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Formulacidén y aplicacidn de los baculovirus bicinsecticidas

1. ¢ Qué es una formulaciéon?

Una formulacion es el resultado de mezclar un ingrediente active, en este caso
un baculovirus, con una o mas sustancias para mejorar la eficacia, estabilidad y
manejo del bicinsecticida. Existen diferentes métedas para lograr lo anterior, inclu-
vendo la produccion de suspensiones liquidas, granulos y polvos maojables. La for-
mulacién adecuada dependera de diversos factores tales como el comportamiento
y habitat de la plaga, la disponibilidad y coste de los compaonentes de la formula-
cién, el equipo empleado para aplicar el producto y las preferencias de los usua-
rios.

1.1. s Por qué es importante {a formulacion?

Las experiencias con los biocinsecticidas caseros utilizados en los paises en vias
de desarrollo indican que en muchos casos, el éxito de los baculovirus como insec-
ticidas biolégicos no depende de formulaciones o métodos de aplicacion sofistica-
dos (JoNES et al., 1993). Sin embargo, su uso a escala mayor requiere el suminis-
tro de un producto facil de manejar y de efectividad fiable. Para facilitar esto, una
formulacion correcta debe:

= estabilizar el virus durante su almacenamiento

= facilitar el manejo del producto por parte del agricultor

= optimizar la aplicacion y la ingestion del virus por la plaga tratada

] aumentar la actividad insecticida del patégeno

. maximizar la persistencia ambiental del mismo (Jones ef al., 1997)

Hasta cierto punto, la formulacion también puede facilitar o mejorar la eficiencia
del depdsito del preducto en el sitio de alimentacion de la plaga y por lo tanto exis-
te una relacién intima entre la formulacian del praducto y su aplicacién. Los inves-
tigadores pueden seguir instrucciones complejas para la preparacién de un formu-
lade durante las evaluaciones de su eficiencia en campo. Sin embargo, para los
agricultores esto no es posible. Las necesidades de formulacion y aplicacion del
virus son asuntos que deben ser considerados con anticipacién en programas de
investigacion y desarrollo de potenciales bioinsecticidas.

El lector de este capitulo podra darse cuenta de que gran parte de la literatura
citada viene de muchos afios atras. Hemos intentado incluir toda la literatura rele-
vante de los (ltimos afios pero la verdad ¢s que este tema ha sido poco explorado
durante la década de los afios 90. Posiblemente esto refleja una disminucion del
interés en la formulacién de baculovirus y el desarrollo de productos de este tipo
después de que productos claves como el Elcar® fueron desplazados del mercado
por los piretroides sintéticos en los afios 80 y ahora por la nueva generacion de
insecticidas, las spinosinas (Sparks ef af., 1998a,b). Quizas las unicas excepciones
a este respecto son la tecnologia de microencapsulacion, el descubrimiento del
potencial de los blanqueadores 6pticos y el mundo de posibilidades abierto por los
baculovirus recombinantes (Capitulo 8).

3
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1.2, La formulacion basica y los coadyuvantes

Existen das aspectos por considerar en la formulacién de un baculovirus: 1)
la formulacion basica o de almacenaniento, en la cual el producto se mantiene
estable y se minimiza la perdida de viabilidad del virus con el tiempo y 2) |a for-
mulacion aplicable o de tanque, en la cual el producto se prepara en el momen-
to de aplicar el virus en campa.

Para fines de investigacion, se puede almacenar el virus durante muchos afos
en congeladores de baja temperatura sin pérdida significativa de actividad. Sin
embargo, para un producto comercial la formulacién basica o de almacenamiento
tiene gue permitir la preparacion, distribucion, almacenamiento y comercializacion
del virus, durante el periodo comprendido entre su venta y el uso por el agricultor.
Se debe contemplar un periodo de 18 meses 0 mas entre el momento de la pro-
duccion y el momento de aplicacion en campo (HUNTER-FuuiTa ef al,, 1998). Asi que
la formulacion basica debe inhibir el crecimiento de microorganismos contaminan-
les y mantener la estabilidad fisica y viabilidad del virus en un cierto intervalo de
temperaturas ambientales. Las primeras formulaciones comerciales de Bacillus
thuringiensis sufrieron de descomposicion y los recipientes almacenados a tem-
peraturas ambientales explotaron debido a la produccion de gases. Aln hoy en dia,
no se recomienda almacenar estos productos a temperaturas bajo cero o encima
de 30°C (CoucH v lcnoFFO, 1981).

Sin duda alguna, el desarrollo de formulaciones de todo tipo de insecticidas
biologicos ha estado influido por la industria quimica. Los bicinsecticidas se
diferencian de los insecticidas sintéticos en que son particulas suspendidas en
agua o alguna otra sustancia portadora, mientras que los insecticidas conven-
cionales son sustancias disueltas en algin disolvente. No obstante, las per-
cepciones de los agricultores ya estan formadas por tantos afios de uso de pla-
guicidas sintéticos con un espectro conocido de ciertos tipos de formulaciones,
motivo por el cual se consideran las formulaciones bésicas para los baculovi-
rus derivadas de los plaguicidas sintéticos: polvos mojables, emulsiones o sus-
pensiones concentradas, granulos, polvos y cebos.

Todas estas formulaciones basicas involucran el uso de una sustancia por-
tadora inerte. La temperatura, humedad y pureza de esta sustancia son impor-
tantes para la integridad del producto. Se discute mas sobre las sustancias por-
tadoras a continuacion (Seccién 2.2).

En cambio, los coadyuvantes (o mezclas de tanque) son sustancias que se
agregan a la formulacion basica en el momento de preparar el producto para la
aplicacion en campo. Se utilizan los coadyuvantes para facilitar la aplicacién
del producto y el depdsito del patdgeno en el sitio de alimentacion de la plaga
y tambien para aumentar la persistencia del virus en la superficie de las plan-
tas tratadas. Precisamente, dependiendo del tipo de aplicacién previsto y del
equipo disponible para hacerlo se utilizan unos u otros coadyuvantes. Por
ejemplo, aplicaciones de volumen ultrabajo con una tolbera de disco giratorio
producen una pulverizacién con gotas finas, las cuales pueden evaporarse en
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el aire antes de entrar en contacto con la superficia de la planta (MaTHEWS,
1992). Para contrarrestar este problema se puede adicionar a la formulacién un
antievaporante o se puede formular el virus en un aceite ligero en lugar de
agua.

El comportamiento del insecto plaga y el tipo de cultivo y su estado fenolo-
gico son también factores importantes. Por cjemplo, para controlar larvas de
Helicoverpa o Heliothis en algoddn se requiere una buena cobertura del cultivo
porgue se alimentan en el envés de las hojas y en el interior del follaje de la
planta; asi, para su buen control es necesaria una pulverizacién de gotas finas
gue penetren en el follaje y se peguen en el haz y el envés de las hojas; ade-
mas, la incorporacion de surfactantes a la formulacion incrementa la proparcion
de las gotas que se adhieren a la planta y mejoran la extension de éstas sobre
la superficie de la hoja.

1.3. La entrega del virus al insecto plaga

El proceso de aplicacion de cualquier insecticida, ya sea quimico o biolégi-
co, es intrinsecamente ineficiente. Tipicamente en aplicaciones por pulveriza-
cién, sdlo el 5% del producto llega a la superficie que se requiere tratar (HIMEL
et al., 1990) y de este 5%, sdlo una pequefia parte, usualmente menos del
0,1% del producto aplicado, es consumida por la plaga; todo lo demas se des-
perdicia. Asi que el depdsito del virus en la superficic de la que se alimenta la
plaga es una de los principales retes a los que nos enfrentamos en el usa de
los bioinsecticidas. En el caso de los baculovirus, al actuar por ingestidon se
requiere una distribucion uniforme del producto en el sitio de alimentacién del
fitéfago plaga. En cambio, el insecto puede adquirir los nematodos vy las espo-
ras de hongos que actian por contacto a través del movimiento del fitéfago
sobre la superficie de la planta, asi que la distribucion de estos patégenos es
posiblemente menos critica que la de los virus.

Una aplicacion eficiente requiere de equipo apropiado y una formulacion
adecuada. En la mayoria de los casos, los bicinsecticidas se aplican con equi-
pos disefiados para insecticidas quimicos y la conveniencia real de estos equi-
pos para la aplicacion de suspensiones de particulas (los cuerpos de inclusién)
no se ha estudiado profundamente (STEINKE ¥ GILES, 1985). En el desarrollo de
los biocinsecticidas a base de virus, dirigidos a productores de escasos recur-
sos, el problema no es el uso del equipo correcto sino determinar comao utilizar
los equipos actualmente disponibles; frecuentemente éstos son los mas senci-
llos, bombas de mochila con boquilla de cono o de abanico etc. cperadaos
manualmente.

