6 afladiendo 1/10 vol de acetato de sodio 3 M (pH 5.,2) (40ul) y 2,5
vol de etanol 100%, y se centrifugd a 6.000 rpm durante 10 min. A continuacidn, se
lavé con etanol 70% y se centrifugd 5 min a 6.000 rpm. Tras eliminar el sobrenadante el
ADN se resuspendid en 50 ul de TE (Tris/EDTA) al 0,1%.

El ADN se digiri6 con la endonucleasa de restriccion Pstl, ya que es la que mejor
diferencia aislados del SfTMNPV (Escribano et. al, 1999; Simoén et al., 2004), durante 4-
24 h a 37°C utilizando el tampon de digestion recomendado por el proveedor (Takara
Bio INC. Otsu Shiga, Japon). Los fragmentos resultantes se sometieron a electroforesis
en un gel de agarosa al 1% en tampon de TAE (40 uM Tris-acetato; 1mM EDTA, pH
8,0) a 16 V durante aproximadamente 16 h.

Posteriormente el gel se tifié en una solucidén que contenia bromuro de etidio (0,01
mg/ml) para la observacion de los fragmentos de ADN y se fotografié utilizando el

programa informatico Chemi-doc (CioRad, Madrid, Espaiia).
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5. RESULTADOS

5.1 PROBLEMATICA FITOSANITARIA DEL MAIZ EN LA SIERRA
CENTRAL DE PERU

5.1.1 Cultivo de maiz

En la actualidad, los agricultores de la region de Huancavelica siembran una
multitud de variedades de maiz: Blanco de Urubamba, Criolla Huancavelicana,
Amiléceo, Astilla, Chulpi, Chispa, Ccaruay, Morocho, etc. Por otro lado, la época de
siembra varia mucho pero de forma general puede decirse que se cultiva durante todo el
afio, siendo la época normal de siembra los meses que van desde septiembre a diciembre
aunque hay agricultores que siembran en marzo y abril e incluso junio. El cultivo esta
muy bien adaptado al clima y debido a la gran cantidad de variedades que existen los

agricultores pueden elegir la variedad que mas les convenga en cada época del afio.

El ciclo del maiz varia también segun la variedad, el clima, altitud, etc. pero
generalmente se observa un ciclo mas corto en el maiz blanco (3-6 meses) que en el

amarillo (5-6 meses).

Existen zonas de regadio por superficie a través de canales de riego y acequias, en
las que se riega cada 8-10 dias una vez que el cultivo esta implantado, y por otro lado,
existen zonas en las que la finca (o “chacra) no dispone de sistema de riego. La época
de lluvia suele ser de diciembre a marzo, y dependiendo de la zona las lluvias son mas o

menos fuertes.

5.1.2 Plagas mas frecuentes en maiz

Segun las encuestas realizadas, las plagas mas frecuentes son el cafiero (Agrotis
sp.), el mazorquero (Helicoverpa zea) y el cogollero o utuskuru (Spodoptera
frugiperda). La identificacion de las mismas es visual y sobre todo adquirida por
experiencia dado que la mayoria de los agricultores practican esta actividad desde nifios

y raramente han tenido capacitacion.

Algunos saben distinguir el cogollero de las otras dos especies identificando los
dafios que éste realiza en el cultivo (agujeros, ventanas) y por el momento de aparicion
(al mes, mes y medio, dos meses o desde que la planta ha emergido hasta que sale la

mazorca o “el choclo”). Sin embargo, muchos otros confunden las tres especies,
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independientemente de las diferencias morfoldgicas y los diferentes sintomas de dafios
en la planta. Por otro lado, entre los mismos agricultores hay ciertas discrepancias en

cuanto a la aparicion del cogollero en los cultivos.

5.1.3 Métodos de control

El método de control de dichas plagas se basa en la utilizacidon de insecticidas
quimicos de sintesis. La casi totalidad de los agricultores aplica un insecticida liquido
mediante pulverizacion con una mochila, y ninguno de ellos utiliza ningtn tipo de
proteccion, aunque reconocen que es conveniente usarla. Otros aplican insecticidas
sintéticos granulados o en polvo (como DIPTER, DETOMIL o GRANULATE), e
incluso mezclado con otros insecticidas liquidos (Pirinex, Tifon o Perfection). Esto se
debe a que el agricultor, aunque si es cierto que en ocasiones es asesorado por algin
ingeniero agronomo, suele acudir al responsable de la tienda de agroquimicos y consulta
a dicho responsable de la utilizacion de los mismos. Por ultimo, un pequefio porcentaje
(8%) no aplica ningtn tipo de insecticida, debido a que las pérdidas producidas por las

plagas no compensan el gasto que supone la utilizacidon de dichos productos.

