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RESUMEN

Uno de los principales problemas que ha enfrentado la agricultura en Nicaragua es el uso
irracional de insecticidas quimicos. Sin embargo, en los Gltimos afios ha habido avances
positivos con el uso del control bioldgico, especificamente el Virus de la Poliedrosis
Nuclear para el manejo de Spodoptera exigua de la familia Noctuidae. A pesar del
excelente control de plagas, este virus no es utilizado masivamente por los productores en
Nicaragua; por un lado la produccién es en pequefia escala (virus crudo) y por otro, se
necesita disponer de equipos de refrigeracion para su almacenamiento. Tradicionalmente el
Virus de la Poliedrosis Nuclear se usa en formulacion liquida (virus crudo) para el control
de Spodoptera exigua. El proposito de este trabajo es 1) Elaborar un formulado en polvo, 2)
Determinar la actividad bioldgica del Virus de la Poliedrosis Nuclear en polvo después de
7.5, 85y 11.5 meses de formulado y almacenado en dos condiciones de temperatura,
ambiente y refrigerada, 3) Comparar la actividad biol6gica de ambas formulaciones y 4)
Determinar el porcentaje de control en larvas de Spodoptera exigua en ambas
formulaciones. El bioensayo se realizd en al Campus Agropecuario de la UNAN —Ledn,
en el afio 2003 en condiciones de laboratorio, los tratamientos evaluados fueron virus
semipurificado, virus recién formulado y virus formulado y mantenido a temperatura
ambiente (28°C) y refrigerado (18°C) por un periodo de 2 meses, y en el afio 2004 aplicado
en el cultivo de ajonjoli y evaluado en laboratorio en larvas de segundo instar larval de
Spodoptera exigua. Para ello se establecié un disefio completamente al azar con 9
tratamientos y 4 repeticiones; los que consistieron en Virus formulado en polvo a 7.5 meses
a 18°C, Virus formulado en polvo 7.5 meses a 28°C, Virus formulado en polvo a 8.5 meses
a 18°C, Virus formulado en polvo 8.5 meses a 28°C, Virus formulado en polvo a 11.5
meses a 18°C, Virus formulado en polvo a 11.5 meses a 28°C, virus crudo a 7.5 meses,
Virus crudo a 8.5 meses Virus crudo a 11.5 meses. La dosis que se utiliz6 para todos los
tratamientos fue de 150 LE/Mz. Las aplicaciones de los diferentes tratamientos en el campo
se realizaron a las 7 de la mafana, 4 horas después se cortaron las hojas y se trasladaron al
laboratorio, se colocaron en platos petri y se agregaron cuatro larvas de segundo instar de S.
exigua proveniente de la cria de Noctuidos, 24 horas después se trasladaron en tasas
individuales con dietas. Tres dias después de la aplicacion se obtuvo un porcentaje diferente
de mortalidad en todos los tratamientos; el tratamiento virus formulado en polvo a 7.5
meses a 18°C se obtuvo un 89% de mortalidad, el virus formulado polvo 7.5 meses a 28°C
74.6%, el Virus formulado polvo 8.5 meses a 18°C 75.6%, Virus formulado polvo 8.5
meses a 28°C 74.5%, Virus formulado polvo 11.5 meses a 18°C 75.7 %, Virus formulado
polvo 11.5 meses a 28°C 64.7 %, virus crudo 7.5 meses 100%. Virus crudo 8.5 meses
100%, virus crudo 11.5 meses 97.2 %. Los resultados indican que existe diferencia
significativa entre los tratamientos. La temperatura de refrigeracion (18°C) mantiene mas
estable la actividad biologica del virus formulado en un rango de 89 % - 75.6 % de
mortalidad en larvas de Spodoptera exigua. Por lo que el virus formulado y mantenido en
refrigeracion debe almacenarse por un periodo no mayor de 11 meses. Por lo tanto se puede
concluir que el virus formulado en polvo es viable para el manejo del gusano verde de
Spodoptera exigua.



l. INTRODUCCION

Nicaragua es un pais donde el 75% de su economia esta basada en los sistemas de
produccion agricola; sin embargo, uno de los principales problemas que ha enfrentado la
agricultura en Nicaragua es el uso irracional de los agroquimicos en los cultivos. En los
afios 90 se recomendaron aproximadamente 87 productos quimicos sintéticos diferentes
para la aplicacion en el campo en diversos cultivos. En particular, en el afio 2002, en el
valle de Sébaco, se realizaron un promedio de 20 aplicaciones por ciclo de cultivo en

cebolla, para el manejo del complejo Spodoptera.

El mal manejo que se ha dado a los sistemas agricolas en Nicaragua ha provocado un
desequilibrio en los agroecosistemas, originando diversas consecuencias como la muerte de
insectos benéficos que juegan un papel muy importante en la regulacion de plagas
(DeBach, 1968), también se ha reportado desarrollo de resistencia de las plagas a los
insecticidas, ademas de problemas de contaminacion ambiental y afectacion a la salud

humana.

Sin embargo, en los ultimos afios han habido avances positivos con el uso del control
bioldgico como una estrategia de manejo de plagas en los cultivos. La UNAN- LEON
produce Virus de la Poliedrosis Nuclear (VPN), desde inicios de los afios 90 con fines de
investigacion, y desde el afio 1996 ha estado produciendo en pequefia escala con fines de
comercializacion para que lo utilicen los productores. Esta nueva alternativa de control

bioldgico es una tecnologia viable para el manejo de las plagas de la familia Noctuidae.

Las investigaciones realizadas por la UNAN- LEON, indican que el virus de la Poliedrosis
Nuclear es un efectivo agente de regulacion de las larvas desfoliadoras en los diferentes
cultivos, por ejemplo: en el cultivo de cebolla la regulacion es de un 85 % de la poblacion
de larvas de Spodoptera exigua (Narvaez, 1993). No obstante, a pesar del excelente control
de esta plaga, esta tecnologia no ha sido apropiada por la mayoria de los productores en
Nicaragua, por un lado por que la produccion de virus es en pequefia escala, y por otro lado,



porgue para su uso es necesario disponer de un equipo de refrigeracion para mantener el
virus crudo a una temperatura de 4°C para conservar la viabilidad del mismo (Alves 1986).
Esto se debe a la forma artesanal de la formulacién, lo que dificulta ain mas que los
pequefios y medianos productores puedan implementar medidas de control bioldgico en los
cultivos, ya que no es accesible pues éstos no disponen de freezer en sus fincas para

almacenar el virus.

Es necesario por lo tanto, desarrollar un formulado que pueda ser almacenado por los
productores sin necesidad de refrigeracion, sin que pierda la actividad biol6gica y por tanto
la efectividad del mismo, puesto que las altas temperaturas y la radiacion ultravioleta
desactivan el virus y pierde o disminuye su efectividad bioldgica cuando es mantenido en

condiciones no adecuadas de almacenamiento (Alves, 1980).

La formulacion del virus, con un material inerte como caolin, que permita mantener activo
el virus en condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente resolveria este
problema. Es por esta razon que se esta investigando este ingrediente como un medio inerte
para formular el virus sin que disminuya su actividad biolégica bajo condiciones

ambientales durante un periodo de tiempo de almacenamiento.

