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INTRODUCCION

1 maiz es el principal cereal y estd considerado como el tercer producto agricola

en importancia en todo el mundo (Luckmann & Metcalf, 1990). En Colombia
su cultivo ocupa las mayores extensiones —equivalentes a 547.290 hectdreas por afio
aproximadamente, con una produccién cercana a los 1,44 millones de toneladas al ano, la
cual se discrimina entre el maiz blanco y el maiz amarillo, el primero dedicado al consumo
humano y el segundo primordialmente al consumo animal, en forma directa o como
insumo para la fabricacién de alimentos balanceados, aunque también es empleado para
la elaboracién de harinas precocidas y para la industria cervecera, entre otras. En el pais
predomina el cultivo tradicional con el 75% del drea y un rendimiento promedio de 1,7
toneladas por hectarea, el cual se dedica en su mayoria al autoconsumo (Fenalce, 2010).

La produccién nacional de maiz en el afio 2007 fue de 1.661.292 toneladas y para
el afio 2008 de 1.614.757 toneladas, la cual se redujo un poco en el afio 2009 a pesar de
que la produccién interna no suplia los requerimientos nacionales, porque durante este
ano Colombia import6 240.206 toneladas de maiz blanco y 2.966.203 toneladas de maiz
amarillo (Fenalce, 2010).

A pesar del elevado potencial de productividad y utilidades del maiz este cereal es
afectado por diferentes problemas fitosanitarios, dentro de los que se destacan los insectos
plaga, que generan pérdidas considerables a los agricultores quienes no cuentan con
alternativas eficientes de manejo (Luckmann & Metcalf, 1990).

El gusano cogollero del maiz Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) es la plaga méds importante de este cultivo; las pérdidas que ocasiona son
cuantiosas, considerando que se encuentra ampliamente distribuido y reduce los
rendimientos hasta en un 35%. En el control quimico de la plaga a nivel mundial se gastan
aproximadamente 4,2 millones de délares en plaguicidas quimicos por ano, lo que incide
negativamente en los costos de produccién (Fernandez, 2002). Para reducir los efectos
nocivos de S. frugiperda se ha dependido del uso de insecticidas quimicos de amplio
espectro, muchos de ellos de categorias toxicoldgicas I y IT como fosforados, piretroides y
carbamatos, utilizando el doble o el triple de las dosis recomendadas (Garcia & del Pozo,
1999), sin considerarse el negativo impacto ambiental de dicha medida de control.

Asi, la creciente necesidad de reducir el uso y dependencia de agroquimicos para
el control fitosanitario de los cultivos hace imperioso desarrollar tecnologias que
permitan de forma fécil, econémica y efectiva obtener productos biolégicos a partir de
microorganismos, insectos o nematodos con alta calidad y en cantidades suficientes
para su aplicacién masiva en las zonas cultivadas y afectadas por la plaga (Ferrer, 2001).
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Por tales razones, el control bioldgico mediante el uso de virus entomopatégenos como
componentes de una estrategia de manejo integrado de plagas se acerca mas a una solucién
duradera y efectiva, ya que brinda proteccion al medio ambiente por causar un menor
impacto sobre insectos benéficos y vertebrados, incluyendo al hombre.

La familia Baculoviridae es la mds numerosa y ampliamente estudiada de todos los
grupos de virus patdgenos de insectos, los cuales han sido exitosamente utilizados para el
control de insectos de importancia agricola (Moscardi, 1999).

Segtin la forma y estructura de los cuerpos de inclusién (CI) se clasifican en
nucleopoliedrovirus (NPV) y granulovirus (GV). Los NPV se caracterizan por su forma
poliedral y por tener multiples viriones por cuerpo de inclusion (CI), que a su vez pueden tener
una o varias nucleocépsides, por lo que se clasifican en SNPV (simples) o MNPV (multiples)
(Caballero et al., 2001). Estos virus se replican en el ntcleo de las células de varios tejidos
(poliorganotrépicos), incluida la epidermis de las larvas infectadas, en donde se producen
millones de particulas virales que son diseminadas al ambiente después de la muerte del
insecto. Por su parte, los GV se caracterizan por su forma granular y por tener viriones de tipo
simple, los cuales estdn incluidos individualmente en los CI y su patologia es muy similar a la
ocasionada por los NPV de acuerdo con el tipo de aislamiento (Possee et al., 2010).

Ademas, estos virus tienen una molécula de ADN circular superenrollado envuelto
por proteinas compuestas de subunidades denominadas capsémeros, que forman una capa
denominada cdpside. Una o més nucleocépsides estin envueltas por una membrana que
normalmente estd constituida de material celular del hospedero. El conjunto compuesto
por la envoltura y la nucleocdpside se conoce como viridn, y es la unidad infectiva del
virus. Los viriones tienen forma baciliforme y estdn envueltos en una matriz protéica; a
todo este conjunto se le conoce como cuerpo de inclusién (Caballero y Williams, 2008).

Los baculovirus se dividen en cuatro grupos filogenéticos: los Alphabaculovirus o
NPV que infectan insectos del orden Lepidoptera, los Betabaculovirus o GV que infectan
insectos del orden Lepidoptera, los Gammabaculovirus o NPV que infectan insectos
del orden Hymenoptera y los Deltabaculovirus o0 NPV que infectan insectos del orden
Diptera (Rohrmann 2008); estos virus contaminan a los insectos por via oral.

Después de la ingestion, los cuerpos de inclusién que contienen los virones se
disuelven en condiciones alcalinas (pH > 7,5) del intestino medio y liberan los viriones.
Los viriones infectan a las células epiteliales del intestino y posteriormente otros tejidos
susceptibles del hospedero, donde el virus continta su reproduccién y multiplicacién
(Figura 1). Los tejidos del cuerpo graso, epidermis del intestino, hemocitos, tréqueas y
glandulas de seda, también son afectados. Las larvas infectadas se tornan lentas en sus
movimientos, dejan de alimentarse y se paralizan. Cuando la enfermedad viral muestra
sus efectos se pueden observar las larvas en las partes superiores de las plantas pendiendo
con la parte cefélica hacia abajo y adheridas de las pseudopatas anales, el integumento se
vuelve blando y de color pardo o negro, y los tejidos internos se licuan, quedando la larva
como una bolsa liquida (Ibarra y Del Rincén, 1998).

Actualmente en varios paises se estdn utilizando virus de la poliedrosis para el control
de diferentes plagas de importancia agricola, como Spodoptera sp. Tal es el caso de Brasil,
en donde se emplea un virus de Anticarsia gemmatalis para el control de este insecto en
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Figura 1. Mecanismo de infeccién de los baculovirus.
(http://www.microbiologybytes.com/virology/kalmakoff/baculo/baculo.html)

cultivos de soya, tanto asi que el virus se aplica en aproximadamente 1,5 millones de
hectareas (Rohrmann 2008). Asimismo, en dicho pais se utilizan aislamientos nativos del
virus de la poliedrosis nuclear (NPV) con alta actividad biocontroladora de Spodoptera
frugiperda, obteniendo mortalidades del insecto entre el 89%y el 90% en campo (Valicente
y Da Costa, 1995). Otro ejemplo esté en Tanzania, donde se aplicaron 150 hectareas con
un bioplaguicida a base de nucleopoliedrovirus para el control de Spodoptera exigua con
resultados promisorios durante el afio 2000 (Gryzwacz, 2005). Sin embargo, a pesar
del uso masivo de estos virus en el mundo, Colombia no cuenta con ningtin bioinsumo
registrado a base de este virus para el control de S. frugiperda (ICA, 2011).

La efectividad y alto potencial de los baculovirus para el control de diferentes insectos plaga
han sido demostrados en muchos trabajos (Valicente y Da Costa, 1995; Batista et al., 2001;
Guimaries ef al., 2005; Gryzwacz, 2005; Espinel et al., 2010, Barreto et al.,, 2005). No obstante,
y pese a que estos virus son una herramienta eficiente para el control de diferentes insectos
plaga, su evaluacion a nivel de condiciones de campo ha presentado resultados inconsistentes
(Mascarenhas et al,, 1996), posiblemente por el efecto deletéreo de condiciones ambientales
como la temperatura y la radiacién solar sobre las particulas virales (Ignoffo et al., 1977) asi
como el escaso desarrollo en las tecnologias de formulacién de muchos productos.

La inactivacién causada por la radiacién solar bajo condiciones de campo, la baja
estabilidad en almacenamiento y los problemas para escalar la produccién, son los
principales problemas que limitan el uso masivo de estos agentes de biocontrol (Villamizar
et al., 2009).
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CAPITULO 1.

Reconocimiento de aislamientos nativos
del nucleopoliedrovirus de
Spodoptera frugiperda en Colombia

JULIANA GOMEZ cPh.D., GLORIA BARRERA cPh.D,,
JUDITH GUEVARA cPh.D., LAURA VILLAMIZAR Ph.D.

INTRODUCCION

En la busqueda de alternativas para la implementacién de programas de manejo
integrado de plagas, los entomopatdgenos y especialmente el grupo de los baculovirus,
juegan un rol importante. En este sentido, un requisito fundamental es aislar las cepas
patégenas candidatas con miras a seleccionar la mds promisoria. En referencia a los
nucleopoliedrovirus, estd comprobado que su actividad insecticida varia dependiendo de
su ubicacién geografica, sus caracteristicas genéticas y el hospedero del cual fue aislado,
entre otros (Lobo de Souza y Lecuona, 1996).

El nucleopoliedrovirus de S. frugiperda (SfMNPV) ha sido aislado de poblaciones
del insecto a lo largo del continente americano (Loh et al,, 1982; Shapiro et al., 1991;
Berretta et al., 1998; Escribano et al., 1999) y varios de estos virus han demostrando
un alto potencial para ser usados como bioplaguicidas en programas de control del
gusano cogollero (Williams et al, 1999; Armenta et al,, 2003). En Brasil se evaluaron
aislamientos de NPV para el control tanto de S. frugiperda como de Spodoptera exigua y
se obtuvieron mortalidades de las dos especies del insecto, significativamente superiores
que las obtenidas con los productos quimicos (Guimaries et al., 2003). Igualmente, se han
adelantado trabajos en el desarrollo de formulaciones, como lo hizo Embrapa (Empresa
Brasilera de Investigacion Agropecuaria), que desarrollé un producto formulado como
un polvo mojable a base de un aislamiento de este virus y estandarizé un sistema de
produccién a escala (Valicente y Da Costa, 1995).

En cuanto a productos registrados en el mundo, la Agencia de Proteccion Ambiental
de los Estados Unidos (EPA) reporta actualmente cinco nucleopoliedrovirus para su
venta como bioplaguicidas, de los cuales ninguno se recomienda para el control de S.
frugiperda (EPA, 2010).
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En Colombia, el Laboratorio de Control Bioldgico del Centro de Biotecnologia y
Bioindustria (CBB) de Corpoicano contaba con aislamientos nativos del virus, pero realizé
algunos trabajos evaluando aislamientos fordneos de SENPV alcanzando mortalidades de
larvas de S. frugiperda superiores al 90% bajo condiciones de laboratorio (Villamizar et
al., 2009), lo que motivé la idea de buscar aislamientos colombianos que pudieran estar
mejor adaptados a las condiciones agrocliméticas del pais.

MATERIALES Y METODOS

Cria del insecto

Los insectos utilizados para la presente investigacion fueron obtenidos a partir de la
cria de S. frugiperda ubicada en el Centro de Biotecnologia y Bioindustria de Corpoica
(Mosquera, Cundinamarca) y establecida a partir de larvas colectadas en cultivos de maiz
en el municipio de El Espinal (Tolima). Los insectos se mantuvieron en un cuarto a 26
£ 2°Cy 60% de humedad relativa, con un fotoperiodo de 12 horas. Las larvas fueron
manejadas de manera individual en recipientes plasticos de 25 mL, que contenian 15 mL
de dieta artificial (Gémez et al., 2010).

Colecta de larvas

La busqueda de aislamientos de
NPV se realizé durante el ano 2008
en los departamentos de Cérdoba,
Tolima y Meta (Colombia) (Figu-
ra 2). En dichos departamentos se

seleccionaron fincas con cultivos
de maiz, sorgo, algodén y otros en
los que se hubiera detectado la pre-
sencia de la plaga. En cada cultivo
se observaron las plantas, las hojas
y los cogollos en busca de las larvas
de S. frugiperda, las cuales se ubica-
ron individualmente en vasos con
dieta artificial. Las larvas muertas
0 que presentaban alglin sintoma
de infeccion viral se recogieron in-
dividualmente en tubos Eppendorf
con 1 mL de solucién salina estéril
(Gémez et al., 2010).

Las muestras se transportaron
al Laboratorio de Control Biol6gi- Figura 2. Departamentos de Colombia donde se realiza-
co de Corpoica para su andlisis y se  ron los muestreos de larvas de S. frugiperda para btisque-
mantuvieron en cuarentena en un da de aislamientos nativos de nucleopoliedrovirus.
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cuarto de bioensayos con las condiciones de temperatura y humedad mencionadas ante-
riormente. Los vasos con dieta y con los insectos se rotularon con los datos de los sitios de
recoleccién (Gémez et al., 2010).

Biisqueda de virus en las larvas colectadas

Las larvas se mantuvieron en cuarentena y se revisaron diariamente registrando todo
cambio en su comportamiento o caracteristicas morfoldgicas. Cada larva muerta o con
sintoma de infeccién viral se macer6 en solucién salina yla suspensioén obtenida se observoé
en el microscopio éptico (400x) parala busqueda de los cuerpos de inclusién del virus, los
cuales tienen una forma poliédrica caracteristica (Gomez et al., 2010).

Las muestras que presentaron posibles cuerpos de inclusién o sintomatologia de
infeccién viral se utilizaron para reproducir los sintomas de la enfermedad. Para ello se
tomaron 100 pL de la muestra y se mezclaron con 100 uL de una solucién que contenia
sacarosa al 4% y un colorante azul de alimentos Tuska® al 1%. Dicha suspensién fue
suministrada por via oral a un grupo de larvas de S. frugiperda de segundo estadio que
sometido previamente a 24 horas de ayuno, empleando el método de la gota descrito por
Hughes y Wood (1981).

Las larvas inoculadas fueron ubicadas individualmente en vasos con dieta artificial e
incubadas en un cuarto de bioensayos a 26 + 2 °C. A partir del quinto dia de incubacién se
realiz6 una revision diaria y se separaron aquellas larvas que presentaron sintomatologia
tipica de la infeccién viral (coloracién blanca lechosa a café clara, pérdida de turgencia
y fragilidad del tegumento). Los aislamientos de nucleopoliedrovirus recuperados y
multiplicados en las larvas de S. frugiperda se conservaron en solucion salina estéril a -70
°C y fueron ingresados al Banco de Germoplasma de Microorganismos con Interés en
Control Biolégico de Corpoica (Gémez et al., 2010).

Produccion y purificacion viral

La produccién de los virus a ser empleados en los bioensayos se realizé mediante la inoculacién
de larvas de S. frugiperda de tercer estadio, con suspensiones de cada uno de los aislamientos,
empleando la misma metodologfa descrita anteriormente (Gomez et al., 2010).

Para la purificacién viral se empleé el método descrito por Valicente et al. (1989)
modificado. Las larvas infectadas de cada aislamiento fueron homogeneizadas en
un mortero estéril de porcelana con solucién de sodio-dodecil-sulféxido (SDS) al
0,1% estéril y posteriormente se filtraron por tres capas de velo suizo para retirar el
tejido del insecto. El liquido se centrifugé a 1.000 rpm durante 1 minuto y se recogid
el sobrenadante, el cual se centrifugé a 15.000 rpm por 30 minutos. El sedimento
obtenido se resuspendi6 en 1 mL de tampén Tris HC1 0,1 M pH 6,0 y se ubicé sobre
un gradiente de sacarosa del 40% y 60%. Luego se centrifugé a 15.000 rpm durante
30 minutos, se retiré la banda correspondiente al virus y se realizaron dos lavados con
el mismo tampodn. La suspension purificada obtenida se guardé en congelacion a -20
°C (Gémez et al., 2010).
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Estudio de la diversidad genética de los aislamientos

Con el propésito de determinar la diversidad genética de los aislamientos de NPV en
Colombia se realizé un andlisis mediante perfiles de restriccién (REN). Para tal fin, se
tomaron las muestras de los aislamientos de NPV nativos encontrados en el departamento
de Cérdoba (por ser el departamento en el que se encontrd la mayor cantidad de larvas
de S. frugiperda infectadas) y se realizé su purificacién ajustando a una concentracién de
1x10° CI/mL. A 100 pL de suspension viral se le adicionaron 100 yL de carbonato de
sodio (0,5 M), SO uL de SDS (10%) y 250 pL de agua ultrapura. Las muestras se incubaron
a 60 °C por 10 minutos. Posteriormente, se centrifugaron a 5.000 rpm por S minutos y el
sobrenadante fue digerido con SO pL de proteinasa K (10 mg/mL) a 50 °C por una hora.
Para la extraccién del ADN se realizaron dos pases por fenol equilibrado y un pase con
cloroformo, utilizando centrifugaciones intermedias a 13.000 rpm. La precipitacién del
ADN se realiz con etanol absoluto frio y acetato de sodio 3 M. EIADN fue resuspendido
en tampén TE (0,1%).

Para la comparacién de los aislamientos se realizaron digestiones de ADN utilizando
las enzimas de restriccion Pstl, HindIIl, BamHI, Ndel, Bglll, Smal, Kpnl. Una muestra de
2 ug de ADN viral se mezclé con 10 U de cada una de las enzimas por 6 a 12 horas a
37 °C. Las reacciones de digestion se detuvieron con 4 pl de solucién tampén (azul de
bromofenol 0,25% w/v, sacarosa 40% w/v) y se cargaron en geles de agarosa al 1% en
tampén TAE (0,04 M Tris-acetato; 0,001 M EDTA; pH 8,0). Los fragmentos de ADN
se separaron a 20 V por 10 a 24 horas. El ADN se visualiz6 bajo luz UV por tincién con
bromuro de etidio (Chemi-Doc, BioRad, California, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

En total se realizaron cinco muestreos de larvas de S. frugiperda para la bisqueda de
aislamientos nativos de nucleopoliedrovirus en los departamentos de Cérdoba, Meta
y Tolima (Colombia) durante los meses de enero a octubre de 2008. Se recolectaron
en total 2.140 larvas en los tres departamentos a partir de diferentes cultivos (Tabla 1)
(Gémez et al., 2010).

Tabla 1. Numero total de larvas colectadas en cada departamento
y ndmero de larvas segtin su causa de mortalidad (Gémez et al., 2010).

Larvas muertas

Larvas Hongos y Nucleo- Infeccion mixta
Depto. sanas | parasitoides |poliedrovirus (NPV) (NPV'y GV) Total

CORDOBA 38 (Cultivo: Pastos)| 15 (Cultivo: Pastos) | 9 (Cultivo: Pastos)
TOLIMA 401 12 1 (Cultivo: Mafz) 0 0 414
META 758 315 4 (Cultivo: Sorgo) 0 0 1.077
TOTAL 1.714 359 43 15 9 2.140
&)
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Las larvas que murieron durante la cuarentena se analizaron mediante microscopia de
luz, encontrando 43 muestras (2%) con cuerpos de inclusién poliédricos caracteristicos
de los NPV (Figura 3). El departamento con mayor incidencia viral fue Cérdoba con 38
muestras positivas, seguido de Meta con cuatro y por ultimo Tolima donde se encontrd
una sola muestra positiva. Sin embargo, las larvas se colectaron en el mismo sitio de
muestreo en cada departamento, razén por la cual se selecciond una sola muestra de cada
sitio y se considerd como un aislamiento viral (Gémez et al., 2010).

En total se aislaron tres nucleopoliedrovirus de S. frugiperda en Colombia, lo
que corresponde a un 0,14% de ocurrencia de este entomopatdgeno. Resultados
similares fueron encontrados en Brasil, en donde se realizd6 un muestreo de larvas de
S. frugiperda para la busqueda de diferentes enemigos naturales del insecto y a partir
de 14.000 larvas recolectadas se encontraron 21 aislamientos de nucleopoliedrovirus
(0,15% de ocurrencia) (Valicente, 1989; Valicente y Barreto, 1999), lo cual sugiere
que probablemente en poblaciones de campo del insecto en Colombia y Brasil hay una
incidencia de nucleopoliedrovirus promedio de 0,14% (Gdémez et al., 2010).

Los tres aislamientos encontrados fueron codificados como NPV003 (Cérdoba),
NPV009 (Meta) y NPVO011 (Tolima) (Figura 3).

NPV003 CORDOBA NPV009 META NPVO11 TOLIMA

Figura 3. Cuerpos de inclusion de los aislamientos nativos de nucleopoliedrovirus de S. frugiperda
detectados en la hemolinfa de larvas infectadas por microscopia de luz (400X) (Gémez et al,
2010).

Los sintomas caracteristicos de las larvas infectadas por NPV fueron: pérdida
de apetito y movilidad, cambio en la coloracién desde blanco hasta café, fragilidad y
ruptura del tegumento (Figura 4), sintomas descritos para este tipo de virus (Caballero
et al., 2001; Vasquez et al., 2002). No obstante, dicha sintomatologia solo fue evidente
en las larvas mantenidas bajo condiciones de laboratorio, ya que en campo unicamente
una larva colectada en el departamento de Cérdoba presentd sintomatologia tipica de
infeccién (Gémez et al., 2010). Esta dificultad para encontrar larvas sintomdticas en
campo fue mencionada por Laarif et al. (2003), quienes estudiaron la epidemiologia
de un baculovirus de P. operculella en Tanez concluyendo que los sintomas de infeccion
exhibidos en campo son dificiles de encontrar y algunas larvas infectadas pueden ser
completamente asintomaticas.

Desarrollo de un bioplaguicida a base de Nucleopoliedrovirus para el control
del gusano cogollero del maiz Spodoptera frugiperda




Figura 4. Sintomatologia y progreso de la infeccién por nucleopoliedrovirus
en larvas de S. frugiperda.

Por otra parte, y aunque no era el propdsito del muestreo, en el departamento de
Cérdoba se encontraron larvas afectadas por un virus del género granulovirus (Tabla 1),
lo cual se evidencié por la presencia de un color blanco lechoso y flacidez sin ruptura
del tegumento. Al observar la hemolinfa en microscopio de luz se observaron pequenas
particulas con movimiento browniano que fueron confirmadas como granulovirus al
observarlas en mediante microscopia electronica de transmisién (Figura S). En total se
hallé una incidencia de este agente viral de 0,04% (Gémez et al.,, 2010).