Un caso que llama la atencion entre el uso indiscriminado de los insecticidas y el
nulo uso de los mismos, es el de un agricultor que asesorado por un ingeniero agronomo
utiliza un “remedio casero” a base de rocoto (un fruto del género Capsicum utilizado
como condimento picante en la cocina latinoamericana) triturado y dice haber tenido
mejores resultados que incluso con los quimicos. Este es un ejemplo del uso de

extractos vegetales como bioinsecticidas artesanales.

Por otro lado, el uso de quimicos por parte de los agricultores ha ido en aumento.
Todos ellos estaban de acuerdo en que hace 20-25 afios no se hacia uso de ningun tipo
de quimicos, ni siquiera para abonar. Aunque hoy en dia sigue utilizandose estiércol de
corral para abonar los cultivos, antiguamente éste era uno de los pocos aportes que se

realizaban a la tierra tanto para abonar como para evitar las plagas.

Por ultimo, es interesante comentar que casi ningin agricultor conoce el control
bioldgico y ninguno de ellos reconoce el término “bioinsecticida” o “insecticida
bioldgico”. Cabe decir que muchos de ellos no estan interesados debido a que no estan
capacitados para su uso y raramente comprenden el mecanismo de accion de los
mismos. Sin embargo, muchos otros estan interesados en todo aquello que suponga una

innovacion tecnologica y una mejora de sus cultivos.
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5.2 ESTABLECIMIENTO Y MUESTREO DEL CULTIVO DE MAIZ.
ESTABLECIMIENTO DE UNA POBLACION DE S. frugiperda EN
CONDICIONES DE LABORATORIO.

Durante todo el muestreo se observo una gran infestacion natural de larvas del
cogollero a partir de la segunda semana de emergencia del maiz. Asimismo, también se
observd la presencia de otras plagas de gran importancia en Peru, como Diabrotica
speciosa (Coleoptera: Chrysomellidae) cominmente conocida como lorito, o Dalbulus
maidis (Homoptera: Cicadellidae) que ademas de aparecer en las plantas fueron

capturadas con las trampas pegajosas amarillas.

Por otro lado, se caracterizaron distintos depredadores de S. frugiperda como
Hippodamia convergens (Coleoptera: Coccinellidae), Orius spp. (Hemiptera:
Anthocoridae), Crisoperla spp. (Neuroptera: Chrysopidae) y Eriopis spp. (Coleoptera:
Coccinellidae) (Cuadro 3). También se encontraron hormigas, que se sabe reducen
significativamente las poblaciones del gusano cogollero del maiz (Perfecto, 1991). Por
el contrario, no se encontraron en campo microorganismos como Beauveria bassiana
(Deuteromycotina: Hyphomycetes) controlador biologico que se desarrolla en el Centro
de Programa Biologico de Lima, ni tampoco otras especies como Cycloneda sanguinea

(Coleoptera: Coccinellidae) que suelen ser habituales en la zona.

Cuadro 3. Enemigos naturales de S. frugiperda encontrados durante la fase de muestreo.

Enemigos naturales observados Presencia

Depredadores Orius spp. ST
Eriopis spp. SI

Hippodamia convergens SI

Crysoperla spp. SI

Hormigas (especie no identificada) SI

Cycloneda sanguinea NO

Endoparasitoides Campoletis spp. ST
Microorganismos Beauveria bassiana NO
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Durante los 37 dias que dur6 el muestreo se recolectaron 326 larvas. Durante la
época lluviosa se observé que habia un control fisico de S. frugiperda muy eficaz
debido a que las larvas pequefias mueren dentro del cogollo de las plantas por
ahogamiento por la acumulacion de agua. Por otro lado, el riego por aspersion también
puede ser igual de efectivo dado que provoca el mismo efecto; las gotas de agua que
caen sobre las hojas de maiz se acumulan en el cogollo, produciendo la muerte de las
larvas pequefias por ahogamiento. Por este motivo, el nimero de larvas recolectadas no

fue muy elevado.