Con la formulacion del Virus de la Poliedrosis Nuclear (VPN), se pretende que los
productores tengan acceso a esta tecnologia y pueda ser utilizada masivamente como un

insecticida microbial para el manejo de Spodoptera en los diferentes cultivos.



1. OBJETIVOS

General
¢ Evaluar la actividad bioldgica del Virus de la Poliedrosis Nuclear formulado en

polvo en larvas de Spoddptera exigua, en condiciones de laboratorio.

Especificos

¢ Elaborar una formulacién de virus en polvo usando caolin como material inerte y

una formulacién liquida con agua o virus crudo.

¢ Determinar la concentracion de Cuerpos de Inclusion Poliedral del virus en las

formulaciones en polvo y liquido, recién elaborados.

¢ Determinar la estabilidad de la actividad biolégica del Virus de la Poliedrosis
Nuclear (VPNSe), de ambas formulaciones después de 7.5, 8.5y 11.5 meses de

almacenamiento bajo dos condiciones de temperatura.

¢ Comparar la actividad bioldgica del virus formulado en polvo con el virus en

suspension acuosa (formulacion liquida).



1. HIPOTESIS

El virus de la Poliedrosis Nuclear formulado en polvo usando caolin mantiene una
actividad biologica similar al virus formulado en agua (virus crudo) después de 11

meses de formulado.

La temperatura en la cual es mantenido el formulado viral afecta la actividad

bioldgica del mismo.

La mortalidad en larvas de Spodptera exigua producida por el virus formulado y
mantenido en condiciones de temperatura ambiental y temperatura de 18°C son

iguales a lo largo del tiempo.



IV. MARCO TEORICO.

4.1 Aspectos generales de los Virus

Existen 13 familias de virus que son capaces de infectar insectos, pero los mas estudiados
como agentes de control biolégico pertenecen a la familia Baculoviridae. Por esto, la
mayoria de los reportes cientificos se refieren principalmente a los baculovirus, los cuales
presentan actividad contra insectos de los Ordenes Coledpetas, Dipteras, Neurdpteras,
Lepidopteras, entre otros (Evans. H. F y Enwistle, P. F., 1987). Estos son muy especificos
y son referidos empleando el nombre del insecto del cual fueron aislados. Dentro de los
baculovirus a los que se les ha prestado mas atencion en los ultimos afios son los relativos a
especies de importancia econdémica en la agricultura, como Heliothis, Helicoverpa,
Spodoptera, entre otras (McGuire, et al., 2003 ).

Los Baculovirus estan presentes naturalmente en los insectos y son capaces de causar
epizootias que reducen en gran parte la poblacion de las especies susceptibles. Estos
hechos observados han conducido a realizar intentos para la reproduccion vy
comercializacion de los virus como alternativas bioldgicas para la regulacion de las plagas.
(Behle, Tamez- Guerra'y McGuire, 2003).

Una de las ventajas de utilizar el virus como bioinsecticida es que tienen hospederos
especificos, eliminando el posible dafio a poblaciones de insectos benéficos, son
persistentes en el suelo y se diseminan de un insecto a otro (diseminacién vertical y
horizontal). Por otro lado, el tipo de aplicacion en el campo es muy versatil, estos se
pueden aplicar como polvos secos, polvos humectable, formulaciones liquidas etc,
(McGuire, et al., 2003).

4.2 Qué son los virus?

Los virus entomopatdgenos son microorganismos que producen enfermedades infecciosas

que se multiplican en los tejidos de los insectos, hasta ocasionar su muerte. Son parasitos



intracelulares obligados, pues no pueden reproducirse fuera de la célula huésped, ya que
necesitan un organismo vivo para su multiplicacion y diseminacion (Alves, 1986). Estos
virus pueden estar presentes en el ambiente causando enfermedades a pocos insectos (en

forma enzodtica).

Poseen un ADN o ARN, el cual puede aduefiarse del ADN de las células de los insectos
huéspedes y causar la enfermedad hasta ocasionar la muerte. EI ADN esta envuelto en una
membrana de proteina, la cual se denomina nucleocapside, esta es la unidad infecciosa,
denominada virion. Este a su vez esta envuelto en otra capa de proteina o lipoproteina que

tiene forma de poliedrin.

4.2.1 Modo de accion del virus

El virus penetra al hospedero por via oral, normalmente ingerido con alimento contaminado
por virus (virién), para que causen enfermedades y muerte al hospedero susceptible. Este
proceso de infeccidn depende de varios factores como la susceptibilidad del insecto, edad o
tamano del insecto, disponibilidad del alimento y competencia por el espacio y temperatura
(Bustillo, 1989).

4.2.2 Sintomatologia

Las larvas infectadas con Virus de la Poliedrosis Nuclear, VPN, normalmente presentan
sintomas a partir del tercero y cuarto dia. Los primeros sintomas se observan cuando las
larvas tienen muy poco movimiento, cesan de alimentarse, tomando un color amarillento y
apariencia oleosa, es caracteristico que se suban a la parte alta de la planta. Antes de morir
se pueden hinchar ligeramente poniéndose el tegumento fragil, debido a la desintegracion
de los tejidos internos, después se observan colgadas en las hojas de las plantas sostenidas
de las patas traseras luego ocurre la muerte de la larva, el integumento se oscurece, se
rompe y hay pérdida de liquido rico en poliedros, los cuales serdn fuente de inoculo para

otras larvas susceptibles presentes en los cultivos (Rizo y Narvaez, 2001).



4.3  Produccion de virus en laboratorio

Igual que con otros virus, su produccién es necesariamente en células de insectos ya sea en
larvas (in vivo) o por medio de cultivo de células de insectos (in vitro), técnica que es mas
costosa. Ambas técnicas requieren de diferentes niveles tecnoldgicos representativos en
cada caso. La produccion in vivo requiere de muy poca tecnologia moderna (Behle, R.W. y
Tamez-Gerra, P, 2003)

La metodologia de produccion que se utiliza actualmente en el laboratorio de la UNAN, es
en vivo y esta basada en los resultados de evaluaciones sobre concentracion de virus y
sobre el instar larval mas adecuado para obtener una larva equivalente. Se considera una
Larva equivalente, una larva grande muerta por virus y con una produccion de 6 unidades

virales, que corresponde a 10° cuerpos de inclusion poliedral, CIP/LE (Alves, 1986).

Para la produccion del virus primero se coloca dieta semiartificial en estado semi liquida
sobre el recipiente utilizado, donde permanece hasta la solidificacion; cuando esta
completamente fria se procede a inocular con una solucion viral, luego se colocan las larvas
del 2% y 3 estadio. Después se procede a examinar las larvas que mueren por efecto de
virus. La cosecha de los virus se realiza después de 3 o 5 dias del periodo de incubacion.
Para ello se sacan las larvas muertas por virus de cada vaso, cuidando de no depositar restos
de dieta o heces de las larvas, para evitar problemas de contaminacién. Luego se
almacenan en recipientes plasticos, los cuales se le coloca la informacion necesaria como
nombre del virus, numero de larvas, fecha de inoculacion y de cosecha ( Rizo y Narvéez,
2001).

