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RESUMEN

El Virus de la Poliedrosis Nuclear es una alternativa para el manejo de poblaciones de
Spodoptera exigua. Sin embargo, para un facil manejo y uso por los agricultores es
necesario realizar una formulacién que mantenga la actividad biolégica por un periodo
minimo de seis meses. Por ello se realiz6 este estudio con el objetivo de determinar la
actividad insecticida del virus SeVPN en condiciones de laboratorio, mediante la
determinacion de la DLsp y comparar la actividad biologica en el tiempo del virus crudo vs
formulado y almacenado a temperatura ambiente y en refrigeracion, asi como determinar
la efectividad del formulado en el control de larvas de S. exigua en el cultivo de cebolla. El
estudio fue realizado en dos etapas: una de campo en los meses de enero a febrero y de
laboratorio de enero a agosto. El virus fue formulado usando una proporcion de 1:1(p/p)
de larvas muertas por virus y caolin. Después de secado y molido se chequeé la
concentracion del virus y se procedié a almacenarlo en dos condiciones de temperatura,
ambiente y refrigeracion. El ensayo de campo se realiz6 en un disefio de Bloques
Completos al Azar (BCA), con dos tratamientos y tres repeticiones, las variables
evaluadas fueron numero de larvas pequefias y grandes, vivas y muertas por virus. El
bioensayo de laboratorio se realiz6 a través del método de contaminacién de dieta,
aplicando cinco dosis y un control. Se usaron 50 larvas por dosis (300 larvas por
bioensayo). Cada bioensayo fue realizado con una muestra del virus formulado
almacenado desde un mes hasta por seis meses. Los datos fueron analizados a través
del modelo estadistico PROBIT. Los resultados del bioensayo con virus sin formular
muestra una DLso de 2040 CIP/mg, siendo esta la maxima actividad biolégica del virus. Al
realizar el bioensayo con el virus formulado con caolin, inmediatamente después de
elaborarse, el valor de la DLso fue de 2758 CIP/mg, al compararla con la DLsy del virus sin
formular se observa un incremento de un 35%, lo cual indica que el proceso de la mezcla
con caolin y su posterior secado ocasiona la muerte de algunos viriones. La potencia
relativa entre ambos formulados fue de 0.65 lo que indica que ambos son igualmente
potentes. El andlisis estadistico de la mortalidad en larvas indica que no hay diferencia
significativa (P>0.05). Al analizar la viabilidad del virus formulado y mantenido bajo
refrigeracion y virus formulado mantenido a temperatura ambiente en funcién del tiempo
se observa que hay una variacion a lo largo de los seis meses, pero que es mas estable
el formulado mantenido en refrigeracion con un valor de la DLso de 860 CIP/mg el cual es
mas bajo que el mantenido a temperatura ambiente que fue de 1820 CIP/mg, lo que
indica una actividad biologica similar al virus recién formulado, por lo que ambos son
iguales. Sin embargo, se recomienda refrigerarlo porque mejora la estabilidad del virus
formulado a lo largo del tiempo. La efectividad del virus sin formular y virus formulado
aplicado en el cultivo de cebolla, resultd ser satisfactoria, como bioinsecticida regulador de
las poblaciones de Spodoptera exigua. El virus formulado con caolin es un controlador
biolégico eficaz contra Spodoptera exigua, el productor puede llegar a obtenerlo y usarlo
siendo confiable su efectividad hasta los seis meses.

Palabras claves: Baculoviridae, caolin, formulacion, bioensayo



l. INTRODUCCION

La cebolla (Allium cepa), de la familia Liliaceae es originaria del suroeste de Asia,
usada por el hombre hace 3.000 afios A.C. Puede ser cultivada en climas templados
o calidos (Casseres 1984), tiene mucha importancia nutritiva, el tallo verde es rico en
vitamina A, el bulbo vitamina C y otros, ademas de ser un condimento universal en
todas las comidas (Bednarek-Siegfriend 1986). En Nicaragua se cultivan grandes
extensiones en el Valle de Sébaco, Departamento de Matagalpa, se comercializa

para el consumo nacional y para exportacion (FAO 1987).

Este cultivo es atacado por insectos plagas como trips y larvas de Spodoptera
exigua (Lepidoptera: Noctuidae), entre otros. Spodoptera exigua, llamado gusano
soldado, es una plaga polifaga encontrada en muchos cultivos, capaz de desfoliar
totalmente un plantio, constituye uno de los problemas mas serios, ya que su control
se dificulta una vez que la larva penetra al follaje (Trabanino 1998). Esta plaga ha
sido tradicionalmente controlada con aplicaciones de insecticidas como Profenophos,
Cipermetrina, Clorfluazuron, Metomil) y Creolina (Narvaéz 1995), por lo que se
considera que el contenido toxico en éste cultivo es abundante, originando asi
problemas de residuos en los productos cosechados, contaminacion ambiental y

desarrollo de resistencia de las larvas de Lepidopteras (Vanegas 1994).

Este mismo autor menciona que en el ciclo productivo 1993-1994, la produccion de
cebolla para exportacion bajé debido a las altas infestaciones de Spodoptera spp, la
cual se trataba de controlar con numerosas aplicaciones de plaguicidas. Como una
alternativa de control para dar respuesta a este problema surgi6 el uso de Virus de la
Poliedrosis Nuclear (VPN), de la familia Baculoviridae, con miras a la disminucion

del uso de insecticidas quimicos. Los virus juegan un papel importante en la



agricultura, porque regulan las poblaciones cuando se usan en un programa de

control (Narvaéz et al. 1995).

En Nicaragua el Departamento de Control Integrado de Plagas de la UNAN-Leon,
empezo0 a realizar estudios desde 1986, realizando colectas de larvas afectadas por
virus, para ser identificadas y reproducidas en su huésped en el laboratorio,
realizando posteriormente evaluaciones en el campo. El virus fue aplicado para el
control de Spodoptera exigua en el cultivo de cebolla obteniendo una efectividad de
85%, resultando mas barato el costo del control utilizando virus (51%) que el control
utilizando quimicos (61%) (Narvaéz 1995). Ademas, el virus posee ventajas en
comparacioén con los quimicos, ya que no contaminan el ambiente, no hay peligro
para los trabajadores, son faciles de producir, no producen resistencia y no afecta la

fauna benéfica (Narvaéz, et al. 1995).

Actualmente el virus se reproduce en condiciones de laboratorio. Las larvas muertas
por virus se maceran y se filtran y la solucién obtenida (virus sin formular), se oferta
al productor. Sin embargo, requiere mantenerse en refrigeracion para evitar su
degradacion y la carencia de este medio dificulta la obtencién del virus a la mayoria
de los productores porque no cuentan con un congelador para su almacenamiento.
Otra dificultad es que el virus sin formular es sensible a la luz ultravioleta y al ser
aplicado en el cultivo la radiacion solar dafia el ADN y disminuye su efectividad. Por
tanto, se considera que al adicionarle un ingrediente inerte como la caolin, la
persistencia del VPN mejora por la proteccion que hacen las particulas del caolin a
los viriones. Por lo que, es necesario conocer si el proceso de formulacion afecta la

viabilidad y patogenicidad del virus en el tiempo.

Para dar respuesta a estos problemas y facilitar la obtencion del virus, es necesario
realizar estudios sobre su formulacion lo cual conducird a una mayor oferta y

demanda de parte de los productores. El virus formulado facilitara no solo su
2



almacenamiento, sino su uso y manejo en el lugar y momento que el productor lo
necesite. El estudio pretende contribuir a resolver la problematica del cultivo de
cebolla, en torno al control de plagas al ofrecer una alternativa viable, la cual nos
encamina a una agricultura sostenible donde la proteccion del medio ambiente y la

salud humana son la base para su desarrollo.



II. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la actividad biologica en el tiempo de un formulado en polvo del Virus de la
Poliedrosis Nuclear, SeVPN, almacenado a diferentes temperaturas en condiciones
de laboratorio y su eficacia para el control de Spodoptera exigua en el cultivo de

cebolla.
Objetivos Especificos
1- Determinar la actividad bioldgica del virus SeVPN sin formular y formulado, en
condiciones de laboratorio, a traves de la estimacion de la Dosis Letal

Cincuenta, DLsg.

2- Determinar la pérdida de viabilidad en el tiempo del virus formulado y

almacenado a diferentes temperaturas.

3- Determinar la efectividad del virus recién formulado en el control de larvas de

Spodoptera exigua en el cultivo de cebolla.



[l. HIPOTESIS

Hipotesis de investigacion

La formulacion del Virus de la Poliedrosis Nuclear (VPN) con caolin mantiene la
actividad biologica por un periodo de tiempo de 6 meses, ya que lo protege de las
condiciones ambientales, lo que permite una adecuada regulacion de las

poblaciones de Spodoptera exigua en el cultivo de cebolla en Nicaragua.

Ho: El virus formulado con caolin mantiene la misma actividad biolégica que el

virus sin formular

Ha: El virus formulado con caolin presenta una actividad biolégica diferente al

virus sin formular.

Ho: La actividad bioldgica del virus SeVPN después de formulado y aplicado al
campo es similar a la actividad del virus sin formular en el control de Spodoptera

exigua.

Ha: La actividad bioldgica del virus SeVPN después de formulado y aplicado al
campo es diferente a la actividad del virus sin formular en el control de Spodoptera

exigua.



V. MARCO TEORICO

4.1 Importancia del cultivo de cebolla

Lo mas importante es el bulbo comestible de la planta conocida como cebolla
comun, cabezona o de jardin, es una planta herbacea bulbosa de la familia
Liliaceae y se cultiva en todo el mundo para su empleo en cocina. Se consume
principalmente el bulbo, pero también las hojas. Toda la cebolla posee un sabor y
olor fuerte, debido a la alicina, que se suaviza con la coccion. Hay numerosas
variedades de cebollas de uso comun en cocina: cebolla blanca, cebolla roja,
cebolleta, cebollita francesa, chalota. La cebolla es una de las plantas culinarias
mas cultivadas en el mundo entero y sus numerosas formas y variedades ocupan
miles de hectareas de tierras de cultivo. La parte comestible de la planta de la
cebolla es su carnoso bulbo globular, mientras que su inflorescencia es casi
desconocida. Del bulbo se obtienen preparados de multiples acciones terapéuticas.
La cebolla tiene alto valor nutritivo, contiene vitaminas A, B y C con la ventaja de que
dificilmente se destruyen durante la coccion, se usa en la fitoterapia para abrir el

apetito y mantener la dentadura saludable (FHJC 2002).