En esta primera etapa del ensayo, la mortalidad larvaria natural por causas no
identificadas fue muy elevada (20,9%) posiblemente debido a las condiciones de cria,
ya que no eran controladas y a los desplazamientos desde el lugar de recogida al lugar
de cria. Asimismo, aunque el desarrollo de las larvas restantes fue normal, de 17 pupas
(5,2%) no emergio ningin adulto, de manera que la mortalidad natural o por causas no

identificadas ascendio al 26,1%.

Muestreo y cria de larvas

Campoletis spp.
Vivas

M Larva .
mMortalidad natural

M Pupa

29
(9%)

Figura 5. Porcentaje de larvas vivas y muertas, éste ultimo apartado dividido en causas: debido a un
endoparasitoide (Campoletis spp.), por Baculovirus y debido a la mortalidad natural observada por causas
no identificadas, que se ha subdividido a su vez en mortalidad larvaria y pupal.

Durante el seguimiento de las larvas que se habian recolectado cabe destacar que el
8,9% de las mismas presentaban un endoparasitoide: Campoletis spp. (Blanchard)
(Hymenoptera: Ichneumonidae), un coinobionte-solitario que ataca larvas del primer y
segundo estadio permitiendo el desarrollo del hospedador hasta el cuarto estadio,

momento en el que teje externamente su capullo (Figura 6).
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Figura 6. Capullo externo de Campoletis spp.

Por otro lado, ninguna de las larvas recolectadas en campo presentd los sintomas

tipicos de enfermedad por baculovirus.

Con respecto al ciclo bioldgico del gusano cogollero cabe destacar que, en las
condiciones en las que se establecid la poblacion, la duracion del mismo fue mayor de
lo habitual. El periodo larvario dur6 de 29 a 39 dias, mientras que los periodos de pupa
y adulto se extendieron de 11 a 13 y de 5 a 8 dias, respectivamente (Cuadro 4). El
numero de dias en que tardaron en eclosionar los huevos también se prolongd con
respecto a lo observado en otros trabajos, siendo de 6 a 9 dias. La duracién observada de
cada etapa fue igualmente superior a lo observado previamente (Montes et al., 2001;
Chacén et al., 2009). Esta prolongacion puede justificarse debido a que el ciclo
bioldgico de S. frugiperda se encuentra altamente influenciado por condiciones
ambientales (Chacon er al.,, 2009). Se ha comprobado que si bien este insecto es capaz
de soportar temperaturas constantes dentro de un rango bastante amplio (15°C-35°C) su
desarrollo, mortalidad y capacidad reproductiva se ven favorecidas a temperaturas
comprendidas entre los 20°C y los 30°C, aumentando el nimero de dias necesarios para
completar las fases del ciclo bioldgico a medida que la temperatura se hace mas baja

(Clavijo et al., 1991).

Cuadro 4. Duracion minima y méaxima observada de cada etapa del ciclo de vida del cogollero del maiz
S. frugiperda bajo condiciones ambientales (temperatura, humedad y fotoperiodo) no controladas y
siendo alimentado con hojas de maiz.

Estadio Observado
Larva 29 — 39 dias
Pupa 11 —20 dias
Adulto (hasta que oviposita) 8 — 10 dias
Huevos 6 - 9 dias
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Por ultimo, queda comentar que los dafios observados en campo se corresponden
con los descritos por otros autores (Cruz et al., 2002; Fernandez, 2002; Fernandez y

Exposito, 2000): esqueletizacion de hojas, dafio como cortador y dafio como cogollero.

5.3 EFICACIA EN CAMPO

El 21 de diciembre, dia de aplicacion de los bioinsecticidas y diagndstico inicial de
la situacion del cultivo, el DFP (dafio foliar promedio), porcentaje de hojas dafiadas y el
numero de larvas muertas con respecto al total fue el mismo para las distintas lineas del
cultivo de maiz. El DFP el 21 de diciembre fue de 0,360, 0,414 y 0,353 para el control y
los dos biopreparados, respectivamente (Figura 7). Del mismo modo, no se observaron
diferencias significativas ni en el porcentaje de hojas atacadas (x* = 0,593; gl =2; p >
0,05), ni en el numero de larvas muertas/total (x2 = 0,566; gl = 2; p > 0,05). Asi, el
porcentaje de hojas dafiadas fue de 13,1, 11,6 y 10,2% para los tratamientos testigo,
biopreparado granulado y biopreparado liquido, respectivamente (Figura 8). Por otro
lado, el nimero de larvas muertas encontradas en el tratamiento testigo fue de 2
respecto a un total de 14 (14,3%) que fue similar a lo observado en los tratamientos con
el biopreparado granulado, 5 respecto a 47 (10,6%); o el liquido, 4 respecto a 33
(12,1%) (Figura 10A).