4.3.1 Almacenamiento

En forma general, los VPN se almacenan congelados, para evitar la degradacion del
producto. Una vez congelado, la actividad insecticida permanece por afos. Inclusive en
refrigeracion se conserva la mayor parte de la actividad del virus. La sabiduria
convencional podria sugerir que el secado de productos virales podria mejorar la
conservacioén de los mismos a temperatura ambiente. Sin embargo, en experiencia practica

se ha visto que los virus que se almacenan secos, generalmente contintan perdiendo



actividad. Es necesario realizar mas trabajos de investigacion en esta area para mejorar la
estabilidad de los productos a base de VPN durante su almacenamiento, para determinar la

técnica que se empleara o la forma de formulacién (Behle, R.W. y Tamez-Gerra, P, 2003).

4.3.2 Control de calidad

El control de la calidad de la produccidon se requiere para asegurar la viabilidad y
efectividad del producto final. En el virus formulado se realiza con el objetivo de efectuar
correcciones de los problemas de la pérdida de la actividad bioldgica del virus originado
tanto en el proceso de produccion como durante el proceso de formulacion (Lecuona, R. E.
1995).

4.4. Ecologia de los virus

4.4.1 Dispersion

Los cadaveres de las larvas representan una fuente de indculo para otras larvas susceptibles
en un cultivo. Igualmente a lo largo de la estacion del cultivo, tanto el agua de lluvia, como
las larvas caidas al suelo, transportan las particulas virales dentro del suelo donde
permanecen por muchos afos y representa el inoculo inicial para futuras infecciones. La
dispersion ocurre por factores abioticos, tales como lluvia, riego, laboreo y por factores
bidticos como parésitos, depredadores, adultos del huésped, detritivoros y aves (Alves,
1986)

4.4.2 Persistencia

La proteccion contra la radiacién solar es muy importante para preservar la actividad
bioldgica de los virus, puesto que la luz ultravioleta mata las particulas virales (ADN). En
algunos casos la temperatura del suelo es importante para la sobrevivencia del virus. El
virus persiste sobre el follaje por un periodo de 24 a 48 horas, en el suelo se han reportado
sobrevivencia del virus hasta por més de 15 afios. Otra forma de persistir es a travées del

mismo huésped de generacion en generacion (Enwistle y Evans, 1985)



4.5 Formulacion

Para obtener una solucién acuosa de virus para la aplicaciéon en el campo, un nimero de
larvas equivalentes, LE, dependiendo de la dosis recomendada, son maceradas en agua y
filtradas con una tela de muselina, para evitar que la capsula cefalica obstaculice las
boquillas de la bomba de aplicacion. Esta es la formulacién que actualmente elabora la

UNAN-LEON y es usada por los productores en Nicaragua (Rizo y Narvéaez, 2001).

45.1 ;Qué esun formulado?

Es definida como la composicion resultante cuando el candidato a plaguicida es mezclado
con cualquier cosa, incluyendo el agua. Otra definicion es mezclar una combinacion de
ingredientes de forma tal que el principio activo se mantenga estable, efectivo y féacil de
aplicar (Couch and Ignofffo, 1980).

4.5.2 Componentes en toda formulacion

Se distinguen tres tipos principales, el principio activo, una molécula quimica o un
microorganismo 0 sus toxinas en el caso de bioinsecticidas; diluyentes o vehiculos, que
puede ser sélido o liquido, es un material inerte; y adyuvantes que son materiales inertes

pero tiene funcion protectora, dispersante y adherente, etc.

Formulaciones mas comunes de productos fitosanitarios sintéticos

a) Concentraciones liquidas

Son formulaciones liquidas cuyo contenido de principio activo esta directamente
relacionado con la dosis a utilizar, son aplicaciones con o sin diluyentes. Generalmente
se le agrega agua, utilizando equipos especiales para aplicarlos. Las gotas producidas
en una aplicacion Ultra Bajo Volumen (UBV), no se evaporan con facilidad como
ocurre con las emulsiones acuosas. El calibrado de los equipos y la aplicacién misma
debe ser realizado muy cuidadosamente, sobre todo cuando se utiliza formulaciones de
alta concentracion de principio activo. Normalmente, se emplean en tratamientos con

equipos aereos.



b) Polvos para espolvorear

El ingrediente activo se encuentra disperso en un inerte sélido, la concentracion de
ingrediente activo generalmente es entre 1- 20% se recomienda para usar en lugares
secos, con poca agua disponible o en ambiente con baja humedad. Generalmente son
particulas de menos de 30 mm de diametro los materiales mas usados son: arcilla,

minerales, silice, distomitas, etc.

c) Polvos humedecibles

Es un polvo capaz de humedecerse y mantenerse en suspension acuosa durante un
periodo de tiempo (horas), el principio activo que generalmente resulta poco soluble, se
dispersa en un inerte y a la formulacion se le adiciona un humectante, agente que
aumenta la suspensibilidad, adherentes y estabilizantes. Generalmente del 50 al 80 %
de la formulacion lo constituye el ingrediente activo, el 15-45 el diluyente y entre el 1 al

10% el dispersante, el agente humectante entre el 3y el 5 %.

Se presenta como particula muy pequefia en las cuales se adhieren las estructuras de los
microorganismos. La mayoria de las particulas son mayores de 5 micras y todas deben
ser menores de 44 micras, se emplean generalmente como inerte caolin, arcilla silica

gel y tierra de diatomeas.

d) Granulados

Son formulaciones sélidas que se aplican directamente al suelo; tienen forma de
granulos con tamafio de 0.2 a 0.5 mm presentan en 5y 20 % de principio activo, de 80
a 95 % de soporte y 1.5 del adherente, se emplean preferiblemente contra insectos de
suelos, y acuéticos con una formulacion especial, La formulacion mas utilizada es la

mezcla con aceite de soya y emulsificante.
e) Concentraciones emulsionables

Muchos principios activos no son solubles en agua pero pueden disolverse en diferentes

solventes organicos, aromaticos o alifaticos, normalmente se los ha denominado hasta

10



ahora como liquido emulsionables. Estos productos llevan como soporte un solvente y
la sustancia acompafiante mejora su caracteristica, tales como agentes emulsificantes

(derivados de nonil fenol y otros coadyuvantes).

Los solventes no son solubles en agua y se mezclan con ella con dificultad, pero la
presencia de los emulsificantes permite que pueda mezclarse en forma muy homogénea
formando emulsiones de aspecto lechoso. Una vez hecha la emulsion es necesario
mantener cierta agitacion para conservar la homogeneidad de la misma dentro del

tanque del equipo de aplicacion.

Un concentrado emulsionable es una formulacion muy versatil pues se presta para
distintas aplicaciones. Puede penetrar en materiales porosos (papel, madera, suelo, etc)
pueden manipularse con facilidad, pero por ser liquido presentan algunos riesgos para

operarios.

f) Concentrados solubles

Esta denominacion corresponde a la formulaciones liquidas en la que el ingrediente
activos puede ser disuelto en agua. Una vez preparado no requiere mezclado ni
agitacion adicional para conservar sus caracteristicas. Los operarios corren los mismos
riesgos indicados para los concentrados emulsionables, pero son menos peligrosas pues
las soluciones acuosas tienen pocas posibilidades de penetrar por la piel sana. Suelen

ser muy pocos fitotoxicas pues no contienen solventes organicos.