¢ @

Figura S. Micrografia de transmision de los granulovirus
encontrados en las muestras de S. frugiperda.

Adicionalmente, de las 24 larvas que presentaron infeccién por granulovirus nueve
de ellas presentaron también infecciéon con nucleopoliedrovirus, lo que sugiere una
coinfeccién de estas muestras con los dos agentes virales (Tabla 1) (Gémez et al., 2010).
La presencia de dos especies virales puede resultar en cambios en el desarrollo normal
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de la enfermedad, en algunos casos aumenta la mortalidad (efecto aditivo o sinérgico)
y en otros se reduce (inhibicién virus-virus) (Hackett et al., 2000). El efecto sinérgico
normalmente se debe a la expresion por parte del GV de una proteina de la familia de las
metaloproteasas denominada ‘enhancin) que aumenta la permeabilidad de la membrana
peritrofica del insecto facilitando la entrada de los viriones en las células intestinales
(Hoover et al., 2010; Peng et al., 1999).

Por ultimo, con respecto al anélisis de la diversidad, los perfiles REN demostraron
la existencia de cuatro perfiles con diferencias en el numero y el tamafo de las bandas
generadas a partir de los 38 aislamientos evaluados (Figura 6).

Pstl Hindl BamHI Ndel
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
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Figura 6. Perfiles de restriccion con las enzimas Pstl, HindI1l, BamHI'y Ndel
de cuatro aislamientos colombianos de NPV de S. frugiperda. En el primer
carril se muestra el marcador de peso molecular.

Los carriles 1 y 2 correspondieron al SENPV, el cual se encontraba mezclado con
el granulovirus, como se mencioné anteriormente, mientras que los carriles 3 y 4
correspondieron al SENPV puro.

Las frecuencias de cada perfil fueron las siguientes: Perfil 1: 5,4%; Perfil 2: 2,7%; Perfil
3: 5,4%; Perfil 4: 86%. Esto indica que de las 38 muestras positivas para NPV colectadas
en Cérdoba 35 mostraron un perfil REN idéntico con las seis enzimas evaluadas (Perfil
4), sugiriendo que los 35 aislamientos son la misma cepa viral y demostrando que los
virus aislados en un mismo sitio geografico presentan una baja diversidad genética. Las
diferencias con el otro perfil puro encontrado (Perfil 3) fueron muy pocas, lo cual es
comun entre estos aislamientos virales debido a mutaciones puntuales y deleciones e
inserciones pequenias (Chen ef al., 2002; Zhang et al., 2005).
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CONCLUSION

Se encontraron tres aislamientos nativos de nucleopoliedrovirus de S. frugiperda en
Colombia y un aislamiento de granulovirus. Los SENPV encontrados mostraron forma
poliédrica caracteristica y causaron infeccién sobre larvas de S. frugiperda. Dichos
aislamientos representan la base para el desarrollo de un bioplaguicida para el control de
esta plaga.
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CAPITULO 2.

Caracterizacion morfologica, genética y biologica
de tres aislamientos colombianos de
nucleopoliedrovirus de Spodoptera frugiperda

GLORIA BARRERA cPh.D., OTHANE SIMON Ph.D., PRIMITIVO CABALLERO Ph.D,,
PAOLA CUARTAS cPh.D., JULIANA GOMEZ cPh.D., LAURA VILLAMIZAR Ph.D.

INTRODUCCION

El nucleopoliedrovirus multiple de S. frugiperda (SEMNPV) se ha encontrado en
poblaciones de este insecto a nivel mundial (Berretta et al., 1998; Escribano et al., 1999).
Algunos de los aislamientos se han evaluado en condiciones de campo como potenciales
agentes bioplaguicidas para el control de S. frugiperda (Moscardi, 1999; Williams et al.,
1999; Cisneros et al., 2002; Armenta et al., 2003) con niveles significativos de mortalidad
en larvas del insecto en cultivos de maiz (Williams et al., 1999; Armenta et al.,, 2003).
Son diversos los estudios que describen el genoma y la actividad bioldgica de diferentes
aislamientos de SEMNPV; tres de ellos presentan la secuencia completa de sus genomas
(Harrison et al., 2008; Simon et al., 2011; Wolff et al., 2008). Parte de la caracterizacién
genética incluye perfiles obtenidos con enzimas de restriccién (REN), ampliamente
utilizados para la caracterizacion de baculovirus. Este tipo de trabajos demuestran que
los aislamientos pueden ser variantes de un mismo virus, con diferencias menores en su
genoma y sus caracteristicas bioldgicas.

En la busqueda de nuevos aislamientos virales para el desarrollo de bioplaguicidas
se han comparado aislamientos de SETMNPV provenientes de regiones geogréficamente
distantes (Estados Unidos, Nicaragua y Argentina). La caracterizacién de estos
aislamientos se realiz6 mediante comparacién de sus perfiles REN y de su actividad
biolégica (Escribano et al., 1999). Lo anterior permitié seleccionar el aislamiento de
SfMNPV de Nicaragua (SfNIC) para el desarrollo de una formulacién de bioplaguicida
para el control de la plaga en México (Williams et al., 1999).

La estructura genética de la poblacién viral y la organizacién genémica de SENIC han
sido ampliamente estudiadas; es asi que, el mapa fisico genético basado en perfiles REN se
encuentra publicado y su genoma estd completamente secuenciado (Simon et al., 2005a;
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Simén et al,, 2011). Mediante ensayos de clonacién en placa, se han purificado nueve
genotipos a partir de SNIC, los cuales poseen diferencias genéticas observables por sus
perfiles REN, que se traducen en diferencias en la patogenicidad y la virulencia (Simén et
al., 2004). La diversidad genética de cada clon se localizé en una tinica region del genoma,
la que incluye 3 fragmentos obtenidos por la digestion con la enzima Pst] (PstI-F, Pst] -L y
PstI-K) (Simén et al., 2004; Simén et al., 2005b).

A pesar de la amplia caracterizacion de aislamientos de STMNPYV, este es el primer
informe acerca de una caracterizacion similar en aislamientos colombianos de S MNPV
para el control de S. frugiperda en el pais. El objetivo de este trabajo fue seleccionar un
aislamiento de SfMNPYV para ser utilizado en el control de S. frugiperda en Colombia.
Para el logro de dicho objetivo, se estudi6 la diversidad natural de tres aislamientos de
SfMNPV mediante la caracterizacién molecular y bioldgica, y la comparacién con un
aislamiento de SSMNPYV de Nicaragua caracterizado previamente.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron tres aislamientos virales de SfNPV obtenidos en tres departamentos de
Colombia: Cérdoba, Tolima y Meta (NPV003, NPV009 y NPV011, respectivamente), y
un aislamiento de SSMNPV de Nicaragua, suministrado por el Dr. Primitivo Caballero de
la Universidad Pdblica de Navarra.

Para la propagacion viral, la superficie de la dieta artificial dispensada en recipientes
plésticos de 2 onzas fue inoculada con 100 microlitros de cada suspension viral. En
cada recipiente se ubic6 una larva de tercer estadio de S. frugiperda, sometida a ayuno.
Los recipientes pldsticos con las larvas inoculadas fueron mantenidos en un cuarto de
incubacién a 25 °C £ 2 °C. A partir del quinto dia se revisaron las larvas y aquellas que
presentaron la sintomatologfa tipica de infeccién (tegumento fragil, coloracién parda y
pocamovilidad) fueronrecolectadasyalmacenadas en congeladora-20°C. Posteriormente
se purificaron los cuerpos de inclusién, de la manera anteriormente mencionada.

Caracterizacion fisica y morfoldgica

El tamano de los cuerpos de inclusion virales se determiné mediante microscopia
6ptica, midiendo el didmetro de 200 particulas utilizando el programa NIS-elements
(Nikon). Para la observacién de los poliedros por microscopia electrénica se mezclaron
100 pl de una suspension viral con un igual volumen de fijador (4% formaldehido y 1%
glutaraldehido en 0,1 M de tampén fosfato, pH 7,4). Para microscopia electrénica de
transmision se realizé una fijacion adicional con tetraéxido de osmio (OsO4) al 1% en
tampon fosfato 0,1 M. Las muestras se deshidrataron parcialmente con etanol al 70% y
se infiltraron con resina hidrofilica (LR White). Se realizaron cortes ultrafinos (40-60
nm), los cuales se contrastaron con uranil acetato y citrato de plomo. Las muestras se
observaron en un microscopio Philips CM10. Para la microscopia electrénica de barrido,
después de la fijacion, las muestras fueron parcialmente deshidratadas y recubiertas con
oro para su observacion bajo un microscopio Phillips 510.
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Caracterizacion molecular

Extraccién de ADN

Para el desarrollo de la caracterizacién molecular se tomaron muestras de los tres
aislamientos de NPV nativos purificados (NPV003, NPV009 y NPV011), con una
concentracion ajustada a 1x10° CI/mL. A 100 puL de suspension viral se le adicionaron
100 pL de carbonato de sodio (0,5 M), SO pL de SDS (10%) y 250 pL de agua ultrapura.
Las muestras se incubaron a 60 °C por 10 minutos. Posteriormente, se centrifugaron a
5.000 rpm por S minutos y el sobrenadante fue digerido con 50 pL de proteinasa K (10
mg/mL) a 50 °C por una hora. Para la extraccion del ADN se realizaron dos pases con
fenol equilibrado y un pase con cloroformo, utilizando centrifugaciones intermedias a
13.000 rpm. La precipitaciéon del ADN se realizé con etanol absoluto frio y acetato de
sodio 3 M. El ADN fue resuspendido en tampén TE (0,1%) (Barrera et al., 2011).

Andlisis de perfiles de restriccién

Los ADN gendmicos de tres aislamientos colombianos (NPV003, NPV009 y NPVO011) se
compararon con un aislamiento de NPV de S. frugiperda de Nicaragua (SfNIC), mediante
perfiles de restriccion. Para la comparacion de los aislamientos se realizaron digestiones
de ADN utilizando las enzimas de restriccion Pstl, BamHI, BgIIL, Smal, HindIII y EcoRI.
Una muestra de 2 pg de ADN viral se mezcld con 10 U de cada una de las enzimas por 6 a
12 horas a 37 °C. Las reacciones de digestion se detuvieron con 4 pl de solucién tampén
(azul de bromofenol 0,25% w/v, sacarosa 40% w/v) y se cargaron en geles de agarosa al 1%
en tampoén TAE (0,04 M Tris-acetato; 0,001 M EDTA; pH 8,0). Los fragmentos de ADN
se separaron a 20 V por 10 a 24 horas. El ADN se visualizé bajo luz UV por tincién con
bromuro de etidio (Chemi-Doc, BioRad, California, USA) (Barrera et al. 2011).

Clonaje y secuenciacion de fragmentos PstI

Dos fragmentos obtenidos por la digestion con Pstl, caracteristicos de los aislamientos
SfNPV colombianos, fueron clonados y secuenciados. Las bandas PstI-K (4,8 kb) y
PstI-M (3,5 kb) se obtuvieron del aislamiento NPV003, el cual fue seleccionado como
representativo de los aislamientos colombianos. Después de la digestion del ADN
genémico con la enzima Pst] los fragmentos se clonaron en el pldsmido pUC19, utilizando
un protocolo de ligacién en agarosa de bajo punto de fusién. La reaccién de ligacién se
incub6 a 16 °C por 12 horas y se utilizé para transformar células quimiocompetentes
de Escherichia coli (One Shot Invitrogen). Las bacterias se crecieron en agar LB (Luria
Bertani) con ampicilina (100 mg/mL) y X-gal (40 pg/mL). Las colonias blancas se
multiplicaron en medio liquido LB con ampicilina a 37 °C. El ADN plasmidico se extrajo
por lisis alcalina y se realizé la digestion con PstI para confirmar la identidad de los insertos
clonados (Barrera et al., 2011).

Los fragmentos se secuenciaron completamente mediante el método de “primer
walking”. La secuencia se analiz6 para la presencia de marcos abiertos de lectura (ORF)
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con el programa Open Reading Frame Finder del National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Todos los ORFs encontrados se compararon con bases de datos
de GenBank/EMBL, SWISS PROT y PIR para la busqueda de homologias mediante el
programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de NCBI (Barrera et al., 2011).

Caracterizacion biologica

La patogenicidad de tres aislamientos colombianos de NPV de S. frugiperda (NPV003,
NPV009 y NPVO011) y de SfNIC se determiné calculando la concentracién letal media
(CL,,) mediante bioensayos con larvas de S. frugiperda provenientes de la unidad de crias
del Laboratorio de Control Biol6gico de Corpoica. Para la inoculacién se utilizé el método
delagota (Hughes y Wood, 1981) enlarvas de segundo estadio (L2) mantenidas en ayuno
225 °C durante 12 horas previas a la infeccion. Las suspensiones de inoculacién contenian
10% de sacarosa, 0,001% de Fluorella Blue y CI en S concentraciones diferentes (1,2x10%;
2,4x10%; 4,8x10% 9,6x10° y 1,9x10° CI/mL). Previamente se determiné que este rango de
concentraciones causa mortalidad entre el 5% y 95% de la poblacién experimental (Simén
et al., 2004 ). Las larvas infectadas se ubicaron en vasos de plastico de 2 onzas individuales
que contenian dieta artificial y se incubaron a temperatura constante de 25+ 2 °C y 60%
de humedad relativa (Figura 7) (Barrera et al., 2011).

Figura7.A.Larvade S. frugiperda en dieta artificial después de su infeccién con virus. B. Disposicion

de la unidad experimental de 25 individuos infectados con la misma concentracién viral.

Se llevaron a cabo tres repeticiones independientes del bioensayo empleando un total
de 25 larvas por repeticién para cada dosis. Un grupo de 25 larvas se aliment6 con una
suspension libre de CI y se utilizé6 como testigo negativo. Los registros de mortalidad
se realizaron cada 24 horas comprobando la causa de la muerte de las larvas por la
sintomatologia tipica de la enfermedad. Los datos se analizaron con el programa POLO
Plus (LeOra-Software, 1987) mediante un analisis Logit.

La virulencia de los aislamientos se determiné estimando el tiempo medio de
mortalidad (TMM) con el método de la gota de Hughesy Wood (1981), como se describié
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anteriormente. Para inocular las larvas (L2) se utiliz6 la concentracion letal 90 (CL, )
(2,2x10% 1,5x10° y 4,3x10° CI/mL para NPV003, NPV009 y NPVO011, respectivamente)
determinada en el ensayo anterior. La unidad experimental fue de 25 larvas y se utilizaron
tres unidades por tratamiento. Se conté con un testigo negativo inoculado con agua. La
mortalidad se registré cada 8 horas comprobando la causa de la muerte de las larvas por
la sintomatologia tipica de la enfermedad (Barrera et al., 2011). Para la determinacién del
tiempo de mortalidad se realizé un anélisis de Weibull usando el programa Generalized
Linear Interactive Modeling (GLIM) (Crawley, 1993).

La produccién de cuerpos de inclusién de los aislamientos nativos fue determinada
empleando la CL, en larvas de S. frugiperda de segundo estadio, las cuales fueron
inoculadas segtin la metodologifa descrita. Las larvas muertas por infeccién viral (minimo
20 por réplica, 60 por tratamiento) fueron homogeneizadas individualmente en 100 pL
de agua destilada. El nimero de CI producido por cada larva fue estimado por triplicado
mediante conteo en cdmara de Neubauer; los resultados obtenidos fueron analizados
mediante pruebas de Kruskal Wallis y Mann Whitney (95%), utilizando el programa
SPSS v12 (Barrera et al., 2011).

RESULTADOS Y DISCUSION

La identificacién inicial de los baculovirus se basa en su morfologia. La estructura
poliedral de los cuerpos de inclusién es considerada una caracteristica distintiva de los
NPV (Rohrmann, 2008). El tamafio de los cuerpos de inclusién de los tres aislamientos
colombianos (NPV003, NPV009 y NPVO11) varié entre 1 y 2,49 pum con un valor
promedio de 1,5 pym, con una mayor frecuencia de tamano (60%) en el rango entre 1,5
y 1,99 um (Figura 8). No se observaron diferencias significativas en el tamafio de los tres
aislamientos (x*=2,0; gl=3; P> 0,05).
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Figura 8. Frecuencia de tamafio de poliedros
de tres aislamientos colombianos de NPV de S. frugiperda.
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Las micrografias de microscopia de barrido mostraron que los cuerpos de inclusién
poseen formas poliedrales irregulares, con un amplio rango de tamafios (Figura 9A),
similares a los observados en el microscopio de luz. Los cortes ultrafinos demostraron
numerosos viriones por cuerpo de inclusién, al igual que se observaron varias
nucleocépsides (entre 1y 9) por cada virién (Figura 9B). Estas observaciones confirman
que estos aislamientos corresponden a nucleopoliedrovirus de tipo multiple (MNPV).
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Figura 9. A. Micrografia de barrido mostrando cuerpos de inclusién (CI) de diferentes
tamanos B. Micrografia de transmisién de un CI. Se observan entre una o varias nucleocépsides
por viridn.

Caracterizaciéon molecular

Perfiles de restriccion y tamano de los genomas

En este trabajo se encontré que los ADN genémicos de los tres aislamientos colombianos
de NPV de S. frugiperda se clivaron en 28, 17, 16 y 7 fragmentos visibles por las enzimas de
restriccion EcoRl, Hindlll, Pstl y BamHI, respectivamente (Figura 10). No se observaron
diferencias entre los perfiles obtenidos de los tres aislamientos colombianos, inclusive con
otras enzimas utilizadas como BglII y Smal (datos no mostrados). Estos datos sugieren
que los tres aislamientos (NPV003, NPV009 y NPV011) pertenecen a una misma cepa,
por lo cual en los andlisis moleculares posteriores se utilizo el aislamiento colombiano
NPV003 (Barrera et al,, 2011). Los perfiles de NPV003 y SfNIC presentaron diferencias
minimas utilizando diferentes enzimas, una caracteristica comun en aislamientos de
regiones geogréficas distantes debidos a mutaciones puntuales, inserciones o deleciones
en el genoma (Chen et al.,, 2002; Zhang et al., 2005).

Los fragmentos REN generados después de la digestion de NPV0O03 con las enzimas
Pstl, BamHI y HindIII se designaron alfabéticamente desde la letra A para el fragmento
mas grande hasta Q para el fragmento mas pequefio (Figura 10). Se detectaron fragmentos
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co-migrantes en la digestién con la enzima Pst] (A-B, I-] y K-L), BamHI (A-B) y HindlIII
(H-1y M-N) (Barrera et al., 2011).

Los fragmentos PstI-K (4,9 kb) y PstI-M (3,6 kb) de NPVO003 no se presentaron en
SENIC; de igual forma, NPV0O03 no presenté un fragmento PstI de 7,5 kb presente en
SENIC. El perfil con la enzima BamHI de NPV0O03 fue similar a SENIC, excepto por la
ausencia de un fragmento de 5,1 kb en el genoma de NPV003. Por su parte, en el perfil
con la enzima HindlIII se observo ausencia de las bandas de 14,8 y 13,1 kb en NPV003,
las cuales estuvieron presentes en SfNIC; sin embargo, NPV003 presenté una banda
adicional de 28,8 kb con la misma enzima. Los tamafios de los fragmentos de los perfiles
REN de NPVO003 se estimaron por comparacién con los tamafos previamente descritos
para SfNIC (Simén et al., 2005a, 2011) (Tabla 2). El tamario del genoma de NPVO003 se
estimé por la suma de los fragmentos de restriccién y fue similar a SENIC (133.899 kb y
132.954 kb respectivamente) (Barrera et al., 2011).

La suma de los fragmentos de NPV003 PstI-K (4,9 kb) y PstI-M (3,6 kb) sugiere
que el genoma de NPV0O03 presenta una insercién de aproximadamente 1 kb en la
correspondiente region PstI-F (7,5 kb) de SfNIC. Los dos fragmentos mencionados
presentan un sitio de reconocimiento adicional para la enzima Pst], no presente en el
fragmento PstI-F de Sonic (Barrera et al., 2011).

Pstl BamHI Hindlll

SINIC  SICOLL SICOL2  SICOL3 SNIC  SICOL1 SfCOW2  SRCOL3 SINIC  SICOL1 50002 SACOL3

Figura 10. Perfiles de restriccion con las enzimas Pstl, BamHI y Hindlll de tres aislamientos
colombianos de NPV de S. frugiperda (NPV003, NPV009 y NPVO11) y un aislamiento de
Nicaragua (SfNIC). En el primer carril se muestra el marcador de peso molecular.
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Tabla 2. Tamanos de los fragmentos de restriccién de dos aislamientos de NPV de S. frugiperda
(NPV003 y SENIC) generados con las enzimas Pstl, BamHI y HindI11. En la dltima fila se observan
los tamaros estimados de los genomas completos (Barrera et al.,, 2011).

Tamaiio de los fragmentos de restriccion (pb)

Fagmento | Pst
A 28.084 28.084 54.655 53.872 28.843 17.385
B 24.926 24.926 28.992 28.992 17.385 16.151
C 12.465 12.465 19.460 16.158 16.151 14.826
D 8.864 8.864 16.158 14.179 11.008 13.072
E 8.481 8.481 10.260 10.260 8.452 11.008
F 7.079 7.517 4.216 5119 7.498 8.452
G 6.932 7.079 158 4.216 7.182 7.498
H 6.124 6.932 158 6.231 7.182
| 5.182 6.124 6.175 6.231
J 4.899 5182 5.886 6.175
K 4.887 4.899 5.562 5.886
L 4.769 4.769 3.775 5.562
M 3.575 2.953 2.988 3.775
N 2.953 2.112 2428 2.988
0 2.112 1.339 2131 2.428
P 1.339 1.228 930 2.131
Q 1.228 676 930
R 608 676
S 608
Total 133.899 132.954 133.899 132.954 133.899 132.954

Para la confirmacién de los datos anteriores y la construccién del mapa fisico del
genoma de NPV003, los dos fragmentos diferenciales PstI de NPV003 fueron clonados y
secuenciados. El fragmento secuenciado presenté unalongitud de 8.642 pb, correspondiente
ala suma de PstI-K (4.887 pb) y PstI-M (3.575 pb) que corresponden a la regién gendmica
entre13,9 y 20,0 unidades de NPV003 (Figura 11A) (Barrera ef al.,, 2011). Esta regién fue
homéloga y colineal con SfNIC PstI-F entre los nucledtidos 18.515 y 26.031 del genoma
de SENIC (Simon et al,, 2005a, 2011). La regién secuenciada ha sido descrita previamente
como zona de variabilidad en diferentes genotipos de SeMNPYV; la cual también es colineal
con el genoma de SFTMNPV (Mufioz et al.,1998; Simén et al., 2005a).