1.4. Ofras maneras de emplear los baculovirus

Este capitulo lo enfocamos especificamente a la formulacion y aplicacion de los
baculovirus como bioinsecticidas. No obstante, existen cotros métodos o estrategias
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para su uso, incluyendo la inoculacién y autodiseminacion del virus por el insecto
huésped (FaLcon, 1975; BEpForp?, 1986; JACKSON et af., 1992: VaIL et al., 1993), la
manipulacion o aprovechamiento de reservorios del virus en el ambiente (PoLsoN
¥ TRIPCONEY, 1970; KaLmakorr Y CRAwWFORD, 1982; RICHARDS et al., 1999), el trata-
miento de semillas (lenorrFo et al., 1980) o la distribucion manual de insectos muer-
tos por el virus (ENTWISTLE ef al., 1983).

2. ¢{Como se prepara una formulacién?

Bajo condiciones de temperatura y humedad aceptables las preparaciones soli-
das de virus mantienen bien su infectividad por periodos de varios meses o afios.

2.1. Preparados sdlidos dej virus

El ambiente interno del insecto huésped favorece la retencion de la actividad del
virus y se pueden secar insectos muertos por virus en un flujo de aire (por ejemplo,
en una campana de extraccion de gases) a temperaturas normales de laboratorio
(20-25°C). Alternativamente, se pueden centrifugar homogenizados de insectos
infectados para concentrar el virus en pastillas y dejarlas secar durante la noche
(LEwis, 1981). Preparados solidos del virus hechos con cualquiera de estos méto-
dos requieren de un paso posterior: moler las pastillas para producir un polvo fing.

Por otro lado, la liofilizacion es un excelente método para producir preparados
slidos con alta estabilidad. Este proceso comprende la congelacion de una sus-
pension acuosa del virus crudo, parcial o completamente purificado y Ia deshidra-
tacién de la muestra bajo vacio. El polvo seco que resulta del proceso se puede
moler y almacenar en recipientes cerrados. Actualmente se utiliza Ia liofilizacién en
el proceso de produccion comercial de los NPV de Lymantria dispar (SHAPIRO,
1982), Orgyia pseudotsugata (MarTIGNONI, 1978) y Spodapiera littoralis (McKINLEY
ef al., 1989). Ignoffo (1964) encontrd que la resuspension del NPV de Trichoplusia
ni se facilitaba agregando una pasta de lactosa a la suspension del virus antes de
la liofilizacién. Se ha sefialado, ademas, que la liofilizacion de una mezcla del NPV
de Anficarsia gemmatalis con leche descremada esterilizada beneficia la estabili-
dad e infectividad del virus (BATISTA-FiLHG et al., 1986). Sin embargo, la liofilizacién
de grandes volimenes de virus requieren tiempo y puede ser costosa. Por ejem-
plo, un equipo cuyo coste superior a los 10.000 dolares puede estar fuera del alcan-
ce economico de laboratorios con presupuestos limitados.

Una alternativa a la liofilizacién es el uso de un deshidratador por aspersion, en
el cual se secan las gotas de una suspensidn acuosa del virus en una corriente de

Este gjemplo trata de un virus no ocluido del escarabajo rinoceronte, Oryctes spp. Previamente cla-
sificado como un baculovirus, hoy en dia este virus se considera como un virus no clasificada
{CRawWFORD, 1994).
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aire caliente seco. Esta tecnologia se utiliza cominmente en la industria alimenti-
cia para producir el café instantaneo. La deshidratacién por aspersion se empled
en la preparaciéon de los NPV comerciales de Aulographa californica, T. ni,
Helicoverpa zea y A. gemmatalis (JONES et al., 1983; HUNTER-FUJITA et al., 1998),
aunque este proceso parece reducir estabilidad en algunos otros virus
(CunNINGHAM ef al., 1978; Youna Y YEARIAN, 1986). La incorporacion de lactosa a la
suspension por secar puede proteger el virus contra el calor producido en el pro-
ceso (Lisansky et al., 1993).

Una alternativa menos utilizada es la coprecipitacion del virus con lactosa. Se
agrega acetona a una suspension de virus con 4-6% de lactosa. El virus y la lacto-
sa precipitan y el precipitado, una vez filirado y secado al aire, constituye el prepa-
rado sdlido. Posteriormente, el preparado sdlido se reduce a polvo con un molino
(DuwmaGe et al., 1970; HunTER et al., 1973). Como se menciond anteriormente, la
lactosa ayuda a la resuspension del virus en agua, aunque varios autores han
sefialado que la estabilidad del virus coprecipitado es afectada sobre todo por tem-
peraturas elevadas (>35°C) (McGaugHeY, 1975; HUNTER et al, 1977; IGNOFFO Y
SHAPIRO, 1978; DE OLIVEIRA, 1998).

2.2. Portadores para formulaciones

2.2.1 Formulaciones solidas

Para producir preparaciones del virus a la concentracion de aplicacion en
campo, en general, se utilizan materiales portadores inerles sin pasos adicionales
de dilucion con otras sustancias secas. El portador sélido tiene la funcién de diluir
y mantener bien disperso el virus en la formulacion asi gue se requiere una sus-
tancia inerte para el virus, facil de obtener, de bajo costo y que no sea repelente
para el fitéfago. Se utilizan los mismos portadoras que para las formulaciones sdli-
das (polvos y granulos de los insecticidas quimicos (Tabla 1); varios de ellos tam-
bién se emplean en la formulacion de B. thuringiensis la cual tiene requerimientos
fisicoguimicos parecidos a los de los baculovirus (CoucH v lgNnoFFD, 1981). Existe
una gran diversidad de arcillas que se pueden utilizar para este proposito aunque
se carecen de estudios al respecto.

La conocida formulacion en farma de polvo mojable incluye un portador inerte,
por ejemplo una arcilla, mezclada con un surfactante como el Tween. Para el con-
trol de Spodoptera littoralis, S. exigua y H. armigera se emplea la siguiente formu-
lacién: 100 g de larvas infectadas con NPV, licfilizado (seco), 60 g de caolin, 40 g
de Neosyl (silica sintética) al cual se ha afiadide un surfactante, Ecotas 30 en la
relacion 50:50 [es decir 20 g silica + 20 g surfactante]. Al momento de preparar la
aplicacion se agrega un surfactante adicional, por ¢jemplo Triton X-100 al tanque a
una concentracion convencianal (0,1%) para segurar la aplicacion adecuada del
producto (McKINLEY et al., 1989; JonEs et al., 1998).

Medungoe et al. (1997) probaron diferentes portadores para la formulacion de un
polvo mojable del NPV de A. gemmatalis. Encontraron que las formulaciones con
atapulgita, silica amorfa o caclinita mantuvieron su viabilidad después de un afno de

319



Los baculovirus y sus aplicaciones come bioinsecticidas en el contral bioldgico de plagas

almacenamiento aunque hubo una aglomeracion de la caolinita y una disminucion
de sus propiedades mojables. En cambio, en los formulados con bentonita se
observo una reduccion del 50% en la viabilidad del virus.

Los portadores vegetales o de carbohidrato pueden tener una funcién adicional
al actuar como estimulantes en la alimentacion del fitéfago (véase la seccion de
cebos a continuacion). Recientemente, Williams et al. (1999) probaron el serrin y
la arena del mar como portadores para una formulacion granular del NPV de S. fru-
giperda. Estas sustancias fueron seleccionadas por ser muy baratas y faciles de
obtener; sin embargo, en pruebas de laboratorio simulando la accidn de la lluvia,
se observo que el virus se pegé fuertemente al portador; menos del 5% de los OBs
fueron liberados en cinco lavados con agua estéril. Ante la duda de que estas sus-
tancias funcionaran bien en campo se decidié formular el virus con azucar refina-
do para estimular el consumo del virus por la plaga y, al mismo tiempo, atraer a
otros enemigos naturales al punto de aplicacion del farmulado, el cogollo del maiz
(Canas v O'NeiL, 1998). Sin embargo, la adicion de azicar no mejoré la eficacia del
virus por lo que, debido a su alto costo, se decidio no continuar con el uso del az-
car (WiLLiams et al., 1999).

El uso de formulaciones en polvo es menos comun hoy en dia por su alto volu-
men, la necesidad de mantenerlo muy seco y por riesgo para la salud humana por la
inhalacién de particulas de polvo. Los granulos no tienen tantos problemas para su
manipulacion aunque se emplean sélo en situaciones especfficas, por ejemplo para
el control de cortadores en el suelo (por ejemplo, Agrotis) o plagas del maiz (S. fru-
glperda, Ostrinia nubilalis) parque el cogollo de |a planta actia como un embudo para
dirigir los granulos hacia la especie fitéfaga contra la que se realiza el tratamiento.