Es importante mencionar que la cebolla es uno de los cultivos horticolas de mayor
importancia comercial a nivel mundial, las estimaciones mas recientes al 2007
indican que el area de siembra de la cebolla en el mundo es actualmente de 3.53
millones de hectéreas, produciéndose 65.99 millones de toneladas métricas (TM)
aproximadamente. En Nicaragua se cultiva principalmente en la zona del Valle de
Sébaco del Departamento de Matagalpa. La superficie cultivada en el pais durante
2007 fue de 3,000 hectareas con una produccion nacional de 6,500 TM y un

rendimiento de 2.17 ton/ha. Debido a que en Nicaragua los productores enfrentan

6



problemas serios de plagas para la produccién de cebolla de cara a las nuevas
exigencias del mercado internacional y que las respuestas tecnoldgicas actuales
no son en gran medida las mas adecuadas, en los periodos 2000-2007 el
crecimiento de la produccion y del area cultivada anda alrededor del 2.5% vy el
rendimiento ha tenido un descenso porque hay prevalencia de condiciones
climaticas desfavorables y plagas que no han permitido un crecimiento mas
substancial en la produccion. En el 2008 Nicaragua exporto un total de 1,728.45
toneladas, con un valor de 549.82 miles de délares. El principal destino de este
producto en los ultimos afios ha sido Centroamérica y en menor grado los Estados
Unidos (MIFIC 2009).

4.2 Origen y distribucion

Esta planta es originaria de Asia Central, pero hoy su cultivo se encuentra extendido
en todo el mundo (FHJC 2002). Segun Galmaniri (1992) reporta que posiblemente
la cebolla es originaria de Iran, Pakistan, Afganistdn y en segundo lugar Asia
Occidental y el Mediterrdneo, luego fue llevada a Africa y de éste a Europa. En
América fue introducida por los primeros colonizadores (Fusagri 1986). Nicaragua
tiene el potencial de producir cebolla para el mercado nacional e internacional,
aprovechando la existencia de los suelos feértiles, el Valle de Sébaco en Matagalpa,
ha sido la zona tradicional del cultivo, actualmente el Valle de Namanji en Jinotega
ofrece buenas condiciones para la exportacion, esta hortaliza se adapta a diferentes
temperaturas (18 a 25 °C) y a altitudes entre los 300 -900 m (INTA 2005).

4.3 Taxonomiay botanica de la cebolla

4.3.1 Taxonomia de la cebolla
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Asparagales



Familia: Liliaceae

Género: Allium

Especie: A. cepa

Nombre binomial: Allium cepa L.

4.3.2 Botanica

La cebolla es una planta herbacea monocotiledénea, en la primera etapa de
crecimiento se desarrolla el bulbo que es la parte comestible y en la segunda etapa
crece el vastago o tallos florales, el sistema radicular es muy ramificado, con raices
fibrosas y pueden alcanzar hasta 90 cm de profundidad y 45 cm de crecimiento
lateral, sus hojas son huecas y su tallo alcanza mas de 1 m cuando florece, siendo
estas de coloracion lilas o blancas (FHJC 2002). Sosa (1998) menciona, ademas

gue sus hojas son huecas.

4.4 Plagas
Este cultivo es atacado por plagas del suelo que afectan principalmente las raices y
bulbo, en las hojas huecas se encuentran las plagas claves, los piojillos o totolate y

gusano verde.

4.4.1 Trips tabaci

Conocido como piojillo o totolate (Thysanoptera: Thripidae) su adulto llega a poner
de 50 a 100 huevos entre las hojas, después de siete dias se rompen y salen las
ninfas a chupar las hojas, estas se alimentan durante 12 dias, después caen al suelo
y se forma la pupa, después de tres dias sale el adulto y vuela a la maleza o cultivo
para seguir reproduciéndose INTA (2005). Los totolates pueden encontrarse durante

todo el ciclo del cultivo.



4.4.2 Spodoptera exigua (Huebner)
Es conocida por los nombres comunes de gusano verde, soldado, pertenece al
Orden Lepidéptero, Familia Noctuidae. En la actualidad se distribuye por Africa,
Sur de Europa, India y Sur de Asia, Japon, Australia, Centro América, Estados
Unidos y Canada (INFOAGRO 2002).

Ataca el follaje de la cebolla, la hembra coloca sus huevos en la base de la plantay a
veces sobre el bulbo, cuando las larvas nacen, atacan la planta atravesando el bulbo
produciendo amarillamiento del follaje y pudricion del bulbo (FAO 1987). Esta
especie ha ido incrementando su dafio y puede deberse a la aparicion de
resistencias en las poblaciones de la plaga como consecuencia de la utilizacion de
plaguicidas (INFOAGRO 2002).

El adulto pone entre 50 a 150 huevos en masa, son de color blangquesino o verde, a
los tres dias eclosionan y los gusanos se alimentan de las hojas, pasando por cinco
estadios larvales que duran entre 12 a 15 dias, Son de color verde palido a amarillo
en el primer y segundo estadio, durante el tercer estadio son de color verduzco y
en el cuarto estadio adquieren un color oscuro en la parte dorsal. Durante el quinto
estadio su apariencia varia, tienden a ser verde dorsalmente con rosado o amarillo
en la parte ventral y blanco en la parte lateral. En la etapa de pupa son de color
café y miden entre 15-20 mm, la cual se entierra en el suelo, a los siete dias el
adulto sale para seguir su reproduccion. Los adultos miden 25-30 mm, poseen alas
moteadas de gris y café, normalmente con una banda irregular y con puntos de
forma circular. La longevidad del adulto es de 10 dias. La oviposicion inicia dos o

tres dias después de emerger, hasta por 10 dias (INTA 2005).

4.4.3 Manejo
Estas plagas tradicionalmente han sido combatidas con productos quimicos, sin

tener resultados satisfactorios de control, ya que han adquirido resistencia por
9



excesivo uso de los mismos. Esto constituye una limitante para la cebolla de
exportacion ya que solo deberan aplicar productos aprobados por la Agencia de
Proteccibn Ambiental de los EEUU (EPA) (Narvdez 1995). Como una alternativa
para este problema surge el uso del Virus de la Poliedrosis Nuclear, que tiene
muchos atributos de un plaguicida ideal (Ignoffo 1973). El virus esta disponible
naturalmente, es efectivo, biodegradable, especifico, no tdxico y patogénico para los
organismos vivientes diferentes a la plaga blanco, no producen resistencia, pueden
ser aplicados con los mismos equipos convencionales y no hay peligro de
contaminacion (Narvaez 1995).

4.5 Virus Entomopéatogenos

El virus consiste en una serie de moléculas de &acido nucleico (ADN o ARN),
encapsulado en una cubierta protectora de tipo lipoprotéica que es capaz de
organizar su propia replicacion dentro de las células hospederas apropiadas. Son
parasitos obligados ya que necesitan de un organismo vivo, el hospedante, para
poder multiplicarse y asi diseminarse en el agroecosistema, en estos ambientes, los
virus pueden estar presente naturalmente, en forma enzodética, parasitando a un bajo

numero de insectos de la poblacion susceptibles (Rizo y Narvaez (2001).

4.5.1 Clasificacién y morfologia
Segun Kalmakoff y Longworth (1980) citado por Lobo de Souza y Lecuona (1995)
basandose en estudios morfolégicos, bioquimicos y biofisicos reportan que los virus

de insectos fueron agrupados en diversos grupos.
a) Los que presentan un cuerpo de inclusién de naturaleza proteica, visibles al

microscopio optico, dentro de ellos estan el Virus de la Poliedrosis Nuclear (VPN),

Virus de Granulosis (VG), Virus Citoplasmatica (VCP) y Entomopoxvirus.
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b) Los que no presentan cuerpo de inclusion y sélo pueden ser visualizado por
medio de un microscopio electronico como: Baculovirus no incluso de Oryctes,
Iridovirus, Densovirus, Sigmavirus, Virus X Drosophila, Picornavirus y otros virus de
ARN.

4.5.2 Familia Baculoviridae

Los buculovirus presentan el mayor potencial para ser utilizados en el control
microbiano, debido a su especificidad para determinadas plagas, su alta virulencia, la
proteccidon extra que le brinda el cuerpo de inclusién, su compatibilidad con otras
tacticas de control, sus buenas propiedades de almacenamiento, la facilidad de
produccién, por no afectar el balance natural del agroecosistema y ser inocuos para
el hombre y otros animales (FAO 1974; Kurstak y Tijssen 1982) citado por Lobo de
Souza y Lecuona (1995).

Evans y Entwistle (1987) describe las caracteristicas de los Baculoviridae vy
menciona que el Virus de la Poliedrosis Nuclear, Virus de la Granolosis y Virus no
Ocluidos son los virus patogénicos de mayor importancia. Esta familia se caracteriza
porque la unidad viral tiene forma de barra, hay replicacion de acido nucléico,
formacion de capa protéica, unién en el ndcleo de las células y tienen viriones

ocluidos.

Segun Bilimoria (1991) citado por Lobo de Souza y Lecuona (1995) menciona que el
Virus de la Poliedrosis Nuclear presenta cuerpo de oclusion viral en forma poliédrica
conteniendo particulas virales ocluidas al azar. Hay dos tipos definidos por el nUmero
de nucleocapsidos dentro de la envoltura o sea que un morfotipo tiene un Unico
nucleocapsido por envoltura (SNPV) y el otro mas de un nucleocapsido (MNPV) o
nucleocapsido mdultiple. Los nucleocapsidos envueltos en el ndcleo estan ocluidos en
poliedros y pueden llegar a desarrollar hasta 200 viriones por poliedro dependiendo

del virus, del insecto y del tejido.
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4.5.3 Estructura de los baculovirus

Estos microorganismos estan compuestos internamente por una capa de proteina
llamada cépsido, que rodea y protege el acido nucleico, que representa la porcion
biolégica del virus, pudiendo presentar ADN o ARN, a este conjunto se le
denomina nucleocapsido. Estos nucleocapsidos pueden estar solos o en grupos
con una envoltura lipo-proteica, construida a partir del material del insecto
parasitado. Al conjunto de nucleocapsidos mas la envoltura se le denomina virion
o particula viral. Esta constituye la unidad infectiva del virus. Los viriones estan
envueltos por una matriz proteica formando el cuerpo poliédrico de inclusion (CIP),
(Rizo y Narvaez 2001).