En la zona secuenciada se identificaron 7 ORF completos y dos ORF parciales
localizados enlos extremos S’ de PstI-Ky 3’ de PstI-M, que corresponden con los extremos
S’y 3’ de PstI-F de SfNIC (Figura 11B). El primer ORF de NPV003 present6 homologia
con catepsina, el ORF 2 con factor de expresién tardio 7 (lef 7), el ORF 3 con quitinasa, el
ORF4 y el ORFES con proteinas de funcién desconocida, el ORF 6 con gp37, el ORF 7
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Figura11. A. Comparacién de mapasfisicos Pstl de SENIC y NPVO003. B. ORF presentes en el fragmento
PstI-F de SfNIC y fragmentos PstI-Ky PstI-M de NPV003. Los genes homologos entre los dos genomas
virales se sefialan con el mismo colory se indican debajo de cada ORF (Barrera et al.,, 2011).

con la proteina tirosin fosfatasa 2 (ptp2), el ORF 8 con ecdysteroid UDP- glucosyltransferase
(egt) y el ORF 9 con una proteina de funcién desconocida homéloga con Sf27 (Barrera
etal,2011).

Se ha demostrado que aislamientos de NPV de Autographa californica (AcMNPV) o
SeMNPV difieren en regiones gendmicas especificas que comprometen en alta prevalencia
genes auxiliares (Dai et al., 2000; Erlandson et al., 2007), como es el caso de catepsina y egt
encontrados en este trabajo.

Entre el ORF 1y el ORF 2 se identificé una region hr (homologous repeat) de 44 pb
palindroma imperfecta, la cual ha sido relacionada con origenes de replicaciéon de ADN
y con incremento de la transcripcién (Pearson y Rohrmann, 1995), ademas de que se ha
descrito en zonas de variabilidad de otros baculovirus (de Jong ef al,, 2005; Hayakawa et
al,, 2000 y Li et al,, 2002).

La secuencia de aminodcidos de NPV003 se comparé con los genomas de SfNIC
(Simén et al., 2011), SEFMNPV de Estados Unidos (Sf3AP2) (Harrison et al, 2008),
MNPV de S. exigua (SeMNPV) (Ijkel et al., 1999) y con NPV de S. litura (SpltNPV)
(Pangetal.,2001) (Figura 12). La regién NPV003 secuenciada presentd colinealidad con
los genomas comparados.

Cinco ORF completos (2, 3, 6,7 y 8) y dos parciales (1 y 9) presentaron homologia
con los genomas de SFMNPV (entre el 94-100% de identidad y entre 96-100% de
similaridad); sin embargo, el ORF 4 y el ORFS no presentaron homologia con estos
genomas. La homologia de estos dos ORF se presentd con splt20 y splt21 de S. litura
MNPV (Id 96-98%; Sim 98%) y con se21 y se22 + se23 (Id 70-79%; Sim 79-86%) de S.
exigua (Tabla 3) (Barrera et al.,, 2011).
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Pstl Pstl Pstl
i '
sfcol | | -- _
cathepsin  hr lef 7 chitinase ORF4 ORF5 9p37 ptp-2 ORF9
268/88 963/320 1722/573 489/162 861/286  789/262  504/167 1575/515 231/37
sic D GE I
cathepsin lef 7 chitinase 523 gp37 ptp-2 egt Sf27
989/329 1056/351 1695/564 639/213 780/260  504/167 1575/525
s3ap2 I I e D
cathepsin  hr2 lef 7 chitinase Sf23  hr3 gp37  ptp2  egt sf27
1020/339 1056/351 1695/564 618/205 783/260  504/167 624/207 246/81
SeMNPV
cathepsin  Sel7  Sel§ chitinase Se20  Se21 Se22 Se23 Se24 op37  ptp2 egt Se28
1014/337  336/111 519/172 1719/572 483/145 297/98  312/103 636/211  219/72 804/267 498/165 1572/523 573/190
SpItNPV <4l D D D GE
cathepsin chitinase Spit19  Spit20 Spit21 gp37 ptp-2 egt Spit25
1014/337 1752/583 423/140 489/162 1392/463 813/270  510/169 1560/519 510/169

Figura 12. Representacion esquematica de la colinealidad de una regién entre los genomas de
NPV003, SfNIC, Sf3AP2, SeMNPV y SpltNPV. Las flechas con igual color representan los ORF
homélogos. El nombre del gen o su niimero estan indicados, como su longitud en pb y aa debajo

de cada flecha.

Tabla 3. Porcentaje de identidad y similaridad en la secuencia de aminoécidos (aa) de las proteinas
codificadas por NPV003 y sus homologos en los genomas de SfNIC, Sf3AP2, SeMNPV vy
SpltMNPV. *No se presenta homologfa (Barrera et al., 2011).

ORF /% Identidad (Similaridad)

NPV003
ORF

1 catepsina S120/97(97) S120/97(97) se16/90(91) | splt17/90(98)
2 lef-7 320 5121/98(98) 5i21/98(98) | se17+se18/56(67) *

3 quitinasa 573 5122/98(99) 5122/99(99) s619/85(90) | spit18/83(90)
4 Desconocido 162 * * se21/70(79) |  spli20/96(98)
B Desconocido 286 * * 5622+5623/78(86) | splt21/98(98)
6 gp37 262 | 5124 /94(96) 5124/94(96) 5625/83(88) |  splt22/88(94)
7 pip-2 167 | $£25/99(100) 5125/99(100) 5626/68(83) | splt23/63(83)
8 egt 525 | s126/99(100) 5126/96(96) se27[76(91) | splt24/78(91)
9 Desconacido 77 | sf27/100(100) |  s£27/100(100) Se28/64(71) | splt25/82(89)
TOTAL % Ident (Sim) 98(99) 98(98) 74(83) 85(93)

La heterogeneidad encontrada a nivel genémico entre NPV0O03 y los demas NPV
comparados puede ser atribuible a intercambios de material genético. Se ha demostrado
que existe recombinacién heteréloga en cultivo celular (Hajés et al, 2000) y se ha
observado entre poblaciones naturales de NPV de Rachiplusia ou (RoOMNPV) y ACMNPV
(Croizier et al.,, 1988). Por otra parte, dos baculovirus cercanamente relacionados que
normalmente infectan hospederos diferentes pueden coinfectar la misma célula (Herniou
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et al, 2003). En este caso, la distribucién geografica de los hospederos naturales de
SfMNPV y SpItNPV no se sobrelapa, mientras que S. frugiperda se encuentra en las dreas
tropicales y subtropicales de América, y S. litura se localiza en Asia y Oceania (Takatsuka
et al,, 2003). Sin embargo, es posible que existiera un evento de recombinacién entre
StMNPV y SpltNPV en alguna zona en que se encontraron los dos virus. Otra posibilidad
es que exista desactualizacion en la descripcién de las zonas en donde se presentan estos
insectos, y se desconoce una posible migracién de S. litura a una zona de influencia de S.
frugiperda (Barrera et al., 2011).

La informacién generada por la secuenciacién de los fragmentos de NPV003 PstI-K
y PstI-M permitié comprobar la ausencia de sitios de reconocimiento para las enzimas
HindIII y BamHI, con lo cual se construy6 el mapa fisico de NPV003 basado en tres
enzimasy en la comparacién con el mapa fisico de SENIC (Figura 13).

La zona de variabilidad se determiné entre las unidades del mapa 9,1 y 30,5, similar
a lo hallado en zonas de variabilidad descritas en otros baculovirus (Simén et al., 2004;
Erlandson et al., 2007).
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Figura 13. Mapas fisicos del genoma de NPV003 comparado con SfNIC con las enzimas Pst],
BamHI y HindIll. El genoma circular se representa de manera lineal. El primer gen corresponde a
poliedrina. Las unidades del mapa se indican en la linea inferior (Barrera et al., 2011).
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Caracterizacion bioldgica

Los baculovirus aislados de las mismas especies en diferentes sitios geograficos
frecuentemente varfan en su patogenicidad y virulencia (Mufioz et al., 1998; Simén et
al., 2004; Rorhman, 2008). Es comtin encontrar diferencias en la actividad biolégica
entre aislamientos de diferentes zonas geograficas (Caballero et al.,, 1992; Escribano et
al.,, 1999) o inclusive entre variantes derivadas de un aislamiento salvaje obtenidas por
clonaje in vitro (Lynn et al.,, 1993; Simén et al,, 2005b). De igual forma, existen diferencias
en la actividad bioldgica de los baculovirus, segun la poblacién de insectos a la cual son
enfrentados (Escribano et al., 1999; Erlandson et al.,, 2007). Por lo anterior, la seleccién
de un agente de biocontrol requiere que los aislamientos virales sean probados contra la
poblacién de insectos en la cual se aplicara el bioplaguicida.

Las diferencias genéticas entre los aislamientos colombianos de NPV de S. frugiperda
y el aislamiento SfNIC tienen un efecto en las caracteristicas fenotipicas de los virus, por
lo que se estimé su actividad bioldgica en términos de patogenicidad y virulencia frente a
una cria de insectos colombianos.

La patogenicidad expresada en concentracién letal cincuenta no mostrd
diferencias significativas entre aislamientos, confirmando los resultados moleculares.
Los valores obtenidos presentaron un rango entre 4,28x10* (NPV011) a 4,96x10*
CI/mL (NPV009) (Tabla 4). Sin embargo, SfNIC presenté un valor de CL
significativamente mds alto que los aislamientos nativos, indicando menor
patogenicidad de este aislamiento sobre la poblacién de insectos colombianos. Los
tres aislamientos colombianos presentaron potencias relativas 18 veces superiores
al aislamiento de Nicaragua (Barrera et al, 2011). Este resultado es similar al
encontrado por Escribano (1999), en el cual las poblaciones de S. frugiperda fueron
mds susceptibles a aislamientos nativos. Resultados parecidos se encontraron en
SNPV de Trichoplusia ni (TnSNPV) o AcNPYV, en los cuales los aislamientos nativos
fueron més infectivos y virulentos que los aislamientos virales fordneos (Erlandson et
al., 2007). Lo anterior sugiere la existencia de una fuerte presion de seleccién sobre
los virus para retener alta infectividad frente a la poblacién local, presumiblemente
por un proceso de co-evolucién hospedero-patogeno.

Tabla 4. Valores de CL_ y TMM para NPV de Spodoptera frugiperda (SENIC, NPV003, NPV009 y
NPVO011) sobre larvas de S. frugiperda de segundo instar.

.| 95% Limites Fiduciales 95% Limites Fiduciales
CL,, (Cl/mL) 3‘2’.‘2'1'.‘3,'2 mm TMM (h) m
SINIC 8,34 x10° 1 0,07 0,46 169 164 174
NPV003 4,84 x 10 17 1,77 5,55 161 156 165
NPV009 4,96 x 10* 16 1,76 5,3 172 167 177
NPVO11 4,28 x 10 19 1,89 6,64 163 158 168
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Para determinar la virulencia se estimé el tiempo medio de mortalidad (TMM) en
larvas (L2) de S. frugiperda con concentraciones virales con letalidad del 90%. Todos los
aislamientos presentaron un TMM sobre larvas de S. frugiperda en un rango entre 161y 172
horas post infeccién (hpi), sin diferencias significativas entre los aislamientos (Tabla 4).

Las regresiones Logit se realizaron en el programa PoloPlus, con una pendiente
comun de 0,863 * 0,087 (media * error estdndar). La prueba de no paralelismo no fue
significativa (x’=8,374, df = 7, P> 0,05). Las potencias relativas se calcularon como el
ratio de las concentraciones referentes al aislamiento SfNIC. El TMM se estim6 mediante
andlisis de Weibull.

No se presentaron diferencias significativas entre la produccién de CI de los diferentes
aislamientos (Figura 14).
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Figura 14. Produccion de CI de los aislamientos SENIC, NPV003, NPV009 y NPVO011
en larvas de segundo instar de S. frugiperda. Los valores encima de las barras indican las
medias. No se presentaron diferencias significativas (Mann-Whitney, P> 0,05)

En términos bioldgicos, un mayor tiempo letal permitiria obtener mayor cantidad de
tejido larval infectado y por ende una mayor produccién de cuerpos de inclusién. Esto
representa una ventaja tecnoldgica para la produccién a escala de un bioplaguicida pero
una desventaja en cuanto a la proteccién de la planta proporcionada por los aislamientos
nativos, ya que por permitir un mayor desarrollo de las larvas estas consumen mayores
cantidades de alimento y generan mayores dafios.

El equilibrio entre el tiempo letal y la produccién total de CI de los baculovirus se
encuentra ampliamente referenciado (Hernindez-Crespo et al., 2001; Hodgson et al.,
2001). Una ventaja de presentar una mayor productividad es la relacién positiva que
existe entre la densidad de cuerpos de inclusién y la transmisién viral en campo (D’Amico
et al., 2005) lo que probablemente permitird una mayor diseminacién de la enfermedad
bajo estas condiciones.
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CONCLUSION

Segun los resultados obtenidos después de la caracterizacién gendémica y bioldgica de
los aislamientos nativos se puede concluir que los tres virus colombianos analizados
corresponden a cepas del mismo virus, diferentes a otros aislamientos de SENPV como
el de Nicaragua. Dada la alta actividad de los aislamientos colombianos (patogenicidad,
virulencia y productividad) frente a la poblacién de insectos locales, NPV003 es una
alternativa para el desarrollo de un insecticida bioldgico para el control del gusano
cogollero en Colombia.

Se gener6 una caracterizacién completa (morfolégica, genética y bioldgica) con los
aislamientos colombianos de SFMNPV.
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CAPITULO 3.

Desarrollo de un prototipo de formulacion
del virus que brinde eficiente proteccion frente
a la radiacion ultravioleta

LAURA VILLAMIZAR Ph.D., MIGUEL LOPEZ-FERBER Ph.D,,
ALBA MARINA COTES Ph.D., FLEMING MARTINEZ Ph.D.

INTRODUCCION

Lainactivacién de los baculovirus por efecto de la radiacién solar bajo condiciones de campo es
el principal factor ambiental que limita el uso masivo de estos agentes de biocontrol (Ignoffo et
al, 1997). La luz solar afecta negativamente las particulas virales, particularmente la radiacién
comprendida en el espectro ultravioleta (Farrar et al.,, 2000) y especialmente la radiacién entre
280 nmy 310 nm (Asano, 2005). Algunos trabajos se han desarrollado en busca de protectores
solares que eviten el deterioro de los baculovirus por causa de la luz mediante estrategias como
el uso de derivados de la lignina, con los cuales se han alcanzado niveles de proteccién de 421
dias bajo condiciones de campo (Hamed ef al., 2004). Otra alternativa para fotoestabilizar
los agentes de biocontrol es el desarrollo de formulaciones utilizando tecnologias como la
microencapsulacion, que permite recubrir pequefias particulas s6lidas o gotas de liquidos con
una capa delgada y uniforme del material de recubrimiento, formando cépsulas con tamanos
que pueden oscilar entre 1y 1.000 pm (Florence y Attwood, 1998).

A pesar de contar con un aislamiento de nucleopoliedrovirus de S. frugiperda con
alto potencial para el desarrollo de un bioplaguicida, cuando el virus sea aplicado bajo
condiciones de campo, éste se vera expuesto a condiciones ambientales deletéreas, entre
ellas la radiacion ultravioleta del sol. Por tales razones, surgio la necesidad de evaluar el
potencial de la microencapsulacién con un polimero pH-dependiente como una estrategia
para proteger las particulas virales de la inactivacién causada por la radiacién ultravioleta.

MATERIALES Y METODOS
Determinacion del efecto toxico del polimero de recubrimiento sobre las larvas

Para determinar el posible efecto téxico del polimero sobre las larvas de S. frugiperda se
llevé a cabo un bioensayo bajo condiciones controladas de laboratorio. El polimero fue
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disuelto en tampén fosfato (pH 8) a una concentracién de 4 mg/mL (Asano, 2005),
y a dicha dispersion se le adicioné colorante azul de alimentos Tuska® (1%) y sacarosa
(4%). Con la dispersién polimérica se desarrollé un bioensayo siguiendo la metodologia
descrita en el Capitulo 1. Se contd con un testigo absoluto consistente en larvas neonatas
sin tratamiento alguno.

El disefio experimental fue completamente al azar, con medidas repetidas en el
tiempo. Los resultados de mortalidad fueron sometidos a un andlisis de varianza ANOVA
con una confiabilidad del 95%.

Determinaciondelefecto dediferentessolventessobrelaactividadbiocontroladora
de un aislamiento de nucleopoliedrovirus de S. frugiperda

Con miras a seleccionar solventes organi-  Tabla 5. Solventes utilizados para el estudio
cos que no afectaran la actividad del virus
y que pudieran ser utilizados en el proce-

so de microencapsulacién, se realiz6 un

de compatibilidad con el virus

estudio de compatibilidad. Muestras de .
0,01 g de virus purificado liofilizado fue- ] Sigma
ron dispensadas en 16 tubos Eppendorf Metanol Mallinckroat
de 500 UL, y en cada tubo se adicionaron | Efanol Merck
20 UL de cada solvente (Tabla S) agitan- | Cloroformo Chemicol
dolos mediante inversiones manuales y | Benceno RPE
centrifugados posteriormente a 14.000 n-Hexano Merck
rpm durante 30 minutos. Acetona J.T. Baker

El sobrenadante se elimind y el sedi- Tolueno Sigma
mento correspondiente a las particulas | Heptang Merck
virales fue lavado dos veces con 500 UL -Propanol -
de agua destilada estéril. El sedimento Xileno JT Baker
fue nuevamente resuspendido en 50 L

% % Dimetilsulfoxido J.T. Baker

UL de agua y se prepar6 una suspension el sl 1. Baler
ajustada a 1 x 10" CI/mL. Se colocaron o o .
10 pL de cada suspension viral en un DL RIS
pozo de una microplaca de 96 pozos de Etilenglicol Merck
fondo plano y se adicionaron 10 uL de | Gloruro de metileno J.T. Baker

una solucién de sacarosa al 4% y colo-

rante azul de alimentos al 1% a cada pozo. El contenido de cada pozo se utiliz6 para
un bioensayo siguiendo la metodologia previamente descrita. El tratamiento testigo
positivo consistié en un virus purificado no expuesto a solvente alguno y se contd
con un testigo absoluto en el que las larvas no recibieron tratamiento.

El disefio experimental fue completamente al azar. Los resultados de mortalidad al
séptimo dia fueron corregidos con respecto al testigo utilizando la férmula de Schneider
— Orelli (Zar, 1999) y fueron sometidos a un andlisis de varianza ANOVA con una
confiabilidad del 95%.
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Seleccion de condiciones para el proceso de formacion de microparticulas
mediante la metodologia de evaporacion de solvente.

Concentracion de tensioactivo: se disolvieron 0,20 g de polimero en 5 mL del solvente
seleccionado (acetona) y la solucién polimérica fue emulsificada con 20 mL de parafina
liquida a la cual se le adiciond previamente como estabilizante Span 80, evaluando tres
concentraciones: 1%, 2% y 3%. La emulsificacién se llevé a cabo en un vaso de precipitados
de S0 mL, homogeneizando la mezcla a 14.000 rpm durante 2 minutos. Las emulsiones
se mantuvieron luego con un agitador vertical rotatorio de brazos con una velocidad
de 2.400 rpm durante 2 horas para permitir la evaporacién del solvente y la consecuente
formacién de las microparticulas. Para los tratamientos en los que se obtuvo la formacién
de microparticulas, estas se recuperaron mediante centrifugacion a 15.000 rpm durante 10
minutos, se lavaron dos veces con n-Hexano y se dejaron secar toda la noche exponiéndolas
al ambiente en una cabina extractora (modificado de Trapani et al., 2007).

Las microparticulas obtenidas fueron observadas en un microscopio Olympus
CH3ORF100 (Hirech et al., 2003). También se determiné la morfologia de su superficie
por observacién en microscopio de campo oscuro y con estos resultados se seleccioné la
concentracion de tensioactivo que produjo la mejor respuesta; es decir, la formacién de
esferas con la menor distribucidn de tamafios de particula y el menor didmetro promedio.

Relacién de fases y concentracion de polimero: con miras a determinar un punto
que permitiera la formacién adecuada de microparticulas, el cual seria optimizado
posteriormente utilizando un disefio factorial multinivel, una vez seleccionada la
concentracién de tensioactivo se procedié a evaluar las variables: (a) concentracién de
polimero y (b) relacién de fases, siguiendo la metodologia previamente descrita para la
formacién de las microparticulas.

Relaciones de fase acuosa: fase oleosa evaluadas fueron 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 y 1:6. Las
concentraciones de polimero variaron segun la cantidad de este, que se disolvié en un
mismo volumen de solvente: 0,20 g; 0,25 g 0 0,30 gen S mL (Tabla 6).

Tabla 6. Codificacién de los tratamientos evaluados para la formacién de microparticulas por el
método de evaporacion del solvente.