El dia 28 de diciembre se realizo el muestreo de las distintas lineas de maiz. A
diferencia de lo observado el dia 21 se observaron diferencias significativas tanto en el
DFP, en el porcentaje de hojas dafnadas, asi como en el porcentaje de larvas

muertas/total entre los distintos tratamientos.

Durante la semana en la que se dejaron actuar los tratamientos, el testigo sufridé un
DFP significativamente mayor (x> = 0,040; gl = 2; p < 0,05) con respecto al T2 y T3,
siendo el DFP final acumulado mucho menor en estos dos ultimos, aunque el DFP
sigui6 aumentando debido a que el efecto de los tratamientos no es inmediato. En la
figura 7 puede observarse una acumulacion de DFP (color granate) mucho mayor en el
testigo (0,52) que en los otros dos tratamientos (siendo de 0,11 en el T2 y 0,21 en el
T3). El DFP acumulado fue significativamente superior (0,88) para el tratamiento
testigo (x> = 0,013; gl = 2; p < 0,05), mientras que fue menor en el maiz tratado con los
biopreparados granulado y liquido, siendo en este caso 1,7 y 1,6 veces menor,

respectivamente, no presentando diferencias significativas entre ambos biopreparados

22



Resultados

(¢ = 0,51; gl = 1; p > 0,05). Las lineas tratadas mediante el granulado, fueron las que
menos dafio foliar sufrieron esa semana, aunque los andlisis estadisticos indican que no

hay diferencias significativas entre ambos biopreparados.

Dano Foliar Promedio (DFP)

w m w e

=

w om e

DFP
DDDDD__@DDDDI—*
ORFRMNWEREULO WD

-~

' T1 T2 T3
Testigo Granulado Liquido
m21-dic 0,360 0,414 0,353
m28-dic 0,517 0,112 0,207

Figura 7. Daiflo foliar promedio observado segiin el tipo de tratamiento aplicado: ninguno o testigo (T1),
granulado (T2) y biopreparado liquido (T3).

Por otro lado, el porcentaje de hojas atacadas el 28 de diciembre vario
significativamente (xz =0,013; gl = 2; p > 0,05) entre los tratamientos, siendo de 27,0,
16,6 y 16,9% para el control, preparado granulado y liquido, respectivamente (Figura
8B). Ademas, segun los datos recogidos, en todos los tratamientos aumentd el niimero
de plantas con hojas atacadas, pero el testigo fue el unico que present6 plantas con dafio
de grado 3, es decir dafio mayor de 10 mm, tanto en los bordes como en el interior de la
hoja, y también se observaron muchas mas plantas con dafio de grado 2 (16 frente a 6 de
los otros tratamientos), es decir, plantas con dafios mayores de 5 y menores de 10 mm,
con perforaciones generalmente circulares y casi siempre en el interior de las hojas

(Figura 9).
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Figura 8. Diagrama de cajas del porcentaje de hojas dafiadas diagnosticado en los tres tratamientos: (T1)
Testigo, (T2) Granulado, (T3) Biopreparado liquido. Las lineas horizontales de cada una de las cajas
representan las medias del porcentaje de hojas dafiadas para cada tratamiento. A) 21 de diciembre: no se
observaron diferencias significativas (y* = 0,593; gl = 2; p > 0,05). B) El 28 de diciembre el porcentaje de
hojas atacadas varié significativamente entre los tratamientos (x> = 0,013; gl = 2; p > 0,05).

A) B)

21-dic 28-dic

Tl W72 mT3 BTl mT2 mT3
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Figura 9. Numero de plantas que presentaban dafios de grado 0, 1, 2, 3 segun el tratamiento recibido:
testigo (T1), biopreparado granulado (T2) y biopreparado liquido (T3) los dias A) 21 de diciembre y B)
28 de diciembre. El grado de dafio se corresponde con lo indicado en el Cuadro 1.
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También se evalud el nimero de larvas muertas encontradas respecto al total
observado. Esta cantidad fue significativamente mayor en las lineas tratadas que en la
testigo (x> = 0,049; gl = 2; p < 0,05). El niimero de larvas muertas encontradas en el
tratamiento testigo fue de 6 respecto a un total de 32 (18,8%), frente a las 39 respecto a
53 del biopreparado granulado (73,6%) y 41 respecto a 69 en el liquido (59,4%) (Figura
10B). Por tanto, en el tratamiento testigo no se observan diferencias entre el porcentaje
de larvas muertas con respecto al total entre el 21 de diciembre (14,3%) y el 28 de
diciembre (18,8%). Sin embargo, el 28 de diciembre el nimero de larvas muertas
respecto al total encontradas es signficativamente mayor en los tratamientos con los