2.2.2. Formulaciones liquidas

Sin duda alguna, el portador mas comun es el agua. En la mayoria de los casos
donde el volumen de la aplicacion es mediano o mayor, no serd necesario adicio-
nar un aceite (Tabla 2). Si el volumen de la aplicacion es bajo es muy probable que
se requiera mezclar el agua con un aceite para evitar la evaporacion de las gotas,
el cual es un problema comun en climas cdlidos. Por lo general, parece que los
aceites vegetales son menos daninos para el virus y mds comestibles por los insec-
tos.

La mayoria de estos aceites no son muy volatiles y no presentan gran riesgo de
combustion, aungue se recomienda tomar las precauciones necesarias durante la
aplicacion de pulverizaciones finas o aplicaciones de aerosoles. El usa de aceites
comao portadores en aplicaciones de ultra bajo volumen fue revisado por Wrigley
(1973). En general, los granulovirus son mds propicios a la formulacién de un con-
centrado fluido que los nucleopoliedrovirus debido esto, al tamafio de la particula
(YOUNG Y YEARIAN, 1986).

En el control de langostas, se ha tenido buen éxito mediante el empleo de hon-
gos entomopatogenos formulados en aceites vegetales. El propdsito de esta for-
mulacion fue la formacion de un microclima humedo entre la cuticula del insecto Y
las gotas de aceite que se depositaron en él, resultando en el incremento de hume-
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Tabla 1. Portadores empleados en productos formulados como polves y granulos.

Mineral Vegetal Carbohidratos
Atapulgita® Salvado (trigo, arroz)@ Lactosa®

Bentonita Cdéscara de nuez malida® Harina (maiz, arroz, soja)f
Polvo de marmal (1095)  Olote molidok Almidén (malz, patata)d
Arena de silica Seémola con caolin!
CaolinitaP

Talco®

Zeolital

Acido silicico!

Silica amorfa (Aerosil 200)]

aBell, 1991; PMoscardi, 1989; CRabindra et al, 1988: Ignoffo y Garcia, 1996
dHostetter y Pinnell, 1983; ©Jackson et af., 1992; fPrichett ot ai., 1880; Bell y Romine,
1980; YHostetter ef al, 1932; PConnick et al., 1998; iYatsenko, 1984; Yatsenko et al.,
1990; jl‘v’ledugno et al., 1997; los demas ejemplos se encuentran listados por Couch ¢

Ignoffo (1981). KEI olote es el corazon de la mazorca del maiz el cual se desecha des-
pués de cosechar el grano.

Tabla 2. Aceites portadores utilizados en las formulaciones de bioinsecticida

Sustancia Concentracion (%) Referencia
Aceite Codacide (para usos agricolas) 90 Helyer (1993)
Aceite de algodan 45 Topper et al. (1984)
Bell (1991)
Aceite de cacahuete 100 Sieglaff et al. (1998)
Accite de coco 50 Prior et al. (1988)
Aceite de soja 100 Goémez y Rumiatto (1987)
Aceite UVL (ulira bajo volumen)
[Hoechst] - Smith et al, (1978)
Actipron [British Petroleum] 5-50 Entwistle y Evans {1985)
Smits ef al. (1988)
Digsel? - Clark y Reiner (1956)
Top Oil (aceite mineral) 45 Smith et al. (1978)

8 En algunos paises esta prohibido el uso de diesel.
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dad que facilitd la germinacion de las esporas del hongo (BATEMAN et al., 1993;
JENKINS ¥ THOMAS, 1996).

En la antes Union Soviética se formuld el NPV de L. disparen un liquido con el
50% de glicerina bajo el nombre Virin-Gyap®, aunque la popularidad de esta for-
mulacién esta disminuyendo en favor de los polvos mojables (KANAPATSKAYA et &f.,
1990).

2.3. Los coadyuvantes

2.3.1. Surfaclantes

Los surfactantes se utilizan con tres propositos: 1) come agentes humectantes
o dispersantes para reducir la tension superficial de las gotas de una aspersién
acuosa y facilitar el depdsito y retencion de las gotas en la superficie de las hojas
del cultivo; 2) como esparcidores que facilitan la extensidn de cada gota que impac-
ta con la hoja y 3) como emulsionantes que permiten mezclar el aceite con el agua
en la produccion de formulaciones emulsicnables.

En la seleccion de un surfactante, es importante tomar en cuenta su perfil hidro-
lipofilico sefialado per su ndmere HLB por sus siglas en inglés (BecHER, 1973). Se
supone que la mayoria de los surfactantes actian simultaneamente como humec-
tantes y esparcidores aungue no es segure que la expansidn de las gotas sobre la
superficie de las hojas sea siempre una caracteristica deseable; las hojas que se
mojan completamente por medio de la expansion de las gotas no aceptarian gotas
adicionales (WIRTH et al., 1991).

Ademas, la concentracion de sustancias fotoprotectoras en la formulacién dis-
minuiria con la mayor expansion de las gotas, resultando en una menor proteccion
del virus. Existe una gran diversidad de dispersantes-adherentes comerciales que
pueden ser compatibles con los baculovirus siempre y cuando no sean altamente
alcalinos (Tabla 4). No abstante, Smith et al., (1978) encontraron que la mortalidad
de H. zea fue menor en formulaciones de NPV con el surfactante Triton CS-7.

Para superar los problemas de evaporacion de las gotas en una pulverizacion
antes de gque entren en contacto con el cultivo se puede utilizar una formulacion en
emulsion, por ejemplo aceite mezclado en agua. Este es un problema comun en
aplicaciones con bajos volimenes de agua que, a la vez, requieren la produccidn
de gotas muy finas para lograr una buena cobertura del cultivo. El surfactante apro-
piado para preparar una emulsion depende del tipo de aceite empleado.

Por ejemplo, para preparar una emulsion con aceite de ricino se requiere un sur-
factante con HLB de 14, mientras que para el aceite mineral parafinico el valor HLB
debe ser de 10 (BecHer, 1973). Prior et al. (1988) mezclaron proporciones iguales
de agua y aceite de coco con Tween 80 al 0,01% para la aplicacién de esporas de
Beauveria bassiana sensibles a la deshidratacion.

Otra opcion es adicionar sustancias higroscopicas las cuales atraen y retienen
la humedad del aire: glicerina al 1-4% (DowpeN Y GIRTH, 1958), melaza al 12-25%
(YenpoL et al., 1977, PRITCHETT et al.,, 1980; SHEPHERD ef al., 1984) o productos
camerciales como Biofilm CMC o Nalco-trol (PrrimMER, 1979; NORD v PCPPER,
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Tabla 3. Valores HLB ¥ su funcién en las formulaciones de bicinsecticidas.

Valor HLB Aplicacion Ejemplos (HLB)

3-6 Emulsidn de agua en aceite SPAN 80 (4,3)

7-9 Agente mojable SPAN 20 (8,6)

8-18 Emulsién de aceite en agua PEG 400 mono-axilato (11.4)
13-15 Detergente Tween 80 (15,0)

15-18 Solubilizador Tween 20 (16,7)

1 Perfil hidro-lipofilico (sefialado por sus siglas en inglés)

Tabla 4. Surfactantes utilizadcs en distintas formulaciones de bioinsecticidas

Sustancia y fabricante

Concentracion (%)

Referencia

Adsee (Westrade, Guatemala) 0,06 Williams et al. (1999)
Agral NN (Zengca) 0,05-0,1 Bourner et al. (1982)
AgralPlus (Zeneca) 0,2-2,0 Williams et al. (1999)
Chevron (Chevron Chemical Ca.) 0,05-2,3 Yendol et al. (1977)
Rhoplex BEOA (Rohm y Haas) 2,0 Podgwaite ef al. (1991)
Teepol 0,05-0.5 Topper et al. (1984)
[Sulfonato alkil sccundario de sodio) Easwarameorthy y Jayaraj (1991)
Triton X-100 0,03-0,5 Ignoffo ef al. (1965)
Falcon et al. (1968)
Vail et al. (1971, 1999)
Chakrabaorty et al. (1999)
Tween 20 0,005-0,1 Boyette ef al. (1991)
[Monolaiate de sorhitano Hernandez-Crespo et al. (1999)
polioxictileno]
Tween 80 0,004-0,33 Vail et al. (1977, 1991)

[Monolaiate de sorbitano
polioxietilena]

Huber y Dickler (1977)
Bell y Romaine (1980}
Hostetter et al. (1982)
Bell (1991)

Inglis et al. (1993, 1986)

1991). Es mas conveniente utilizar agua con un humectante en Ia aplicaciéon de
volumenes mayores donde el uso de un aceite seria costoso o no deseable desde

el puntc de vista medicambiental.
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2.3.2. Adherentes

Como se menciond anteriormente, varios de los dispersantes-adherentes
comerciales son surfactantes que incluyen adherentes. La necesidad de incluir un
adherente en la formulacion depende de la naturaleza de la superficie de la hoja y
del rigor o frecuencia de los lavados por la lluvia (IanoFFo et all, 1977b) o agua de
riego. La abrasién fisica, por particulas de suelo sopladas por el viento o arrastra-
das por agua de riego, es otro posible agente responsable de la perdida del virus
de la superficie de las hojas. Algunas sustancias adherentes se indican en la Tabla
5 aunque no todas han sido utilizadas aun con los baculovirus. También se ha uti-
lizado melaza como un adherente aungue es muy soluble en agua (Jones et al.,
1997; CHAKRABORTY et al., 1999).