10 A B C
15 D E F
8 20 G H I
25 J K L
30 M N 0

Ajuste de condiciones del proceso de formaciéon de microparticulas: teniendo
como base el tratamiento que presentd la respuesta mds promisoria, se estudié la
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influencia de dos pardmetros en la formacién de las microparticulas utilizando un
disefio experimental de seleccién multinivel (Trapani ef al., 2007). Los tratamientos se
definieron a partir de un punto central o punto 0, que correspondié a un tratamiento
que produjo una respuesta positiva en los ensayos previos; es decir, aquel con el que se
obtuvo la formacién de microparticulas con caracteristicas adecuadas. A partir de este
punto se evaluaron las variables: (a) cantidad de nucleo (talco industrial malla 325)
suspendido en los S mL de solucién polimérica y (b) cantidad de polimero disuelto en
los S mL de solvente. Se definieron dos puntos equidistantes del valor central, uno por
encima y otro por debajo para cada variable, segn se presenta en la Tabla 7. Ademas, se
utilizé la concentracién de tensioactivo y la relacion de fases seleccionada previamente

WUl et 0L Tabla 7. Factores y niveles del disefio experi-
El disefio requirié un total de nueve  mental para el método de evaporacién de sol-
experimentos, cada uno de los cuales se  vente utilizando agitacion vertical rotatoria (Vi-
realizé por triplicado. Las variables res-  llamizar et al,, 2010).
puesta fueron el tamafo medio de par-
ticula, que se evalué mediante medicién “
en microscopio Olympus CH3ORF100
(Hirech et al., 2003), y el rendimiento,
que se calcul6 pesando las microcdpsulas
obtenidas y aplicando la férmula (Trapa- Polimero (g) 0100 0150 0200
ni et al., 2007):

Ndcleo () 005 | 0075 | 0100

9 Rendimiento = (PM / PT) x 100
Donde:
PM: es el peso de las microcapsulas obtenidas
PT: eselpeso esperado de las microcdpsulas, o sea el peso del polimero miés el
de los materiales microencapsulados.

Para determinar las relaciones entre los factores y las variables evaluadas se realizé un
andlisis de superficies de respuesta con el programa Statgraphic 4.0 (Trapani et al., 2007).

La morfologia de las microparticulas obtenidas se determiné mediante microscopia
electrénica de barrido —siguiendo la metodologfa descrita por Trapani et al. (2007)- en
un microscopio Philips XL 20.

Para determinar las relaciones entre los factores y las variables evaluadas se realizé un
anélisis de superficies de respuesta (Trapani et al., 2007).

Microencapsulacion del virus

Una vez seleccionado el método de microencapsulacién por evaporacién de solvente
y las condiciones més adecuadas para el mismo, se procedi6 a la microencapsulacion
del virus. Para tal fin, se utilizaron 0,0250 g de polimero disueltos en S mL de acetona
y 0,050 g de virus purificado y liofilizado (ntcleo). La velocidad de agitacion se ajusté
en 5.000 rpm (Villamizar ef al., 2010). El procedimiento seleccionado fue exitoso para la
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microencapsulacién del nucleopoliedrovirus de S. frugiperda y, por tanto, se elaboraron
tres lotes de microparticulas, que fueron caracterizadas como se describe a continuacién:

o Tamaiio de particula: el tamano de las microcdpsulas formadas fue evaluado
mediante microscopia 6ptica midiendo el didmetro de 300 particulas con un
micrémetro adaptado al ocular del microscopio (Villamizar et al., 2010).

e Morfologia de las microcapsulas — Microscopia electrénica de barrido: las
microcdpsulas fueron observadas en un microscopio electrénico de barrido. Las
muestras fueron fijadas en un portamuestra con glutaraldehido al 2,5% por 24 horas y
fijadas nuevamente con tetraéxido de osmio al 1% por 1 hora. El portamuestra se lavo
con tampén de fosfato pH 6 y se someti6 a un proceso de deshidratacién con etanol al
50% por 15 minutos, seguido de etanol al 70% por 15 minutos, etanol al 80% por 15
minutos y etanol al 100% por 15 minutos 2 veces. La muestra fue cubierta con oro y se
tomaron fotografias en un microscopio electrénico de barrido (Villamizar et al., 2010).

e Composicion de la superficie: la composicion superficial de 10 microparticulas fue
determinada en el microscopio electrénico, donde se introdujo una sonda (AXIS His-
165 Ultra, Kratos Analytical, Shimatzu, Japan) que analizé la composicién mediante
espectroscopia fotoelectronica de rayos X. Se utilizé el modo de transmisién fija
con una energfa de 80 eV y los datos se analizaron con el programa provisto por el
fabricante (Villamizar et al., 2010).

e Eficiencia de microencapsulacién y concentracion de las microparticulas:
se preparé una suspensiéon de microcépsulas ajustada a una concentracién de 10°
microcdpsulas por mililitro en agua destilada y se dispens6 un mililitro en un tubo de
ensayo. El pH se ajusté a 10 mediante la adicién de NaOH 0,1N y se midi6 el volumen
final de la muestra, la cual se agité durante 30 minutos para permitir la disolucién del
polimero de las microcdpsulas. Luego se cuantific la concentracion de particulas virales
mediante recuento en cimara de Neubauer y se relacion6 con la concentracion inicial de
microcépsulas, teniendo en cuenta el volumen inicial y final (Villamizar et al., 2010).

Paralelamente se realiz6 el calculo esperado de dicho contenido teniendo en cuenta el
peso de polimero y de virus utilizados en el proceso, asi como la concentracién del virus
puro y seco (principio activo) determinada previamente. Con dichos valores se aplicé la
siguiente férmula (Jain et al., 2005):

% Eficiencia de encapsulacién = (concentracion real / concentracién teérica) x 100

Contenido residual de solventes en las microcapsulas: el contenido residual de
solvente en las microcépsulas fue evaluado mediante cromatografia de gases (Tuduri et
al., 2002). Se pesaron 20 mg de microcépsulas y se ubicaron en un vial de vidrio de 2
mL. El vial se tap6 y se dejé en reposo durante 1 hora para permitir que la atmoésfera
interna alcanzara el equilibrio. Posteriormente, se introdujo por la tapa del vial la aguja
de una jeringa y a través de esta se expuso una fibra de polidimetilsiloxano-carboxeno
durante 10 minutos. La fibra fue previamente estabilizada en el cromatégrafo de gases
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a 220 °C durante S horas. Terminado el tiempo de exposicion de la fibra a la atmoésfera
interna del vial, esta fue recogida dentro de la aguja, retirada del vial e inyectada en un
cromatégrafo de gases Termo Electrén — TRACE GC ULTRA con una columna HP-1
(100% polydimethylsiloxane), 60 m de longitud, 0,25 mm de didmetro y 0,25 ym de
espesor de la pelicula. La inyeccién se aplicé utilizando una temperatura de 220 °C, la cual
se mantuvo constante durante toda la evaluacion. El gas de carga fue helio. La presencia
de solventes fue establecida mediante un espectrémetro de masas DSQ_(cuadripolo)
adaptado al cromatdgrafo como detector (Villamizar et al., 2010).

Efecto de la microencapsulacion del virus frente a la radiacion ultravioleta

Para evaluar el efecto protector de la microencapsulacién del virus frente a la radiacion
ultravioleta se realizé un bioensayo. Los tratamientos evaluados fueron el virus sin
microencapsular, el virus microencapsulado y un testigo absoluto. Se prepararon
suspensiones con el virus microencapsulado y sin microencapsular y se ajustaron a una
concentracion de 2 x 10" CI/mL o g, segin fuera el caso. Se colocaron 200 pL de cada
suspension viral en S pozos de una fila de una microplacas de 96 pozos de fondo plano. La
microplaca fue expuesta a una limpara Repti Glo 8.0 que simula la radiacién solar y emite
un 33% de UVA y un 8% de UVB, ubicada a 10 cm de altura, de manera que las muestras
se expusieran a la misma intensidad de radiacién ultravioleta tipo B (250 W/cm?). Antes
de iniciar la irradiacién se cubrid la primera columna de pozos de la microplaca con papel
aluminio (un pozo de cada tratamiento). Cada 15 minutos durante una hora y cada 3
horas hasta las seis se cubri6 la columna siguiente de pozos, representando cada columna
de la microplaca un tiempo diferente de exposicién a la radiacién ultravioleta. Luego
se adicionaron a cada pozo 200 pL de una solucién de sacarosa al 10% que contenia un
colorante azul de alimentos al 1%. Con la muestra contenida en cada pozo se inocularon
30 larvas neonatas de S. frugiperda (Villamizar et al.,, 2010).

Diariamente se llevé un registro de la mortalidad y las larvas muertas fueron
recolectadas y almacenadas en congelador a -20 °C.

Elexperimento conté con dos repeticiones en el tiempo para confirmar la repetibilidad
del mismo. Los resultados de mortalidad fueron corregidos con respecto al testigo para
calcular el porcentaje de eficacia, utilizando la férmula de Schneider - Orelli descrita por
Zar (1999):

% Eficacia= ((A-B)/(100-B)) x 100

Donde:
A: Mortalidad en el tratamiento
B: Mortalidad en el testigo

Con los valores de eficacia se calculé el porcentaje de actividad original remanente
utilizando la siguiente ecuacién (Shapiro, 1989):
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% AOR = (C/A) x 100
Donde:
A: Eficacia del virus no expuesto
C: Eficacia del virus expuesto a la radiacién UV

Los resultados fueron sometidos a un anilisis de varianza ANOVA y una prueba de
comparacién de medias de Tukey con una confiabilidad del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION
Determinacion del efecto toxico del polimero de recubrimiento sobre las larvas

Como se observa en la Figura 15, las larvas que consumieron el polimero presentaron
una mortalidad total del 23%, similar a la observada para las larvas del tratamiento testigo
(no sometidas a ningun tratamiento) que alcanzaron el 20%. El anilisis de varianza no
detect6 diferencias estadisticas entre las mortalidades de los dos tratamientos en cada dia
de evaluacién, confirmando que el polimero no presentd un efecto téxico sobre el insecto.

Este polimero utilizado es un excipiente calidad farmacéutica, empleado cominmente
como agente de recubrimiento de tabletas y en procesos de microencapsulacion de
firmacos. Es un polimetacrilato, es decir, un polimero sintético del dcido metacrilico y su
éster, considerado como un material no téxico y no irritante (Rowe et al., 2006).

Considerando que el polimero no representa riesgo alguno de toxicidad para animales
y humanos, y que no afect6 a las larvas neonatas de S. frugiperda, este fue seleccionado
para continuar con el desarrollo del bioplaguicida a base de un aislamiento nativo de
nucleopoliedrovirus.
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Figura 15. Mortalidad de larvas neonatas de S. frugiperda expuestas
al polimero de recubrimiento
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Determinacion del efecto de diferentes solventes sobre la actividad
biocontroladora del aislamiento de nucleopoliedrovirus de Spodoptera

frugiperda

La exposicidn de las particulas virales a los 16 solventes orgdnicos evaluados no afectd
su actividad biocontroladora sobre larvas neonatas de S. frugiperda. Tanto con el virus
expuesto a los solventes como con el virus no expuesto, se alcanzé el 100% de mortalidad
de las larvas a los 8 dias post-inoculacién, valores que al ser corregidos con respecto al
testigo absoluto correspondieron a una eficacia del 100%.

Considerando que para todos los tratamientos y las réplicas de los mismos se
obtuvo un 100% de eficacia, se puede sugerir que el virus es compatible con todos los
solventes evaluados, los cuales podrian ser utilizados en el desarrollo de una técnica de
microencapsulacién. Dicha compatibilidad podria deberse a que los baculovirus son virus
ocluidos que presentan viriones embebidos en una matriz cristalina proteica, ‘poliedro),
que constituye el conocido cuerpo de inclusién (CI). El CI posiblemente evité el contacto
directo de los viriones constituidos por la nucleocdpside y el ADN con los solventes,
protegiéndolos de cualquier efecto detrimental de estos sobre las unidades infectivas. Asi
como lo reporté Caballero et al. (2001), los cuerpos de inclusién brindan proteccién a los
viriones debido a que son insolubles en agua, excepto bajo condiciones extremadamente
alcalinas y resistentes a la putrefaccién y desintegracion por agentes quimicos y también a
tratamientos fisicos como la congelacién, desecacion o liofilizacién, caracteristicas que les
confieren persistencia en el medio.

Los baculovirus son muy estables desde el punto de vista fisicoquimico por la
presencia y composicion del CI. Otros virus también han demostrado ser estables frente
a compuestos organicos, como es el caso de los rotavirus. Estos ultimos son funcionales
en un rango de pH de 3 a 9, y las particulas virales son estables por meses a 40 °C y atn
a 200 °C bajo condiciones particulares. La particula completa mantiene su integridad y
su infectividad cuando es tratada con solventes orgdnicos tales como éter, cloroformo o
freén, lo que refleja la ausencia de lipidos en su estructura (Kurtz et al., 1980; Vaughn et al.,
1986). Por el contrario, virus como el de la rabia que pertenece a la familia Rhabdoviridae
son rapidamente inactivados por el calor, los rayos ultravioleta, la desecacidn, los solventes
orgénicos y la tripsina (Montafo y Mata, 1996).

Seleccion de condiciones para el proceso de formacion de microparticulas
mediante la metodologia de evaporacion de solvente

El proceso de microencapsulacién por el método de evaporacion o extraccion del solvente
corresponde a un conjunto de procedimientos en los que se da como circunstancia
comun a todos la formacién de una emulsion. La fase interna de la emulsion debe ser
un disolvente orgdnico que presente una solubilidad limitada en la fase externa de la
emulsion, la cual puede ser agua o aceite. Para la formacién de una emulsién estable y
la consecuente formacién de las microparticulas, es fundamental la incorporacién de
un agente tensioactivo en la fase externa. Una vez formada la emulsion se puede extraer
el disolvente con otro liquido, el cual es soluble en el disolvente, o evaporar este ultimo
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para conseguir la precipitacién gradual del polimero a medida que se va eliminando el
disolvente, dando lugar a la formacién de las microesferas (Chiappetta, 2006).

Concentracién de tensioactivo: como se observa en la Figura 16, s6lo cuando se utiliz6
la mayor concentracién de tensioactivo, equivalente al 3%, se obtuvo la formacién de
microparticulas. Para el tratamiento en que se utilizo6 el tensioactivo al 2% se observo la
formacién de pequenas masas de polimero, que no correspondieron a microparticulas
sino a aglomerados de forma y tamafio variables que sugirieron la inestabilidad de la
emulsion durante el proceso de evaporacion del disolvente.

Figura 16. Efecto de la concentracién de Span 80 en la formacién
de microparticulas de Eudragit® S100

Cuando el tensioactivo fue utilizado a la menor concentracién (1%), se produjo la
formacién de unagregado de forma ovoide de aproximadamente 1 cm de didmetro, fenémeno
que posiblemente se dio por la utilizacién de una baja concentracion de tensioactivo, que
no fue suficiente para estabilizar la emulsién. La inestabilidad de la fase dispersa (solucién
polimérica) favorecié la coalescencia de las gotas de dicha fase y la formacién de una masa
de polimero de forma ovoidal que concentré todo el Eudragit® S100.

Es posible que al utilizar la menor concentracién de tensioactivo se haya presentado
el fenémeno de coalescencia de gotas, obteniéndose al final del proceso la formacién de
una masa de polimero de gran tamano. Dicho fenémeno probablemente se debi6 a que la
baja concentracién de polimero no fue suficiente para formar una capa continua y rigida
alrededor de todas las microgotas (Aranberri et al., 2006). Por el contrario, cuando la
concentracion de tensioactivo se increment6 al 3%, la emulsién fue estable y permiti6
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obtener microesferas. En un trabajo similar, Jain et al. (2005) seleccionaron esta misma
concentracion de tensioactivo como la mds efectiva para formacién de microparticulas de
Eudragit® S100 para la liberacién oral de insulina.

En la Figura 17 se presenta la morfologia de la microparticulas obtenidas cuando se
utilizé el tensioactivo al 3%. En esta fotografia se observa que las microparticulas son de
forma esférica y superficie lisa. También es posible detectar que algunas particulas estan
adheridas con otras en un punto de contacto, lo que sugiere que estas se solidificaron en el
momento en que se estaba produciendo su coalescencia. Este comportamiento indica que
la emulsién no fue lo suficientemente estable, a pesar de usarse la mayor concentracién
de tensioactivo. El resultado obtenido también se puede atribuir a otras causas, como
una deficiente agitacién o una inadecuada relacion de fases, factores que favorecen la
coalescencia de las gotas (Eccleston, 2002).

Basados en los resultados, se selecciono el tensioactivo a la concentracién del 3% para
continuar con el presente trabajo.

Figura 17. Microparticulas de Eudragit® S100 obtenidas mediante la
técnica de evaporacién de solvente (acetona) utilizando Span 80 al
3% como estabilizador de la emulsién

Relacion de fases y concentracion de polimero: una vez seleccionada la concentracién
de tensioactivo se procedio a evaluar el efecto de la relacién de las fases en la emulsion y
de la concentracién del polimero. En la Tabla 8 se resumen los resultados obtenidos con
cada tratamiento.

Con los tratamientos en los que se utiliz6 la relacién de fases 1:2 de la acuosa con
respecto ala oleosa, no se obtuvieron microparticulas, sino la formacién de un agregado de
tamano considerable para las tres concentraciones de polimero evaluadas. Este resultado
sugiere que la relacion de fases es inadecuada, lo que podria atribuirse a que la fase dispersa
(solucién del polimero en acetona) se encontraba en una alta proporcién con respecto ala
fase dispersante, lo que favorece la coalescencia de las gotas (Eccleston, 2002).

Cuando se redujo la cantidad de fase dispersa utilizando la relacién 1:3 se obtuvo la
respuesta esperada, inicamente con la concentracién intermedia de polimero. Se observé
la formacién de microparticulas de tamafio medio 366 + 227 um y el rendimiento del
proceso fue del 78,9%.
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Tabla 8. Efecto de la relacion de fases y la concentracién de polimero sobre la formacién de
microparticulas de Eudragit® S100. (W) fase acuosa, (O) fase oleosa

o 2] | L
Tratamiento polimero (g) (wm) (m) (9) esperado (g) (%)
A - - - - -

0,20
B 0,25 = = = = =
C 1:2 0,30 = - - = -
D 0,20 = - - = =
E 1:3 0,25 367 227 0,276 0,350 789
F ' 0,30 = = = = =
G 0,20 285 189 0,269 0,300 89,7
H 14 0,25 448 198 0,217 0,350 79,1
I ' 0,30 = = = = =
J 0,20 470 404 0,265 0,300 88,3
K 1:5 0,25 856 393 0,292 0,350 83,4
L ' 0,30 = = = = =
M 0,20 812 390 0,231 0,300 77,0
N 16 0,25 422 142 0,269 0,350 76,9
0 ' 0,30 - = = = =

Al reducir atn mas la cantidad de fase dispersa con respecto a la fase dispersante
(1:4; 1:5 y 1:6) se obtuvo formacién de microparticulas para las dos menores
concentraciones de polimero. En los tratamientos en que se utilizaron 0,20 gy 0,25 g de
Eudragit® S100 disueltos en 5 mL de acetona se observo la formacion de microesferas de
tamanos diversos entre 285 umy 856 um. Los rendimientos en todos los casos oscilaron
entre 76,9% y 89,7%.

Se puede apreciar que cuando se utilizé una relacién de fases oleosa:acuosa 2:1 no
se obtuvo la formacién de esferas, posiblemente debido a que la baja proporcién de fase
oleosa aumento6 la probabilidad de coalescencia de gotas de la fase dispersa y favoreci6 la
formacién de un aglomerado de tamafio considerable (Eccleston, 2002).

El comportamiento mds adecuado se obtuvo con el tratamiento codificado como G,
con el cual se obtuvieron microesferas con un tamafio promedio de 285 micrémetros y un
rendimiento del 89,7%; por esto dicho tratamiento fue seleccionado como el punto cero
para el disefio factorial multinivel.

Ajuste de condiciones del proceso de formacion de microparticulas: utilizando la
relacion de fases y concentracion de tensioactivo seleccionadas, se evaluaron las variables
concentracion de polimero y de nicleo, empleando el sistema de agitacién mediante un
agitador vertical rotatorio de brazos. Para tal fin se utiliz6 un disefio factorial multinivel
con dos variables y tres niveles por variable. La codificacién de los tratamientos se presenta
en la Tabla 9.

Con todos los tratamientos y repeticiones de los mismos se obtuvo la formacién de
particulas de tamano y forma variable. Por su parte, conlos tratamientos A, By C, enlos que
se utiliz6 la menor concentracién de nucleo, se obtuvieron particulas de formas esféricas,
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Tabla 9. Tratamientos del disefio factorial multi- ovaladas y similares a una gota. La
nivel para la formacién de microparticulas de Eu- mayorfa presenté una superficie lisa
dragit® S100 utilizando agitacion vertical rotatoria
(Villamizar et al.,, 2010).

y con algunos poros, como se puede
observar en la Figura 18.
La morfologia de las particulas
MWmm cambid al aumentar la concentracién
0,050 A B C de polimero al nivel més alto (+1), ya
0075 D £ F que se obtuvieron agregados de forma
0400 5 H | irregular y superficie rugosa. Para los
' tratamientos en los que se empled el

nivel intermedio de concentracién de nucleo (nivel 0) la morfologia de las particulas cambié
amedida que aumenté la concentracién de polimero evaluada. Las particulas obtenidas con
la menor concentracién de polimero (tratamiento D) fueron de forma irregular y superficie
rugosa. Con el nivel intermedio de polimero (tratamiento E) se produjeron particulas con
forma mas regular (alargada, ovoide, forma de gota o algunas esféricas). Por ultimo, con la
mayor concentracién de polimero (tratamiento F), todas las particulas obtenidas fueron
esféricas y con irregularidades en la superficie (Villamizar et al,, 2010).

Para los tratamientos en los que se emple6 la mayor concentracién de nicleo (G, H
e I), en todos los casos se produjeron particulas de tamafio variable y superficie irregular
(Figura 18).

Figura 18. Imdgenes de microscopia electrénica de barrido de las micro-
particulas de Eudragit® S100 elaboradas con el método de evaporacion de
solvente y agitacion vertical rotatoria (Villamizar et al., 2010).
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La morfologia de las microparticulas se ve influenciada por las condiciones propias del
proceso. La solubilidad del polimero en el solvente, su concentracién yla volatilidad del solvente
empleado, son probablemente los factores mas influyentes (Raula et al., 2004; Li, 2005).

En cuanto al tamario, el didmetro medio de las particulas oscil6 entre 173 y 300
um (Tabla 10). Los menores tamafios se obtuvieron con los tratamientos C, H e I, con
didmetros de 173, 193 y 197 um respectivamente.

Tabla 10. Tamafio medio de particula de los tratamientos evaluados en el disefio factorial multinivel
para la formacién de microparticulas de Eudragit® S100, mediante el método de evaporacién de
solvente y utilizando agitacién vertical rotatoria.