biopreparados granulados y liquido, aumentando del 10,6 al 73,6% y del 12,1 al 59,4%,

respectivamente.
21-dic N@total 28-dic NO total
larvas larvas
T3 33 T3 69
T2 47 T2 53
T1 T1
14 32
0% 20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 0% 60% 80% 100%
WN¢larvas muertas  WN¢larvasvivas WNClarvas muertas W NClarvas vivas

Figura 10. Diagramas de barras del porcentaje de larvas muertas respecto al total diagnosticado en los
tres tratamientos: (T1) Testigo, (T2) Granulado, (T3) Biopreparado liquido. Se indica en granate el
numero de larvas muertas y en azul el nimero de larvas vivas. EI nimero total de larvas encontradas en
cada tratamiento se representa en la parte derecha de cada barra. A) 21 de diciembre: no se observaron
diferencias significativas en el niimero de larvas muertas respecto al total en los distintos tratamientos (x>
= 0,566; gl = 2; p > 0,05). B) 28 de diciembre: el T1 es el unico tratamiento que presenta diferencias
significativas (x2= 0,049; gl =2; p <0,05).

25




Resultados

5.4 CARACTERIZACION MOLECULAR DEL VIRUS

Tras observar la eficacia en campo tanto del bioinsecticida granulado como del
liquido, se llevd a cabo la caracterizacion molecular de dichos aislados con el fin de
conocer la naturaleza de los mismos. Para ello y con el fin de obtener un buen stock de
virus, se realizd6 una multiplicacion de los mismos sobre larvas de S. frugiperda,
utilizando como control el aislado nicaragiiense del SfMNPV (SfMNPV-NIC)

previamente caracterizado (Simon et al., 2004).

Inicialmente, se llevd a cabo la comparacion de los sintomas producidos por los
distintos virus. Asi, se observd que los sintomas producidos por el aislado STMNPV-
NIC y los otros dos biopreparados peruanos (granulado y liquido) fueron muy distintos.
Las larvas infectadas con el SIMNPV-NIC presentaron cambios en la coloraciéon del
tegumento y de comportamiento, asi como en sus habitos alimenticios ya que las larvas
infectadas con SfMNPV-NIC redujeron su apetito hasta cesar de alimentarse. Se
observd también que tras la muerte de estas larvas se produjo la desintegracion de los
tejidos y organos, liberandose al medio los nuevos OBs. El tegumento de dichas larvas
era muy fragil y se rompid con facilidad, liberando el contenido liquido con millones de
OBs. Ademas, muchas de las larvas emigraron hacia la parte superior del
compartimento y murieron colgando de sus pseudoépodos (Figura 12A). Sin embargo, en
el caso de las larvas infectadas con el biopreparado granulado o liquido utilizado en los
ensayos de campo en Perd, la movilidad era minima durante todos los dias de la
infeccion, incluso en los primeros dias donde no se observa un efecto claro de infeccion
por baculovirus. Por otro lado, el tegumento de dichas larvas se oscureci6 hasta hacerse
casi negro y se endurecid, de forma que no se rompia o desintegraba en comparacion
con el tegumento de las larvas infectadas con SEMNPV-NIC (Figura 12B). Por ultimo,
no se observd un crecimiento en esos primeros dias tras la infeccion. Por tanto, los
sintomas producidos por el aislado SEIMNPV-NIC son muy distintos a los producidos
por los biopreparados peruanos. El SfMNPV-NIC produce los sintomas tipicos,
mientras que los sintomas producidos por los biopreparados peruanos vienen a ser mas

parecidos a los provocados por una infeccion bacteriana.
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A) B)

Figura 12. Sintomas causados por los dos aislados. A) Larva infectada mediante SIMNPV-NIC que ha
muerto colgada de sus pseudépodos. Su tegumento es blando y se desintegra facilmente. B) Las larvas
infectadas mediante los biopreparados peruanos presentan movilidad reducida y su tegumento es mas
duro en comparacion con las larvas infectadas por baculovirus.