4.5.3 Criterios para la formulacion de bioplaguicidas

Una de las principales desventajas de los productos microbioldgicos para el control de
plagas es el efecto negativo de las condiciones ambientales, como la radiacion, temperatura
y humedad relativa, lo cual afecta su estabilidad y eficacia. Esta desventaja debe ser
resuelta en gran medida mediante la preparacion de formulaciones para lo cual el
ingrediente activo, una vez obtenida, se mezcla con los diferentes componentes.
(Fernandez, O., 2002)
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4.5.4. Estabilidad de las formulaciones bioplaguicidas

Debido a que los organismos estan expuestos al deterioro y a la pérdida de calidad durante
su almacenamiento y transporte, la formulacion debe ser apropiada para proteger al virus de
los factores abidticos que afectan la supervivencia y actividad bioldgica. Por ello el
proceso de formulacion debe preservar la actividad biolégica y conferir al producto
caracteristicas de estabilidad durante su almacenamiento y capacidad de permanecer en
suspension. Ademas de favorecer una cobertura apropiada teniendo en cuenta que los virus

actlan por via oral.

Al igual que otros insecticidas biologicos la formulacion de virus Entomopatdgenos puede
requerir la incorporacion de protectores ultravioleta (material inerte), para que mejoren la
estabilidad en el almacenamiento. Existe una amplia variedad de posibilidades para los
formulados como: polvos, polvos mojables y suspensiones concentradas. El desarrollo de
una formulacion a partir de microorganismos resulta similar a la de un insecticida quimico
(Fernandez, O., 2002)

Un insecticida microbiano ademas de ser eficaz debe ser econémico y satisfacer algunos
requerimientos comerciales y de aplicacion en condiciones de campo. Uno de los aspectos
que deben mejorar la formulacién es la estabilidad fisica y biologica durante su
almacenamiento; disminuir la evaporacion; incrementar la cobertura y adherencia en el
follaje; mejorar la suspension y suspensibilidad; aumentar la persistencia a las condiciones

ambientales (lluvia, temperatura, radiacion, etc.); y facilitar la aplicacion.

Fernandez, O. 2002, sefiala como un ejemplo de una proporcion usada para una
formulacién viral, lo siguiente: Suspension viral 20 ml, aceite de soya refinado 50 ml,

emulsificante 5 ml y Glicerina 10 ml.

Debido a que el ingrediente activo son estructuras poco estables de organismos vivos, la
seleccion de los aditivos y el tipo de formulacion resulta una cuestion critica, el objetivo de

formular es incrementar la estabilidad de las unidades y facilitar la infeccion.
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Un insecticida microbioldgico debe resultar estable al menos durante 18 meses bajo la
presencia de otros factores como el pH y la temperatura. Se considera, como se menciono
anteriormente, que la radiacion Ultravioleta (UV) es el factor inactivante mas importante de

estos agentes biologicos, en especial del VPN (Alves, 1986).

Unos de los aspectos que se toman en cuenta para la formulacion es como se va a aplicar.
Las formulaciones mas comunes son polvos y fluidos oleosos. Para el primero se emplea

generalmente caolin (Fernandez, O., 2002.).

4.5. 5. Caracteristicas de los ingredientes para la formulacion

Soporte sélido: se usa para diluir el principio activo en formulaciones sélidas soluble en
aguas como cloruro de carbonatos, de fosfatos y se usan tierras inertes como: talcos,
arcillas, caolin, bentonita, silicato, zeolita, etc.

Soporte liquido: solubles o emulsionables derivados del petréleo.

45.6 Ingredientes inertes usados para la formulacion de virus

Estudios realizados por Tamez-Guerra, 2003, en la formulaciéon del virus AfVPN han
utilizado con éxito sustancias como lignina, glicerina, harina de maiz nixtamalizado, entre
otros.

La arcilla, caolin, ha sido utilizada como un ingrediente inerte en la formulacién del virus
de la poliedrosis nuclear en diferentes paises, entre los cuales se encuentra el formulado de

AgVPN realizado por EMBRAPA-soya en Brasil. (Sosa y Moscardi, 1996) y el formulado
de VPN producido en Guatemala por Agricola El Sol.
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4.6 Arcilla

El término arcilla se usa habitualmente con diferentes significados. Desde el punto de vista
mineraldgico, engloba a un grupo de minerales (minerales de la arcilla), filosilicatos en su
mayor parte, cuyas propiedades fisico-quimicas dependen de su estructura y de su tamafio
de grano, muy fino (inferior a 2 um). Desde el punto de vista petrolégico la arcilla es una
roca sedimentaria, en la mayor parte de los casos de origen detritico, con caracteristicas
bien definidas. Para un sedimentélogo, arcilla es un término granulométrico, que abarca los
sedimentos con un tamafio de grano inferior a 2 um. Para un ceramista una arcilla es un
material natural que cuando se mezcla con agua en la cantidad adecuada se convierte en
una pasta plastica. Desde el punto de vista econémico las arcillas son un grupo de
minerales industriales con diferentes caracteristicas mineraldgicas y genéticas y con

distintas propiedades tecnologicas y aplicaciones (Garcia y Suarez, 2004).

4.6.1 Propiedades fisico-quimicas
Las importantes aplicaciones industriales de este grupo de minerales radican en sus
propiedades fisico-quimicas. Dichas propiedades derivan, principalmente, de:

o Su extremadamente pequefio tamafio de particula (inferior a 2 um)

o Su morfologia laminar (filosilicatos)

o Las sustituciones isomorficas, que dan lugar a la aparicion de carga en las laminas y

a la presencia de cationes débilmente ligados en el espacio interlaminar.

Como consecuencia de estos factores, presentan, por una parte, un valor elevado del area
superficial y, a la vez, la presencia de una gran cantidad de superficie activa, con enlaces no
saturados. Por ello pueden interaccionar con muy diversas sustancias, en especial
compuestos polares, por lo que tienen comportamiento plastico en mezclas arcilla-agua con
elevada proporcion soélido/liquido y son capaces en algunos casos de hinchar, con el
desarrollo de propiedades reolégicas en suspensiones acuosas. (Garcia R., E. y Suérez B.
M., 2004).

Por otra parte, la existencia de carga en las laminas se compensa, con la entrada en el

espacio interlaminar de cationes débilmente ligados y con estado variable de hidratacion,
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que pueden ser intercambiados facilmente mediante la puesta en contacto de la arcilla con
una solucion saturada en otros cationes, a esta propiedad se le conoce como capacidad de

intercambio catidnico y es también la base de multitud de aplicaciones industriales.

4.6.2 Arcillas industriales

Hoy en dia las arcillas comerciales, aquellas que sirven como materia prima industrial
figuran entre los recursos minerales mas importantes, tanto por el volumen explotado como
por el valor de la produccién. Un 90 % de la produccion se dedica, preferentemente a la
fabricacién de materiales de construccion y agregados. S6lo un 10 % se dedica a otras
industrias (fabricacion de papel, caucho, pinturas, absorbentes, decolorantes, arenas de

moldeo, productos quimicos y farmacéuticos, agricultura, etc.)