. Tamaiio medio de particula (um)
Tratamiento T = S .
Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3

A 273 298 264 278 18
B 331 276 291 300 28
c 188 170 163 173 13
D 288 248 254 263 21
E 210 291 267 256 42
F 210 224 220 218 8
G 291 287 298 292 5
H 194 179 205 193 13
1 209 199 181 197 14

En la Figura 19 se presenta la superficie de respuesta obtenida para la variable
tamario de particula, donde se observa que la superficie del plano tiene una marcada
pendiente negativa a medida que aumenta la concentracién de polimero, sin observarse
aparentemente un efecto significativo de la concentracién de nicleo. La superficie de
respuesta sugiere que con el tratamiento que involucra el mayor nivel de los dos factores
se obtendria la mejor respuesta, correspondiente al menor didmetro de las particulas.

Tamafio {;_.gm) ]

'1 A Concentracion de
nicleo

0
Concentracion de
polimero

Figura 19. Superficie de respuesta de los didmetros medios de
particula en funcién de la concentracion de polimero y de nucleo
para la formacién de microparticulas de Eudragit® S100 utilizando
agitacién vertical rotatoria (Villamizar et al., 2010).
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Enla Figura 20 se presenta el diagrama de Pareto, que muestra claramente la influencia
de los factores evaluados y sus interacciones en la respuesta tamafio de particula.

A : Concentracién
de polimero

B : Concentracion
de ntcleo

AA

B:B

AB

) I
N
w
S

Efecto estandarizado

Figura 20. Diagrama de Pareto de la influencia de la concentracién de poli-

mero y de nucleo sobre los didmetros medios de particula para la elaboracién

de microparticulas de Eudragit® S100 utilizando agitacién vertical rotatoria.

Segun el diagrama, el tnico factor que tuvo una influencia significativa en la respuesta
fue el factor concentracién de polimero (A), confirmando lo sugerido anteriormente con
respecto a la influencia que tiene la viscosidad de la fase dispersa, tanto en el tamafio como
en la morfologia de las microparticulas (Raula et al., 2004).

En cuanto al rendimiento, este oscild entre el 76,7% para el tratamiento A y el 89,6%
obtenido con el tratamiento I (Tabla 11). Utilizando el sistema de agitacién vertical, la
mayoria de los tratamientos presentaron rendimientos adecuados, es decir, superiores al
80% (Amorim y Ferreira, 2001; Alavi et al., 2002).

Tabla 11. Rendimiento de los tratamientos evaluados en el diseno factorial multinivel para la

formacién de microparticulas de Eudragit® S100 mediante el método de evaporacion de solvente y
utilizando agitacion vertical rotatoria.

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3

. Rendimiento (%) _
Tratamiento
A

82,0 76,0 72,0 76,6 50
B 98,0 79,5 91,0 89,5 93
c 924 784 94,4 88,4 8,7
D 97,1 4 66,3 782 16,5
E 93,1 61,5 91,3 819 17,7
F 96,3 82,5 72,0 83,5 12,2
G 86,0 96,4 85,2 89,2 6,2
H 91,7 69,0 73,0 779 12,1
1 86,3 89,1 934 89,6 3,6
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En la Figura 21 se observa la superficie de respuesta obtenida para la variable
Rendimiento, donde se puede determinar un mdximo en la respuesta cuando el factor
concentracion de polimero tiende al nivel +1 y el factor concentracién de nicleo tiende
al nivel -1. Sin embargo, cuando el polimero se utiliza a Ia mayor concentracién se puede
observar que la respuesta tiene un minimo hacia el nivel 0 del factor concentracién de

nucleo y aumenta cuando dicho factor se incrementa al nivel +1, asi como cuando se
reduce al nivel -1.

g %3

o 90/

8 87|

:g 84 e

= \
78

A Concentracion de
‘ nucleo

Concentracion de 1
polimero

Figura 21. Superficie de respuesta de la variable Rendimiento en funcién de la
concentracion de polimero y de nicleo parala formacién de microparticulas de
Eudragit® $100 utilizando agitacién vertical rotatoria (Villamizar et al., 2010).

En el diagrama de Pareto para esta variable respuesta (Figura 22) se presenta la
influencia de los factores sobre el rendimiento del proceso; se puede observar que
ninguno de los factores de forma independiente o en interaccion tuvo, desde el punto de
vista estadistico, un efecto significativo (Villamizar et al., 2010).

A : Concentracion
de polimero

AB
B:B
AA

B : Concentracion
de nlcleo

0 0,4 0,4 0,8 1,2 1,6 2 2.4
Efecto estandarizado

Figura 22. Diagrama de Pareto de la influencia de la concentracién de polime-
ro y de nucleo sobre el rendimiento, para la elaboracién de microparticulas de
Eudragit® S100 utilizando agitacion vertical rotatoria.
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El programa Statgraphic 4.0 represent6 las interacciones y efectos de los factores y
gener? la superficie de respuesta que se observa en la Figura 23, en la cual se predice cémo
se podria obtener la respuesta deseada expresada como deseabilidad teniendo en cuenta
el efecto de la interaccién de los factores.

0,84
©
§ 0,74
= 0,64
P
4 0,54

0,44 N

0,34

i 0 A Concentracion de
Concentracién de 1- nacleo

polimero

Figura 23. Superficie de respuesta para la deseabilidad de la respuesta durante
la elaboracién de microparticulas de Eudragit® S100 utilizando agitacion
vertical rotatoria.

Considerando que la deseabilidad 6ptima tiende hacia 1, se podria sugerir que para
obtener el mayor rendimiento y el menor tamano de particula utilizando el método de
evaporacion de solvente con agitacion vertical rotatoria la concentracion de polimero debe
tender hacia el nivel +1, independientemente de la concentracién de nucleo utilizada.

El programa ademds establecié los valores 6ptimos para cada factor, que permitirian
obtener la mejor respuesta para las dos variables (menor tamafo y mayor rendimiento).
Los niveles 6ptimos segtin dicho modelo correspondieron al nivel +1 de concentracion de
polimero (0,200 g de polimero/S mL de acetona) y al nivel -1 de concentracién de nicleo
(0,050 g de nucleo).

El punto 6ptimo correspondi6 al tratamiento C evaluado en el diseno factorial,
y las respuestas obtenidas para este fueron un didmetro promedio de 173 * 13 pm y
un rendimiento del 88,0 £ 8,7%. El rendimiento no fue significativamente diferente
del estimado en la prediccién; no obstante, el didmetro de las particulas obtenido
experimentalmente fue significativamente menor que el estimado por el modelo, razén
por la que el tratamiento C fue seleccionado para llevar a cabo la microencapsulacién de
las particulas virales (Villamizar et al., 2010).

Microencapsulacion del virus

Tamaio de particula: el tamano medio de las microcdpsulas fue de 198 = 62 um. Este valor no
fue significativamente diferente del valor tedrico y practico determinado previamente para este
tratamiento utilizando un nuicleo trazador, lo cual sugiere repetibilidad en las caracteristicas de
las particulas elaboradas usando este procedimiento (Villamizar et al., 2010).
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Morfologia de las microcapsulas — Microscopia
electronica de barrido: las microcépsulas obteni-
das en los tres lotes fueron de forma esférica y super-
ficie lisa, con algunas irregularidades y escasos poros.
En la Figura 24 se presenta la microfotografia de una
microparticula donde se pueden observar dichas ca-
racteristicas (Villamizar et al., 2010).

Composicion de la superficie: la técnica de
espectroscopia fotoelectrénica de rayos X permite
determinar cualitativa y cuantitativamente todos
los componentes superficiales de las particulas Figura 24. Morfologia de las micro-
en una profundidad de S a 10 nm, a excepcién particulas obtenidas al encapsular el
del hidrégeno y el helio (Ramos et al., 2007). nucleopoliedrovirus de S. frugiperda
Asi, el espectro obtenido mostr6 la misma A S100.
composicién cualitativa en todas las muestras, observando que la superficie estd
compuesta principalmente por carbono y oxigeno. No se detect6 sefial para nitrégeno,
lo que indicaria que las particulas virales se encuentran distribuidas en el interior de las
microparticulas, ya que si estuvieran superficialmente, su composicién proteica habria
generado dicha sefial (Villamizar et al., 2010).

Eficiencia de microencapsulacion y concentracion de las microparticulas: se obtuvo
para los tres lotes una concentraciéon promedio de 2,62 x 10° CI/g, que presenté una des-
viacion estandar (DS) del 19,42%. Teniendo en cuenta que la concentracién del principio
activo (virus liofilizado) era de 2,94 x 10 CI/g y que para cada lote se emplearon 0,050 g
del mismo y 0,250 g del polimero (0,30 g de sélidos totales), la concentracién tedrica de
las microcdpsulas obtenidas debia ser de 4,9 x 10° CI/g. Con este valor tedrico y la con-
centracion experimental de cada lote de microparticulas se calcularon los porcentajes de
eficiencia que se presentan en la Tabla 12 (Villamizar et al., 2010).

Tabla 12. Eficiencia del proceso de microencapsulacién (Villamizar et al,, 2010).

Concentracidn experimental (Cl/g) microEE:;;gzilzgi%n %)

1 2,48 x10° 50,69
2 3,18x10° 64,90
3 219x10° 44,69
Promedio 2,62 x10° 53,43
DS 5,08 x 108 10,37

La eficiencia del proceso de microencapsulacién fue del 53 + 10%. El proceso mostro
una baja eficiencia, ya que se produjo una pérdida significativa del principio activo que
oscil6 entre el 25,31% y el 35,10%. La eficiencia del proceso de encapsulacién depende de
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muchos factores como: los materiales utilizados, la solubilidad de los componentes y su
coeficiente de reparto, entre otros (Kim et al., 2002).

Contenido residual de solventes en las microcapsulas: el pico mds alto del cromato-
grama, correspondiente al compuesto mds abundante, presenté un tiempo de retencién
de 6,48 minutos y fue identificado principalmente como n-Hexano, solvente empleado
para el lavado de las microparticulas. Este resultado indica que las particulas obtenidas
presentan cierto contenido residual de este solvente, lo que podria sugerir que el tiempo
de secado no fue suficiente para su completa eliminacion, requiriéndose un mayor tiempo
o la utilizacién de un proceso adicional como la extraccion con vacio, que asegure la elimi-
nacién total del hexano de las microcapsulas (Villamizar et al.,, 2010).

La mayoria de técnicas de microencapsulacion emplean solventes orgdnicos para
disolver polimeros lipofilicos, razén porla cual es comun que las microparticulas presenten
residuos de los solventes empleados (Bitz y Doelker, 1996).

En ningun caso se detect acetona, solvente utilizado para disolver el polimero, lo que
indica que el tiempo de proceso fue suficiente para permitir la completa evaporacion de
dicho solvente.

Efecto de la microencapsulacion del virus frente a la radiacion ultravioleta

La eficacia del virus microencapsulado sin irradiar fue del 67%, mientras que la del virus
sin microencapsular fue del 81,8% (Tabla 13). El andlisis de varianza detect6 diferencias
estadisticas entre los dos tratamientos (p< 0,05), lo que sugiere que la microencapsulacién
delos cuerpos de inclusion afecté la eficacia del virus. Esto puede deberse a que la velocidad
de liberacién de las particulas virales se ve afectada por el polimero que lo recubre, en este
caso el Eudragit® $100, pudiendo retrasar el proceso de infeccion viral. Por ejemplo, Lee et
al. (2000) determinaron que para la liberacién total del activo a partir de microesferas de
Eudragit® S100 se requerian aproximadamente 10 horas.

Tabla 13. Porcentajes promedio de eficacia, actividad original remanente (AOR) e inactivacion del virus
microencapsulado y sin microencapsular, expuesto a la radiacién ultravioleta tipo A y B durante 6 horas.

0 -

65+7

15 704 100 0,0

30 63 + 4 96 3,6

Virus microencapsulado 45 61+8 93 71
60 49 +8 75 25,0

180 49 + 11 75 25,0

360 26+ 4 39,3 60,7

0 81+8

15 72+7 88,6 114

. 30 54+8 65,7 34,3
Virus puro 45 1224 143 857
(sin microencapsular) 60 445 48 952
180 1+1 1,0 99,0

360 1+1 1,0 99,0
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Figura 285. Eficacia de las microcdpsulas del aislamiento NPV003 irradiadas
con luz ultravioleta tipo A y B. Tratamientos con la misma letra no presentan
diferencias segtin prueba de comparacién multiple de medias de Tukey (95%)

En la Tabla 13 y en la Figura 25 se presentan los resultados de actividad original
remanente (AOR) obtenidos para cada tiempo de exposicién evaluado. El virus sin
formular mostré una actividad original remanente inferior al 5% después de 60 minutos
de exposicion, entretanto que el virus microencapsulado conservé una actividad del 75%
después de los mismos 60 minutos de exposicion a la radiacién, la cual se redujo al 40%
después de 6 horas.

La prueba de comparacién de medias de Tukey (95%) no detectd diferencias significativas
entrelaactividad original remanente del virus microencapsulado y sin microencapsular después
de 15 y 30 minutos de irradiacion. Sin embargo, la eficacia del virus microencapsulado a partir
de los 60 minutos y hasta las 6 horas de exposicién a la radiacion fue estadisticamente superior
(p<0,05) ala obtenida para el virus sin formular, lo que sugiere que el virus microencapsulado
fue significativamente mas fotoestable que el virus puro.

El virus puro fue inactivado a partir de los 30 minutos de exposicion con respecto al
virus sin irradiar, alcanzando una inactivacién superior al 95% desde los 60 minutos. El virus
microencapsulado perdi6 suactividad conrespectoal virussinirradiaralas6 horas de exposicion,
con un 60% de inactivacién, confirmando la proteccién brindada por el recubrimiento de las
particulas con Eudragit® S100. Este resultado es muy interesante, considerando que el virus
microencapsulado presenté una inactivacién mucho menor que la del virus sin formular.

La fotoestabilidad ofrecida por la microencapsulacién depende del polimero utilizado
para la formacién de la pared (Barbosa et al.,, 2005). En el presente estudio se obtuvieron
resultados promisorios con el Eudragit® S100, aunque en el estudio de Ignoffo y Batzer
(1971) se demostré que la microencapsulacién del nucleopoliedrovirus de Heliothis zea
HzSNPV con etilcelulosa no fotoestabiliz6 el virus durante 4 horas de exposicién a la
radiacion ultravioleta artificial.

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que la microencapsulacién
tuvo un efecto fotoestabilizador de las particulas virales, si bien algunas alcanzaron a
ser afectadas por la radiacién UV, posiblemente aquellas que estaban ubicadas hacia la
parte externa de las microparticulas. Este comportamiento lo sugirieron Barbosa et al.
(2005), quienes evaluaron la estabilidad frente a la luz de microcapsulas que contenian un
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carotenoide como principio activo. Estos autores encontraron dos cinéticas de degradacion
del carotenoide: una rédpida, relacionada con la fotodegradacion de la sustancia ubicada en
la superficie de las microcdpsulas, y una degradacion lenta, que se atribuyo a la sustancia
encapsulada en el interior de las particulas.

La fotoproteccion ofrecida por la microparticula podria ser incrementada mediante la
inclusion de filtros ultravioleta, antioxidantes o de pigmentos que en diversos trabajos han
demostrado su efectividad y podrian ser microencapsulados conjuntamente con el virus.

CONCLUSION

Se desarrollé un proceso de microencapsulacion de las particulas virales con
Eudragit® S100, que permitié fotoestabilizar el virus frente a los efectos deletéreos de
la radiacién ultravioleta. Sin embargo, el proceso debe ser optimizado para reducir el
tamano de las particulas y evitar la utilizacion de solventes orgdnicos costosos y con
problemas de toxicidad.
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CAPITULO 4.
Caracterizacion y estabilidad en condiciones de
almacenamiento de un bioplaguicida a base del
nucleopoliedrovirus de Spodoptera frugiperda

ADRIANA SANTOS cM.Sc., LIZ URIBE B.Sc., LIZETH TABIMA B.Sc.,,
JULIANA GOMEZ cPh.D., LAURA VILLAMIZAR Ph.D.

INTRODUCCION

Una de las alternativas mds promisorias para disminuir el impacto ambiental causado
por el alto uso de productos quimicos para el control de plagas, se centra en el uso de
agentes de control biolégico (ACB) (Boyetchko y Hynes, 2006). Dentro de estos agentes
se destacan los baculovirus, los cuales dentro de una estrategia de manejo integrado de
plagas y de cultivo son una solucién duradera y efectiva; ademds, son amigables con el
medio ambiente y son seguros para el ser humano.

Sin embargo, uno de los factores mds limitantes para el uso y la aceptacién de
formulaciones a base de agentes de control bioldgico es su estabilidad bajo condiciones de
almacenamiento, ya que de esta depende la viabilidad y la actividad biocontroladora del
principio activo durante la distribucién del producto en el mercado (Boyetchko y Hynes,
2006). Dicha caracteristica se ve influenciada directamente por factores propios del
proceso de manufactura del bioplaguicida, como es el medio de produccidn, el proceso de
secado y el proceso de formulacién (Abadias ef al., 2001), asi como por factores externos
o ambientales, como es la temperatura y la humedad relativa de almacenamiento, variables
que en condiciones adversas afectan negativamente la calidad del producto.

En el caso de los baculovirus, la estabilidad en condiciones de almacenamiento es
influenciada por el sistema de produccion del agente viral, ya que esta normalmente se
realiza en el hospedero, lo que genera contaminacién microbiana en la suspension viral,
proveniente de la microflora normal de los cad4veres de los insectos (Lasa et al., 2008). La
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contaminacion puede afectar la actividad insecticida, e incluso representar riesgos para la
salud humana si se presentan patégenos humanos en el producto (Grzywacz et al., 1997).

A nivel mundial existen productos comerciales a base de nucleopoliedrovirus de Spo-
doptera sp. como SPOD-X, el cual contiene el virus de Spodoptera exigua y es recomendado
para cultivos de hortalizas y flores, y Spodopterin que contiene el NPV de Spodoptera litoralis
y se utiliza para proteger cultivos de algoddn, maiz y tomate, aunque ninguno es recomen-
dado para el control de S. frugiperda (EPA, 2010). Adicionalmente, en Colombia no existen
productos registrados comercialmente a base de nucleopoliedrovirus (ICA, 2011).

Teniendo en cuenta que las caracteristicas microbioldgicas y bioldgicas de un bio-
plaguicida pueden afectarse de forma adversa durante el almacenamiento y consideran-
do el alto potencial tecnoldgico que tiene la formulacién a base del nucleopoliedrovirus
(NPV003) de Spodoptera frugiperda desarrollada por Corpoica, el objetivo del siguiente
trabajo fue caracterizar el bioplaguicida y estudiar su estabilidad durante 15 meses de al-
macenamiento a tres temperaturas diferentes para determinar la vida util y las condiciones
6ptimas de manejo del producto.

MATERIALES Y METODOS

Una vez desarrollado el producto microencapsulado a base del nucleopoliedrovirus
NPVO003 de S. frugiperda fue necesario realizar la caracterizacion fisicoquimica, biolégica
y microbioldgica del bioplaguicida para establecer los limites de aceptacion del producto.
Esta caracterizacion se realiz6 con dos lotes de producto, con los siguientes pardmetros de
evaluacién:

Concentracion viral

Para la determinacién de la concentracién viral se tom6 0,1 g de producto, que se adiciond
29,9 mL de tampén fosfato (pH 7), siendo esta la dilucién 10 A partir de esta dilucién se
prepar6 la dilucién 10 y con dicha muestrase realiz6 un recuento de cuerpos de inclusién
empleando una cdmara de Neubauer. Con el recuento obtenido y la dilucién empleada se
calcul6 la concentracién del producto expresada como cuerpos de inclusiéon por gramo de
producto (CI/g). La determinacidn se realizé por triplicado para cada lote.

Porcentaje de humedad

Se determiné porla técnica de pérdida de peso por secado utilizando una balanza halégena
de humedad OHAUS MB 45, para lo cual se colocaron 0,5 g de producto en el plato de
la balanza y se secaron a 110 °C hasta peso constante. La determinacidn se realiz6 por
triplicado para cada lote.

Determinacion del pH

Se tomaron muestras de 0,1 g de cada lote de producto y se suspendieron en 10 mL de agua
destilada desionizada estéril. La lectura del pH se realiz6 empleando un potenciémetro marca
Hanna previamente calibrado. La determinacion se realiz6 por triplicado para cada lote.
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Determinacion del tamaiio de particula

El tamafio medio de las particulas se determin6 mediante microscopia dptica, midiendo
el didmetro de 100 de estas en un microscopio NIKON con un micrémetro adaptado
al ocular del objetivo 40X. Las imdgenes fueron procesadas empleando un software de
captura de imédgenes NIS - Elements BR250 1991-200791.

Contenido de contaminantes

Se tomaron muestras de 0,1 g del producto de cada lote y se adicionaron a 9,9 mL de
Tween 80 al 0,1% (v/v), siendo esta la dilucién 102 A partir de esta dilucién se prepara-
ron las diluciones seriadas 10y 10*. Posteriormente se realiz6 una siembra en superficie
en cajas de Petri con medio Agar PDA + Trit6n para la evaluacién de hongos en medio
Agar Extracto de Levadura (YM) para la cuantificacién de levaduras y en medio Agar Nu-
tritivo para el recuento de bacterias contaminantes. Cada dilucién se sembré por tripli-
cado. El resultado se expresé como el recuento de unidades formadoras de colonia de
contaminantes por gramo (UFC/g).

Actividad insecticida

Cada lote se reconstituyé a una concentracién de 4x10” Cl/mL. Dichas suspensiones
se mezclaron en una proporcién 50:50 con una solucién de sacarosa al 2% y azul de
alimentos al 1% para obtener una concentracion viral final de 2x10” Cl/mL. A partir de
cada suspension se dispensaron gotas de 3 pl en forma circular en un disco pldstico de
color blanco, en cuyo interior se ubicaron 50 larvas neonatas de S. frugiperda sometidas
a doce horas de ayuno. Por medio de un estereoscopio se seleccionaron 45 larvas que
hubiesen ingerido la suspension viral, lo cual se evidenci6 por la coloracién azul en el
cuerpo de la larva. Cada larva se ubicé individualmente en recipientes plasticos de 0,5
onzas que contenian un cubo de dieta artificial.