2.3.3. Espesantes

Se utilizan los espesantes para mantener la formulacién en una suspension uni-
forme. Normalmente eslas sustancias son polisacaridos relacionados con el agar
por ejemplo Keltose (0.5%) y a veces tienen gomas como la goma Xanthan (0,05-
0,1%) o goma Kelzan (0,1-1,1%) adicionadas (SmitH et al, 1978, 1980, 1982).
Otros espesantes incluyen la carboximetil celulosa (1-10%) y 1a hidroximetil celulo-
sa (2%) (McLAUGKLIN, 1967; ANDREWS et al., 1975: CoucH v IGNOFFO, 1981).

2.3.4. Ligantes

Los ligantes se ahaden a los granulades para adherir el virus y los otros compo-
nentes de la farmulacion, al portador y ayudar a la formacién correcta de los granulos.
Algunos ligantes utilizados con bioinsecticidas incluyen la hidroxietil [o metil] celulosa
al 0,2-0,5% (HENRY, 1971; McLauagHuN ef al., 1971; BELL Y KANAVEL, 1975; HENRY et al.,
1978), la gelatina al 2% (HosTETTER Y PINNELL, 1983), la glicerina (McLaualiLIN et al.,
1971; AuMED ef al,, 1973) y el aceite de parafina al 20% (AHmeND et al., 1973).

2.3.5. Los cebos y estimulantes alimenticios

Se utilizan fagoestimulantes y cebos para incrementar la alimentacion del fité-
fago con el fin de que consuma una dosis letal del virus en menos tiempo. Sin duda
alguna, la formulacién del virus con un fagoestimulante puede resultar en un mar-
cado incremento de la mortalidad del fitéfago producida por el virus en compara-
cidn con aplicaciones sencillas del virus. Aungue potencialmente es mas costoso
que una formulacidn sencilla, el uso de virus con un cebo alimenticio tiene uno o
varios propositos que pueden compensar el costo:

« Frecuentemente en un cebo se requiere menos indculo que en una aplicacion
sencilla para lograr el mismo grado de control.

» El inéculo se puede presentar en una forma concentrada lo cual puede dismi-
nuir &l tiempo letal de la infeccion (BELL ¥ KaNAVEL, 1978).

* La opacidad de algunos cebos ofrece buenos niveles de proteccién del virus
contra los rayos UV.

s Aumentar la eficiencia de depdsito del indculo en el sitio del que se alimenta el

324



Formulacion y aplicacion de los baculovirus bioinsecticidas

Tabla 5. Adherentes utilizados en formulaciones de bicinsecticidas.

Sustancia y fabricante Concentracion (%) Referencia

Agral NN (Zeneca) 0,05-0,1 Smits et al. (1988)
Alcohol polivinilo® 0,5 Smith et al. (1978, 1980)
Chevron (Chevron Chemical Co.)  0,05-2,3 Shepard et al. (1984)

Nord y Pepper (1991}

Hyvis 150 [Isopolibutanes) 0,5 Prior y Ryder (1987)
{British Petroleum Co.)
Leche descremada 0.6-3.8 Huber y Dickler (1977)
Glen y Payne (1984)
Nu-film [latex] 0,1-1,25 Nord y Pepper (1921)
(Miller Chemical y Fertilizer Co.)
Plyac (Allied Chemical Corp.) 0,015-1,2 Jaques et al. (1977, 1981)
Paolistilenc y un derivado
de polistoxietanol Livingston et al. (1980)
Prichett et al. (1980)
Nord v Pepper (1991)
Poliglucina (polipéptido) 0,4 Jankevica y Zarins (1997)
Rhoplex B60A (Rohm y Haas Co.) 0,2-2,0 Podgwaite el al. (1986, 1991)
Webb ef al. (1990)
Tendal (fabricante no especificado) 0,1 Kalodny-Hirsch et al. (1297)

& El claruro polivinilo y el pirrolodono polivinilo pueden también funcionar.

fitéfago. Por ejemplo. granulos aplicados al cogollo del maiz para el control de

larvas de &. frugiperda.

* El cebo puede atraer a los enemigos naturales de [a plaga resultando en mayor

grado de control (Canas ¥ O'NEIL, 1998).

Algunas empresas han desarrcllado cebos comerciales para emplear en pro-
gramas de control de los insectos plaga mas importantes (FARRAR ¥ RIDGwAY,
1994). No obstante, en general, la investigacién y el uso de cebos y fagoestimu-
lantes en formulaciones de los baculovirus esta notablemente subexplotado. Bartelt
ef al. (1990) encontraron una interaccidn importante entre diferentes ingredientes
de un cebo. Consideraron que azucares, lipidos y proteinas son componentes
esenciales de los “mejores” cebos para larvas de lepiddpteros. Asi que el cebo
desarrollado para tratar con insecticidas quimicos al picudo del algodonero A.
grandis funciond bien en un formulado con un NPV para el control de Helicoverpa
(ANDREWS et al., 1975) y Coax, desarrollado para Helicoverpa en el algodon fun-
ciond bien contra el pirédlido barrenador de maiz Qstrinia nubilalis (BARTELT et ai.,
1990). Concentrados acuosos hechos con extractos de la planta huésped pueden
funcionar como fagoestimulantes aunque hay pocos estudios sobre su utilidad con
los baculovirus. Ademas, extractos de plantas dafiadas pueden actuar como sefia-
les para ciertos enemigos naturales atrayéndolos al cultivo tratado cen posibles
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incrementos de mortalidad de la plaga (TURLINGS ef al,, 1991; BLAAKMEER et al.,
1994; DRUKKER ef al., 1995; CHAPMmAN et al., 2000).

La cantidad de cebo a aplicar en una pulverizacitn depende del tamaiic de gota y
su densidad (ndmero de gotas impactadas por drea de hoja). Lutterell et al. (1982b)
observaren un incremento en el control por virus de Hslicoverpa posterior a la aplica-
cion de los cebos Coax y Gustol a razén de 23,5 gflitro de aspersion (total 1,1 kg/ha)
aunque los resultados fueron variables y se recomendaron estudios adicionales. Smith
et al. (1982) recomendaron la aplicacion de 2,66 kg/ha de un cebo basado en soja
para control de Helicoverpa también en el algoddn, mientras que otros han aplicado
11.4 y 56,8 kg/ha de un cebo de A. grandis (Tabla 6) con virus (ANDREWS et al., 1975)
y 3,36 kg/ha del Coax (BELL ¥ RoMAINE, 1980) para contralar l]a misma plaga. Para el
control de Spodoptera en maiz, Tamez-Guerra et al. (1998) aplicaron 10 kg/ha de un
granulado encapsulado de azucar, harina de maiz y aceite vegetal.

Los cebos aplicados en pulverizacion funcionan mejor con un tamario de gota
mayor (STACEY ef al., 1977hb) mientras que los cebos granulados son mas efectivos con
mayor concentracion de patdgeno (LyNcH et al,, 1977). Obviamente, los cebas aplica-
dos en pulverizacion deben ser compatibles con el tipo de boguilla empleado para evi-
tar problemas de blogueo, o bien se deben utilizar boquillas que produzcan una asper-
sion gruesa para la aplicacion de cebos. Hay evidencia de que los cebos son menos
atractivos cuando el insecto se ha alimentado de la planta anteriormente (BARTELT et
al., 1990), aunque cabe reiterar que la investigacion sobre la eficiencia de los cebos vy
fagoestimulantes carece de estudios detallados, sobre todo de campo. Algunos cebos
y fagoestimulantes que demostraron tener un efecto deseable en pruebas de campo
se indican en la Tabla 6. También se encuentra una lista de otras sustancias probadas
como cebos sdle en laboratorio en Hunter-Fujita ef al. (1998).