4.5.4 Modo de accion del VPN

El hospedero adquiere al VPN principalmente por via oral, aunque puede haber
infeccidbn por otras formas: transmision transovarica, la contaminacion de la
superficie del huevo y por heridas provocadas por el parasito (Santos 1998).
Después de la ingestién los poliedros de VPN que contienen los viriones se
disuelven en condiciones alcalina (pH>7.5) del intestino medio y liberan los viriones,
cuando entra en contacto con las microvellosidades del intestino, los viriones liberan
los cépsidos a las células epiteliales del intestino donde el virus normalmente realiza
su primera vuelta de replicacion (Caceres 2002). El nimero de nucleocapsidos y el
namero de particulas de virus por poliedros puede afectar la transmision de la
infeccion. Posteriormente el virus afecta otros tejidos susceptibles del hospedero,
donde continua reproduciéndose y multiplichndose. Entre los tejidos que ataca se
menciona el cuerpo graso, epidermis del intestino, hemocitos, trdqueas y glandulas
de seda (Cave 1995).

45,5 Sintomas de infeccién por VPN
Los sintomas aparecen después del tercer o cuarto dia de infeccion de las larvas,

primero se observan manchas en el integumento y la piel, con un tono amarillento y
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apariencia oleosa, después la larva reduce su movilidad, dejan de alimentarse y se
suben a la parte alta de la planta, luego se cuelgan de las hojas con las patas
traseras y posteriormente se vuelven oscuras debido a la desintegracion de los

tejidos internos hasta la ruptura del integumento (Rizo y Narvaez 2001).

4.5.6 Dispersion del VPN

Los cadaveres de las larvas muertas representan una fuente de indculo para otras
larvas susceptibles presentes en un cultivo, cuando las membranas corporales de la
larva se rompen liberan una gran cantidad de poliedros (cuerpos de inclusién) al
ambiente (Lobo de Souza; Lecuona (1995), Cruz (2002). Al avanzar el ciclo del
cultivo, tanto el agua de lluvia, como las larvas caidas al suelo transportan las
particulas virales hasta el suelo, donde permanecen y seran el inéculo inicial para
futuras infecciones (Rizo y Narvaez 2001). Segun Alves (1986) reporta que la
dispersion del indculo se da por medio de factores abidticos como el viento, lluvia,
riego y laboreo entre otros y factores bidticos como parasitos, depredadores adultos

del hospedante, detritivoros y aves.

4.5.7 Persistencia del VPN

La radiacion solar y el fotoperiodo son muy importantes para preservar la biolégica
de los virus, porque la luz ultravioleta mata las particulas virales (ADN). En algunos
casos la temperatura del suelo es importante para la sobrevivencia del virus, la
persistencia del virus en el ambiente se da por medio del follaje de las plantas y del

suelo, también puede persistir en el mismo hospedero (Enwistle y Evans 1985).

4.6 Formulacion

La formulacién es definida como la composicion resultante cuando el candidato a
plaguicida es mezclado con cualquier cosa, incluyendo agua (Walkenburg 1973)
citado por Couch e Ignoffo (1981) por tanto cualquier combinacion de un biocida

activo con un segundo material es técnicamente una formulacion. Varios escritos
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sobre formulacion relatan que este proceso es comunmente realizado en organismos
como protozoos, bacterias, neméatodos, hongos y virus, que sirven como agentes

controladores de insectos (Sosa y Moscardi 1996).

4.6.1 Insecticida microbial y su estabilidad en el campo

Un insecticida microbial puede ser formulado y en condiciones normales de
almacenamiento ser estable, sin afectacion de las propiedades insecticidas. Los
estudiosos consideran en general que al menos 18 meses de estabilidad bajo
condiciones ambientales de almacen son requeridos para servicio en los mercados
agricolas, si el patégeno es solicitado para aplicar en un tiempo especifico, el ciclo
de vida es un problema menor y la establilidad de 3-6 meses puede ser aceptable
(Couch e Ignoffo 1981).

Una vez que la formulacion tiene el ciclo de vida aceptable para su aplicacion, debe
preservar la actividad de insecticida microbial sobre el sustrato al cual sera aplicado.
El sustrato usualmente es tejido vegetal, agua y granos almacenados. Estudios
realizados sobre baculovirus en VPN Heliotis y Trichoplusia ni, muestran la
influencia de los factores ambientales sobre la efectividad patogénica del VPN, entre
estos factores tenemos la luz solar, temperatura, agua, humedad, pH y quimicos
(Couch e Ignoffo 1981).

En general los entomopatdgenos son afectados por las radiaciones solares UV en el
campo, la luz solar destruye la efectividad y persistencia de los insecticidas
microbiales. La familia Baculoviridae es fuertemente dafiada, siendo mas importante
la longitud de onda UV-B que tiene aproximadamente 285-320 nm, estas longitudes
dafian el ADN viral desde la formacion del ciclo-butano y los piramidas (6-4) (Couch
e Ignoffo (1981).
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Jaques (1972) apoya esta teoria y menciona, que el rol de la luz solar en la
inactivacion del virus en el campo fue comprobada observando que los depdsitos de
VPN para Trichoplusia ni eran facilmente lavados del follaje y permanecian activos
sobre plantas mantenidas en la oscuridad y los depdsitos de virus fueron inactivos 10
dias después de la aplicacion en la planta en tres parcelas experimentales expuestas
al sol.

Couch e Ignoffo (1981) mencionan que el proceso de formulacién al parecer protege
el ADN viral, lo cual conlleva a la proteccion de proteinas virales. Se han realizado
formulaciones utilizando adyuvantes comerciales como absorbentes generales y
selectivos, etc., éstos reducen la evaporacion, incrementando la estabilidad en el sol
y el aumento del alimento larval. Ignoffo et al. (1976) realizé una combinacién de
caolin, agua, VPN y mejoré la formulaciéon al agregarle un coadyuvante para

incrementar la cobertura y efectividad.

Entre los factores abioticos que afectan el VPN esta la temperatura y el pH que en
agroecosistemas tipicos la temperatura tiene rangos de 5-50 °C que generalmente
no afectan a los patdgenos, una regla de oro para aplicar insecticida microbial, es
aplicar el producto en temperaturas que permitan a los insectos blancos alimentarse.
Ali y Sikorowski (1986) mencionan que el valor del pH de la superficie del follaje de
plantas de algoddn, soya, tomate y otras es importante en la inactivacion de los virus
entomopatogenos y los altos valores del pH del rocio sobre el follaje del algodén han

reducido la persistencia del Heliothis VPN.

4.6.2 Formulaciones sélidas y semisdélidas

No se debe asumir que las radiaciones solares UV no pueden penetrar las
formulaciones sdlidas o semisdlidas o tener un efecto diferente, las posibilidades son
probablemente menores que para formulaciones liquidas. El impacto de las

radiaciones solares UV varia con la composicion de la formulacion y el tamario de la
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gota o particula. Debido a la naturaleza del area superficial al volumen de la gota,
tales efectos seran inversamente relacionados al tamafio de la gota. La penetracion
de una gota depositada de 5 nm (se asume es hemisférica) en reposo seria 200 nm
de didmetros y un volumen de 7%, aceptando esta profundidad de penetracion, se
asume que no disminuye con la intensidad de las radiaciones solares UV (Ignoffo y
Couch 1981).

En el desarrollo comercial de una formulacion basica de un entomopatégeno la
investigacion implica el mantenimiento de la viabilidad del patégeno y la virulencia
durante los procesos de produccion y desarrollar un producto en forma que preserve
0 aumente estas propiedades. Para realizar estos trabajos el conocimiento de la
biologia del patdégeno y del insecto blanco es esencial, en sus investigaciones
iniciales la industria consider6 los efectos de temperatura, humedad y sustrato
(material inerte), como lo mas importante, debido al efecto negativo de la
temperatura, la humedad y calidad (quimica y fisica) del material o portador inerte, al
no tener buena manipulacién, como resultado disminuye la viabilidad y virulencia del

patégeno (Ignoffo 1973).

Jaque (1977) reporta también que las suspensiones liquidas de virus de insectos
han sido mantenidas frias o congeladas. Aunque las formulaciones comerciales de
patégenos de insectos son generalmente expuestas a condiciones de
almacenamiento en bodega, las formulaciones acuosas no estabilizadas de virus son
generalmente inadecuadas. Los niveles de humedad en la formulacion final de un
virus de insecto probablemente se asemejan a los utilizados en la formulacion de

Bacillus turingiensis.

El VPN Heliothis fue el primero en ser detectado en 1891 en Surafrica, causando
enfermedad o debilitamiento a orugas; sin embargo, el agente viral causante no fue

demostrado en esa oportunidad, sino hasta 1936, cuando Parsons, citado por
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Ignoffo y Couch (1981) realizé un diagnéstico y confirma el hecho. Otros
investigadores de 1958 a 1962 trabajaron con experimentos en invernaderos, jaulas

y parcelas experimentales en el campo en cultivos de algodon tabaco y maiz.

Ignoffo (1973) reporta que en 1970 la administracion para alimentos y drogas en los
EEUU, certifico el virus formulado para Heliothis, este VPN registrado para usar
contra Heliothis en algoddn, también ha sido probado sobre especies de Heliothis
gue atacan maiz, sorgo, tabaco y hortalizas. Esta fue la primera vez que un virus de
insectos fue oficialmente registrado por una agencia federal para usarlo como un
insecticida comercial. Mas recientemente Espafia registra este virus y otros

gobiernos estaban en este proceso.

Este virus, aislado por primera vez, de larvas de Heliothis enfermas atacando
algodon en el Valle de Rio Grande Texas, fue exitosamente desarrollado. Su
desarrollo se realizé en diferentes fases: laboratorio, produccion en planta piloto y
comercializacion, en cada fase el virus fue evaluado sobre la base de: a) Su
seguridad para el hombre, animales y plantas; b) Su factibilidad de produccion y

costo; c¢) Su efectividad contra la plaga blanco especifica.