Ademas de la evaluacion de los dos lotes de producto, se conté con un testigo absoluto
que consistié en las larvas neonatas de S. frugiperda sometidas al ayuno. Siete dias después
de la inoculacioén se determind la eficacia mediante la férmula de Schneider — Orelli. El
disefio experimental fue completamente al azar con tres repeticiones y con 15 unidades
experimentales por tratamiento.

Estabilidad bajo condiciones de almacenamiento

Para determinar la vida util del bioplaguicida bajo condiciones de almacenamiento se em-
pacaron muestras de 0,5 gramos de producto en bolsas metalizadas selladas al vacio. Como
tratamiento control se utiliz6 virus liofilizado sin formular. Treinta muestras de cada trata-
miento se almacenaron durante 15 mesesa 8 £2°C,18 £2°Cy28+2°C.

La actividad insecticida y el contenido de contaminantes se determinaron durante los
tres primeros meses del estudio mensualmente, y a partir del tercer mes de almacenamiento
la evaluacidn se realiz6 cada seis meses.

Eldisefo del estudio de estabilidad fue completamente al azar con medidas repetitivas
en el tiempo y tres repeticiones por tratamiento.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion del bioplaguicida a base del nucleopoliedrovirus

de S. frugiperda

El bioplaguicida a base de nucleopoliedrovirus de S. frugiperda aislamiento NPV003 se
caracterizo fisicoquimica, microbioldgica y biol6gicamente. Para esto, se elaboraron dos
lotes de producto y se determiné el pH, el porcentaje de humedad, el tamano de particula,
la concentracién viral, el contenido de contaminantes y la actividad insecticida.

Los resultados promedio de cada caracteristica para cada lote de produccién se
presentan en la Tabla 14.

La concentracién de particulas virales en el formulado es de gran importancia, ya
que de este pardmetro depende la dosis de aplicacién. La concentracién esperada para
el prototipo de bioinsecticida objeto del presente trabajo era de minimo 1,0 x10° CI/g,
y el valor promedio obtenido fue de 1,1 x10° CI/g, cumpliendo con el limite establecido
y mostrando un valor que se encuentra dentro del mismo orden de magnitud que el
producto registrado en Europa Spod - X (Certis, 2010).

Considerando los resultados de concentracién de los dos lotes, se propone como pa-
rametro de aceptacion para esta caracteristica un valor superior a 1x10° Cl/g de producto.

Con relacion al porcentaje de humedad se obtuvieron valores menores al 2% (Tabla
14) en los dos lotes de producto. Este resultado se encuentra dentro del rango de
aceptacion que se utiliza en el control de calidad del producto registrado Baculovirus
Corpoica, para el cual se acepta una humedad menor o igual al 5%. Este valor de
humedad en el producto de NPV003 es adecuada, puesto que una cantidad minima de
agua asegura la estabilidad de las particulas virales durante el almacenamiento (Santos,
2008; Quiroga, 2009).

Tabla 14. Caracteristicas fisicoquimicas, microbioldgicas y
bioldgicas de dos lotes del bioplaguicida a base del nucleopoliedrovirus NPV003.

Promedio
CARACTERISTICAS LOTE 1 “ LOTE 2 n de los lotes

Concentracion viral (Cl/g) 9,42x108 0,00 1,25x10° 0,07 1,09x10°
Porcentaje de humedad (%) 1,86 0,15 1,68 0,02 1,84
pH 7,07 0,10 7,22 0,01 7,14
Particulas con tamafio 9934 96,45 9789

entre 1y 10 pm (%) — —
Contenido de bacterias

4 5 5
contaminantes (UFC/g) b 0,00 3,25x10 0,07 1,67x10
Contenido de hongos . \ ;
contaminantes (UFC/g) 433410 b 3,67x10 012 2,34x10
Contenido de levaduras . \ )
contaminantes (UFC/g) e 245 3,00x10 0,15 1,15x10
Eficacia (%) 91,89 8,10 97,67 4,02 94,78
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El bajo porcentaje de humedad obtenido para el producto de NPV003 puede
disminuir los posibles cambios quimicos en la formulacién evitando interacciones que
afecten el bioinsumo, como lo concluyé Santos (2008), quien obtuvo valores de humedad
del 0,52 + 0,11% para un bioplaguicida a base del granulovirus de Phthorimaea operculella
(PhoGV) y Trichoderma koningiopsis. Esta misma afirmacién fue realizada por Quiroga et
al. (2011), quienes obtuvieron una humedad del 4,00 + 0,11% en un bioinsecticida a base
de PhoGV, valores que favorecen la estabilidad de los productos.

Volimenes de humedad altos en el producto pueden favorecer el desarrollo de
contaminantes que deterioran la calidad del mismo, como lo determinaron Tamez et al.
(2006), quienes evaluaron dos prototipos de bioinsecticidas a base del nucleopoliedrovirus
de Anagrapha falcifera observando que humedades superiores al 10% afectaron la
estabilidad del ingrediente activo durante el almacenamiento.

Teniendo en cuenta que los cuerpos de inclusién de los baculovirus se disuelven en
valores de pH alcalinos (pH entre 9,5 y 11,5) (Szewczyk et al., 2006), se recomienda que
las formulaciones a base de estos virus tengan un pH cercano a la neutralidad para asegurar
la estabilidad de la estructura cristalina que protege al virién (Caballero ef al., 2001). En
el presente trabajo, los dos lotes del prototipo de bioinsecticida presentaron valores de
pH entre 6,9 y 7,2 (Tabla 14), que son adecuados para asegurar la integridad del virus
durante el almacenamiento. Caballero et al. (2001) establecieron que para bioinsecticidas
a base de baculovirus, un pH superior a 9,0 y menor a 4,0 puede afectar drésticamente la
integridad de los cuerpos de inclusién virales y por consiguiente disminuir su eficacia y
actividad biocontroladora, es decir, que valores de pH neutros como los obtenidos en este
trabajo son mds recomendables que aquellos que se acercan a los limites de aceptacion.

Los doslotes de producto presentaron un tamano de particula que oscilé entre 5,0-70,0
um, encontrandose entre un 88% y un 90% de las particulas con un didmetro entre 10 y 40
pm. Teniendo en cuenta que la abertura bucal de una larva neonata de S. frugiperda es de
aproximadamente 70 um, el tamano de particula obtenido para el formulado es adecuado
para permitir su consumo por el insecto y con base en este resultado se establecié como
limite de aceptacion para esta caracteristica, que més del 80% de las particulas debe tener
un tamano entre 10y 40 ym.La concentracidon de contaminantes en un bioinsecticida es de
gran importancia debido a que un alto contenido de microorganismos afecta la viabilidad
o integridad del principio activo y su actividad biolégica, ademds de representar un riesgo
para la salud humana y para el medio ambiente (Quiroga et al,, 2009). El contenido de
contaminantes bacterianos del bioinsecticida evaluado oscilé entre 10°y 10° UFC/g de
producto para los dos lotes y el contenido de contaminantes fungicos, incluyendo mohos
y levaduras, mostré valores entre 10° y 10* UFC/g de producto (Tabla 14).

Al compararlos resultados con el contenido de contaminantes permitido para productos
a base de virus en Estados Unidos para los que se acepta hasta 10°UFC/g (Lasa et al., 2008)
y para los productos elaborados en el Laboratorio de Control Biolégico de Corpoica, como
Tricotec para el cual el limite méximo es 5x10° UFC/g, se considera que el bioplaguicida a
base de NPV003 se encuentra dentro de limites aceptables. Cabe resaltar que si se presentan
altos niveles de contaminantes en el producto, estos pueden ser indicativos de una alta carga
microbiana presente en el inéculo utilizado como principio activo (larvas infectadas). Para
esto se recomienda reducir el nimero de contaminantes mediante la utilizacién de insectos
sanos y libres de microorganismos antes de ser infectados con el virus, trabajadores con una
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higiene adecuadaylarecolecciéon de larvas antes de la lisis celular para evitar la contaminacién
por microorganismos sapréfitos (Caballero et al., 2001).

En cuanto a la evaluacién de la actividad insecticida del bioplaguicida, los resultados
de los dos lotes de producto oscilaron entre el 90% y el 95% de eficacia (Tabla 14), valores
que no fueron significativamente diferentes (P > 0,05) de la eficacia obtenida con el
virus sin formular (95,12%) cuando se utilizaron a una concentracién de 2x10” Cl/mL,
correspondiente al doble de la CL, de este aislamiento viral. Este resultado sugiere que
la formulacién no afect6 la actividad insecticida del virus. Teniendo en cuenta que como
pardmetro de control de calidad para diversos bioplaguicidas se establece una eficacia en
condiciones de laboratorio del 80% y que el producto Baculovirus Corpoica registrado
ante el ICA tiene como limite inferior de aceptacion dicho valor, se establecié como limite
minimo una eficacia en condiciones de laboratorio del 80%

Basado en los resultados obtenidos para cada pardmetro, en este estudio se
propusieron rangos o limites de aceptacion para el prototipo de bioplaguicida a base de
SfNPV aislamiento NPV003, los cuales serdn utilizados como referencia para el control

de calidad del bioplaguicida (Tabla 15).

Tabla 15. Limites de aceptacion establecidos para
las caracteristicas del producto

CARACTERISTICAS LIMITES

Concentracién Viral (Cl/g) > 1x10°
Humedad (%) <5%

pH 6-8
Tamafrio de particula 70% (<10 pm)
Contenido de bacterias contaminantes (UFC/q) <106
Contenido de hongos contaminantes (UFC/g) <10°
Contenido de levaduras contaminantes (UFC/g) <106
Eficacia en laboratorio (%) (Dosis 2x107 Cl/mL) > 80%

Estabilidad bajo condiciones de almacenamiento

Actividad insecticida

El bioplaguicida present6 una eficacia inicial del 91,89% vy el virus puro liofilizado
utilizado como control positivo inicialmente tuvo una eficacia del 95,12% (Figura 26). El
comportamiento de la eficacia durante el tiempo de almacenamiento a 8 °C, 18 °Cy 28 °C
se presenta en las figuras 26a, 26b y 26¢ respectivamente, en las cuales se graficé la variable
respuesta versus el tiempo en meses y con una linea violeta se seiald el limite minimo de
aceptacion previamente establecido para la misma, correspondiente al 80%.

Se observé que cuando el bioplaguicida fue almacenado a 8 °C, 18 °C y 28 °C, la
actividad insecticida se mantuvo por encima del limite de aceptacion del 80% hasta el mes
15 del estudio. Esto en contraste con el virus liofilizado sin formular, el cual almacenado a
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Figura 26. a. Eficacia del virus formulado (VF) y sin formular (VP)
almacenado a 8 °C. b. 18 °C y c. 28 °C durante 15 meses de almacenamiento.
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18 °C y 28 °C present6 una reduccion en la eficacia en el mes 15 de almacenamiento con
valores de 76% y 63% respectivamente.

La disminucién en la eficacia durante el almacenamiento puede deberse a la hidrélisis
y autooxidacién resultante de la exposicion al oxigeno de los derivados lipidicos que estin
presentes en los cadéveres de los insectos y que no fueron removidos por la filtracién de
la suspension viral (Lasa et al., 2008). Este fenémeno también fue observado por Ignoffo
y Garcia (1994), quienes determinaron que los superéxidos y radicales libres generados
por la autooxidacion fueron capaces de modificar la estructura de los 4cidos nucleicos
de los baculovirus y causar la pérdida de patogenicidad en almacenamiento. Esto
también fue demostrado por Lasa y colaboradores (2008), quienes evidenciaron que la
actividad insecticida de un bioplaguicida a base de NPV almacenado a 25 °C se redujo
significativamente después de 6 meses de almacenamiento y presenté una inactivaciéon
total alos 18 meses del estudio.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se evidenci6 que la temperatura y el tiempo
de almacenamiento no influyeron negativamente sobre la estabilidad del bioplaguicida,
siendo posible el almacenamiento del bioplaguicida durante 15 meses a cualquiera de las
temperaturas evaluadas.

Contenido de contaminantes

El contenido de contaminantes en el prototipo de bioplaguicida se evalué mediante la
técnica de recuento en placa, analizando las muestras almacenadas a 8 °C, 18 °C y 28
°C. El contenido de contaminantes se expresé6 como Unidades Formadoras de Colonia
por gramo de producto (UFC/g) y posteriormente estos valores fueron transformados
determinando el logaritmo decimal de los mismos para normalizarlos y homogeneizar
las varianzas, para de esta forma realizar el andlisis estadistico utilizando las pruebas
paramétricas de varianza y comparacién de medias de Tukey (95%).

El contenido de bacterias en el bioplaguicida inicialmente fue de 1,00x10*
UFC/g y después de 1S meses de almacenamiento a 8 °C; este valor se mantuvo
constante (Figura 27). Al almacenar el bioplaguicida a 18 °C se presentaron valores
de bacterias contaminantes que oscilaron entre 1,40 x 10* UFC/gy 2,10x 10*UFC/g
hasta el tercer mes de almacenamiento. A partir del noveno mes se present6 una
disminucidn significativa en el contenido de bacterias contaminantes hasta un valor
de 1,40x10° UFC/g (Figura 27). Un comportamiento similar se observé cuando se
almacend el producto a 28 °C, en donde el contenido de contaminantes bacterianos
fue disminuyendo hasta alcanzar un valor de 1,23x10° UFC/g en el mes 15 de
almacenamiento (Figura 27).

En general, se observa que el contenido de bacterias disminuyé a medida que
avanzé el tiempo y aumentd la temperatura de almacenamiento. Esta disminucién
puede deberse a las condiciones adversas del medio, como la ausencia de nutrientes,
la presencia de humedad y de oxigeno, y al mantenimiento activo del metabolismo de
las bacterias (Costa et al., 2002). A 8 °C se evidencié una menor disminucién en el
contenido de bacterias contaminantes en el producto, probablemente debido a que a
bajas temperaturas (8 °C) los microorganismos experimentan periodos de latencia y
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Figura 27. Comportamiento del contenido de contaminantes bacterianos en el bioplaguicida a
base del nucleopoliedrovirus de S. frugiperda almacenado a 8 °C, 18 °C y 28 °C durante 15 meses.

el metabolismo tiende a ser lento y a disminuir. Por el contrario, Lasa ef al. (2008)
observaron que al almacenar una formulacién a base del nucleopoliedrovirus de S.
exigua a 4 °C se disminufa en una unidad logaritmica el contenido de contaminantes
después de 6 meses de almacenamiento.

Resultados similares a los del presente estudio fueron obtenidos por Lasa et al. (2008)
con una formulacién a base del nucleopoliedrovirus de S. exigua almacenada a 25 °C, para
la cual se evidenci6 una reduccién en una unidad logaritmica en el contenido de bacterias,
lo que atribuyeron a los adyuvantes usados en la formulacién como el 4cido sérbico, el
cual inhibe el crecimiento de los microorganismos.

Con respecto al contenido de mohos contaminantes, el valor inicial fue de 4,00x10*
UFC/g y después de 15 meses de almacenamiento la concentracién final no fue
significativamente diferente a la inicial, presentando valores finales de 3,30x10* UFC/g,
4,27x10° UFC/gy 5,03x10* UFC/g a 8 °C, 18 °C y 28 °C respectivamente (Figura 28).
Ademds, la concentracion de mohos obtenida durante todo el estudio se encontré dentro
del rango de aceptacion para este tipo de producto segun los pardmetros del Laboratorio
de Control de Calidad de Bioplaguicidas Biotécnica de Corpoica, el cual acepta un
méximo de 10° UFC/g.

En cuanto al contenido de levaduras contaminantes, inicialmente el recuento
fue de 1,27x10* UFC/g, el cual se redujo significativamente a partir del tercer mes de
almacenamiento (Figura 29), comportamiento evidenciado a las tres temperaturas
evaluadas. Posteriormente, el contenido de levaduras se mantuvo en valores inferiores
al valor del producto recién manufacturado, es decir que la concentraciéon de estos
microorganismos contaminantes se mantuvo estable.
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Figura 28. Comportamiento del contenido de mohos contaminantes en el bioplaguicida a base del
nucleopoliedrovirus de S. frugiperda almacenado a 8 °C, 18 °C y 28 °C durante 15 meses.
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Figura 29. Comportamiento del contenido de levaduras contaminantes en el bioplaguicida a base
del nucleopoliedrovirus de S. frugiperda almacenado a 8 °C, 18 °C y 28 °C durante 15 meses.

En general, los tres tipos de contaminantes cuantificados en el producto (bacterias,
mohos y levaduras) se mantuvieron en valores inferiores al limite maximo de aceptacién
permitido (10° UFC/g) durante los 15 meses evaluados en cada temperatura, lo cual
indica que la calidad del producto no se vio afectada por la presencia de microorganismos
contaminantes.




CONCLUSION

Con base en los resultados obtenidos para la estabilidad insecticida y microbioldgica
(contenido de contaminantes) se recomienda el almacenamiento del bioplaguicida a
temperaturas inferiores de 28 °C durante un afo, lo que garantiza su calidad y su actividad
insecticida.
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CAPITULO 5.

Seleccion de dosis y frecuencias de aplicacion
del bioplaguicida a base del nucleopoliedrovirus

de Spodoptera frugiperda (NPV003)

PAOLA CUARTAS cPh.D., JULIANA GOMEZ cPh.D., LIZETH TABIMA B.Sc.,
JUDITH GUEVARA cPh.D,, fernando valicente Ph.D., LAURA VILLAMIZAR Ph.D.

INTRODUCCION

Las caracteristicas de patogenicidad y virulencia propias de muchos baculovirus hacen
de ellos importantes agentes de control de plagas de importancia econémica. En la
actualidad, el uso de bioplaguicidas a base de estos virus ha comenzado a surgir como
una alternativa mas eficiente y ambientalmente segura (Caballero y Williams, 2008). Para
garantizar su efectividad, dentro del desarrollo de dichos productos se deben establecer
tanto su eficacia como los pardmetros adecuados para su aplicacién en campo. Entre
estos pardmetros, es de gran importancia determinar las dosis adecuadas para el uso del
bioplaguicida y su frecuencia de aplicacién (Caballero et al., 2001).

Es necesario tener en cuenta que la dosis y la frecuencia de aplicacién en este tipo de
productos dependen directamente de la patogenicidad del virus, de la poblacion de la plaga, de
lafenologia del cultivo y de los hébitos alimenticios del insecto plaga, entre otros factores. Es por
esto que para definir los pardmetros adecuados para su uso en cultivos comerciales es preciso
evaluar el producto bajo condiciones de casa de malla y campo que simulen las condiciones
reales a las que se expondrd, incluyendo las condiciones ambientales y las fluctuaciones
poblacionales de la plaga (Prater et al., 2006; Gupta et al., 2007; Grzywacz et al., 2008).

Como la cantidad de cuerpos de inclusién utilizados en la aplicacién de la dosis
sugerida determina directamente los costos de produccién del bioplaguicida, se busca
establecer la menor dosis del producto que tenga alta eficacia para el control de la plaga.
Asi mismo, la frecuencia de aplicacién dependerd de la persistencia de los cuerpos de
inclusion en las hojas del cultivo, la eficiencia en la transmisién del virus de las larvas
infectadas a las sanas y el ritmo de crecimiento del cultivo (Caballero y Williams, 2008).
Por lo anterior, en el presente capitulo se busca evaluar la eficacia del bioplaguicida bajo
condiciones de campo en parcelas pequenas de agricultores, con el fin de seleccionar la
dosis y la frecuencia de aplicacién adecuadas para el uso del producto.
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MATERIALES Y METODOS
Determinacion de la actividad biocontroladora del producto en casa de malla
En el Centro de Investigacién La Libertad de Corpoica, ubicado en el kilémetro 21 via

Puerto Lopez, departamento del Meta, se llevé a cabo un experimento para evaluacién del
bioplaguicida bajo condiciones de casa de malla (Figura 30).

Figura 30. Ensayo en casa de malla para la evaluacion del bioplaguicida
abase de NPV en el C.I. La Libertad.

Los tratamientos consistieron en el producto reconstituido a diferentes concentracio-
nes (5x10° 1x 107y Sx 107 CI/g), estas mismas concentraciones del virus sin formular y
un testigo absoluto. La unidad experimental fue una bolsa pléstica de 1 libra de capacidad,
en la que se sembraron dos semillas de maiz para un total de 120 bolsas. Se utilizaron tres
repeticiones, cada una de las cuales consistié en 10 unidades experimentales para un total
de 30 plantas por tratamiento. Los grupos de 30 plantas por tratamiento se asperjaron con
los tratamientos reconstituidos en agua mediante la atomizacién de S mL de suspension
por planta empleando un aerdgrafo a una presién de 40 psi. Esta aplicacion se realiz6 en un
lugar aislado de la casa de malla con el fin de evitar contaminacion cruzada. Inmediatamente
después de la aplicacion se ubicé en cada planta una larva de segundo instar de S. frugiperda.

Dentro de la casa de malla, las bolsas se organizaron utilizando un disefio de bloques
completos al azar con tres repeticiones. Las evaluaciones se realizaron alos 7y 14 dias después
dela aplicacién. Para esto, se muestre6 cada planta y se evalué el dafo fresco en la Gltima hoja
formada (Figura 31), determinando la presencia de manchas translicidas en esta hoja, asf
como la presencia de dano en el cogollo y la presencia de larvas o de excrementos frescos.
Con estos resultados se calcul6 el porcentaje de eficacia del bioplaguicida, expresado como
la reduccion en el dano fresco causado por S. frugiperda, utilizando la siguiente férmula:

Eficacia (%) =a -b

En donde “a” es el porcentaje de plantas con dafio fresco ocasionado por S. frugiperda en
el testigo y “b” es el porcentaje de plantas con dafio fresco ocasionado por S. frugiperda
después del tratamiento.
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Figura 31. Dafio fresco en plantas de maiz causado por larvas de Spodoptera frugiperda.

Elensayo cont6 conunarepeticion en el tiempo, utilizando inicamente la concentracién
intermedia de 1x10” CI/gtanto de producto como de virus. Se utiliz6 la misma metodologia
mencionada anteriormente, pero la casa de malla conté con algunas modificaciones. Los
datos de porcentaje de dafio y porcentaje de eficacia fueron sometidos a anlisis de varianza
(ANAVA) y los promedios fueron comparados mediante la prueba de Tukey con un nivel
de confianza de 95% mediante el programa Statistix 8.1.1.0.