A estas Ultimas se las denomina arcillas especiales, las cuales estan constituidas
fundamentalmente por un sélo tipo de mineral de la arcilla, y sus propiedades dependen
esencialmente de las caracteristicas de ese mineral. Estas, a pesar de ser mucho menos
importantes en volumen, suponen mas del 70 % del valor de las arcillas comerciales, y son
objeto de comercio internacional. Las arcillas especiales se pueden dividir en caolines y

arcillas caoliniferas, y bentonitas, sepiolita y paligorskita:

4.6.2.1 Caolines y arcillas caoliniferas

Un caolin es una roca que contiene una cierta proporcién de minerales del grupo de caolin,
que puede ser econdmicamente extraida y concentrada. Se trata, generalmente, de una
arcosa 0 arena caolinifera, granito o gneis caolinitizado, que es necesario procesar para

enriquecer en minerales del grupo del caolin.

La arcilla caolinifera es también un caolin en sentido amplio. Igualmente, se trata de una
arcilla compuesta fundamentalmente de minerales del grupo del caolin. Esta no se procesa,
se usa tal cual, e inicialmente los porcentajes en minerales del grupo del caolin son mas
altos que en el caolin (>50%). Cuando el caolin se usa para cerdmica blanca recibe la
denominacion de China Clay.
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El caolin, tal como se obtiene en una explotacion mineral (caolin bruto/todo uno) posee un
contenido variable de caolinita y/o halloysita que, a veces no llega al 20 %, ademas suele
tener cuarzo, feldespatos, micas, y, dependiendo de la roca madre otro tipo de minerales

accesorios.

Se utilizan caolines, en menores proporciones, en industrias: como carga mas econémica
sustituyendo a las resinas en pinturas, aislantes, caucho. También como carga de abonos,

pesticidas y alimentos de animales.

La industria quimica consume cantidades importantes de caolin en la fabricacion de sulfato,
fosfato y cloruro de aluminio, asi como para la fabricacion de ceolitas sintéticas. A partir
del caolin calcinado se obtienen catalizadores y fibras de vidrio. La industria farmacéutica
utiliza caolin como elemento inerte en cosméticos y como elemento activo en absorbentes

estomacales.

4.6.2.2 Bentonitas

Una bentonita es una roca compuesta esencialmente por minerales del grupo de las
esmectitas, independientemente de cualquier connotacién genética.  Los criterios de
clasificacion utilizados por la industria se basan en su comportamiento y propiedades
fisico-quimicas; asi la clasificacion industrial mas aceptada establece tipos de bentonitas en
funcién de su capacidad de hinchamiento en agua:

e Bentonitas altamente hinchables o sddicas

e Bentonitas poco hinchables o célcicas

e Bentonitas moderadamente hinchables o intermedias

El término fuller'earth, también conocidas en espafiol como tierras de batan, los ingleses lo
usan para denominar a arcillas constituidas fundamentalmente por montmorillonita con
calcio como catiébn de cambio, mientras que los americanos se lo dan a arcillas
paligorskiticas. A las bentonitas calcicas que los ingleses denominan fuller'earth los

americanos las llaman bentonitas no hinchables.
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La elevada superficie especifica de la bentonita, le confiere una gran capacidad tanto de
absorcion como de adsorcion. Debido a esto se emplea en decoloracién y clarificacion de
aceites, vinos, sidras, cervezas, etc. Tienen gran importancia en los procesos industriales de
purificacion de aguas que contengan diferentes tipos de aceites industriales y contaminantes

organicos.

Se utiliza ademas como soporte de productos quimicos, como por ejemplo herbicidas,
pesticidas e insecticidas, posibilitando una distribucién homogénea del producto tdxico.

En los ultimos afios estan compitiendo con otras arcillas absorbentes (sepiolita y
paligorskita) como materia prima para la fabricacion de lechos de animales. La demanda de
bentonitas para este uso varia sustancialmente de unos paises a otros, asi en Estados Unidos
comenzaron a utilizarse a finales de los afios 80, sin embargo en Europa el mercado es mas

complejo y su demanda mucho menor.

4.7 Uso de virus de la poliedrosis nuclear para el control de plagas

Segun Entwistle y Evan, 1985, en contraste a los insecticidas quimicos, los cuales son
usados para tener solo efecto inmediato y local en los insectos, los baculoviridae con su
capacidad innata de multiplicacion y dispersion pueden ser empleados de diversas formas,
estos pueden ser utilizado como un insecticida (aplicacién periddica inundativas) o bien
aplicaciones inoculativas, para establecer el indculo al inicio de la estacién agricola. Estos
juegan un papel muy importante en la regulacion de las plagas, tanto en condiciones

naturales como cuando se usa un programa de Control Integrado de Plagas.

Actualmente existen varias formulaciones comerciales de virus que han pasado todas las
regulaciones sobre seguridad humana y seguridad ambiental. A pesar que las
formulaciones comerciales son relativamente recientes, los virus se han utilizado desde
hace mucho tiempo en el control de diversas plagas agricolas. Los agricultores de Brasil,
EE.UU. (California), Centroamérica y otros han confirmado la efectividad de estos
patdgenos y se han encargado de colectarlos en el campo, almacenarlo y formularlo para

aplicarlos en los proximos cultivos (FAO- OMS, 1974). En el Brasil actualmente existen
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varios formulados de baculovirus en polvo para el control de Anticarsia gemmatalis y
Spodoptera exigua. En el Paraguay se ha trabajado con el baculovirus Anticarsia para el
control de larvas de Anticarsia gemmatalis, los estudios se iniciaron desde 1981 y hasta la
fecha la tecnologia ya esta difundida a nivel de técnicos y productores. En 1983 probaron
en Nicaragua una formulacion de virus de las Poliedrosis nuclear aislado de Heliothis,

contra la larva de H. zea en el algodén (Martinez y Swezey, 1983 ).

4.7.1 Efectividad del virus de la Poliedrosis Nuclear para el control de Spodoptera
exigua.

En el ciclo de 1994 — 1995 se evaluo la efectividad del virus de la Poliedrosis Nuclear
(VPN Se), en formulacién liquida, para el control del gusano verde Spodoptera exigua,
obteniéndose resultados satisfactorios que muestran que VPN es un insecticida efectivo
para el control de esta plaga, con costos muy bajos comparados con lo quimicos.(Narvaez y
Castillo, 1995)

4.8 Ciclo de vida de Spodoptera exigua (gusano verde).

El gusano verde es un Lepidoptera que pertenece a la familia Noctuidae y género
Spodoptera conocido cominmente como el gusano verde, este es un insecto polifago y se
manifiesta por la oviposicion de huevos y la alimentacion sobre la planta. Esta plaga esta
ampliamente distribuida en todo el mundo (Saunders, 1998), y representa uno de los
insectos plagas mas importante especificamente en le cultivo de cebolla.

4.8.1 Huevos: Los ovipositan en masa de 50 a 150 huevos sobre las hojas, cubiertos con

una escama de color gris producida en el abdomen de la hembra en oviposicion.
4.8.2 Larva: Pasa por 5 0 6 estadios larvales miden de 25 a 35 mm de largo cuando esta
madura, gris verdosa dorsalmente, con una linea amarilla media dorsal quebrada y una

banda subdorsal, palida por debajo; verde oscuro o negro total en la fase gregaria.