Mediante la observacion al microscopio y diseccion de las larvas muertas por los
biopreparados peruanos se comprobé la presencia de algin poliedro, aunque no habia
suficientes como para haber producido la muerte de las larvas por poliedrosis. Sin
embargo, se observo una gran presencia de bacterias, siendo éstas las posibles causantes
de la muerte de las larvas. A diferencia de lo observado en las larvas muertas por los
biopreparados peruanos, las muertas por el aislado SIMNPV-NIC presentaron gran

cantidad de OBs en los distintos tejidos.

Por ultimo, con las larvas muertas tanto por el SIMNPV-NIC, asi como por los
biopreparados peruanos, se llevd a cabo la purificacion de los OBs asi como la
extraccion de ADN viral y su posterior digestion con la enzima de restriccion Pstl. El
perfil de ADN obtenido a partir de las larvas muertas por los biopreparados peruanos no
se correspondia con los perfiles tipicos obtenidos con los distintos nucleopoliedrovirus.
El perfil obtenido presenta muchas menos bandas que el perfil de SEMNPV-NIC (Fig.
13), por lo que puede decirse que no se trata de un aislado del SfTMNPV. En base a las
observaciones realizadas tanto en las infecciones in vivo, al microscopio dptico con las
larvas muertas, asi como con el ADN viral, podriamos decir que los aislados peruanos

no son un nucleopoliedrovirus y que probablemente sean una bacteria.
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Figura 13. Perfiles de restriccion obtenidos con la enzima Psfl a partir del ADN extraido de larvas
infectadas con SfTMNPV-NIC (b), con el bioinsecticida granulado (c) y con el bioinsecticida liquido (d).
El carril de la derecha de la fotografia (a) se corresponde con el marcador de peso molecular 1Kb ladder
(Bioline).
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6. DISCUSION

El objetivo principal de este trabajo fue el de desarrollar un sistema de produccion
artesanal del SfIMNPYV para el control de S. frugiperda en la Sierra Central de Peru
utilizando un aislado autéctono del mismo virus. Para ello, se llevo a cabo la busqueda
de aislados nativos en los maizales de la Sierra de Huancavelica, Peru. Durante el
muestreo se observaron distintos enemigos naturales de esta especie como Campoletis
spp., catalogado como un importante endoparasitoide del cogollero, aunque no uno de
los parasitoides mas prevalentes de Centroamérica y Sudamérica, que es Chelonus
insularis (Molina-Ochoa et al., 2003). Sin embargo, no se encontraron larvas que
presentasen los sintomas tipicos de infeccion por baculovirus, por lo que el indculo con
el que se desarrollaron los insecticidas se obtuvo del Servicio Nacional de Sanidad
Agraria de Pert (SENASA). En base a los resultados obtenidos en los ensayos de
campo realizados con los dos biopreparados se puede decir que dichos biopreparados
fueron muy efectivos en el control de S. frugiperda, dado que tanto el DFP asi como el
porcentaje de hojas atacadas disminuyé significativamente en las parcelas donde se
aplicaron ambos biopreparados. Ademas, el nimero de larvas muertas de S. frugiperda
respecto al total de larvas observadas también fue significativamente mayor en las
parcelas tratadas. Por tanto, parece ser que ambos biopreparados son efectivos para el

control de S. frugiperda.

Sin embargo, al realizar la multiplicacion de ambos biopreparados en el laboratorio
de Bioinsecticidas Microbianos del Instituto de Agrobiotecnologia bajo la supervision
de expertos en la caracterizacion de baculovirus, se observd que los sintomas
producidos por estos aislados en las larvas de S. frugiperda no se correspondian con los
sintomas tipicos provocados por los baculovirus (Granados y Williams, 1986; Volkman,
1997; Williams y Faulkner, 1997). Posteriormente, la caracterizaciéon molecular
realizada mediante el andlisis del ADN gendmico viral con endonucleasas de restriccion
(REN) que generan perfiles de restriccion de ADN caracteristicos para cada una de las
especies virales demostrd que los supuestos biopreparados utilizados no eran aislados
del SfMNPV, y tampoco de ningin otro baculovirus. Este tipo de andlisis es
ampliamente utilizado y ha demostrado ser una herramienta muy util para la
caracterizacion de distintas especies de baculovirus e incluso distintos aislados