Recientemente hemos empleado un cebo granulado para probar los efectos de
diferentes productos sinergistas del NPV de S. frugiperda en pruebas de campao en
Mexico. El cebo consiste en 160 g de harina de maiz, 40 g de fécula de maiz, 16 ml
de aceite comestible y 200 ml de agua; se mezclan los ingredientes para producir una
pasta que se pasa por un tamiz de alambre y se deja secar sobre papel encerado
durante un dia. El costo de este cebo es de US$0.76 /kg pesa seco (a precios de los
ingredientes del supermercado en México). Este granulado tiene tres ventajas: prime-
ro es facil de preparar incorporando el virus y las sustancias a probar, segundo es facil
de aplicar manualmente a los cogallos del maiz y lercero no desaparece con la lluvia
sino que se convierte en una pasta pegada al interior del cogollo de la planta. Durante
los dias siguientes a la aplicacion se observaron larvas de S. frugiperda alimentando-
se exclusivamente de este cebo y los resultados preliminares de los niveles de infec-
cion logrados con el NPV en esta formulacién son prometedores (J. CiSNErRoS ¥ T.
WiLLiams, datos sin publicar).

2.4 Proteccion ultravioleta

Diferentes baculovirus han sido registrados para el control biolégico de distintas
plagas de importancia agricola. Sin embargo, su eficacia en campo y por tanto su
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Tabla 6. Cebas y fagoestimulantes utilizados en las formulaciones de bioinsecticidas,

Sustancia Insecto Referencia

Cebos
Goax? (Trader Oil Mill Co. EUA) Halicoverpa spp. Bell y Kanavel (1978)
harina de semilla de Bell y Romaine (1980)
algodon {63,3%) Johnson (1882)
sacarosa (25%) Lutterell ef al. (1982a, 1983)

aceite de semilla de
algoddn (12,3%)
Tvizen 80 (0,3%)

Gebod para H, zea H. zea Smith et al. (1882
harina de soja (8%)

sacarosa (1%)

eceite de soja (0,5%)

Triton GS-7 (0,01%)
Cebo para A. grandis Helicoverpa spp. Mclaughlin ef af. (1971)
Sacarosa (27,3%) Andrews et al. {1975)

Semitla de algodon (55,9%)
Glicerina (10.9%)

Thixin (8,6%)

Dacagin (3,6%)
Hidroxicelulosa (1,4%)

Agua (60%})
Harina de maiz pregelat. (70g) H. zea Tamez-Guerra ef al. (2000)
Tween al 10% (K0mI) S. frugiperda

2-Propanol (200ml)

Cloruro de calcio al 10% (260ml)
K-lignato (130qg)

Agua (4 litros)

Gustol (Sandoz Inc. EUA) Helicovarpa sop. Johnsan (1982)
Lutterell ef al (19823, 1983}
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Tabla 6. Continuacién. Cebos y fagoestimulantes utilizados en Ias formulacionss ce bioinsecticidas.

Sustancia

Insecio

Refarencia

SAN-285 (Sandoz Inz. EUA)

Adyuvante viral
{Sandoz Inc. EUA)
Pheast (Millzr Chem. Corp. EUA)

Productos cerealss
Salvado de trigo

Harina de soja
Azlcares
Sacarosa

Sacarosa + almidén (1:1)
Melaza

Dextrosa: Levulosa (1:1)
Extractos da plantas
Cascara del maiz

Planias de maiz
Trigo

Semilla de trébol
Semilla de algoddn
(extracio alcohdlico)

Helicovarpa spp.
Cydia pomonefia

H. zea
Lymantria dispar
Chonstoneura rosaceana
y olros lepidoptercs

Agrotis fosilon
Agrotis segetum
Heliothis virascens

H. virascens
S. frugiperda
Anagrapha falcifera
L. gispar
A, Ipsiion
Helicoverpa spp.
H. zea

H. zeay H. virescens

H. virescens
H. zea
H. zea
Helicoverpa spp.

Primmer (1979)
Jaques et al. (1981)

Stacey ef al. (1977a)
Wollam et al. {1978)
Farrar y Ridgway (1924)
Li y Fitzpatrick (1839)

Salama et af. (1980)
Boumer at af. {1952)
Bell y Kanavel (1878)

Bell y Kanavel (1978)
Williams et af. (1999)
Pingel y Lewis (1997)
Wollam et af. (1978)
Salama of al. (1990)
Tezkle et af. (1985)
Stacey et al. (1977a)

Allen y Pate (196€)
Guerra vy Shaver (1969)
Bell y Kanavel (1978)
Montoya et al. (1966)
Stacey ef al. (19773}
Stacey et al. (1977a)
Bell v Kanavel (1377)

& Para evitar el bloqueo de las boquillas, la conceniracion de harina no debe pasar del 7,5% en las mezclas de tan-
que en cebos aplicados por aspersion (Hostetter of al, 1982). La cantidad de Tween utilizada por Hostetter et al.

(1982) fue reducida al 0,004%.
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desarrollo comercial, ha sido influida negativamente por la radiacion ultravioleta
(UV) y el tiempo requerido para causar la muerte del insecto plaga (Jaques, 1885;
lanoFFo, 1992). La radiacion solar, especialmente la radiacién ultravioleta con
espectro de actividad de 290 a 400 nm, es el factor mas destructivo o limitante que
afecta la persistencia y/o actividad de los baculovirus (IcnoFFo et al., 1977a). Por
tanto, el principal objetivo de utilizar sustancias fotoprotectaras en la formulacion de
los entomopatdgenos es maximizar la persistencia ambiental de los mismos.

Durante varias décadas. diversos compuestos naturales y sintéticos han sido
evaluades como protectores solares para entomopatdgenos y por su modo de
accion pueden ser divididos en sustancias reflejantes, absorbentes, colorantes,
cromataforos, captores de radicales libres y mas recientemente, los blanqueadores
opticos.

2.4.1. Blanqueadores dpticos

Los blangueadores dpticos (blanqueadoeres fluorescentes), son un grupo de
sustitutos del estilbeno que, por su capacidad de absorber la radiacion UV y emitir
luz en la region azul del espectro visible, son utilizados cominmente en muchos
procesos industriales para dar mayor brillo a pinturas, fibras, ropas, etcétera.
Shapiro (1992) describié su usoe como protector de radiacion para el NPV de L. dis-
par con resultados insdlitos: los virus formulados con ciertos blanqueadores man-
tuvieron el 100% de su viabilidad después de dos semanas de exposicién a una
fuente de luz UV.

Casi simultaneamente, Shapiro y Robertson (1992) demostraron la capacidad
gue tienen estos compuestos de potenciar hasta mas de dos mil veces la actividad
del NPV de L. dispar. Poco después, Hamm y Shapiro (1992) describieron el mismo
fenémeno en un NPV de S. frugiperda. Este grupo de sustancias se patentd bajo
la premisa de que el efecto protector de estos compuestos sobre diferentes micro-
organismos utilizados o factibles de ser utilizados en el control biolégice de plagas
agricolas es deseable e incrementa las posibilidades de éxito (SHAPIRO et al,
1992). Los blanqueadores opticos también pueden potenciar la actividad de otros
virus incluyendo los cipovirus (virus de la poliedrosis citoplasmica) y entomopoxvi-
rus en huéspedes homdélogos y heterdlogos (SHAPIRC ¥ DOUGHERTY, 1994).

A raiz de estos descubrimientos se han realizado varios estudios con blanque-
adores en laboratorio, aunque su capacidad UV-protectora y potenciadora de la
efectividad en campo ha sido relativamente poco investigada (Tabla 7). Es impor-
tante sefalar que no todos los blanqueadores dpticos funcionan como potenciado-
res de los baculovirus y existe evidencia en la literatura publicada de varios que no
exhiben dicho efecto (Hamm, 1999).

2.4.2. Modo de accion

Durante la dltima década se han creado diferentes hipétesis sobre el modo de
accion de los blanqueadores opticos, todas dirigidas hacia el intestino medio. En
estudios con el NPV de L. dispar, se encontré que 48 h después del consumo del
virus mas Tinopal LPW por larvas de L. dispar se ocasionaron perturbagiones fisio-
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I6gicas que incluyeron disminucién del pH intestinal, disminucion en alimentacion y
una reducida ganancia de peso (SHEPPARD Y SHAPIRO, 1994; SIIEPPARD et al., 1994).
En larvas de T. niinoculadas con el NPV de A. californica, se observé que el des-
prendimiento de células infectadas del intestino fue menor en la presencia de
Calcofluor M2R (el preducto comercial de Tinopal LPW), lo cual resulté en un
aumenlo de la probabilidad de infeccion (WASHBURN ef al., 1998).