En el primer estadio se alimenta gregariamente bajo una telarafia de seda en el envés de las

hojas que quedan esqueletizadas. Los estadios posteriores se pueden encontrar
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alimentandose solitarios o en grupos o agregados extensos. Bajo esta condicion ocurre una
desfoliacion seria y las larvas pueden migrar hacia nuevos campos de alimentacion
(Saunders1989).

4.8.3 Pupa. La pupa de exigua es de color pardo y se encuentra en un capullo suelto.
4.8.4 Adulto. La Envergadura es de 5 mm, las alas delanteras son de color gris con una
mancha central palida o anaranjada de forma circular. Las alas traseras son de color

blanco con venas de color pardo.

4.8.5 Dafio. Las larvas se alimentan del follaje de la planta, Estas pueden desfoliar areas

importantes del cultivo durante la fase gregaria.

19



V. MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Control Biologico (LCB), de la UNAN-
LEON en el Campus Agropecuario, ubicado de la arrocera 1 1/2 Km carretera a La Ceiba,

Ledn, en los meses de mayo a septiembre del 2002 y mayo del 2003 a julio del 2004.

El virus utilizado fue aislado originalmente de larvas de Spodoptera exigua colectadas en la
region del Occidente de Nicaragua desde el afio 1989. El aislado fue codificado como virus
U-3. El virus SeVPN es reproducido en el Laboratorio de Virus Entomopatogenos (LCB),
del Campus Agropecuario de la UNAN-LEON.

El estudio se realiz6 en dos etapas, la primera consistio en la elaboracién del formulado y la
segunda fue la evaluacion de la actividad insecticida aplicando el virus formulado y
almacenado en diferentes periodos de tiempo, sobre un cultivo y evaluado en larvas de

Spodoptera exigua en condiciones de laboratorio.

De los lotes de virus producidos, usando la técnica de produccion en vivo (huéspedes) en el
LCB, se tomaron para elaborar los formulados experimentales. Los lotes de dosis de virus
usados contenian un promedio de 2.5 x 10° CIP/ml. Estos fueron usados para preparar el
formulado en polvo a base de caolin y la formulacién liquida, basado en una solucion

acuosa.

5.1 Elaboracion del formulado

5.1.1 Formulado en liquido (virus crudo)

Se tomaron 3 lotes de 150 larvas muertas en su Gltimo estadio larval (LE). De cada lote se
maceraron las larvas y se les agregd agua del grifo en una cantidad de 50 ml, luego se
procedi6 a filtrarlo con una tela de organdi y el caldo obtenido se colocé en una bolsa
plastica, la cual se rotulé con la fecha de elaboracion y especie correspondiente. Este

procedimiento se repitié para obtener 3 dosis. Cada dosis fue almacenada en el freezer por
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diferentes periodos de tiempo, 7.5, 8.5y 11.5 meses de formulado. Este procedimiento fue

realizado en mayo de 2003 y en mayo de 2004.

5.1.2 Formulado en polvo

Se uso caolin, una bentonita blanca, producido por la compafilia ROTOWA de Nicaragua.
El contenido o composicion quimica es: SiO,: 87.29%, Al,O3: 3.06, CaO: 0.74, MgO: 0.67,
Fe,O3: 1.28, Na,O: 0.27, K;0:0.10, Mn0:0.03, TiO:0.08, H,0:4.26. EI tamafio de las
particulas es de 325 mesh.

Se mezclo el virus con el caolin en una proporcién de 1:1 (peso: peso). Se tomo otro lote
de 150 larvas muertas en ultimo estadio larval (LE), luego se procedié a pesarlas. Ya
pesadas fueron maceradas y se le agreg6 50 ml de agua, luego el liquido se filtrd en una tela
fina, evitando el paso de restos de larvas. Este procedimiento se realizd 2 veces.
Posteriormente, se mezcl6 el caldo de virus filtrado, que se obtuvo de las larvas muertas,
con el caolin hasta obtener una pasta homogénea. Luego esta masa se extendié en una
bandeja que contenia plastico negro en la base. Esta se colocd en una mesa y para acelerar
el proceso de secado se colocd sobre el virus mezclado con caolin una lampara de luz
amarilla, teniendo cuidado que la temperatura no fuese mayor que los 40°C. Una vez seca
la masa, se procedié a moler el virus formulado, con un molino de mesa para masa de
maiz, procurando que no se recalentara el virus con el caolin para evitar la baja calidad del
producto. Inmediatamente se separ6 el virus formulado en dos bolsas, una se colocé a
temperatura ambiente a 28°C y la otra se mantuvo refrigerada a 18°C. Se rotuld con la
fecha de elaboracion correspondiente. Este procedimiento se repitio con diferentes lotes de
virus para elaborar los formulados que se mantendrian a 7.5, 8.5 y 11.5 meses de

almacenamiento.

5.1.4 Determinacion de la concentracion de Cuerpos de Inclusion Poliedral del Virus
formulado.
De cada uno de los tratamientos (virus formulados y almacenado en dos temperaturas y tres

periodos de tiempo), se tomaron 0.5 gramos para realizar el conteo de los CIP /ml. Se le
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agrego a cada muestra de formulado 1 ml de agua, se movio con un agitador Vortex y se
procedid a realizar diluciones sucesivas, 1:10, 1:100 y 1:1000, de esta Gltima dilucién se
tomaron 20 p para realizar el conteo de CIP en una cdmara Neubauer. Para su conteo la
camara fue colocada sobre un microscopio de contraste de fase. EIl conteo se realizd en 5
cuadros grandes repitiéndolo dos veces el conteo para obtener un valor promedio de CIP.

Para el calculo de la concentracion se uso la siguiente formula:

CIP/gr = Promedio de conteo x 5 x 10*x dilucién usada

El valor obtenido se multiplicé por 2 para obtener la concentracién de CIP/gr.

Este procedimiento fue repetido para determinar la concentracion del producto antes de la
aplicacion en las plantas de ajonjoli, para verificar la concentracion de cada tratamiento y
realizar los célculos de la dosis a usar por area de aplicacion.

5.1.3 Proceso de semi-purificacién de la solucion viral

El caldo de virus obtenido a partir de 150 LE se vierte en los tubos de ensayo y se depositan
dentro de la centrifuga. Se centrifuga por un minuto a 3000 rpm, obteniendo un
sobrenadante y un precipitado, el cual contiene restos de cuerpos graso y otras moléculas
del insecto, éste se elimina y el sobrenadante que contiene las particulas virales se somete
nuevamente a centrifugacion por 10 min a 6000 rpm, de nuevo se formara un precipitado y
un sobrenadante en este caso el precipitado contiene los CIP y el sobrenadante se eliminara.

A este precipitado se le agregaran 2 ml de agua destilada.

5.2 Evaluacién de la actividad insecticida

5.2.1 Evaluacion preliminar realizada en el afio 2003

Para evaluar la actividad bioldgica del virus se realizaron dos bioensayos utilizando larvas
de segundo estadio de Spodoptera exigua. Se evaluaron los tratamientos: virus
semipurificado, virus formulado, un testigo donde se aplicé agua. Cada tratamiento fue
repetido 3 veces. Cada repeticion con 33 larvas; la primera evaluacion se hizo

inmediatamente después de formulado; la segunda evaluacion se realizé dos meses después

22



de formulado, los tratamientos evaluado fueron virus semipurificado, virus formulado y

mantenido a 18°C, y a 28°C y un testigo con agua.