Determinacion de la actividad biocontroladora del preformulado bajo
condiciones de campo en fincas de agricultores

La evaluacién del bioplaguicida se llevo a cabo en dos fincas de agricultores ubicadas en el
municipio de Puerto Gaitdn y en el municipio de Puerto Lopez, departamento del Meta.

En la parcela de Puerto Gaitin (Ensayo 1) se sembraron plantas de maiz del hibrido
138 de Fenalce y en la parcela de Puerto Lépez (Ensayo 2) se sembraron plantas variedad
Pionner K 33. El cultivo se revisé cada tercer dia para determinar la germinacion de las
plantas y el momento adecuado de la aplicacion de los tratamientos mediante muestreos
de vigilancia.

Los tratamientos consistieron en el bioplaguicida utilizando la dosis seleccionada en
el ensayo anterior que para un drea de 50 m? correspondié a 3,75 g por parcela o 750 g/ha.
Se evalué también una dosis inferior correspondiente a la mitad de la dosis (1,87 g/parcela
0 375 g/ha) y otra superior consistente en el doble de la seleccionada (7,50 g/parcela o
1.500 g/ha). También se incluyé un testigo quimico utilizando el producto Match® de
Syngenta (Lufenuron), que cuenta con registro ICA y un testigo absoluto donde no se
realizaron aplicaciones de productos bioldgicos ni quimicos.

En cada uno de los muestreos se determind el porcentaje de dafio fresco causado por
las larvas presentes naturalmente. Se partié de un umbral de accién del 15% de plantas con
dano fresco para realizarla aplicacion de las medidas de control. Con el fin de determinar el
nivel de dafio fresco, se realiz6 un seguimiento semanal del cultivo examinando S0 plantas
al azar por parcela/repeticién. Sobre cada planta se muestre6 la ultima hoja formada
determinando el porcentaje de plantas con dafio fresco antes y después de la aplicacién de
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los tratamientos. La unidad de muestreo en cada planta fue la primera hoja formada del
cogollo, como se mencioné en la metodologia anterior (Figura 31).

En los dos experimentos se utilizé un disefio en bloques completos al azar, realizando
tres repeticiones por tratamiento consistentes cada una en una parcela de 50 m*con S
surcos de 10 m (Figura 32). En cada parcela se muestrearon 50 plantas al azar distribuidas
enlos tres surcos centrales. Todas las parcelas utilizadas tuvieron las practicas agronémicas
usadas comtinmente de riego, fertilizacién y control de malezas para este cultivo.

Sobre el total de plantas muestreadas y el nimero de plantas con dafo fresco se
determiné el porcentaje de plantas con dano fresco y el porcentaje de eficacia de los
tratamientos evaluados mediante la férmula de Abbot.

% Eficacia = ((a-b) / a) x 100

En donde “a” es el porcentaje de plantas con dafio fresco ocasionado por S. frugiperda en
el testigo y “b” es el porcentaje de plantas con dafio fresco ocasionado por S. frugiperda
después del tratamiento. Las lecturas se realizaron siete dias después de cada aplicacion.
Los datos obtenidos de porcentaje de dafio y porcentaje de eficacia fueron sometidos
a ANAVA para determinar efectos significativos de los tratamientos, y los promedios
fueron comparados mediante la prueba de DMS con un nivel de confianza de 95% con el
programa Statistix 8.1.1.0.

Los datos de produccién de cosecha del cultivo ubicado en la finca de Puerto Gaitdn
se determinaron midiendo el rendimiento expresado como la cantidad de grano obtenido
por érea cultivada (kg/ha). Los resultados se sometieron a un analisis de varianza (p>
0,05) mediante el programa Statistix 8.1.1.0.

2m 2m 2m 2m
A A A A
5m 5m 5m 5m
NPV NPV
Rep. 1 Testigo Dosis Dosis
baja alta
NPV NPV
Rep. 2 Testigo Dosis Dosis
alta baja
NPV NPV
Rep. 3 DO?IS Testigo Dosis
baja alta

Figura 32. Distribucion de las parcelas en campo para evaluacion de la eficacia del
bioplaguicida a base de NPVO0O03 para el control de S. frugiperda en cultivos de maiz

3 s

e



RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de la actividad biocontroladora del bioplaguicida
en casa de malla

La eficacia del bioplaguicida en casa de malla se determiné mediante la evaluacién del
dano en la dltima hoja formada en plantas de maiz después de 7 y 14 dias de la aplicacién.
Los tratamientos donde se aplicé el bioplaguicida y el virus sin formular presentaron
valores de dafo fresco que oscilaron entre el 30% y el 90%, mientras que en el control
se obtuvieron valores de dafio del 100% (Figura 33). El dafio fresco en el tratamiento
control donde no se aplicé virus fue significativamente mayor (p< 0,05) que el de los
tratamientos, a excepcion del obtenido con la dosis mds baja del virus formulado a los 7
dias después de la aplicacidn. Este resultado sugiere que tanto el virus formulado como el
virus sin formular ejercieron un control eficiente de la plaga.
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Figura 33. Efecto de la aplicacién del virus formulado y sin formular sobre el nivel de
dano fresco causado por S. frugiperda en plantas de maiz en casa de malla 7 y 14 dias des-
pués de la aplicacién. VE: virus formulado, VP: virus puro sin formular (Tukey 95%).

En las plantas del tratamiento testigo el dafio causado por S. frugiperda fue evidente
(Figura 34), entretanto que en los tratamientos con virus se obtuvieron plantas sanas y
larvas muertas por el virus.

En cuanto a los valores de eficacia, estos oscilaron entre el 36% y el 76% (Figura 35),
obteniéndose la mayor eficacia con el virus sin formular a la mayor concentracién (S x 107 Cl/
mL). La prueba de comparacién de medias de Tukey detectd diferencias significativas (p<
0,05) entre los valores de eficacia obtenidos con el virus sin formular a la mayor concentracién
(76,53%) y la eficacia del virus formulado y sin formular a la menor concentracién (40,73%),
lo que sugiere que la dosis si ejerci6 un efecto directo sobre la variable respuesta. Sin embargo,
no se detectaron diferencias entre la eficacia del virus formulado y sin formular, lo que indica
que la formulacién no tuvo un efecto significativo sobre la eficacia del virus.
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Figura 34. a. Dano causado por larvas de S. frugiperda en plantas de maiz del
tratamiento testigo. b. Larva de S. frugiperda muerta por accion del virus en plantas
que fueron aplicadas con el virus formulado.
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Figura 3$. Eficacia del virus formulado y sin formular 14 dias después de la aplicacion
en casa de malla. VF: virus formulado, VP: virus puro sin formular (Tukey 95%).

Con base en los resultados obtenidos se seleccioné la concentracién 1 x 107 Cl/mL
como la mds adecuada, ya que fue la dosis mas baja que ejercié un control efectivo de
la plaga en los dos dias de evaluacién; ademas, dicha concentracién es viable desde el
punto de vista econémico y ecoldgico. Cabe resaltar que en este ensayo se observé una
alta variabilidad de los datos, posiblemente debido al equipo de aspersién utilizado, el
cual producia un cono de aspersiéon muy cerrado reduciendo el drea de cubrimiento.
Adicionalmente, la casa de malla se construyé dentro de un invernadero que tenia tejas
blancas cubiertas con polisombra, evitando el paso directo de los rayos solares y reduciendo
la temperatura, condiciones ambientales diferentes a las encontradas en campo.
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Teniendo en cuenta lo anterior y con el fin de corroborar los resultados obtenidos,
se establecié un nuevo ensayo empleando tnicamente la concentracién de 1 x 107 CI/g
tanto de virus formulado como sin formular. La casa de malla se modificé cambiando las
tejas blancas por tejas transparentes y retirando la polisombra, permitiendo el aumento
de la temperatura (rango: 31 * 3 °C) y la humedad (promedio 77,3%), simulando las
condiciones registradas en campo. Teniendo en cuenta que el aumento de la temperatura
puede acelerar el proceso de infeccién viral y favorecer el ciclo de vida del insecto, se
realiz6 asi mismo la lectura de los resultados a los 4, 7 y 11 dias después del montaje.

Con el bioplaguicida y el virus sin formular bajo estas condiciones se presentaron
valores de dano fresco que oscilaron entre el 2% y el 17%, mientras que en el tratamiento
control se obtuvo un dafio del 90% 11 dias después de la aplicacion (Figura 36). El dano
fresco en el testigo fue significativamente mayor que el de los tratamientos (p< 0,05) en
las dosis de evaluacién, lo que nuevamente sugiere que la aplicacién de NPV ejerce un
control eficiente de la plaga en plantas de maiz.
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Figura 36. Efecto de la aplicacion del nucleopoliedrovirus de S. frugiperda formulado
y sin formular sobre el nivel de dafio fresco en plantas de maiz en casa de malla (Puerto
Lépez — Meta). VE: virus formulado, VP: virus puro sin formular (Tukey 95%).

En cuanto a la eficacia al dia 11 después de la aplicacion, se obtuvieron valores del
60% y el 65% para el virus sin formular y formulado respectivamente, y no se detectaron
diferencias significativas entre los tratamientos (p> 0,05) confirmando que la formulacién
no tuvo efecto alguno sobre la eficacia del agente biocontrolador bajo condiciones de casa
de malla.

Cabe resaltar que en los dos bioensayos se encontraron larvas muertas por infeccion
viral a partir del cuarto dia, confirmando que la muerte se produjo por la accién del virus
(Figura 37).
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Figura 37. Larvas de S. frugiperda muertas por infeccién viral

Otros autores han evaluado la eficacia de nucleopoliedrovirus para el control de
diferentesinsectos bajo condiciones de casa de malla o invernadero. Tal es el caso de Bianchi
et al. (2000) quienes evaluaron el control ejercido por un aislamiento de NPV sobre larvas
de Spodoptera exigua en crisantemos. Al igual que en el presente trabajo, se demostré que
el uso de NPV disminuy6 significativamente el dano causado sobre los pétalos y hojas
de crisantemos por larvas de segundo y tercer instar en condiciones de invernadero. Los
resultados de laboratorio realizados previamente también habian demostrado la eficacia
del virus a las concentraciones evaluadas, lo cual también se evidencié en este estudio.

En el 2007, Lasa y colaboradores realizaron un estudio en casa de malla para probar la
efectividad de una formulacién de NPV sobre S. exigua en plantas de pimienta. La variable
evaluada fue la mortalidad de larvas, encontrando que el virus formulado produjo una
mortalidad de larvas significativamente mayor que el virus sin formular. Esto pudo deberse a
la proteccién que confiere la formulacién al virus contra factores como la luz ultravioleta, ya
que a pesar de la estructura pldstica que cubre los invernaderos la radiacion ingresa hasta el
nivel de las plantas pudiendo ocasionar dafios en el genoma viral (Lasa ef al., 2007).

Determinacion de la actividad biocontroladora del preformulado bajo
condiciones de campo en parcelas de agricultores

Ensayo 1

Ubicacién: km 92 via Puerto Gaitin
Fecha: segundo semestre de 2010
Condiciones climéticas: temperatura promedio: 28 °C / humedad promedio: 85% — 90%.
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Después de los muestreos de vigilancia, se determiné que para los dias 25 y 33 después
delasiembra (dds) el nivel de dafio por cogollero era superior al umbral establecido (mayoral
15%) v se realizé la aplicacion de los tratamientos (Figura 38). El nivel de dafio fresco inicial
por cogollero (25 dds) fue del 19%. A los 33 y 40 dds el dafio fresco en las parcelas testigo
en las que no se realizo la aplicacién de ningtin producto para el control de S. frugiperda, se
mantuvieron entre el 13,3% y el 20%. Estos valores fueron relativamente bajos, comparados
con el nivel de dafio descrito en otros estudios sobre cultivos de maiz, el cual oscila entre el 25
y el 95% (Fernandez, 2001; Sosa, 2002; Garcés et al., 2009). No obstante, estos porcentajes
pueden considerarse de alto impacto econdmico si el dafio foliar es alto e incluye afectaciéon
del verticilio de la planta, que como consecuencia pueden detener su crecimiento e incluso
ocasionar la muerte de la planta (Garcia y Pulido, 1988; Fernandez et al., 2001).

Figura 38. Lote experimental de maiz para evaluacién del bioplaguicida a base de nucleopoliedro-
virus para el control de S. frugiperda en Puerto Gaitdn (Meta).

Al comparar el porcentaje de dafio fresco ocasionado por S. frugiperda en la etapa
inicial del cultivo y el porcentaje de dafio fresco a los 25 dias del uso del bioplaguicida
a base del nucleopoliedrovirus (40 dds, evaluacién final), se observaron diferencias
significativas (p= 0,0481) entre el porcentaje de dafio inicial, el tratamiento control
y el bioplaguicida usado a una dosis de 1.500 g/ha y el testigo quimico, obteniendo un
porcentaje de dafio fresco menor en las parcelas tratadas con el bioplaguicida a 1.500 g/ha
(3,33%) y con el producto quimico (1,67%), sin encontrar diferencias significativas entre
estos dos tratamientos (Figura 39).

Con respecto a la dosis intermedia (750 g/ha) y a la dosis més baja (375 g/ha), se
observa una reduccién del porcentaje de dafo fresco con respecto al dafio inicial en el
cultivo y el tratamiento control, pero dicha reduccién no fue estadisticamente significativa.

Por ultimo, el porcentaje de dafo ocasionado por S. frugiperda en los tratamientos
en los cuales se aplicé el bioplaguicida fue dependiente de la dosis aplicada (Figura 39),
lo cual indica que existe una relacion directa entre la dosis viral y la mortalidad larval, y
por tanto se observan menores porcentajes de dafio fresco en las plantas aplicadas a la
mayor concentracion del bioplaguicida. Estos resultados sugieren que los dos productos
(biolégico a la dosis més alta y quimico) fueron igualmente eficientes para controlar el
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Figura 39. Dano fresco causado por S. frugiperda en plantas de maiz. Evaluacién del
bioplaguicida a base de NPV 40 dds (evaluacion final) en la parcela experimental de
Puerto Gaitdn (Meta). Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias segtin
prueba de comparacién multiple de medias DMS (95%) (p= 0,0481).

dano causado por S. frugiperda.
Conrespecto ala eficacia, esta se determiné empleando los niveles de daio registrados
en la tltima lectura (40 dias después de siembra), obteniendo los siguientes valores:

- Bioplaguicida (375 g/ha): 50%

- Bioplaguicida (750 g/ha): 66,7%

- Bioplaguicida (1.500 g/ha): 83,3%
- Quimico: 91,6%

Nuevamente se observé el efecto directo dela dosis sobrela actividad del bioplaguicida,
obteniéndose la mayor eficacia con la dosis de 1,5 kg/ha, la cual no fue estadisticamente
diferente de la obtenida con el producto quimico a la dosis recomendada.

Ensayo 2

Ubicacién: km 12 via Villavicencio - Puerto Lopez
Fecha: segundo semestre de 2010
Condiciones climdticas: temperatura promedio 26 °C / humedad promedio: 75% - 85%

Después de los muestreos de vigilancia, se determiné que paralos dias 25y 33 después
de la siembra el nivel de dafio por cogollero era superior al umbral establecido (mayor al
15%) y se realizé la aplicacién de los tratamientos (Figura 40).
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Figura 40. Lote experimental de maiz para evaluacién del bioplaguicida a base de
nucleopoliedrovirus para el control de S. frugiperda en Puerto Lépez (Meta).

El nivel de dafio fresco inicial en las parcelas fue del 33%. A los 32 y 39 dias después
de la siembra, las parcelas del tratamiento testigo en el que no se realizé la aplicacién de
ningun producto para el control de S. frugiperda presentaron niveles entre el 23% y el 25%.

Al comparar el porcentaje de dano fresco ocasionado por S. frugiperda en la etapa
inicial del cultivo y el porcentaje de dafio fresco a los 30 dias del uso del bioplaguicida
(45 dds, evaluacién final) se observaron diferencias significativas (p= 0,0046) entre el
porcentaje de dafio inicial, el tratamiento control y el bioplaguicida usado a una dosis de
750y 1.500 g/ha. Se obtuvo un porcentaje de dafo fresco menor en las parcelas tratadas
con el bioplaguicida a 750 g/ha (6,25%) y a 1.500 g/ha (6,25%), sin presentar diferencias
significativas entre estos (Figura 41).
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Figura 41. Dano fresco causado por S. frugiperda en plantas de maiz. Evaluacion del
bioplaguicida 4S5 dds (evaluacién final) en la parcela experimental de Puerto Lépez
(Meta). Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias segin prueba de
comparacién miltiple de medias DMS (95%) (p=0,0046).
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Con respecto ala dosis intermedia (750 g/ha), se encontré un porcentaje de dafio del
12,5%, el cual fue similar al encontrado en las parcelas tratadas con el producto quimico
(7,50%); ademds, este tratamiento presenté diferencias significativas al compararlo con el
porcentaje de dano inicial.

Es importante resaltar que con el bioplaguicida aplicado a la mayor dosis se
encontré un menor porcentaje de dafio fresco (6,25%) que el obtenido con el
insecticida quimico, sugiriendo una eficacia mayor con el bioinsecticida. El mejor
efecto con el producto bioldgico podria estar relacionado con la alta presencia de
otros agentes de biocontrol (parasitoides y depredadores) en las parcelas tratadas con
este, que puedan estar ejerciendo un control adicional y a los que la alta especificidad
delvirus no los afecté (Figura 42). Estos agentes de control biolégico no se detectaron
en el tratamiento quimico.

Figura 42. A. Adulto de Coleomegilla sp. (Coleoptera: Coccinellidae) depredador de huevos
de S. frugiperda. B. Huevos de S. frugiperda consumidos por el insecto depredador

Aligual que en el ensayo llevado a cabo en Puerto Gaitdn, se pudo observar un efecto
directo de la dosis empleada sobre la reduccién de dafio fresco.

La eficacia se determin6 empleando los niveles de dano registrados en las dos lecturas
realizadas, obteniendo los siguientes valores:

- Bioplaguicida (375 g/ha): 43,92%

- Bioplaguicida (750 g/ha): 61,96%

- Bioplaguicida (1.500 g/ha): 75,29%
- Quimico: 45,69%

En promedio la eficacia del bioplaguicida a la dosis mds alta fue del 81% en las parcelas
experimentales de maiz.

Teniendo en cuenta que la concentraciéon del producto fue de 1x10° Cl/g, se
recomienda una dosis de aplicacién en campo de 2x10"* Cl/ha, equivalente a 1,5 kg de
producto por hectdrea, valor que se encuentra dentro del rango de dosis recomendado
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tanto para insecticidas quimicos como bioldgicos. La dosis de 2x10'* Cl/ha es similar a
la recomendada para la aplicacién de otros productos base de NPV para el control de
lepidépteros, como Heliothis zea NPV 1,5x10 CI/Ha (Copping, 2004; citado por
Grzywacz et al., 2008), Helicoverpa armigera NPV 1,5x10'> CI/Ha (Cherry et al.,, 1997;
citado por Grzywacz et al, 2008), Spodoptera exigua NPV 1,0x10"> CI/Ha (Federici,
1999; citado por Grzywacz et al., 2008).

Otros autores han evaluado la eficacia de bioplaguicidas a base de baculovirus para
el control de diferentes plagas en campo, encontrando resultados de control exitosos.
Tal es el caso de Behle et al. (2003), quienes evaluaron una formulacién a base de NPV
elaborada por atomizacién en lecho fluido para el control de Trichoplusia ni en cultivos
de repollo encontrando una actividad insecticida en campo del 67%, aplicando 10'* CI/
ha. En Tanzania, Grzywacz et al. (2008) encontraron una reduccién significativa de la
poblacion de Spodoptera exempta en cultivos de pastos 10 dias después de la aplicacion de
un bioplaguicida a base de NPV a una dosis de 10" CI/ha.

Laaplicacion del bioplaguicida alas tres dosis seleccionadas no presentd problemas en
la reconstitucién, no hubo separacién de fases ni presencia de fléculos (grumos formados
por la agregacién de sélidos en suspensién) y no se detecté taponamiento de boquillas
(Figura43). Por lo tanto, se puede concluir que la suspension fue estable, lo que indica que
el ingrediente activo posiblemente se encontraba homogéneamente distribuido por todo
el sistema después de la reconstitucion en agua, asegurando asi una aplicacién adecuada.

NI

Figura 43. Reconstitucion del microencapsulado a base del nucleopoliedrovirus
de S. frugiperda NPV003

Por dltimo, cabe resaltar que en el presente trabajo se encontraron larvas de S.
frugiperda con sintomatologia de infeccién viral durante los muestreos, lo que corroboré6
que la mortalidad de las larvas y la proteccion de las plantas se debieron a la aplicacién de
los productos a base de baculovirus (Figura 44).

Produccién
El cultivo ubicado en la finca de Puerto Gaitin fue llevado hasta la cosecha donde se midié

el rendimiento expresado como la cantidad de grano obtenido por area cultivada (kg/ha)
(Figura 45).
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Figura 45. Cosecha de parcela experimental de maiz con aplicacion del
bioplaguicida a base del nucleopoliedrovirus para el control de S. frugiperda

Con respecto al rendimiento de grano por hectdrea, para todos los tratamientos
se obtuvieron valores que oscilaron entre 415 kg y 540 kg, sin presentarse diferencias
significativas entre ellos segin el andlisis de varianza (p> 0,05) (Figura 46). Los resultados
sugieren que la aplicacién del producto biolégico tuvo el mismo efecto que el quimico
sobre la variable rendimiento de grano.

Lo anterior pudo deberse a que la infestacion de larvas de S. frugiperda en el cultivo
no caus6 un dano severo a la yema apical de las plantas y por ende no se vio afectado el
rendimiento. Otros autores han demostrado que en muchas ocasiones los niveles de plaga
son altos pero de poca afectacion a los rendimientos, puesto que las plantas son capaces de
recuperarse del dafo foliar causado (Ferndndez y Expésito, 2000).
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Figura 46. Rendimientos en la parcela experimental de maiz en Puerto Gaitan (Meta).

CONCLUSION

El bioplaguicida fue eficaz para el control de larvas de S. frugiperda, tanto en condiciones
controladas de casa de malla como en campo en dos zonas de la altillanura colombiana.
Los resultados permitieron seleccionar la dosis de 1.500 g/ha (equivalente a 10" CI/
ha) como la m4s eficiente para mantener el nivel de dafio fresco causado por la plaga por
debajo del umbral de impacto econdmico, establecido en el 30%.
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CAPITULO 6.