Hoy en dfa el mode de accién de estas sustancias parece ser resuelto. Se ha
observado que la quitina en la membrana peritréfica actia como un andamio para
las demas proteinas de la membrana. El blanqueador Calcofluor M2R se liga a la
quitina y se liberan las proteinas de la membrana. Esto provoca la inhibicién de la
formacién de la membrana peritréfica en el intestino del insecto correlacionado con
un incremento simultaneo en la susceptibilidad del insecto a la infeccidn por bacu-
lovirus. También se observé la degradacion de la mucina del intestino en la pre-
sencia de Calcofluor M2R (WaNG ¥ GRANADOS, 2000).

2.4.3. Accion potenciadora: dosis y tiempo letal

El efecto potenciador se hace mds evidente cuande el valor de la dosis letal del
virus es alto, en cambic cuando se requieren muy pocos cuerpos de inclusion para
lograr una infeccion letal el grado de potenciacidon por el blanqueador es minimo
(Tabla 7). Se recuerda que la variacién de resultados puede responder al método de
bioensayo utilizado. En bioensayos con diferentes blanqueadores formulados con el
NPV de L. dispar, Argauer y Shapiro (1997) sefalaron que los blanqueadores con
mayor actividad potenciadora tienden a exhibir la mayor fluorescencia y los de menor
actividad menor fluorescencia, aunque la razén de esto permanece desconocida.

Shapiro y Robertson (1992) observaron un reduccion en el TLg, de 13,9 a 7,1
dias despues de infectar larvas de L. dispar con 1x10% OBs/ml de su NPV en pre-
sencia de Phorwite AR, Phorwite RKH, Leucophor BS, Leucophor BSB y Tinopal
LPW. El TLsg del NPV homdlogo de Pseudoplusia includens se vio reducido de
15,9 a 5,7 dias en presencia de Calcofluor M2R al 0,16% (Zou ¥ Young, 1996). En
pruebas sobre larvas de H. zea con cinco cepas de NPV aislados de diferentes
huéspedes, Shapiro y Vaughn (1995) observaron una disminucion del TLg, entre el
4,5 y 34,9% en la presencia de Tinopal LPW al 1%. En cambio, en un estudio
reciente se observé un incremento del 42% en el tiempo promedio de muerte de
larvas de &. frugiperda tratadas con su homologo NPV y Tinopal LPW al 1%
(MarTiNEZ ef al., 2000). El sexo del insecto puede influenciar los resultados, asi las
larvas hembra de Charistoneura occidentalis tratadas con el NPV de C. furniferana
en presencia de Blankophor HRS, P167 y Tinopal LPW murieron entre 23 y 39%
mas rapido que los machos (LI ¥ Otvos, 1999a).

2.4.4. Eficiencia como protecitores UV

Shapiro (1992) probd en laboratorio 23 blanqueadores pertenecientes a dife-
rentes grupos quimicos (estiloenos, oxazoles, pirazales, dcido naftalico, lactona y
coumarina) encontrande que la mejor proteccién se consiguié con los acidos disul-
fénicos de estilbeno. Estos fueron Leucophor BS, Leucophor, BSB, Phorwite AR y
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Tabla 7. Banqueadores épticos con actividad potenciadera de los baculovirus evaluados en laboratorio,

Blanqueador Factor de poterciacién Huésped, virus Referencia
Phorwite AR 1225 L. dispar, LAMNPY Shagiro y Robertsan (1992)
Phorwita RKH 1837 L, dispar, LAMNPY
Laucoohor BS 967 L. dispar, LAMNPY
Leuccphor BSB M7 L. dispar, LAMNPY
Tinopal LPW 1670 L. dispar, LAMNPV
Blankophor BBH 422148 L. dispar, LAMNPY Farrar et &, (1995)
Blankophor RKH 1032 L. dispar, LAMNPV Argauer y Shapiro (1997)
Blankophor BBH 832 L. dispar, LAMNPY
Blankophor P167 £10 L. dispar, LAMNPV
Blankopher HRS 92 L. dispar, LAMNPV
Tinopal LPW 1290 L. dispar, LAMNPV
Tinopal LPW 214 L. dispar, LAMNPV Dougnerty et al. (1996)
4 T ni, ACMNPY Doucnerty af al. (1996)
15— 16000 P inciudens, PINPY Zou y Young (1996)
164-303000 S. frugiperda, STMNPV  Hamm y Shapiro (1992)
115 S. frugiperda, STMNPV  Martinez et al. (2000)
24-58C A. gemmatalis, AQMNPY  Fuxe v Ricnter (1997)
125 Ag MNPV Hamm y Chandler (1996)
8. exigua, SeMNRV
Tinopal LPW 13,1 H. zea, AIMNPY Shapiro y Vaughn (1995)
[Caleofluor M2R] 253 H. zea, HaMNPV
2,1 H. zea. GmMNPY
50 H. zea. ACMNPY
8.7 H. zea, HzSNPY
Tinopal LPW 43 H. virescens, AMNPY  Vail et al (1966)
29 H. zea, AIMNPY
136 5. exigua , AIMNFPV
7.8 T. ni, ATMNPV
Blankaphor RKH 1,7 C. occidentais, Liy Otvos (1999b)
Blankaphor BBH 28 CiIMNPY
Blankophor P167 3.1 CIMNPV
Blankophor HRS 38 CIMNPY
Tnopal LPW 2,1 GIMNPY

& depende del es{adio de la larva; b depende de la formulacion; © depende del grado de resistencia de la cepa
del insacto.
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Tinopal LPW, todos con efectos dosis-dependientes obteniéndose proteccion del
NPV de L. disparhasta del 100% para una ceoncentracion del 1% de blanqueador.

Con el objetc de evaluar la actividad UV protectora de Tinopal LPW (blanquea-
dor fluorescente 28), Dougherty et al. (1996) investigaron dos sistemas virus-hués-
ped, el NPV de L. dispar sobre su huésped homélogo y el NPV de A. californica
sobre T. ni. Muestras de virus, con a sin blangueador, fueron expuestas a radiacion
UV simulada, durante periodos de tiempo comprendidos entre 0,5 y 120 minutos y
posteriormente por bioensayos y comparando las Clggs. Los resultados demostra-
ron que el blanqueador ofrece proteccion a los virus frente a la desactivacién por
UV y, ademas, potencia la actividad insecticida.

2.4.5. Experimenios de campo

La tecnologia en protectores UV e incremento de infectividad de los baculovirus
ocasionado por algunos blanqueadores 6pticos, asi como su inclusién como coad-
yuvantes en formulados de patégenos de insectos es una area en desarrollo y mati-
vo de actuales investigaciones de campo. La mortalidad de Pseudoplusia inciudens
producida por virus en un cultivo de soja aumenté desde 17,3 hasta 39,4% en lar-
vas de segundo esladio y desde 32,1 hasta 55,2% en larvas de cuarto estadio
mediante la aplicacién del NPV con Calcofluor M2R al 1% (Zou ¥ Young, 1396).
Hamm et al. (1994) encontraron que se producia una potenciacion del NPV de S.
frugiperda aplicado en cultivos de maiz, cuando se afiade el blanqueador Tinopal
LPW, sin embarge, en este misma estudio la variable: volumen de agua aplicada,
tambien tuvo un efecto potenciador en la mortalidad por virus de magnitud similar.

Webb ef al. (1994a,b) sefalaron que también tienen aclividad potenciadora
Blankophor BBH y Phorwite AR al aplicarlos solos sobre poblaciones con inciden-
cia natural de NPV o tratadas con una formulacién comercial del NPV de L. dispar
(Gypchek®) a dosis bajas y recomendadas. Ambas sustancias provocaron una
montalidad significativamente mayor y una reduccién también significativa en el
TLg,. Contrariamente, en aplicaciones aéreas del Gypcheck® con Blankophor BBH
(0,5%), Thorpe et al. (1999) no encontraron ningun efecto potenciador y atribuye-
ron los resultados negativos a una reducida deposicion de blanqueador de 0,03 a
0,2 g/cmZ2, mientras que en laboratorio fue necesaria una cantidad de 1,5 g/lem? de
blanqueador, para causar una martalidad >90% sobre larvas de segundo estadio.
Resultados similares fueron descritos para ACMNPYV y el Calcofluor M2R aplicado
contra H. zea sobre algoddn (VaiL et al,, 1999) donde la persistencia del producto
fue muy baja después de una lluvia simulada. En contraste, Webb et al. (1994b)
detectaron una persistencia de entre 28 a 40% de Blankophor BBH sobre el fallaje
de robles seis meses después de la aplicacion.

2.4.8. Otras sustancias fotoprotectoras

El conocimiento del impacto de la radiaciéon UV en la estabilidad e inactivacidn
de los virus entomopatégenos, ha estimulado la evaluacidn de diversos compuestos
naturales y sinlélicos como protectores solares durante varias décadas (Tabla 8). En
un estudio pionero, Jaques (1971) encontrd gue fue retenida 75% de la actividad
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Tabla B. Sustancias publicadas come protectoras de radiacion uv para los baculovirus.