4.6.3 Formulacion de Virus

Como ya se ha mencionado la actividad insecticida de los virus entomopatégenos
es afectada por factores biolégicos y fisicoquimicos, ya sea en condiciones de
campo o de laboratorio. Entre los factores biolégicos que afectan la sobrevivencia
de los virus se mencionan la estructura, composicion quimica y fenologia de las
plantas, en particular la presencia de algunas sustancias en las hojas, edad y
constituyentes de las dietas artificiales, asi como el crecimiento de las plantas
(reduccién de la concentracion aplicada en un area determinada); la genética y
virulencia del agente biolégico de cada lote de produccién, estadio larvario y

comportamiento del insecto blanco, contaminacion de la dieta artificial con otros
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microorganismos, genética y fisiologia del insecto, multitropismo, practicas
culturales y proceso de infeccion del agente microbiano por un antagonista. Los
factores fisicoquimicos mas importantes son la radiacion solar (provocando
fotoinactivacion), radicales libres y pH, hora, método y equipo de aplicacion,
método de secado y formulacidon, temperatura en campo y de almacenamiento,
lluvia y humedad, nicho ecologico (densidad y distribucion de la plaga), agregacion
y precipitacion de las particulas virales, y procesos de derivatizacion (Tamez-
Guerra et al. 2003).

Las formulaciones comerciales de VPN y los virus de la granulosis son
generalmente asperjados o secados en seco y diluidos con un material inerte o
secado en frio con un carbohidrato, usualmente lactosa, secado por aspersion y
por flujo de aire, es un método sencillo y barato, pero tiene como desventaja que
el material (matriz y agente activo) se puede contaminar con facilidad. En ciertos
casos se utiliza el secado por aire con el de cama de lecho fluido, durante el cual
se combina la matriz con el agente activo (Tamez-Guerra 2003). El secado por
aspersion es sencillo y econémico, pero no todos los agentes de biocontrol

(especialmente los hongos) resisten el proceso de secado.

Cuando se seca en frio o por congelamiento (liofilizacién), tiene como ventaja que
no afecta la viabilidad del agente activo y prolonga la actividad durante el
almacenamiento, pero es muy costoso (Burges 1981). También las suspensiones
liquidas de virus de insectos se han mantenido frias o congeladas. Sin embargo,
a causa de que las formulaciones comerciales son generalmente expuestas a un
rango amplio de condiciones de almacenamiento en bodegas, etc., las
preparaciones acuosas de virus son generalmente inestables e incapaces de
actuar. Los niveles de humedad en las formulaciones final de virus de insectos son
similares a los problemas en la formulacion de BT, sefialados anteriormente. Los

requerimientos para almacenar formulaciones son usualmente mas restrictivos y
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para asegurar una vida en estante adecuada la refrigeracion es sugerida,
especialmente para las formulaciones con altos contenidos de humedad (Couch e
Ignoffo 1981).

4.6.4 Formulaciony seguridad

Todos los materiales incluidos en la formulacion de baculovirus, tanto para la
proteccion de las radiaciones solares UV o para otros propoésitos, deben ser
considerados por seguridad humana, veterinaria y medioambiental. La tecnologia de
protectantes contra radiaciones solares UV y su inclusion dentro de la formulacion de
aspersiones de patdgenos para insectos, es un area sujeta a desarrollo, por ejemplo,
el valor de los cromophoros en la proteccion ha sido solo recientemente apreciado.
En términos de su modo de accion los materiales protectantes contra las radiaciones
UV parece agruparse en cinco grupos principales con la accion de algunos
materiales todavia sin aclarar, esta clasificacion estd basada en aspectos
funcionales. Ellos son: 1) Reflectantes; 2) Absorventes generales; 3) Absorventes
selectivos; 4) Cromophoros; 5) Radiaciones libres (humus); y 6) Sustancias

miscelaneas (Ignoffo 1973).

Las formulaciones basicas ya sean de patdgenos de insectos o sean quimicos
comprenden: 1. Liquidos (suspensiones acuosas 0 suspensiones emulsificables);

2. Polvos humectables; 3. Polvos; 4. Cebos; 5. Granulos.

Una formulacién basica en polvo constituye la mezcla de caolin mas VPN. El
caolin, ha sido utilizado como un ingrediente inerte en la formulacion 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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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 nm). Desde el punto de
vista petrologico la arcilla es una roca sedimentaria, en la mayor parte de los
casos de origen detritico, con caracteristicas bien definidas. Para un
sedimentologo, arcilla es un término granulométrico, que abarca los sedimentos
con un tamafio de grano inferior a 2nm. 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 econdmico las arcillas
son un grupo de minerales industriales con diferentes caracteristicas
mineralogicas y genéticas y con distintas propiedades tecnoldgicas y aplicaciones
(Garcia 2004).

OCEANO (2004) define al caolin como roca arcillosa, blanca y desmesurable,
compuesta esencialmente por caolinita, que entra en la composicion de la porcelana
dura. La caolinita es un Silicato natural de Aluminio, pertenece al grupo de las
arcillas, éstas a su vez son rocas sedimentarias pulverulentas impermeables,

formadas por silicatos de aluminios, y que, embebida de agua, adquiere plasticidad.

Las importantes aplicaciones industriales de este grupo de minerales radican en
sus propiedades fisico-quimicas. Dichas propiedades derivan, principalmente, de
su extremadamente pequefio tamafio de particula (inferior a 2 nm), su morfologia
laminar (filosilicatos), las sustituciones isomorficas, que dan lugar a la apariciéon de
carga en las laminas y a la presencia de cationes débilmente ligados en el espacio

interlaminar.
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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 solido/liquido y son
capaces en algunos casos de hinchar, con el desarrollo de propiedades

reologicas en suspensiones acuosas (Garcia 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
hidratacién, 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 cationico y es también la

base de multitud de aplicaciones 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 produccion. Un 90% de la produccion
se dedica, preferentemente a la fabricacion de materiales de construccion y
agregados. Solo un 10% se dedica a otras industrias (fabricacion de papel,
caucho, pinturas, absorbentes, decolorantes, arenas de moldeo, productos

guimicos 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
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especiales se pueden dividir en caolines y arcillas caoliniferas, y bentonitas,
sepiolita y paligorskita (Garcia 2004).

4.6.4.1 Arcillas caolines

Un caolin es una roca que contiene una cierta proporcion de minerales del grupo
de caolin, que puede ser econdémicamente extraida y concentrada. Se trata,
generalmente, de una arcosa o arena caolinifera, granito caolinitizado, que es

necesario procesar para enriguecer en minerales del grupo del caolin.

4.6.4.2 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 denominacién de China Clay (Garcia 2004)..

El caolin, tal como se obtiene en una explotacién 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 econdmica sustituyendo a las
resinas en pinturas, aislantes, caucho. También como carga de abonos,

pesticidas y alimentos de animales (Garcia 2004).

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 cosmeéticos y
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como elemento activo en absorbentes estomacales. Se utiliza ademas como
soporte de productos quimicos, como por ejemplo herbicidas, pesticidas e

insecticidas, posibilitando una distribucién homogénea del producto toxico.

4.7 Virus formulados utilizados en la agricultura

El VPN Heliothis fue seleccionado para desarrollar un insecticida viral debido a que
su hospedero, la especie de polilla Noctuidae-Heliothis, esta distribuida
mundialmente y ocasiona dafios severos en varios cultivos. Los costos anuales para
el control de Heliothis sobre los cultivos mas importantes de Estados Unidos en 1965
fueron mayores a 50 millones de dolares, estimados actuales revelan que el control
de Heliothis en algodon en Estados Unidos estd por encima de los 50 millones. En
muchas areas de cultivos mundiales ha sido dificil encontrar un control contra
Heliothis. Las poblaciones en el campo reportan resistencia a organoclorados,

organofosforados, carbamatos y compuestos quimicos (Ignoffo y Couch 1981).

Richter y Fuxa (1984) mencionan que el VPN fue probado como insecticida microbial
para Anticarsia gemmatalis en frijol de soya. Un maximo de 66 a 88 % de infeccion
fue logrado en tres experimentos, el tratamiento con VPN redujo significativamente a
la plaga después de 7-11 dias de su aplicacion, los rendimientos de soya fueron
significativamente més altos que aquellos obtenidos en la parcela de control, pero no
fueron significativamente diferentes de parcelas tratadas con carbamato. Los
porcentajes de infeccion y los rendimientos fueron similares después de la aplicacion
de formulacién en spray o en polvo de VPN. Muestreos realizados en las parcelas
tratadas con VPN tenian tasas de infeccion del 18 -29 % después de 1-3 afios de la

aplicacion.

En Nicaragua, Martinez y Swezey (1983) utilizaron el VPN de Heliothis para controlar
larvas de Heliothis zea en el cultivo del algodon, aplicaciones tempranas y

frecuentes de una formulacién comercial dieron una proteccion de cosechas igual a
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regimenes quimicos basados en piretroides sintéticos y ovicidas, estos autores
precisaron que las implementaciones futuras dependian de estudios de dosificacion
mas precisa, adyudantes apropiados y una revision de los umbrales de accion para
reducir el costo del control microbial. Narvaéz (1995) reportan el uso del VPN para
controlar especies del Complejo Spodoptera y especificamente Spodoptera exigua,
plaga importante en el cultivo de cebolla, indicando ademas que después de la
tercera aplicacion la poblacion de larvas decrecié en el tratamiento con VPN, no asi

en el lote tratado convencionalmente.

4.8 Evaluacion de formulaciones en Lepiddpteros

Para poder evaluar el potencial de los baculovirus como agentes de control de
plagas, es necesario conocer la actividad insecticida de los mismos. Existen
muchos métodos para evaluar la actividad insecticida de formulaciones
granulares, una de las cuales es por medio de bioensayos usando dietas
artificiales. Esta técnica es usada en pruebas de larvas de lepidopteros. Los
bioensayos para determinar la actividad insecticida de los baculovirus
generalmente estan basados en la determinacion del porcentaje de mortalidad de
las larvas del insecto huésped, a diferentes dosis de poliedros por peso o volumen

determinados (Sosa y Moscardi 1996).