5.2.1 Aplicacién en campo en ajonjoli para determinar la actividad insecticida

5.2.1.1 Establecimiento del cultivo en el campo

El 27 de marzo del 2004 se sembraron 36 surcos de 1 metro de largo de ajonjoli (Sesamun
indicum), variedad istar 198. La siembra se hizo a una distancia de 20 pulgadas entre surco
y 7 pulgadas entre planta obteniéndose un total de 7 plantas por surco. El area de cada
surco fue de 0.53 m? y el area del tratamiento corresponde a 2.12 m?. Cada surco estaba
separado por 1 m. Se realizaron todas las labores agrondémicas convencionales (limpia,
aporque y raleo). Las parcelas se dispusieron en un disefio completamente al azar (ver
anexo 1). Los tratamientos a evaluar fueron: 1) virus formulado en liquido (crudo) y
mantenido en refrigeracion por 7.5 meses, 8.5 meses y 11.5 meses, los cuales fueron
considerados como testigo 2) virus formulado en polvo mantenido en refrigeracién por 7.5,
8.5y 11.5 meses, 3) virus formulado en polvo mantenido a temperatura ambiente por 7.5,
8.5y 11.5 meses. Cada tratamiento fue repetido 4 veces.

5.2.1. 2. Aplicacion del virus en el cultivo

La aplicacion se realizd con una bomba microaspersora (micro ulva), la cual deposita un
tamafno de gota de 50 micrones. Previamente se calibrd para determinar el volumen de
agua necesaria para obtener una buena cobertura sobre las plantas. La aplicacion se realizo
a las 7 de la mafana para evitar que los rayos ultravioleta desactiven el virus. Se utilizaron
250 ml de agua y se asperjaron en un surco de tal manera que quedara totalmente cubierta
la planta, el total del volumen de agua que se utilizo por tratamiento fue de 1000 ml. Para
evitar la deriva del virus en las parcelas adyacentes, se coloc6 una barrera de plastico de 36

pulgadas por un metro de largo entre cada parcela en el momento de la aplicacion.
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Para el célculo de la dosis se hizo una relacion del area de la parcela con la dosis
recomendada para una manzana (150 LE, o 30 gr). La concentracién de virus fue de 2.5 x

10" para el virus crudo y de 2.45 x 10 ° CIP/ml para el virus formulado con caolin.

5.2.1.3 Evaluacion de la actividad bioldgica del virus

Después de cuatro horas de aplicado cada tratamiento en el cultivo de ajonjoli y que el virus
asperjado se hubiera secado, se procedié a cortar 5 hojas seleccionadas al azar de cada
surco, colectando un total de 20 hojas por cada tratamiento. Las hojas cortadas se
colocaron en bolsas plasticas esteriles rotuladas con el tratamiento y la repeticion
correspondiente. Inmediatamente se trasladaron al laboratorio para la evaluacion de la

actividad bioldgica.

En el laboratorio, cada hoja se coloco en un plato petri, colocando algodon impregnado de
agua sobre el peciolo para evitar que la hoja se deshidratara. Luego se colocaron 4 larvas
de Spodoptera exigua del segundo estadio larval (L2), provenientes de la cria de insectos
del laboratorio de Control Bioldgico de la UNAN-LEON. Las larvas se dejaron por un
periodo de 24 horas para que comieran la hoja de ajonjoli contaminada con el virus. Todas
las larvas que comieron fueron trasladadas en tasas individuales con dieta. Estas se

revisaron a diario hasta la muerte o pupacion.

Se consider6 una larva muerta por virus, aquella que al tocarla se rompia el integumento y

se liberaba el liquido que contiene los cuerpos de inclusion poliedral.

Los datos obtenidos fueron metidos en una hoja de Excel y luego se realizé6 un Andeva en
el programa SPSS, posteriormente para detectar diferencia entre las medias de los
tratamientos se realizd la prueba de Tukey. Se elaboraran graficos de porcentajes de

mortalidad producida por virus en cada tratamiento.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Evaluacion de la actividad bioldgica del virus en condiciones de laboratorio, en el
afo 2003.

La actividad inicial del virus de Spodoptera exigua formulado con caolin no causé una
pérdida significativa de la actividad insecticida cuando se compara con el virus crudo o el
virus semipurificado (Grafica 1), después de haber sido aplicado sobre dieta artificial para

alimentar a larvas de Spodoptera.

‘EI recién formulado B Después de 60 dias de formulado

Porcentaje de mortalidad
al
<?

0,
Virus purificado  Virus recién Virus formulado Virus formulado
formulado en 18°C 28°C
polvo

Tratamientos

Gréfica 1. Porcentaje de mortalidad en larvas de Spodoptera exigua sometida a diferentes

formulaciones de Virus de la Poliedrosis Nuclear. Laboratorio de Control Biologico. 2003.

La disminucion de un 13% de mortalidad producida por el virus recién formulado, con
respecto a la mortalidad producida por el virus purificado, puede ser debido al proceso de
secado y molido que se realizo para formular el virus en polvo. De igual manera reportan

una pérdida de actividad Tamez-Guerra, 2003, para virus formulados en polvo.
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Se evidencia ademas que la mortalidad producida por el virus después de dos meses de
formulado disminuye ligeramente (7%) cuando es mantenido a temperatura ambiente +
28°C disminuyendo un 18% la mortalidad comparado con el virus puro. Sin embargo, el
virus mantenido a 18°C muestra una mortalidad superior a la obtenida por el virus recién
formulado, lo que podria deberse a que el virus durante el proceso de mezclado, secado y

molido no quedo uniformemente distribuido al mezclarse con el caolin.

El virus purificado fue mantenido congelado durante los dos meses, por lo que la actividad
insecticida en larvas de Spodoptera exigua, apenas disminuye un 2%. La literatura
menciona que de esta manera el virus puede sobrevivir por largos periodos de tiempo
(Tamez — Guerrra 2003).

6.2 Evaluacion de la actividad biolégica del virus formulado aplicado en el cultivo de

ajonjoli en el afio 2004.

La actividad bioldgica del virus formulado en polvo (VPN) evaluado en larvas de
Spoddptera exigua, en el afio 2004, en cada uno de los tratamientos nos indica que la
mortalidad ocasionada por cada formulado disminuye en la medida que el tiempo de
almacenamiento es mayor. Estos resultados coinciden con los que encontraron Kaupp y
Ebling, citado por Behtle et al, 2003 quiénes demostraron la pérdida de la actividad durante

el almacenamiento en cuartos a temperatura ambiente.

Al realizar las comparaciones de los porcentajes de mortalidad media de los tratamientos
formulados en polvo mantenido en refrigeracién y el mantenido a temperatura ambiente,
con la actividad del virus formulado en liquido o virus crudo y basados en los resultados del
bioensayo sobre muestras de hojas de ajonjoli asperjadas en condiciones de campo en el
afio 2004, el analisis de una via ANOVA (Tabla 1), muestra que los valores medios de los

porcentajes de mortalidad fueron estadisticamente diferentes (alfa 0.05%).
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Tabla 1. ANOVA realizado para los porcentajes de mortalidad ocasionada en larvas de
Spodoptera exigua por cada uno de los tratamientos. Campus Agropecuario, 2004.