Sustancia

REFLEJANTES
Oxido de aluminio
Dioxido de titanio

ABSORBENTES
Carbdén activado
Carbdn negro
Tinta India

Naftaleno negro (Buffalo Black)
Acido p-amincbenzdico (PABA)

Benzil-cinamato
Rojo congo
Acido folico
Sulfato de lignina

Shade (Sandoz Inc. USA)

Blangueadorcs dpticos

ANTIOXIDANTES
n-Propil-galato
Acido ascérbico
Feniltiocarbamida

ENZIMAS OXIDATIVAS
Calatasa
Peroxidasa

AMINOACIDOS
Triptéfano
Tirosina

OTRAS SUSTANCIAS
Albumina de huevo
Leche (polvo)
Levadura
Melaza

Hidrolizado de soja

Conc.

Referencia

1 kg/ha
1-5%
1-5%

5%
3%
0,5-1%

1%

8,5%

0,25-6%

0,1-1%

0,001%
0,1%

0,0088%

0,04%
0.,38%

0,003%
0,05%

3%
1-5%
3-5%

10-25%

Ignoffo y Batzer (1871)
Topper et al. (1984), Bull et al. (1976)

Ignaffa et al. (1991)

Ignoffo et al. (1991), Bull et al. {1976)
Krieg el al. (1980)

Ignoffo y Batzer (1971)

Dunkle y Shasha (1989)

Shapiro et al. (1983)

Dunkle y Shasha (1989), Shapiro (1989),
lgnoffo ef af. (1991)

Shapiro (1985), Dunkle y Shasha (1988)
Martignoni y Iwai (1985)

Injac (1977), Shapiro et al. (1883),
Martignoni y Iwai (1985)

Ver Tabla 7

Ignoffo y Garcia (1994)
Ignoffo y Garcia (1994)
Ignoffo y Garcia (1994)

Ignoffo y Garcia (1994)
Ignoffo y Garcia (1994)

Ignoffo y Garcia (1995)
Ignoffo y Garcia (1895)

Jaques (1871, 1872)

Jaques (1971)

Jaques (1971)

Shapiro et al. (1983), Topper et al.
(1984), Martignoni e lwai (1985)
Jaques (1971)
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viral de un NPV de T. nicon la adicion de tinta India, carbon vegetal, levadura, leche
peptonizada o hidrolizado de soja, después de 40 o 60 minutos de exposicién, mien-
tras que con el virus solo tuvo lugar una pérdida fotal de la actividad del virus en
menos de 10 minutes. En campo la combinacion de albliimina de huevo y tinta India
produjeron el mayor efecto protector conservando el 95% de la actividad viral origi-
nal después de 17 dias. Anos después, Shapiro y Robertson (1990) describieron
seis tintas como protectores UV efectivos (verde Lissamine, amarillo acridina, azul
alcali, mercurocromo y rojo congo) destacando a este Ultimo como un excelente pro-
tector UV.

Las observaciones de que las preparaciones de virus no purificado mantuvieron
una mayor actividad y menor sensihilidad a la radiacién UV gue las preparaciones
purificadas (Davip ¥ GARDINER, 1966; IGNOFFO Y SHAPIRG, 1978), dieron pie a expe-
rimentos dirigidos a evaluar compuestos involucrados en diferentes procesos meta-
balicos. Con algunos de ellos se obtuvieron resultados interesantes como por
gjemplo con adenina, guanina, acido urico (SHaPIRO, 1984), triptofano, tirosina
(leNoFFo ¥ Garcia, 1995) y vitaminas del complejo B, de las cuales las mas efecti-
vas fueron el acido folico y la riboflavina con factores de proteccidon UV de 3.3y 3,4
al 1% (SHapiro, 1985). El nivel de proteccion UV de estos compuestos estuvo
directamente correlacionado con el espectro de absarcion.

Shapiro et al., (1983) sefalaron que las melazas, Shade® (un polimero leuco-
cianidin poliflavonoide), el cebo Coax y compuestos derivados del acido p-amino-
benzdico son buenos protectores a una concentracion de 5%, mientras que
Martignoni y lwai, (1985) sefialaron que el Tinopal DCS y Raymix en polvo (ligno-
sulfonato) dieron igual © mayor proteccion UV que el producto comercial Shade.
Solo hay que recordar que estos Gltimos autores no estaban canscientes del efec-
to potenciador de los blanqueadores dpticos. Aungue menos estudiadas, algunas
sustancias antioxidantes, coma propil galato, dcido ascdrbico y feniltiocarbamida,
ofrecen 50% de proteccion contra la radiacion UV a bajas concentraciones de 0,01,
0,068 y 1.0 mg/ml respectivamente (IgNOFFO ¥ GARcia, 1994). Muchas de las sus-
tancias que en laboratoric han demostrado posibilidades de éxito, no se han pro-
bade en campo.

La formulacion en polvo del HzSNPY fue cvaluada en laboratorio con y sin car-
bén activado, Shade vy talco como portadores. Después de 24 h de exposicion a la
luz UV, no se observaron diferencias en actividad entre los testigos sin irradiacién
y los dos formulados de los protectores mas talco, mientras que el virus solo fue
casi completamente desactivado. El formulado con Shade pero sin talco incremen-
t0 la persistencia del virus dos veces (no significativo), mientras gue el talco solo,
incrementé la persistencia del virus cinco veces lo que resultd ser un factor signifi-
cativo (lcNorFo ¥ GaRcia, 1996).

2.5. Otros potenciadores de las baculovirus

Aunque el potencial ofrecido por los blanqueadores es prometedor, existen
otras sustancias y compuestos que exhiben efectos potenciadores a los baculovi-

334



Formulacion y aplicacion de los baculovirus biginsecticidas

rus. Las ventajas de adicionar estos compuestos a la formulacion del virus incluyen
la posibilidad de reducir la dosis y el tiempo requeridos para matar la plaga hués-
ped. Sin embargo, sustancias potenciadoras pueden ampliar el rango de huéspe-
des de un baculovirus y hace necesario estudios dirigidos a determinar la seguri-
dad ambiental de tales formulaciones (SHaPIRG ¥ DOUGHERTY, 1994).

2.5.1. Enzimas

Desde hace muchos afios varios estudios han sefialado que ciertos granulovi-
rus pueden incrementar la infectividad de los nucleopoliedrovirus en un factor de
alrededor de diez veces en bioensayos de laboratorio (TaNADA, 1959; TANADA Y
Hukurara, 1971; TaMaDA et al., 1975; HARA ef al., 1976; ZHu ef al., 1989; GoTo,
1990). El factor potenciador fue identificado como una metaloproteasa, llamada
enhancina, localizada en los cuerpos de inclusién del granulovirus, la cual afecta la
integridad de la quitina que forma parte de la membrana peritrdfica del insecto
(Glzen et al, 1995; LEPore et al, 1996; WANG v GranaDos, 1997, 1998). Sin
embargo, los estudios de campo utilizando mezclas de virus son muy escasos.
Hunter-Fujita et al, (1997) observaron que larvas de S. /itforalis inoculadas con
mezclas de un NPV y un GV sobrevivieron mas que las larvas testigos aunque las
larvas con infecciones mixtas se alimentaron menos. Los valores de la Clgg del
NPV de L. dispar fueron reducidos hasta 5,4 veces en la presencia de la enzima
quitinasa (1%), probablemente debido a la degradacion de la membrana peritréfica
por la enzima (SHAPIRC el al.. 1987). Recientemente se ha sefialado que proteinas
estructurales de un entomopoxvirus pueden aumentar hasta 10 veces la infectivi-
dad de un NPV de Bombyx mori (MiTsuHASHI et al., 1998).

2.5.2. Ef dacido bdrico

Tratando de encontrar nuevas sustancias sinergistas Shapiro y Bell (1282) eva-
luaron 14 acidos organicos e inorganicos en combinacion con el NPV de L. dispar
sobre larvas de segundo estadio de la misma especie. De todas ellas sélo el acido
borico (pH 5,0) v el &cido sérbico (pH 3,0) potenciaron la actividad del virus. En bio-
ensayos sobre dieta semisintética y plantulas de roble, la adicién de acido bérico al
0,1y 0,25% no tuvieron efecto, mientras que a concentraciones de 0,5% se poten-
cid la actividad del virus 2 veces y al 1% hasta 11 veces. Asi mismo, Chaudhari
(1992) alimento con discos de hoja, tratados con NPV mas acide bdrica a larvas
del segundo estadio de S. fitura. La mortalidad debida al virus aumenté desde
33,7%, con virus solo, hasta un 57,7 y 63,7% con mezclas del virus y acido bérico
a 0,5y 1%, respectivamente. Los valores del TLg, también se redujeron desde 153
h, con virus solo, hasta 97 h con la mezcla.