4.9 Bioensayos en dietas artificiales

Dentro de las técnicas mas empleadas para realizar los bioensayos con dietas
artificiales se pueden mencionar la alimentacion con gotas tefiidas, inoculacion
sobre la dieta y por incorporaciéon a dietas artificiales y capa superficial. También
se pueden realizar bioensayos en plantas para evaluar la actividad de los agentes
de control biolégico. Las dosis necesarias se determinan en base a la referencia
gque se tenga de la actividad insecticida del material a ensayar. Generalmente, las

dosis se preparan realizando una serie de diluciones en tubos de ensayo
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debidamente marcados. Para cada dilucion se recomienda emplear un promedio
de 50 larvas, para tener datos representativos para el analisis estadistico e incluir
uno o mas controles, ej., control con agua y control con el material del formulado.
Los bioensayos se pueden realizar con plantas (discos de hojas tratadas con los
micro granulos) y con dietas artificiales (alimentacion con gotas tefiidas) en forma

individual y combinada (Lobo de Souza y Lecuona 1995).

4.10 Anélisis probit

Este procedimiento mide la relacién entre la intensidad de un estimulo y la
proporcion de casos que presentan una cierta respuesta a dicho estimulo. Este
analisis permite estimar la intensidad necesaria para que un estimulo llegue a
inducir una determinada proporcion de respuestas, como la Dosis Letal cincuenta

o dosis efectiva para la mediana.

Si se toman muestras al azar de organismos y se exponen a una serie de dosis de
un téxico y se hace una gréafica de porcentajes de respuestas 0 muertes
corregidos por mortalidad en el testigo versus dosis, la curva que resulta tiene
forma sigmoidal o de S y no simétrico. Esta curva se aproxima a una simple linea
recta al convertir la mortalidad a una escala probit y las dosis a logaritmo. De esta
curva se pueden deducir varias dosis que producen el porcentaje de respuestas
correspondientes: la dosis que produce mortalidad de k se llama dosis letal K .por
ejemplo: las dosis que producen mortalidad de 30, 50, 80, 90% se referira como
DL3p DLsp DLgo Y DLgo, respectivamente (Alves 1986).

La curva de respuestas se puede interpretar en términos del concepto de
tolerancias individuales. La tolerancia individual es una caracteristica del propio
individuo respecto al toxico utilizado. La tolerancia es la dosis de toxico

inmediatamente por debajo de la suficiente para matar al organismo.
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El objetivo del andlisis es deducir la ecuacién de respuesta y la fiabilidad de los
parametros estimados, la ecuacion se escribe Y= a + bx, en donde a es el
intercepto y b es la pendiente de la linea. La pendiente provee una indicacion de
la variabilidad de la respuesta, cuanta mas alta es la pendiente, menor es la

varianza en respuesta al toxico (Throne 1995).

4.11 Determinacion de la potencia relativa

Los resultados de la DLsg, CLsp 0 TLsp pueden variar en un mismo aislado con una
poblacion de insectos sometidos a los bioensayos y con las condiciones realizadas
en el bioensayo. La tasa de potencia sufre menos variaciones ya que esta siempre
correlacionada con un aislado patron con una actividad insecticida conocida, que
debe usarse en las pruebas cuando se compara con cualquier otro aislado o bien

con una formulacion.

La potencia relativa se calcula relacionando la DLsp del aislado de referencia o

patrén con la DLso de la muestra que se evalla (Alves 1986).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Ubicacion del estudio

El estudio se realizo en el ciclo agricola 98-99, en el Laboratorio de Control Bioldgico
de la UNAN-Leon y en el Valle de Sébaco, municipio de Matagalpa, Nicaragua. Esta
ubicado a 110 Km al Norte de Managua, localizado entre las coordenadas 12°51"de
latitud norte y 86°06 de longitud oeste. El clima predominante es de sabana tropical,
caracterizada como semi-humedo, las temperaturas oscilan entre 21° y 30 °C. La
precipitacion minima es de 800 mm y la maxima es de 2000 mm y se caracteriza por
tener una buena distribucién durante el afio. Posee una altitud de 469.67 msnm
(INETER 2008).

El estudio se realizé en dos fases, una de laboratorio en la UNAN-LeoOn y la otra de

campo en Sébaco.

5.2 Fase de Laboratorio
Esta fase comprende diferentes aspectos, tales como la preparacién del material
bioldgico (virus sin formular y virus formulado), la evaluacion de la actividad

insecticida.

5.2.1 Preparacion del material biologico

En primer lugar se procedié a determinar la concentracion del Virus de la
Poliedrosis Nuclear expresada en Cuerpos de Inclusion Poliedral / pl (CIP/ul),
(ver foto 1a y 2a, anexo 4). Para ello se procedié a semipurificar el virus mediante
un proceso de centrifugacion diferencial hasta obtener los cuerpos de inclusion

poliedral.
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5.2.1.1 Semipurificacion del Virus S. exigua

El virus SeVPN se obtuvo del Laboratorio de Produccion Virus de la Facultad de
Ciencia y Tecnologia de la UNAN-Le6n. Estas larvas muertas por virus se
trituraron en una solucién de Sodio Duodecyl Sulfato (SDS) al 0.1%. Luego se filtrd

a traves de cuatro capas de tela de gasa, seguidamente se precedio a centrifugar.

El caldo de virus obtenido se coloco en tubos de ensayo en la centrifuga a 3,000
rpm por 1 minuto, como resultado se obtuvo un sobrenadante y un sedimento, para
remover el virus se desech¢ el sedimento y el sobrenadante se volvio a centrifugar a
6,000 rpm por 10 minutos, nuevamente se formd un sedimento y un sobrenadante,
en esta el sobrenadante se desechd y el sedimento que contiene los cuerpos
poliedricos de inclusion se resuspendié en agua destilada y se repitid el paso
anterior. A este sedimento se le agreg6 un volumen de agua destilada, se agité y se
procedio a realizar el conteo para determinar la concentracion de poliedros por ml

(ver foto 3a, anexo 4).

5.2.1.2 Preparacion del formulado

a) Formulacion con caolin

Se us6 caolin producido por la compafia Rotowa de Nicaragua. El contenido o
composicion quimica del caolin expresada en porcentaje fue de: SiO,: 87.29;
Al,03:3.06; CaO: 0.74; MgO: 0.67; Fe»03:1.28; Na,O: 0.27; K,O: 0.03; TiO: 0.08;

H,O: 4.26. Eltamafio de las particulas era de 325 mesh.

El formulado se realizd en una proporcion de 1:1, para ello se pesaron 150 larvas
equivalentes (LE) las que fueron maceradas, luego el caldo se filtr6 dos veces con
tela fina para evitar restos de tejido (ver foto 1b, 2b, anexo 4). Luego se peso
caolin y se mezclé con el caldo de virus, se formo una pasta de consistencia maciza
(ver foto 3b, anexo 4). Esta mezcla se depositd en una bandeja forrada con plastico

negro dejando una capa fina bien extendida. La bandeja se coloco en estantes en el
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laboratorio de virus (ver foto 4b, anexo 4). Se tomo la temperatura del laboratorio a
diario. Una vez que la mezcla se sec6 se procedié a moler la pasta en un molino
mecanico de moler maiz (ver foto 5b, anexo 4), evitando el recalentamiento y asi

evitar la baja calidad del producto.

b) Control de calidad del formulado

Se tomaron 0.5 g del producto, a este se le agregd agua destilada hasta completar
100 ml y luego se agité con un agitador magnético en un erlenmeyer. En un vial
pequefio se prepard una dilucion 1:10 (1 ml de la solucién del erlenmeyer mas 9 ml
de agua estéril). Con una pipeta Pasteur se tomaron 20ul para colocarla en una
camara de conteo Neubauer y se procedié al conteo para obtener la concentracion
del formulado. Después de realizar el conteo se compard con el patron de virus

semipurificado.

Se determind la cantidad de gramos del formulado que tuviera la concentracion de
(CIP) necesaria para el control de Spodoptera exigua en el campo, estableciendo
una relaciéon del contenido de CIP en un gramo con la concentracion usada en

campo que es de 10! CIP/ha.

5.2.2 Evaluacion de la actividad insecticida

5.2.2.1 Bioensayo para determinar DLso del virus sin formular

Para la realizacion del bioensayo, se utilizé el método de contaminacion de la dieta.
Se utilizaron larvas de S. exigua del Il instar larval, criadas en el Laboratorio de
Control Biologico de la UNAN-Leon. Estas larvas se pesaron previamente. A partir
de la solucion madre se prepararon 5 dosis, las cuales fueron: 1740, 870, 435, 217,
72 CIP / ul, mas un control con agua. Cada uno fue repetido tres veces, usando 50
larvas por dosis para un total de 150 larvas por repeticion. Se utilizé dieta de soya, la
cual se dispensé con una jeringa y se colocoé directamente en las celdas del

microplato. Sobre la dieta se coloco posteriormente con una micropipeta 1ul de la
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dosis de virus (ver foto 4a, anexo 4), teniendo cuidado al depositar el virus sobre la

dieta para que la punta no se bloqueara.

Se inicio el bioensayo con el control (agua) y se continué con la concentraciéon mas
baja del virus hasta concluir con la dosis mas alta. Se coloco la larva del segundo
instar en la celda con la ayuda de una pinza fina (ver foto 5a, anexo 4). Cuando
todas las larvas estuvieron en su lugar, se cubri6 con un papel absorbente
ligeramente himedo, se colocé nuevamente el porta objeto y se sellé6 con una cinta
adhesiva, rotulando cada microplato con la dosis y repeticion respectiva. Se dejaron

las larvas por un periodo de 24 horas hasta que consumieran la dieta contaminada.

Luego se procedi6 a trasladar todas las larvas que comieron la dieta a los vasos de
plastico, anotando la fecha de traslado en las hojas de datos. La revision de larvas
se llevo a cabo diariamente (ver foto 6a, anexo 4) y se anoto en las hojas el nUmero
de larvas muertas y/o pupas. Se consideré una larva muerta por virus cuando al
tocarla el integumento se rompia saliendo liquido que contienen las particulas
virales. Todas las larvas que presentaron un sintoma diferente fueron examinadas al

microscopio para determinar la causa de la muerte.

5.2.2.2 Bioensayo del virus formulado
Este bioensayo se realizé utilizando la misma metodologia usada en el primer

bioensayo descrito en el punto 5.2.2.