Fuente de Suma de gl Cuadrado F Sig.
variacion Cuadrados medios
Entre tratamientos |202.222 8 25.278 23.534* |.000
error 29.000 27 1.074
total 231.222 35

*Diferencias estadisticas significativas al 0.05%.

Se observd ademas, que el virus formulado en liquido (crudo) sin ningun aditivo solamente

agua, mantiene una mortalidad de un 100% en larvas de Spodoptera exigua, disminuyendo

2.8% a los 11.5 meses de haber sido hecha la formulacion, lo que no es una pérdida

significativa de la actividad bioldgica. (Gréafica 2).

Esto coincide con lo encontrado por

Stainhaus, 1954, citado por Bethle, 2003, quién sefiala que los virus mantenidos en

temperaturas de congelacion mantienen una actividad remanente después de 15 afios de

almacenamiento.

Porcentaje de
mortalidad

100+
90+

70+
60+

401
30-

10+

@ % mortalidad

100

100

97.2

7.5 meses

8.5 meses

Tiempo después de formulado

11.5 meses

Grafica 2. Porcentaje de mortalidad en larvas de Spodoptera exigua producido por el
virus en formulacion liquida (crudo) mantenido en refrigeracion (4°C). Campus
Agropecuario, UNAN- Leon, 2004.
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Al comparar los resultados del virus purificado (Grafica 1) con la actividad bioldgica del
virus crudo se observa que es mas estable, esto es debido a que en esta forma las proteinas

y restos del insecto le confieren mayor proteccién ain en condiciones de refrigeracion.

Sin embargo, el virus formulado en polvo y mantenido en refrigeracion a 18°C disminuye la
mortalidad ocasionada en larvas de Spodoptera exigua en un 11% después de un periodo de
7.5 meses, al compararlo con el virus crudo. Esta disminucion de la mortalidad producida
en las larvas de Spodoptera exigua se increment6 a un 21.5% a los 11.5 meses cuando lo
comparamos con la mortalidad producida por el virus crudo a los 11.5 meses (Gréfica 3).

‘I:I% mortalidad

90
3
2 g5 89
8
S
g 80
5]
©
.% 75+
% 75.5 75.7
o 704
S i
o

65

7.5 meses 8.5 meses 11.5 meses
Tiempo después de formulado

Grafica 3. Porcentaje de mortalidad producida en larvas de Spodoptera exigua por el virus
SeVPN formulado en polvo mantenido en refrigeracion a 18°C. Campus Agropecuario,
UNAN-Leon, 2004
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Gréfica 4. Porcentaje de mortalidad producida en larvas de Spodoptera exigua por el virus
formulado en polvo y mantenido a temperatura ambiente (+ 28°C). Campus Agropecuario,
UNAN-Leon, 2004.

En cambio cuando se compara el virus crudo después de 7.5 meses de formulado, con la
mortalidad producida del virus formulado después de 7.5 y mantenido a 28°C, la
disminucion de la mortalidad producida en las larvas de Spodoptera exigua se incremento
a un 25.4 % disminuyendo aun mas el porcentaje de mortalidad hasta un 32.5 % a los 11.5

meses.

Este mismo comportamiento ha sido reportado para diferentes tipos de formulaciones de
virus, en donde las temperaturas calidas (30°C) ambientales han reducido sigificativamente

la actividad residual del virus (Behle et al, 2003).

Existe una tendencia a disminuir el porcentaje de mortalidad en la medida que pasa el
tiempo, independientemente de la temperatura de almacenamiento, como se observa en las
graficas 1 y 2.. Sin embargo, comparten igualdad estadistica mostrando una clara
diferencia con el virus crudo mantenido en temperatura de congelamiento durante el
periodo de la investigacion, como se muestra en la Tabla 2 al realizar la prueba de Turkey

para detectar las diferencias entre los tratamientos.
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Tabla 2. Promedios de porcentaje de mortalidad en larvas de Spodoptera exigua
alimentadas con hojas de ajonjoli asperjadas con el formulado de virus almacenado por
diferentes periodos de tiempo. Campus Agropecuario, 2004.

Formulado Porcentaje de mortalidad

7.5 meses 8.5 meses 11.5 meses
Virus crudo 1000 1000t 7.2
Virus  formulado vy ggPete 75.5%0" 75.7°9"
mantenido a 18°C
Virus  formulado  y| 74.6°" 74.5%9" 64.79"
mantenido a 28°C

*Medias seguidas por la misma letra comparten igualdad estadistica

Por otro lado, en la Tabla 3, se muestra el conteo de Cuerpos de inclusion poliedral
realizado al virus crudo y al virus recién formulado muestra que hay una pérdida de CIP del
orden de un exponente, lo que puede ser provocado por el recalentamiento del virus en el
proceso del molido. No obstante los conteos realizados posteriormente no reflejan una

mayor disminucion.

Tabla 3. Concentracién del virus después de formulado y en el momento de la aplicacion en
el campo. Campus Agropecuario, UNAN-Ledn, 2004.

Tratamiento Concentracion  del | Concentracion antes de la
virus recién | aplicacion (CIP/gr)
formulado (CIP/ml)

Virus liquido (crudo) 2.5 x 10

Virus formulado en polvo | 2.45 x 10°
recién formulado

7.5 meses 18°C - 7.4x10°
7.5 meses 28°C - 3.6 x10°
8.5 meses 18°C - 9.3x 10’
8.5 meses 28°C - 6.5 x 10°
11.5 meses 18°C - 6.2 x 10°
11.5 meses 28°C - 5.2 x 10°
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VI. CONCLUSION

La actividad del virus formulado disminuye en un rango de 11 a 32.5% con respecto

al virus crudo mantenido en congelacion.

La temperatura de refrigeracion (18°C) mantiene mas estable la actividad bioldgica
del virus formulado en un rango de 89 % - 75.6 % de mortalidad en larvas de
Spodoptera exigua. Por lo que el virus formulado y mantenido en refrigeracion

debe almacenarse por un periodo no mayor de 11 meses.

La temperatura ambiental de 28°C disminuye en mayor grado (64.7%), la actividad
bioldgica después de 11 meses de almacenamiento del formulado, que la
temperatura de refrigeracion. Por lo tanto, el virus formulado y mantenido a

temperatura ambiente debe almacenarse hasta por un periodo no mayor de 8 meses.

La concentracion de Cuerpos de Inclusion Poliedral se disminuye durante el proceso

de formulacion
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VIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar evaluando la pérdida de viabilidad del virus
formulado, con otros periodos de tiempo para dar una adecuada recomendacion

de su uso en el campo.

Desarrollar y evaluar otro tipo de formulacion que mejore la actividad del virus

para su uso en el campo.

Realizar estudios sobre otros tipos de material inerte y aditivos que le

confieran mayor estabilidad de la actividad bioldgica después de almacenado.

Realizar estudios de costos de produccion del virus formulado con caolin para

determinar la factibilidad econdmica del mismo.
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ANEXOS
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Larvas de Spodoptera exigua muerta después de la aplicacion del virus formulado.

Moliendo el virus formulado de Spodoptera exigua
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Molida del virus de Spodoptera exigua formulado con caolin
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