Validacion del uso del bioplaguicida en
un cultivo semicomercial de maiz

CARLOS ESPINEL Ph.D., JULIANA GOMEZ cPh.D., LAURA VILLAMIZAR Ph.D.

INTRODUCCION

La investigacién en produccidn, formulacién y forma de entrega de los bioplagucidas
son puntos clave para contribuir a una correcta comercializacién de estos; por tal razén,
dentro de la forma de entrega se incluye la validacién del bioplaguicida en cultivos
semicormerciales, ya que es la tnica forma en que se puede someter a las condiciones
reales de terreno, clima, densidad natural de la plaga y las précticas de manejo agronémico
(Ranga Rao et al., 2007). De igual forma, se busca verificar la eficacia de las dosis y
frecuencias de aplicacion determinadas en el capitulo anterior.

Aparte de otros aspectos importantes de investigacién —como la epidemiologia y el
estudio de umbrales econdémicos de la plaga—, conla informacién generada en la validacién
se efectdan las ultimas recomendaciones de uso del producto y de inclusién en el manejo
del cultivo (Ovies, 2003). En la validacién se pueden incluir otras variables que brinden
informacién adicional del producto como valor agregado; por ello se tuvo en cuenta en
el presente capitulo, adicionalmente al efecto directo de control del bioplaguicida, el
efecto sobre la artropofauna que se encontraba asociada al cultivo de maiz, la cual puede
presentar diferentes funciones ecoldgicas, tal como lo mencionan Armenta et al. (2003).

En este sentido, el objetivo del trabajo fue validar el uso del bioplaguicida a base del
nucleopoliedrovirus de Spodoptera frugiperda para el control del gusano cogollero en un
cultivo semicomercial de maiz y determinar su efecto sobre la artropofauna asociada a este.

MATERIALES Y METODOS

La validacién del bioplaguicida se llevé a cabo en un cultivo semicomercial de maiz
ubicado en la finca La Ilusién, vereda San Ignacio, municipio de Granada (Meta). El
ensayo se realiz6 en el primer semestre del 2011, presentando una temperatura promedio
de 25,6 °C y una humedad promedio del 73%.
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El drea total del experimento fue de 5.000 m’ en un diseno experimental de parcela
unica dividida en dos parcelas experimentales, cada una de 2.500 m®. El terreno del
ensayo se caracterizoé por estar rodeado de un cultivo de maiz germinado 15 dias antes del
establecimiento del experimento y por un cultivo de arroz secano (Figura 47).

Para la labranza se realizaron tres pases de rastrillo y dos pases de rastra; después de la
mecanizacion el suelo fue preabonado con 20% de N (120 kg/ha), 100% de P,O, (50 kg/
ha), 100% de K,O (90 kg/ha) y 100% de S-Mg (30 kg/ha).

Se utilizé semilla de maiz variedad Fnc 318, sembrando de 3 a 4 semillas por sitio.
La distancia entre surcos fue de 90 cm y la distancia entre plantas de 30 cm, con un total
aproximado de 65.000 plantas establecidas. Se realiz6 la fertilizacién en diferentes tiempos
del cultivo con urea V6 y V10 al 40% y con Agronex a la dosis recomendada (300cm?/
ha). El control de arvenses en el cultivo se realizé mediante deshierbe y aplicacién de
productos quimicos como Atrazina 80 (1,2 kg/ha), glifosato (2 L/ha) y nicosulfurén
(50 g/ha). Pasados 30 dias después de la siembra se realizé el raleo manual, dejando
unicamente dos plantas por sitio de siembra.

Los tratamientos consistieron en una parcela de 2.500 m?> (denominada ‘biolégica’),
en donde se utiliz6 el bioplaguicida a base de nucleopoliedrovirus NPV003 a la dosis
seleccionada en el ensayo descrito en el capitulo anterior (1.500 g/ha). En la segunda
parcela de 2.500 m? (denominada ‘convencional’) se utilizaron los productos quimicos
Atabrén EC, Insectrina 20 EC y Match EC a la dosis recomendada. Cada tercer dia se
revis6 el momento de la germinacién en las dos parcelas, y a partir de esta se realizaron
muestreos semanales de vigilancia y se determind el porcentaje de dafio fresco causado por
las larvas de S. frugiperda presentes naturalmente. El registro de datos fue realizado dentro
de diez unidades de muestreo de 4 m* distribuidas al azar en cada una de las parcelas
unicas, las cuales fueron marcadas y se mantuvieron fijas durante todo el experimento
(Figura 47).

MAIZ (germinado 15 dias antes)
2m
Lele
2]
50 m
=~ 200 plantas muestreadas/parcela
ARROZ SECAND | 33 o0 i memvessperees

Figura 47. Distribucion de las parcelas en campo para la validacién del uso del
bioplaguicida a base de NPV003 en un cultivo semicomercial
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Se parti6 de un umbral de accién del 15% de plantas con dano fresco para realizar la
aplicacién del bioplaguicida, y para la parcela convencional se tuvo en cuenta la evaluacién
cualitativa del agricultor segtin la presencia o ausencia de la plaga. Las aplicaciones se
realizaron por aspersion dirigida al cogollo de la planta utilizando una bomba de espalda.
La unidad de muestreo en cada planta fue la primera hoja formada del cogollo, en donde
se examind la presencia de manchas translicidas y la presencia de dafio a nivel del cogollo,
asi como la presencia de larvas o excrementos frescos (Figura 48).

Figura 48. Dafio fresco de S. frugiperda en plantas de maiz

Como un valor agregado a la evaluacién del bioplaguicida, se realizé un muestreo de
la artropofauna asociada al cultivo de maiz después de las aplicaciones de los productos
tanto bioldgicos como quimicos, con el fin de determinar su efecto sobre otras especies no
blanco. Para ello se realizé un muestreo de cada planta dentro de cada unidad de muestreo
de 4 m? empleando un aspirador bucal o mediante la recoleccidn directa con pinzas blandas
(Figura 49). Se registré cada morfoespecie encontrada. Las morfoespecies registradas
por primera vez se colectaron en frascos con alcohol al 70%, se les asigné un c6digo y se
llevaron al laboratorio para su identificacion. Si en la revisén de cada unidad de muestreo
se encontraban morfoespecies repetidas, se registraba su presencia mediante el c6digo
asignado pero no se colectaba, con el porp6sito de provocar la menor interferencia posible
en las poblaciones de artropofauna. Con los registros de morfoespecies se procesaron
los datos por cada tratamiento y por cada dia de muestreo, determinindose ni (# de
individuos de la especie i), Pi (abundancia proporcional de la especie i, Pi=ni/N, donde
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N=ntimero total de individuos). Se estimé el ntimero total de individuos por parcela/
dia, y la riqueza especifica (S); se escogié esta ultima, pues es la forma mas sencilla de
medir la biodiversidad debido a que se basa en el nimero de especies presentes sin tomar
en cuenta el valor de importancia de cada una de ellas (Moreno, 2001). Por dltimo se
determiné el indice de diversidad de Margalef (Dmg= S-1/LnN, donde S=ntmero total
de morfoespecies y N= numero total de individuos).

RESULTADOS Y DISCUSION

Eldia25 demarzo de2011 se sembré ellote conlavariedad de maiz Fnc 318;1la germinacién
de las plantas se presento tres dias después de la siembra (28/03/11) (Figura 50).

Figura 50. Lote experimental de maiz para evaluacién del bioplaguicida a base de
nucleopoliedrovirus para el control de S. frugiperda en Granada (Meta). Banderas
rojas: unidades de muestreo de la parcela convencional. Banderas amarillas:
unidades de muestreo de la parcela bioldgica.

En la parcela bioldgica se realizaron tres aplicaciones del bioplaguicida de nucleopo-
liedrovirus para el control del gusano cogollero: la primera aplicacién se realizé 4 dias
después de la germinacién (ddg) como una aplicacién preventiva; la segunda se realizé
alos 11 ddg como una medida de control, debido a que se detecté un nivel de dafio por
cogollero cercano al umbral establecido; y la tercera se realiz6 a los 29 ddg, debido a la
severidad del dafio ocasionado por S. frugiperda, puesto que en esta evaluacion se obser-
varon plantas con dano al nivel del meristemo apical comprometiendo directamente el
crecimiento de las mismas (Figura 51) (Garcia y Pulido 1988; Willink et al., 1994; Fernan-
dez et al., 2001).

De igual forma, en la parcela convencional se realizaron dos aplicaciones de
productos quimicos para el control del cogollero segin la evaluacién cualitativa del
agricultor: la primera aplicacion se realizé alos 11 ddg utilizando el producto Atabrén EC
(Chlorfluazuron: inhibidor de sintesis de quitina. Categoria toxicolégica IV) e Insectrina
20 EC (Cipermetrina: Piretroide. Cat. Toxicolégica II) y la segunda aplicacién se realizd
pasados 29 ddg con el producto Match EC (Lufenuron: inhibidor de sintesis de quitina.
Cat. Toxicolégica III).
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Figura 51. Dafio severo en plantas de maiz causado por larvas de S. frugiperda
en la parcela biolégica a los 29 ddg

El nivel de dario fresco por cogollero inicial (7 ddg) fue del 11,28%. Durante los 40
dias de evaluacion, enla parcela biolégica el dano oscilé entre el 0,71 y el 14,18%, mientras
que en la parcela convencional varié entre el 0,81 y el 17,47% (Figura 52).

Con respecto al porcentaje de dafio fresco para la parcela bioldgica, se observo
que en ninguna de las evaluaciones este porcentaje fue superior al umbral establecido
(15%). Por el contrario, en la parcela quimica se observé que el umbral se sobrepasé
a los 21 ddg con un porcentaje de dafio fresco del 17,47%, aunque no se considera
de importancia econémica para la aplicacién de productos quimicos (Figura 52). El
porcentaje de dafio encontrado los dias 17,21 y 29 después de germinacién en la parcela
biolégica fue inferior al encontrado en la parcela convencional, si bien no se detectaron
diferencias significativas (p> 0,05).

50
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Figura 52. Porcentaje de dano fresco causado por S. frugiperda en plantas de maiz durante
la evaluacioén del bioplaguicida a base de nucleopoliedrovirus en cultivo semicomercial
en Granada (Meta). Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias segin prueba
de Tukey (95%). Las flechas negras indican aplicacion de bioplaguicida y las grises de producto
quimico. ddg: dias después de germinacion.
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Para el ultimo dfa de evaluacién (39 ddg) se observé que el porcentaje de dafio fresco
tanto en la parcela biolégica como en la parcela convencional fue inferior al obtenido en las
evaluaciones anteriores y significativamente diferente al porcentaje obtenido alos 11,21y
29 ddg en la parcela convencional. El descenso del dafio en este ultimo dia de evaluacién
se pudo presentar por el avanzado estado fenoldgico del cultivo, el cual no ya no se ve
afectado por S. frugiperda (Garcia et al., 1999) y en un menor grado por la aplicacién tanto
del bioplaguicida como del producto quimico a los 29 ddg.

Cabe resaltar el efecto de persistencia en el ambiente del bioplaguicida enlas plantas, ya
que con la aplicacién alos 11 ddg se present6 una reduccion del porcentaje de dafio fresco
que se mantuvo por varios dias. Dicho comportamiento pudo ser influenciado por varios
factores tecnoldgicos, como la seleccién de aislamientos virales adecuados (Escribano et
al., 1999; Williams et al., 1999; Thiem y Cheng, 2009), uso de dosis efectivas para campo
(Caballero et al., 2001; Gupta et al., 2007; Grzywacz, 2008) y momentos y sistemas
adecuados de aplicacién, asi como de algunos factores biolégicos como la densidad y el
estado de desarrollo de la plaga, factores fenologicos del cultivo y factores ambientales,
como la radiacién solar (Shapiro, 1995; Moscardi, 1999; Caballero et al., 2001).

La aplicacién del bioplaguicida en etapas tempranas del cultivo —como se realiz6 en
la parcela biolégica— puede llevar a un resultado exitoso, ya que las larvas en los primeros
estadios de desarrollo son més susceptibles a la infeccién por baculovirus (Gupta et al.,
2007). Ademés, el comportamiento perforador de las larvas del cogollero brinda una
mayor probabilidad de que la larva ingiera una dosis letal del patégeno, comparado con el
comportamiento de otras plagas (Moscardi, 1999). De igual manera, la arquitectura de las
plantas de maiz, la aplicacion del producto dirigida al cogollo y los filtros solares utilizados
en la formulacién le confieren al virus una proteccién adicional contra ciertas condiciones
ambientales como la radiacién solar (Moscardi, 1999; Caballero et al., 2001).

En el caso de los productos quimicos para el control de la plaga, su aplicacién produce
un descenso inmediato de la poblacién, pero a largo plazo produce el resurgimiento de
la plaga. Aparte de esto, se ha demostrado que la mayoria de insecticidas usados para
el cogollero del maiz no son muy persistentes en campo, debido a su volatilizacién o
descomposicion quimica (Grzywacz et al., 2008).

Por ultimo, cabe resaltar que en el presente trabajo se encontraron larvas de S.
frugiperda con sintomatologia de infeccién viral durante todos los muestreos realizados,
lo que corroboré que la mortalidad de las larvas y la proteccién de las plantas en la parcela
bioldgica se dieron por la aplicacién de los productos a base de baculovirus (Figura 53).

Artropofauna asociada en el ensayo de maiz

El primer valor estimado fue el nimero total de individuos en cada parcela. Al dia 4 ddg se
evidencia un bajo nimero en las dos parcelas (aproximadamente 50 individuos), posiblemente
debido al estado fenolédgico del cultivo, caracterizado por plantas de bajo tamano. El nimero
de individuos se incremento significativamente en la parcela bioldgica a partir del dia 11 y se
evidenci6 una reduccion significativa del nimero de individuos en la parcela agricultor, por
una aplicacion de insecticida quimico hecha el dia anterior (Figura 54). En los siguientes dias
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Figura 53. Larvas de S. frugiperda muertas por infeccion viral encontradas
en el cultivo semicomercial

de muestreo la poblacién se recuperé paulatinamente, pero nunca logré igualar la poblacién
encontrada en la parcela biologica. Consecuentemente, a medida que el cultivo se desarrollé, la
poblacién de artropofauna asociada aumenté (Figura 54).

Nuamero de individuos

Dia 4 Dia 11 Dia 18 Dia 21 Dia 29 Dia 39

Dias después de germinacién

@ Parcela Bioldgica @ Parcela Convencional

Figura 54. Numero total de individuos de la artropofauna asociada al cultivo de maiz
en Granada (Meta). Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias segtin
prueba de Tukey (95%). Las flechas negras indican aplicacién del bioplaguicida y las
grises de producto quimico para el control de S. frugiperda.
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Esta misma tendencia es evidente al determinarse la riqueza especifica (S), en la que
se observo la reduccion ala mitad del nimero de morfoespecies en la parcela convencional
en comparacion de la parcela bioldgica en el dia 11 ddg, después de una aplicacién de
insecticidas quimicos el dia anterior a la lectura (Figura S5).
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Figura 55. Indice de riqueza especifica de la artropofauna asociada al cultivo de
maiz en Granada (Meta). Las flechas negras indican aplicacién del bioplaguicida
y las grises de producto quimico para el control de S. frugiperda.

El indice de diversidad de Margalef muestra la tendencia de una mayor diversidad
en la parcela bioldgica, aunque en general las dos parcelas no presentaron una diversidad
baja (caracterizada por un indice inferior a 2,0), a pesar de ser un ecosistema con alta
intervencién del hombre. Por otro lado, se observa que la diversidad aumenté a medida
que el estado fenolodgico del cultivo fue mayor. Igualmente, se observé que la aplicacion de
los insecticidas quimicos no afect6 la diversidad, contrario a lo observado con la riqueza
especifica, la cual sf disminuyé (Figura 56).

Indice de Margalef
S

Dia 4 Dia 11 Dia 18 Dia 21 Dia 29 Dia 39
Dias después de germinacién
® Parcela Bioldgica ® Parcela Convencional

Figura 56. Indice de Margalef de la artropofauna asociada al cultivo de maiz en
Granada (Meta). Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias segun
prueba de Tukey (95%). Las flechas negras indican aplicacién de bioplaguicida y
las grises de producto quimico para el control de S. frugiperda.
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En las dos parcelas se presentaron diferentes morfoespecies dentro de los 6rdenes
encontrados (figuras 57 - 63), algunas con un papel muy importante como enemigos
naturales de diferentes plagas a S. frugiperda. Se destacan dentro de los 6rdenes Coleoptera
(Coccinellidae- depredadores), Hemiptera heteroptera (Antocoridae y Reduviidae,
depredadores), Hymenoptera (parasitoides), Diptera (Syrphidae, depredadores) y del
grupo de las arafias con tela y sin tela (depredadoras).

Figura 57. Algunas morfoespecies (Msp) de Coleoptera encontradas en el cultivo
semicomercial de mafz en Granada (Meta). a. Msp 1 (Coccinellidae: Coleomegilla); b.
Msp 2 (Elateridae); c. Msp 3 (Chrysomelidae: Epitrix); d. Msp 4 (Chrysomelidae); e.
Msp S (Chrysomelidae); £. Msp S, macho yhembra; g. Msp 6; h. Msp 7 (Chrysomelidae);
i. Msp 8; j. Msp 9 (Curculionidae); k. Msp 12 (Elateridae); 1. Msp 14 (Coccinellidae:
Cycloneda sanguinea); m. Msp 18; n. Msp 20; 0. Msp 21; p. Msp 22.

Figura 58. Algunas morfoespecies (Msp) de Arafias encontradas en el cultivo
semicomercial de maiz en Granada (Meta). a. Msp 3; b. Msp 4; c. Msp S; d. Msp
7; e. Msp 14; f. Msp 16.

Figura 59. Algunas morfoespecies (Msp) de Hemiptera heteroptera encontradas
en las parcelas. a. Msp 1; b. Msp 2 (Antocoridae: Orius); c. Msp 3 (Reduviidae);
d. Msp 4 (Reduviidae).
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Figura 60. Algunas morfoespecies (Msp) de Diptera encontradas en las parcelas.
a. Msp 1 (Diptera: Syrphidae); b. Msp 2.

Figura 61. Algunas morfoespecies (Msp) de Hemiptera homoptera encontradas
en el cultivo semicomercial de maiz en Granada (Meta). a. Msp 1 (Aphididae:
Rhopalisiphum); b. Msp 2 (Cicadelidae: Empoasca); c. Msp 3 (Cercopidae: pos
Aeneolamia); d. Msp 4; e. Msp S.

Figura 62. Algunas morfoespecies (Msp) de Hymenoptera encontradas en el
cultivo semicomercial de maiz en Granada (Meta). a. Msp 2 (Chalcideoidea); b
y c. Msp 4, diferentes castas (Mirmicinae); d. Msp S (Formicinae); e. Msp 7; f.
Msp 6 (Mirmicinae).

Figura 63. Algunas morfoespecies (Msp) de otros érdenes encontradas en el
cultivo semicomercial de maiz en Granada - Meta.. a. Msp 1 (Lepidoptera), b.
Msp 1 (Orthoptera: Grillidae), c. Msp 1 (Dermaptera).
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La aplicacién de productos quimicos para el control de S. frugiperda tuvo un efecto
negativo sobre la poblacién de artrépodos del cultivo disminuyendo drasticamente la
cantidad de individuos, aunque después de las aplicaciones estas poblaciones tendieron a
aumentar. Esto puede deberse al movimiento de los insectos desde la parcela bioldgica o a
las condiciones ambientales como radiacion solar, lluvias y el crecimiento de las plantas que
hacen que el plaguicida sea degradado o diluido (Williams et al., 1999; Al-Deeb et al., 2001).

El estado fenoldgico del cultivo tuvo un efecto claro en el grado en el cual la poblacién
de artropofauna fue afectada por el tratamiento quimico, observindose un mayor efecto
en el estado joven del cultivo (11 ddg) y un efecto mucho menos drastico en un estado
mas avanzado (29 ddg) (Figura 54). Posiblemente el aumento del 4rea foliar en el estado
avanzado del cultivo genera dilucién de los residuos de plaguicida y reduce la capacidad
de penetracién del producto, permitiendo una mayor supervivencia de artrépodos.

En contraste, el tratamiento con nucleopoliedrovirus no disminuy¢ las poblaciones
de artropofauna asociadas al cultivo de maiz. Esto refleja la alta especificidad de los
baculovirus, los cuales generalmente afectan una cantidad muy limitada de especies
cercanamente relacionadas (Groner, 1986).

Otros autores han evaluado el efecto de la aplicacién de bioplaguicidas a base de
baculovirus sobre especies no blanco, como el estudio realizado por Armenta ef al. (2003),
quienes determinaron que la aplicacién de nucleopoliedrovirus para el control de S.
frugiperda en cultivos de maiz en México no causo efecto alguno sobre enemigos naturales
como el parasitoide Chelonus insularis (Hymenoptera: Braconidae) ni sobre otras especies
deinsectosno blanco, en comparacién conla aplicacion del insecticida quimico clorpirifos,
el cual redujo en mds del 50% la poblacion de insectos dos dias después de la aplicacién. El
mantenimiento de poblaciones naturales de insectos en los cultivos es importante, puesto
que muchos de ellos tienen un papel relevante en el ecosistema ejerciendo funciones
como polinizadores, parasitoides y depredadores que ayudan a mantener controladas las
poblaciones de otros insectos. Aparte de los aspectos mencionados, se debe considerar
la capacidad de transmisién horizontal que tienen los baculovirus en campo y c6mo
esta transmision puede estar asociada a la presencia de enemigos naturales en el cultivo
(Moscardi, 1999; Williams et al., 1999; Grzywacz et al., 2008).

CONCLUSION

El bioplaguicida a base del NPV de S. frugiperda para el control del gusano cogollero del
maiz presento la misma eficacia que los insecticidas quimicos utilizados para el control de
este insecto, razon por la cual se podria reemplazar el uso de agroquimicos para el control
de este insecto plaga en cultivos semicormerciales. Ademas, se demostré una buena
persistencia en el campo, y su impacto sobre otras especies de artrépodos asociados al
cultivo es minimo o nulo, en comparacién con los productos quimicos.
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