5.2.2.3 Medicion de la viabilidad en el tiempo del virus formulado

Una vez realizado el formulado se colocaron seis muestras a temperatura ambiente
(ver foto 6b, anexo 4) y seis muestras en refrigeracion, manteniéndose un registro
de la temperatura en ambas condiciones. Con cada una de estas muestras se

realizd un bioensayo cada mes para medir la viabilidad del virus formulado durante
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un periodo de seis meses. Se determind la D 5o y se comparé el valor de cada una a

lo largo del tiempo.

5.3 Fase de campo

5.3.1 Efectividad del formulado en el campo

El trabajo se realizo en Sébaco-Matagalpa, en el lote de un productor. Para llevar a
cabo este ensayo se utilizo un disefio de bloques completos al azar con 2
tratamientos y 4 repeticiones. Los tratamientos consistieron: 1) En la aplicacion de
virus formulado y 2) La aplicacion del virus sin formular. El area de la parcela fue de
10 x 10 m de largo para un area de 100 m?. El area del tratamiento fue de 400 m?y
el area del bloque de 200 m?, para un area total del ensayo de 800 m?. Para evitar la
dispersion del virus, la distancia entre parcelas fue de 2 m y 5 m entre bloques. La

parcela util fue de 6 surcos por 8 m.

Para evaluar en el campo se realizé un recuento poblacional antes de la aplicacion
de los tratamientos y se anotd el nUmero de masas de huevos, larvas pequeiias,
grandes y porcentaje de dafo foliar. El recuento consistié en revisar al azar 10
plantas por parcela. El virus formulado y sin formular se asperjé con una bomba de
mochila en horas tempranas de la mafiana y la aplicacion se decidié segun la
poblacion plaga presente en el tratamiento. Si se encontraban 10 plantas con
gusanos 0 2 masas de huevos en 100 plantas la aplicacion se realizaba (ver foto 1c
y 2c, anexo 4). Cuatro dias después de la aplicacion de los tratamientos se efectuo

otro recuento poblacional y se llevaron muestras de larvas al laboratorio.
5.4  Andlisis estadisticos de los datos

Para el analisis estadistico de los datos de campo se utilizé el Programa estadistico

SPSS (Programa Estadisticos para las Ciencias Sociales ), se realiz6 un Analisis de
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Varianza (ANDEVA), con un nivel de confianza del 95 %, reflejando los resultados en

cuadros.

Para los datos del laboratorio (bioensayos) se uso6 el analisis Probit del Programa
Estadistico SPSS. Este andlisis es utilizado para el estudio de dosis respuesta, que
analiza la correlacion entre la intensidad del estimulo (dosis) y la cantidad de
organismos que responden. La cantidad de respuestas puede ser expresada como
una probabilidad binomial de respuesta por sujeto. También estima la correlaciéon
lineal entre las desviaciones de la distribucion y la dosis logaritmica aplicada al
modelo de distribucion de los datos observados, como una dosis media efectiva
(DEsp 0 DLsg) que es la dosis que produce un 50% de la mortalidad en los

organismos de la poblacién (Throne 1995).

Para el calculo de la potencia relativa la formula es:

PR= DLso_del aislado de referencia o estandar x Potencia del estandar (1000)

DLso de la muestra
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Fase de laboratorio
6.1.1 Actividad biologica inicial de virus sin formular y virus recién formulado

en condiciones de laboratorio

Los resultados obtenidos en el bioensayo realizado con el virus sin formular en el
laboratorio muestra una DLsy de 2040 CIP/ul (Cuadro 1), siendo esta la maxima
actividad bioldgica del virus. Los registros previos de los valores de DLsp de la cepa
viral aislada de Spodoptera exigua son relativamente bajos, oscilando entre 50 a
300 CIP/ul (UNAN Leon, 1992-04), lo que indica que es una cepa muy patogénica
y virulenta. No obstante, el valor de la DLso de 2040 CIP/ul en el virus sin formular
result6 mucho mayor. Este es un indicativo de pérdida de patogenicidad o de
viabilidad del virus, ya que es una cepa que tiene 10 afos de estar
reproduciéndose en el laboratorio y las condiciones de almacenamiento pueden
afectar las propiedades del mismo. También podria indicar que la susceptibilidad

de las larvas a la cepa viral se ha modificado.

Al realizar el bioensayo con el virus formulado con caolin, inmediatamente
después de elaborarse (tiempo cero) y compararlo con el virus sin formular,
mostraron un grado de patogenicidad similar. Estos valores son un punto de
comparacion y son los que determinan si el virus formulado es mas o menos

patogénico que el virus sin formular (Alves 1986).

El valor de la DLsg del virus formulado fue de 2758 CIP/mg, al compararla con la DLsg
del virus sin formular se observa un incremento de 717 CIP/mg, lo que representa un

35% de incremento en la dosis necesaria para matar al 50 % de la poblacion,
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indicando que el proceso de la mezcla con caolin y su posterior secado ocasiona la
muerte de algunos viriones. Esto puede deberse al efecto del incremento de la
temperatura durante el proceso de molido ya que las particulas al triturarse en el
molino se calientan, o bien por la deshidratacion de la mezcla. Esto indica que seria
necesario incrementar la cantidad de virus en el momento de la formulacion para
mantener la misma efectividad del virus para el control de Spodoptera exigua en el

campo.

Estudios realizados usando diferentes formulaciones secas del virus AfMVPN
mostraron un resultado similar a este estudio, aumentando el valor de la CLgy en el

virus formulado, comparado con la CLsg del virus sin formular (Behle et al. 2003).

Otra explicacion a este hecho observado es que el caolin tiene la propiedad de
aglutinar las particulas virales en ciertas partes provocando una distribucion irregular
de los viriones, las unidades infecciosas del virus, por lo que al tomar una muestra
del virus formulado, los valores pueden ser mas altos 0 mas bajos que el virus sin

formular.

Cuadro 1. Dosis-Respuesta de larvas de Il instar de Spodoptera exigua sometidas a
los tratamientos de virus sin formular y virus formulado en el tiempo cero.
Laboratorio de Control Biolégico. UNAN-Ledn. 1999.

Mes Tratamiento DLsg Limites fiduciales (95%) , Pendiente
Inferior Superior X B
Sin formular 2040 997.53 4173.20 3.33 0.6033
0 Formulado 2758 1684.71 4515.17 8.65 1.0239

En el Cuadro 1 se muestran los valores de la prueba de X? de los bioensayos con
el virus sin formular y recién formulado, el valor fue de 3.33 y 8.65,
respectivamente. Este valor indica la bondad del ajuste de los datos observados a
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los esperados representados en la linea de regresién. El valor de la X* del
bioensayo del virus formulado, por lo tanto, presentan mas heterogeneidad en los
datos obtenidos, que el virus sin formular. Ibarra y Leon (1993) reportan que los
valores de X? deben ser menores o iguales a 5. Esta heterogeneidad en los datos
del virus formulado pueden deberse a las caracteristicas del caolin de agrupar
particulas virales, como se mencion0 anteriormente. También seria necesario
estudiar, para optimizar la formulacion de virus, varias concentraciones del
ingrediente inerte, en este caso el caolin, y su efecto en la variabilidad de la

actividad insecticida del virus.

Por otro lado, el valor de la pendiente indica la variabilidad de la poblacién a la
preparacion o la dosis, tipicamente se reportan valores menores de 2 en
bioensayos con patégenos de insectos y valores hasta de 20 en bioensayos con
insecticidas quimicos. Ibarra y Leon (1993) sugieren que cuando se obtienen
valores bajos es un indicativo de que debe estrecharse el rango de la dosis
probadas para distribuir mejor el efecto de la mortalidad y lo opuesto cuando el
valor de la pendiente es muy alto. En el bioensayo con el virus crudo el valor de la
pendiente fue de 0.60 indicando que a un cambio en la dosis incrementa la
mortalidad en 0.60, mientras que en el formulado la pendiente obtenida fue de
1.02, indicando también que el efecto en la mortalidad larval es mayor al

incrementar la dosis del virus formulado con respecto al virus sin formular.

Se observa ademas que el limite inferior, en ambos bioensayos, se desvia muy
poco del valor de la DLsp, no ocurre lo mismo con el limite superior, que se
incrementa con respecto al valor de la DLsp, estos limites amplios indican cierto
grado de heterogeneidad de los bioensayos. Al hacer la prueba de paralelismo se
observa que el limite fiducial inferior de la DLsp del virus formulado se traslapa con el

limite superior de la DLsg del virus sin formular, lo que indica que hay cierto grado de
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paralelismo (X? 11.72, p 0.001) por lo que se estima la potencia relativa entre el virus
crudo (patrén) y el virus recién formulado, obteniendo un valor de 0.625, esto indica

gue ambos formulaciones son igualmente potentes pues son menores que uno.

Probit
Probit
5
7

Sqrlineal = 0.977 Sqrlineal = 0.897

Sqrlineal = 0.977 0 Sqrlineal = 0.897

T
0.0 02 0‘4 06 08 00 02 04 0.6 08
Log de Dosis Log de Dosis

a) b)

Grafica 1. Linea dosis respuesta del virus crudo (a) y virus recién formulado (b) en
larvas de S. exigua. Laboratorio de Control Biolégico. UNAN-Leon. 1999.

Al analizar los datos de mortalidad producida en cada uno de los bioensayos, se
muestra en el Cuadro 2, que la mortalidad estaba en ambos bioensayos en relacion
directa con la dosis aplicada, o sea aumenta en la medida que la dosis aplicada se
incrementa, también cabe destacar que el control presentd una mortalidad en ambos
bioensayos menor que el 10 % lo que se considera permisible.
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Cuadro 2. Porcentaje de mortalidad de larvas de Il instar de S. exigua sometido a
diferentes dosis de virus crudo y el virus recién formulado.

Virus crudo Virus formulado
Dosis No Larvas % de No larvas | Larvas | % de
larvas muertas | mortalidad muertas | mortalidad
Control 136 8 5.88 147 6 4.08
72 126 23 18.25 148 20 13.51
217 146 41 28.08 147 20 13.6
435 120 55 45.8 149 28 18.79
870 125 55 44 148 52 35.13
1740 138 70 50.72 150 70 46.66

En el cuadro 3 se muestra el analisis de varianza realizado con el acumulado de

los porcentajes de mortalidad de las larvas sometidas a ambos tratamientos. Se

observa que no hay diferencia significativa (P>0.05), entre los tratamientos, por lo

gue se acepta la hipétesis nula de que el virus formulado y sin formular son

iguales.