geograficos de una misma especie, ya que con determinadas endonucleasas los distintos
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aislados geograficos muestran uno o varios fragmentos de ADN de tamafio
caracteristico (Gettig y McCarthy, 1982; Shapiro et al., 1991; Caballero et al., 1992;
Hara et al., 1995; Laitinen et al., 1996; Escribano et al., 1999; Takatsuka et al., 2003;
Barrera, 2008). Sin embargo, debido a los limitados recursos tecnoldgicos asi como al
desconocimiento de los sintomas producidos por estos virus, se concluyd que los
biopreparados proporcionados por SENASA eran muy efectivos para el control de S.
frugiperda. Se llegd a esta conclusion en parte porque SENASA cedid estos
biopreparados asegurando que se trataban de aislados del SfMNPV. En 1997, el
SENASA detecto la presencia de un microorganismo benéfico catalogado por Zeddam
et al. (1997) como un baculovirus, el cual podria ser capaz de matar a S. frugiperda, sin
ocasionar dafio alguno a los insectos benéficos (Agronoticias, 1997). El virus se colecto
en el distrito de Tarapoto, region de San Martin, y fue identificado en el Centro
Internacional de la Papa (CIP) a partir de larvas de S. frugiperda infectadas por el virus
(Vasquez et al., 2002). Los resultados de dicho estudio concluyeron que el SEIMNPV
demostré ser un patégeno muy eficiente porque provoca alta mortalidad en las
poblaciones larvarias de este insecto. Sin embargo, en base a la sintomatologia
producida asi como a los patrones de restriccion se podria decir que se trata mas de un
agente bacteriano que virico. Es por ello, que en el presente trabajo se sugiere que los
analisis o procedimientos llevados a cabo a partir de los supuestos biopreparados
proporcionados por el SENASA no son adecuados o suficientes para confirmar la
naturaleza de estos inoculos y que los ensayos realizados en campo con estos inéculos
no pueden ser comparados con los realizados con distintos aislados geograficos del
SfMNPV dado que se desconoce cudl es, en realidad, la materia activa utilizada en el

presente trabajo.

La efectividad y uso de los baculovirus para el control de plagas agricolas y
forestales han sido ampliamente demostrados. Hasta la fecha, varias son las especies
que han sido desarrolladas como bioinsecticidas, como son el AgMNPYV para el control
de A. gemmatalis en Brasil (Moscardi, 1999), el SeMNPYV para el control de S. exigua
en los invernaderos de Almeria (Caballero ef al., 2009) o el HaSNPV utilizado para el
control de H. armigera en China (Sun y Peng, 2007; Zhang et al., 1995). Ademas de la
gran diversidad interespecifica existe también una gran diversidad intraespecifica que se
ha puesto de manifiesto mediante la caracterizacion de distintos aislados geograficos de

un mismo virus. Asi, del SIMNPYV se han caracterizado distintos aislados geograficos
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como el procedente de Nicaragua (SEIMNPV-NIC) (Escribano et al., 1999; Simoén et al.,
2004), Colombia (SfMNPV-COL) (Barrera, 2008), Argentina (Berreta et al, 1998;
Wolff et al., 2008) o Estados Unidos (Harrison et al., 2008). Dichos aislados no se
diferencian unicamente a nivel gendomico o en sus perfiles de restriccion, sino que
también varian frecuentemente en su actividad bioldgica hacia las diferentes
poblaciones de S. frugiperda (Escribano et al., 1999; Muifioz et al., 1998., 1999; Simén
et al., 2004), siendo las poblaciones de este insecto mas susceptibles hacia los aislados
nativos. De esta manera, los insectos procedentes de una poblacion hondurefia son mas
susceptibles a aislados de virus de paises vecinos como Nicaragua (STMNPV-NIC)
(Escribano et al., 1999). Por otro lado, se ha observado que un aislado nativo
colombiano, SfTMNPV-COL, presenta mejores propiedades insecticidas para el control
de poblaciones autoctonas de S. frugiperda que el aislado SIMNPV-NIC (Barrera,
2008).