Sin embargo, el virus sin formular produce un mayor porcentaje de

mortalidad que el virus formulado, lo que confirma los valores obtenidos en la

DLso.

Cuadro 3. Andlisis de varianza del porcentaje de larvas muertas de Spodoptera
exigua, sometidas a diferentes tratamientos virus sin formular y virus formulado,
bajo condiciones de laboratorio. Laboratorio de Control Bioldgico. UNAN-Ledn.

1999.

Fuente G.L SC CM F P
Tratamiento 1 886.7466 886.7466 3.0540 0.0896 ns
Error 34 9871.9966 290.3528

Total 35 10758.7432
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6.1.2 Determinacion de la actividad biologica del virus formulado en funcién
del periodo y temperatura de almacenamiento en larvas de Spodoptera

exigua.

El virus formulado con caolin fue mantenido durante 180 dias, bajo temperatura
ambiental promedio registrada en el laboratorio de 29.3°C y a una temperatura
promedio bajo refrigeracion de 12.2°C. Los valores de DLsy en cada uno de los
bioensayos realizados desde los 30 a los 180 dias después de elaborado el
formulado, para cada uno de los tratamientos varian como se observa en el
Cuadro 4y 6.

Cuadro 4. Viabilidad del VPN formulado en condiciones de laboratorio y
almacenado a temperatura ambiente, mostrando la efectividad biologica (DLsg) por
un periodo de 6 meses. Laboratorio de Control Biologico de la UNAN-Leo6n, 1999.

Duracion del Limites fiduciales
almacenamiento (95%) 2 Pendiente
. DLso X
(dias) . . (a)
Inferior Superior

30 1558.83 1080.41 2249.11 12.11 0.940
60 2327.02 1399.12 3870.32 4.85 0.886
90 1925.42 1279.40 2897.63 4.25 0.986
120 3445.87 1814.98 6542.23 0.72 0.826
150 1048.66 711.17 1546.30 3.20 0.727
180 1820.46 921.82 3595.16 5.80 0.538

El valor de la DLsy después de 30 dias de formulado resulté con un valor de
1558.83 CIP/mg, en larvas sometidas al virus formulado y mantenido a
temperatura ambiente, al compararlo con el virus recién formulado se observa que
el valor fue menor, lo que indica que aparentemente se mejora la actividad

biolégica pues se necesita menos virus para matar el 50% de la poblacién.
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Ademas se observa que, al pasar el tiempo, hay una variacion en los valores de la
DLso, mostrando el valor mas alto de 3445.87 CIP/mg a los 120 dias indicando una
pérdida de viabilidad del virus, pero disminuyendo hasta 1820 CIP /mg a los 180
dias. Esta variacion se puede explicar, por un lado, debido a que en cada
bioensayo se trabajo con larvas de progenies diferentes y obviamente estados
fisiologicos distintos en cada grupo de larvas aun a pesar de ser parte de la misma
progenie, ya que la temperatura ambiental varia y afecta la tasa de crecimiento de
los insectos (ectotermos) lo que también afecta los resultados, tal como sefiala
Hughes y Wood (1981), por otro lado, las variaciones también son debidas a las
propiedades del caolin de agrupar los viriones alrededor de sus particulas, como

lo explicamos anteriormente.

Ahora bien, a pesar de esta variacion, a los 180 dias el valor de la DLsg disminuyo
en 900 CIP/mg, lo que significa que todavia el virus mantiene una actividad
biolégica adecuada; sin embargo, es necesario adicionar algunos elementos
(aditivos) que le confieran méas estabilidad al formulado para que mantenga una

actividad biolégica adecuada y estable (Behle et al. 2003).

Steinhaus (1954) citado por Bahle et al. (2003) sefiala que el baculovirus después
de 15 aflos de almacenamiento mantiene su actividad bioldgica. Sin embargo,
otros autores han encontrado disminucion de la actividad biolégica del virus,
después de 9 6 6 afos de almacenamiento en refrigeracion y en suspension
acuosa. Se reporta también pérdida de actividad del virus formulado en seco
cuando es almacenado a temperatura ambiente y refrigeracion, manteniendo un
nivel de actividad insecticida, siendo mayor la pérdida en el virus almacenado a

temperaturas de 30°C.

Otros estudios realizados por Lasa et al. (2008) indican que los cuerpos de inclusion

del virus almacenado a 25°C se deterioran probablemente debido a la protedlisis
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durante el periodo inmediatamente después de formulado, antes que la proteasa se
haya degradado o inactivado, actividad enzimatica que es eliminada al almacenarse

en bajas temperaturas.

El valor de X? a los 30 dias de formulado el virus fue de 12.11, indicando una
heterogeneidad de los datos, los valores obtenidos después de los 60 a los 180
dias fueron entre 4.85 y 5.8, indican un buen ajuste entre los valores observados y
los esperados, siendo el valor mas bajo a los 120 dias, expresando una maxima

similitud entre los valores observados y la linea de regresion.

Con respecto a los valores de la pendiente todas fueron tipicamente bajas, con un
rango entre 0.538 a 0.98, indicando un rango estrecho de tolerancia al virus
formulado; por otro lado, la similaridad de las pendientes sugieren cambios
similares en la respuesta al incrementar la dosis en la poblacion de S. exigua,

independientemente del tiempo de formulacion del virus.

Cuadro 5. Ecuaciones de respuestas en cada bioensayo realizado con el virus
SeVPN formulado con caolin en larvas de Spodoptera exigua, y almacenado a
temperatura ambiente. Laboratorio de Control Biol6gico. UNAN-Le6n, 1999.

Dias Ecuacion
0 Y = 2.84925 + (0.62880 * X)
30 Y =2.02824 + (0.92939 * X)
60 Y =2.18300 + (0.83956 * X)
90 Y = 1.75614 + (0.98807 * X)
120 Y = 1.06086 + (1.17948 * X)
150 Y = 2.78986 + (0.73803 * X)
180 Y = 2.39500 + (0.85111 * X)

Donde: Y = b +mx; siendo “Y” la mortalidad, “b” el intercepto, “m” la pendiente y “X” la

dosis.
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El cuadro 5 muestra las ecuaciones de respuesta, mostrando el ajuste de cada
bioensayo, a partir de la cual se puede observar el ajuste de la linea de regresion

y calcular los valores de la DLso.

Al analizar los resultados obtenidos con el formulado almacenado en refrigeracion,
se observo también una variabilidad en las respuestas al transcurrir el tiempo en
los valores de la DLso, al igual que el formulado mantenido en condiciones

ambientales, como se observa en el cuadro 6.

Cuadro 6. Viabilidad del VPN formulado en condiciones de laboratorio y
almacenado en refrigeracion, mostrando la efectividad biolégica (DLsg), por un
periodo de 6 meses. Laboratorio de Control Biolégico de la UNAN-Leo6n, 1999.

Duracion del Limites fiduciales i

almacenamiento DLso (95%) X? Pendiente

(dias) Inferior Superior a
30 3701.68 1234.69 11097.86 12.64 * 0.4641
60 556.94 466.51 664.90 4.48 1.3726
90 2484.27 1534.43 4022.07 0.83 0.9589
120 611.08 492.94 757.54 3.79 1.0762
150 1151.86 799.71 1659.08 3.09 0.8209
180 847.03 656.12 1093.48 0.21 1.0614

A los 30 dias después de formulado el valor de la DLsp se increment6 a 3701.68
CIP/mg, indicando pérdida de actividad del virus. Sin embargo, este incremento
probablemente se debe a que la fraccion del formulado utilizado en este bioensayo
tenia menor cantidad de viriones agrupados a las particulas de caolin. Lo que se
confirma con el valor de la DLsp obtenido a los 60 dias, que fue un valor bajo de
556.9 CIP/mg indicando una buena viabilidad del virus y por tanto su efecto se
mantiene. Al finalizar el estudio a los 180 dias el virus conserva la viabilidad ya

gue el valor de la DLsp se mantiene en 847.03 CIP/mg.
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Al observar los valores de X obtenidos se observa que a los 30 dias, el valor fue
de 12.54, indicando una alta heterogeneidad en las respuestas de las larvas, lo
gue coincide con los limites fiduciales, que fueron muy amplios, lo que sugiere que
el estimado no fue muy preciso. Esto se confirma al analizar los demas valores de
X? que fueron bajos entre 0.21 y 4.48, lo que indica un buen ajuste de los datos a

la linea de regresion y por tanto los valores no son heterogéneos.

Al analizar la pendiente, se observa que todos los valores oscilan entre 1.37 y 0.46
indicando un rango estrecho de tolerancia al virus formulado y mantenido en
refrigeracion; por otro lado, la similaridad de las pendientes sugieren cambios
similares en la respuesta al incrementar la dosis en la poblacion de S. exigua,
independientemente del tiempo de formulacién del virus de la misma manera que

ocurre en el virus formulado y mantenido en temperatura ambiente.

En el cuadro 7 se muestras las ecuaciones de respuesta de cada bioensayo
realizado con el virus almacenado en refrigeracion, las cuales corresponden a una
linea recta y a partir de ella se puede calcular la respuesta posible a cualquier

dosis a la que se exponga la poblacion de Spodoptera exigua.

Cuadro 7. Ecuaciones para las respuestas en unidades probit de Spodoptera
exigua formulado con caolin, SeVPN, temperatura 12.3 °C. Laboratorio de Control
Biolégico, UNAN-Lebn, 1999.

Meses Ecuacion
0 Y =2.84925 + (0.62880 * X)
1 Y = 3.55773 + (0.40636 * X)
2 Y = 1.29482 + (1.35016 * X)
3 Y = 1.79193 + (0.94116 * X)
4 Y = 2.04305 + (1.06041 * X)
5 Y = 3.28033 + (0.52423 * X)
6 Y = 1.88324 + (1.05861 * X)
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Al comparar los resultados del virus almacenado a temperatura ambiente y
temperatura de refrigeracion, se observa que al mantener refrigerado el virus se
mantiene mas estable y las respuestas son mas homogéneas, como era de
esperarse. Sin embargo al analizar las mortalidades de las larvas sometidas al
virus mantenido en refrigeracion y ambiente las diferencias estadisticas no son

significativas (F=0.95; p= 0.05) como se observa en el cuadro 8y 9.

Es notorio también que, ademas de la fluctuacién, que es comin en ambos
formulados, los valores de la DLsg son menores, lo que indica una adecuada

conservacion de la viabilidad del virus.

Cuadro 8. Analisis de varianza de porcentajes de larvas muertas de Spodoptera
exigua; evaluando la viabilidad del virus formulado mantenido a T° ambiente.
Laboratorio de Control Biolégico. UNAN-Ledn, 1999.

Fuente G. L. SC CM F P
Tratamiento 5 1784.6686 356.9337 0.9558 | 0.4487 ns
Error 102 38092.7932 373.4588

Total 107 39877.4618

Cuadro 9. Andlisis de variana de porcentajes de larvas muertas de Spodoptera
exigua; evaluando la viabilidad del virus formulado mantenido en refrigeracion.
Laboratorio de Control Biolodgico. UNAN-Leo6n, 1999.

Fuente G. L. SC CM F P
Tratamiento 1 549410.5400 | 549410.5400 0.5051| 0.4909 ns
Error 12 13053081.78| 1087756.815

Total 13 13602492.32

Cabe destacar por tanto, que las propiedades que posee el caolin, primero de
aglutinar las particulas y en segundo lugar debido a que las particulas son
untuosas al tacto, por el Filosilicato de Aluminio que contiene, le permiten ser un

adherente protector. Considerando este hecho, nos induce a concluir que se debe
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realizar una buena homogenizacion de la mezcla del virus con el caolin antes de
proceder al secado ya que afectaria, segun el grado de agregacion, la respuesta

de mortalidad por virus de las larvas aplicadas con el formulado.

6.2 Determinacion de la efectividad del VPN formulado, controlando larvas

de Spodoptera exigua en el cultivo de cebolla

La dosis recomendada para la aplicacién de virus en el campo es de 213 LE/ha, lo
que equivale a 1.5 x 10* CIP/mg. Al realizar el control de calidad del formulado, se
obtuvo una concentracién de virus de 1.125 x 10™ CIP/mg en 75 g del producto
formulado, por lo que al hacer la relacion de la dosis de campo necesaria para
controlar las poblaciones de S. exigua, se recomienda usar la cantidad de 35.43 g

para aplicar una ha.

Para probar la efectividad del formulado en el campo, se tomd en cuenta la
densidad poblacional y el umbral de accién (una larva en 10 plantas). En el
Cuadro 8, se muestra la densidad de poblacién de las larvas de S. exigua en cada
tratamiento antes y después de la aplicacion y la mortalidad de las larvas
colectadas en el campo y evaluadas en el laboratorio. Como se observa se
encontré una poblacién de 59 y 30 larvas en el tratamiento virus sin formular y
virus formulado, respectivamente, estos valores indican que la poblacion

sobrepaso el umbral de accion, por lo que se aplicaron los tratamientos.
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Cuadro 10. Poblacién de larvas de Spodoptera exigua en el cultivo de cebolla,
antes y después de la aplicacion del virus sin formular y formulado, Sébaco-
Matagalpa, 1999.

Tratamiento Poblacion de larvas en campo Larvas colectadas en campo y
evaluadas en Laboratorio

Larvas | Larvas % de Larvas Larvas % de
vivas | muertas | mortalidad |vivas muertas |mortalidad

Virus sin 59 23 39 9 2 22

formular

Virus 30 19 63 14 4 29

formulado

Después de la aplicacion en el tratamiento donde se usé virus sin formular se
encontraron 23 larvas muertas, esto indica un 39 % de mortalidad de larvas
pequefias en el campo. Para el tratamiento virus formulado se encontraron 19
larvas muertas (63%). Esta mortalidad es adecuada para la regulacién de larvas
en el cultivo puesto que una de las ventajas de la aplicacién de virus es que los
cadaveres de las larvas muertas representan una fuente de inéculo para otras larvas
susceptibles presentes en un cultivo, ya que cuando el integumento de la larva se
rompen liberan una gran cantidad de poliedros (cuerpos de inclusion) al ambiente
(Hostetter, 1985 citado por Lobo de Souza; Lecuona, 1995 y Cruz, 2002), lo que
significa que no es necesario hacer muchas aplicaciones de virus en el cultivo. Por
otro lado, al avanzar el ciclo del cultivo, tanto el agua de lluvia, como las larvas
caidas al suelo transportan las particulas virales hasta el suelo. Ademas, Alves
(1986) citado por Rizo y Narvaez (2002) reporta que la dispersion del in6culo se da
por medio de factores abibticos como el viento, lluvia, riego y laboreo entre otros y
factores bidticos como parasitos, depredados adultos del hospedante, detritivoros y
aves. Por ello no fue necesario realizar una segunda aplicaciéon en el cultivo de la

cebolla.
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Sin embargo, cabe destacar que estas diferencias en la mortalidad del virus se
deben a que el caolin confiere cierta proteccion a las particulas virales de los
rayos UV (Ali, S y Sikorowski, P. 1986). Por otro lado, el agua de la zona de
Sébaco es alcalina y este es un factor que afecta la sobrevivencia del virus y por
tanto la pérdida de actividad de los virus y su efectividad en el campo, por ello los
valores bajos de control en S. exigua tal como lo sefialan Moscardi y Sosa-Gomez
(1996). Por esta razén se recomienda acidificar el agua antes de realizar una

aplicacion con virus.

Por tanto se concluye que a pesar de los valores relativamente bajos de
mortalidad al compararlo con otros estudios realizados con el virus en el cultivo de
cebolla que han ocasionado hasta un 85% de mortalidad (Narvaéz 1999)
representa una mortalidad sustantiva, que permite el uso de este producto en
condiciones de campo siempre y cuando se adicione un regulador del pH del

agua.
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VII.CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en este estudio se concluye lo siguiente:

El valor de la DLsy del virus sin formular fue de 2047/ul y el virus formulado
fue de 2758 CIP/mg, no mostrando diferencias estadisticas significativas entre

ambos.

La potencia relativa de los dos formulados fue de 0.625 indicando que ambos

son similares en su actividad biolégica.

La viabilidad en el tiempo del virus formulado y mantenido a temperatura
ambiente fue relativamente estable, mostrando fluctuaciones en los valores
de la DLsp, pero al finalizar los seis meses el virus se mantiene activo con una
DLso de 1820 CIP/mg.

La viabilidad en el tiempo del virus formulado y mantenido a temperatura de
refrigeracion fue mas estable que el virus mantenido a temperatura ambiente,
mostrando fluctuaciones en los valores de la DLso, pero al finalizar los seis

meses el virus se mantiene activo con una DLso de 847.03CIP/mg.
La efectividad del virus formulado aplicado en el cultivo de cebolla, resultd ser

satisfactoria con un promedio de larvas muertas de 63% por lo que funciona

como un bioinsecticidas controlador de Spodoptera exigua.
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VIIl. RECOMENDACIONES

Incrementar la dosis de virus usada para su formulacién con el fin de
disminuir el efecto de la pérdida de viabilidad del formulado durante el

proceso de secado y molido del mismo.

Homogenizar bien la mezcla del virus con el caolin antes del proceso de
secado para disminuir el efecto de aglutinacion, de manera que se tengan
resultados mas estables a lo largo del tiempo de almacenamiento del

formulado.

Estudiar diferentes concentraciones del ingrediente inerte caolin en el
formulado y otros aditivos para determinar el efecto en la variabilidad de la

actividad insecticida del virus.

Almacenar el virus formulado a temperaturas menores de 30°C para
obtener un resultado mas homogéneo al usarse para la regulacion de las

poblaciones de S. exigua en el cultivo de cebolla.

Antes de aplicar el virus en el campo se debe asegurar un pH del agua
menor o igual a siete para conferir una mayor sobrevivencia del virus en el

cultivo.

Continuar con las investigaciones sobre la formulacion de virus con caolin y

su viabilidad hasta por un periodo de 18 meses.
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X ANEXOS

Anexo 1. Hoja de registro para el virus formulado elaborado en el Laboratorio de
Control Biolégico de la UNAN — Ledn, 1999.

Fecha de mezcla Ingrediente inerte
Virus Peso de ing. Inerte
No. larva equivalente Proporcion de la mezcla
Peso de larvas (LE) Concentracion (CIP) mezcla
Concentracion (CIP/ml) Cantidad preparada
Sub- muestra Peso en gramos Concentraciéon CIP
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Anexo 2. Hoja de bioensayos realizado en el Laboratorio de Control Biologico de la
UNAN-Leon, 1999.

Fecha de elaboracién del formulado Fecha de traslado
Formulado Dosis

Sub — muestra Especie
Temperatura Estadio larval

Fecha de bioensayo Peso promedio larval

Fecha | No. Larvas | Virus | Hongos | Bacterias | Otros | Observacion
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Anexo 3. Hoja de registro para realizar recuento de plagas insectil en el cultivo de
cebolla, Sébaco-Matagalpa, 1999.

Lote Nombre Fecha
Tratamiento Repeticién
No. No. Larvas. %Dafo
Plantas Masas
Huevos Pequefias Grandes Viejo Reciente
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Anexo 4. Fotos que describen el proceso de preparacion y aplicacion de virus
formulado y sin formular en laboratorio y campo, UNAN-Le6n 1999.

a) Preparacion y montaje de bioensayo con VPN

‘Foto la. Preparacion de la camara de
Neubauer para el conteo de CIP.

Foto 2a. Conte de CIP en el microscopio
de contraste de fase.
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- . . ‘
Foto 3a. Preparacion de dosis de VPN Foto 4a. Proceso de contaminacion de
para el bioensayo. dietas para el bioensayo.

Foto 5a. Colocacion de larvas L, en los Foto 6a. Revision de larvas muertas por
microplatos para el bioensayo. virus en diferentes bioensayos.
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B) Proceso de elaboracion del formulado viral

Foto 1b. Maceracion de larvas Foto 2b. Filtrado de larvas previamente
muertas por VPN maceradas para preparar el formulado.

Foto 3b. Mezcla de la solucion viral Foto 4b. Proceso de secado del virus
con el caolin. formulado.
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Foto 5b. Proceso de molida del VPN Foto 6b. Virus formulado y mantenido a
formulado temperatura ambiente.

c) Ensayo de campo

A

Foto 1c. ApIiaC|éne virus formulado Foto 2c. Aplicacion de virus sin
en el cultivo de cebolla, Sébaco formular en el cultivo de cebolla,
Matagalpa. Sébaco Matagalpa.
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