Ninguno de ellos ha llegado a ser desarrollado como bioinsecticida pero las
perspectivas son buenas. En México y Honduras aplicaciones de SfMNPV-NIC entre
1.2x 10"y 6 x 10" OBs/ha causan aproximadamente la infeccion del 40% de las larvas
recogidas el segundo dia después de la aplicacion (Williams ef al., 1999; Martinez et
al., 2000; Cisneros et al., 2003). En Brasil también se han llevado a cabo experimentos
en campo utilizando suspensiones acuosas del STMNPV, demostrando que aquellas
plantas de maiz tratadas con el virus sufrieron menor dafio foliar y que la mortalidad de
larvas fue mayor que en aquellas plantas que no fueron tratadas (Cruz et al., 1997,
2002). Igualmente, se ha comprobado la eficiencia del SEIMNPYV tanto bajo condiciones
de laboratorio (Valicente y Cruz, 1991) como mediante un sistema de irrigacion
(Valicente y Costa, 1995). En Venezuela también se conoce que larvas infectadas con
una cepa del mismo virus en maiz que contenia 6 x 10° OBs/ml caus6 la mortalidad al
100% de las larvas cuya edad estaba comprendida entre los 7 y 10 dias (Agudelo et al.,
1983) y en Argentina se ha constatado que un SfTMNPV procedente de Leales también
provoca una gran mortalidad de S. frugiperda (Yasem de Romero et al., 2009). Sin
embargo, atn siendo efectivos es interesante mencionar que andlisis preliminares donde
se evalud el coste de la produccion viral y de su aplicacion, indicaron que el virus era
considerablemente mas costoso que el control convencional (Williams et al., 1999). Por

el contrario, el método artesanal de produccion propuesto en este trabajo disminuiria
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considerablemente los costes de produccidon, promoviendo, por tanto, un sistema de

produccion mas sostenible en esta region.

En el caso de que se lleven a cabo estudios futuros sobre el uso del SEIMNPV en
Peru, seria interesante que hubiera una mejor coordinacion entre los entes implicados en
el Control Biologico en Peru como es el SENASA y las entidades interesadas en
desarrollar dichos estudios, de manera que se facilitara tanto la comunicacion como la

cooperacion entre los mismos.

En conclusion, la busqueda y el estudio de aislados peruanos de baculovirus es
interesante y necesario para el desarrollo de un programa efectivo y barato de control
biolégico contra S. frugiperda en lugares de bajos recursos econdomicos, puesto que
trabajos anteriores han demostrado que el SEIMNPV es eficiente para el control de este
insecto. Por ello, los muestreos, analisis y procedimientos para la puesta en marcha del
programa deben ser, al mismo tiempo, evaluados por expertos en la materia para que
sean correctos y no se presenten los problemas indeseables que repercutan en los

resultados e investigaciones futuras.
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7. CONCLUSIONES

1. En la actualidad el control de Spodoptera frugiperda en la Sierra Central del
Perti se realiza a base de la utilizacién de insecticidas quimicos de sintesis,
normalmente liquido y sin ningun tipo de proteccion, e incluso un pequefio
porcentaje no aplica ningun tipo de insecticida. Casi ningtn agricultor conoce el
control bioldgico y ninguno de ellos reconoce el término “bioinsecticida™ o
“insecticida bioldgico”, aunque algunos presentan interés por la innovacion

tecnoldgica y mejora de sus cultivos.

2. En Huancavelica se ha observado la presencia de una gran variedad de

depredadores y endoparasitoides de S. frugiperda.

3. La mortalidad natural de la poblacioén establecida en condiciones de cria no
controladas fue muy elevada, y su ciclo bioldgico fue mas largo probablemente

debido a las condiciones de cria.

4. No se encontraron de forma natural larvas de S. frugiperda con sintomas de
infeccion por baculovirus, por lo que para los ensayos de campo se utilizaron

dos biopreprados proporcionados por SENASA.

5. Ambos biopreparados resultaron ser efectivos para el control de S. frugiperda.
El DFP y el porcentaje de hojas dafiadas fue significativamente menor en las
parcelas tratadas con ambos biopreprados que en las parcelas control, mientras
que el porcentaje de larvas muertas respecto al total fue significativamente

mayor.

6. La caracterizacion molecular realizada mediante el andlisis del ADN genomico
viral con endonucleasas de restriccion (REN) demostré que los biopreparados
utilizados no eran aislados de SfTMNPV y tampoco de ningtin otro baculovirus.
Ademas, los sintomas producidos por ambos biopreparados no eran los sintomas
tipicos, y tampoco se observo la presencia de cuerpos de inclusion en los tejidos

de las larvas infectadas.

7. La busqueda de aislados peruanos es interesante y necesaria para el desarrollo de
un programa efectivo y barato contra S. frugiperda, pero al mismo tiempo, el

proceso debe ser evaluado por expertos en la materia.
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