En estudios de laboratorio con diferentes concentraciones del NPV de A. gem-
matalis y acido bdrico, incorporado a una dieta semisintética, se obtuvieron valores
de la Clgg de 1,52 x 105 OBs/ml, para el virus solo y 7,95 x 102 OBs/ml para la
mezcla que contenia 0,045g de acido bdérico por 100 ml de dieta. A una concentra-
cion de 250 OBs/ml de dieta el TLs, se redujo de 13,6 dfas con virus solo a 7,4 dias
con virus mas acido borico a la concentracion de 0,001% (MoraLES et al., 1997).

335



Los baculovirus v sus aplicaciones como bicinsecticidas en el contrel bioldgico de plagas

En estudios recientes de campo con el NPV de S. frugiperda hemos observado
un incremento sustancial (20%) en la mortalidad por virus en bloques de maiz tra-
tados con el virus mas el acido bdrico al 1%. Pruebas adicionales indicaron que el
acido borico no afectd a las poblaciones de enemigos naturales en el cultivo al 1 o
al 4% (Peérez, Cisneros ¥ WiLniaws, datos sin publicar). Cabe mencionar que el
acido bérico es una sustancia economica y también existe evidencia de su efecto
potenciador a la actividad de B. thuringiensis (MoRrIS et al., 1995). Es posible que
estos acidos actlen como factores de estrés fisiologico para el insecto incremen-
tando con ello su susceptibilidad a los entomopatogenos.

2.5.3. Azadiractina (Nim)

La adicion de los extractos de semilla de nim (0,1 a 1%) al NPV de L. disparno
afectd significativamente los valores de la Clgg, aungue las larvas inoculadas con
la mezcla exhibieron una mortalidad por infeccién viral mas rapida que la observa-
da en larvas inaculadas con virus solo (SHAPIRC ef al., 1994). En bioensayos con
dieta semisintética y follaje natural se han sefalade incrementos del 30 al 40% de
la mortalidad de las larvas tratadas con LAMNPV mas azadiractina, ademads de una
muerte significativamente mas rapida, con respecto a las larvas tratadas con virus
0 azadiractina solos. Asi mismo, encontraron que el efecto potenciador fue mas
pronunciade en bionsayos sobre follaje que sobre dieta semisintética (Cook et af.,
1996). Una posible explicacion a esto es que la larva no puede evitar consumir la
azdiractina ya que los triterpenos pueden ser absorbidos dentro de la hoja (SAXENA,
1989). Murugan et al. (1998) encontraron un aumente de la mortalidad de las lar-
vas de H. armigera inoculadas con su NPV homélogo cuando se afiaden extractos
de la semilla de nim y la hoja de Vitex negundo, una planta medicinal con propie-
dades insecticidas.

2.5.4. Insecticidas biologicos y quimicos

Parcelas de algoddn tratadas con B. thuringiensis + ACMNPY + un fagoestimu-
lante para el control de Helicoverpa produjeron un mayor rendimiento que las par-
celas tratadas Gnicamente con los patdgenos (BeLL v Roming, 1980). Otros autores
han senalado el mismo fenémeno (IcnoFFO ¥ MonTOYA, 1966; Jaques 1972;
Lunwama v Matanmi, 1988; JAQuES ef al., 19289). En cambio, mezclas del NPV de
Anagrapha falcifara con B. thuringiensis no provocaron un aumento significativo en
la mortalidad de larvas de S. frugiperda, H. zea u Ostrinia nubilalis en laboratorio
(PiNGEL ¥ Lewis, 1999).

Larvas de H. zea incculadas con su virus homdélogo (HzSNPV) mezclado con un
virus heterdlogo (AcMNPV) murieron con una dosis menor y en menos tiempo que
larvas tratadas can cada virus por separado (ARNE ¥ Noroin, 1995). Se carecen de
estudios de campo sobre el uso de los entomopatégenos en combinacian.

Peters y Coaker (1993) sefialaron un incremento en la infeccion observada por
el granulovirus homologo de Pieris brassicae scbre larvas de diferentes edades
cuando el virus fue aplicado en mezcla con concentraciones bajas de un piretroide
y de B. thuringiensis serovar kursiaki. El incremento de la patencia de las mezclas
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que contienen bajas concentraciones del piretroide fue de una magnitud 103 y 1010
para larvas de segundo y cuarto estadio, respectivamente. Otros autores han sefa-
lado interacciones sinergistas entre entcmopatogenos e insecticidas sintéticos,
aunque en tales trabajos la exposicién a uno y otro agente de control no fue simul-
tanea (McVay ef al., 1977; SAVANURMATH ¥ MaTHAD, 1981).

Jaques y Morris (1981) revisaron la literatura sobre los efectos de mezclas de
entomopatégenos e insecticidas sintéticos hasta 1980. Estudios mdas recientes
incluyen el de Chaudhari (1989), quien examind el efecto de insecticidas y fertili-
zantes con el virus de Diacrissia obliqua, mientras que otros han evaluado mezclas
contra noctuidos cortadores {Rup ¥ BELLoNCIK, 1984; Satama v Moawen, 1988) o
contra otras plagas comunes (MoHAMED ef al., 1983; MATHAI et al., 1986; SATHIAH et
al., 1990).

2.6. La tecnologia de microencapsulacion

La formulacién de los baculovirus dentro de microcapsulas de algin polimero
puede ser tecnoldgicamente compleja, aunque en esta década se han publicado
procesos mas sencillos basados en el uso de almidones. La principal ventaja de la
microencapsulacion es que se mantiene el virus y los otros componentes de la for-
mulacion en contacto intimo, lo cual puede ser particularmente deseable para el
buen funcionamiento de los protecteres contra la radiacion UV. Ademas, a través
de la microencapsulacion, se puede optimizar el uso del indculo y los otros coad-
yuvantes en la formulacién.

El proceso de encapsulacion involucra tres fases: i) disolucion del material
encapsulante en un disolvente, ii} adicién del baculovirus y otros componentes de
la formulacién y iii) solidificacion del material y procesamiento para la produccion
de las microcapsulas. Cuando el disolvente empleado es organico (tolueno, deri-
vados del pelrdleq, etc.) se hace una pulverizacion fina de la mezcla para evapo-
rar el disolvente vy dejar el material seco y encapsulado. Se logra la solidificacion
del alginato de calcio o del kappa-carragenan inyectandolos en una solucidn de clo-
ruro de calcio (50 mM) o cloruro de potasio (300 mM), respectivamente. Estas sus-
tancias son palisacaridos sulfatados de algas marinas que se utilizan en la indus-
tria alimenticia para espesar helados, licuados de leche, etc. Se han empleado los
dos polisacaridos para encapsular nematodos, bacterias y otros microorganismos
para inocular suelos y para otros propdsitas (Kava ¥ NF1LseEnN, 1985; Trevors, 1991;
Lackey et af., 1983).

Mas sencillo y de efectividad comprobada es la encapsulacion en almidén de B.
thuringiensis y el NPV de Helicoverpa (lanoFFo et al., 1991). A escala de laborato-
rio, Dunkle y Shasha (1988) encapsularon B. thuringiensis de la siguiente manera.
Mezclaron 2 g de aceite de maiz con 25 g de almidén de maiz pregelatinizado en
polvo. Adicionaran 80 ml de agua destilada fria (2°C) la cual contenia el B. thurin-
giensis en suspension, obteniéndose una buena mezcla. Rapidamente, se formd
una masa gelatinosa la cual se dejé reposar durante 30 minutos a 20-25°C. De esta
manera, la masa adquirid una consistencia gomosa y se procesé en una licuadora
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con 25 g de almidon de maiz perlado. Las particulas producidas se pasaron por un
tamiz de malla 14 {diametro 1,41 m). Se dejaron secar las particulas al aire duran-
te 24 h y posteriormente fueron separadas en diferentes tamafios por medio de
tamices. Para obtener almidén pregelatinizado se cocina el almiddn en agua, las
particulas se inflan y después se seca y se pulveriza. Dunkle y Shasha (1988) uti-
lizaron un almidén pregelatinizado comercial. Gillespie et al. (1994) produjeron gréa-
nulos de harina pregelatinizada con melazas, hojas de plantas y cloruro de calcio,
encontraron que la alimentacion de larvas de O. nubilalis fue mayor con granulos a
partir de melazas y hojas, mientras de los granulos que contenian cloruro de cal-
cio, no se alimentaron.

Recientemente, se probaron la gelatina, pectina, quitina, alginato de calcio y
almidon de maiz para la encapsulacion de B. thuringiensis en granulos. Pruebas de
persistencia de actividad en laboratorio, adherencia del formulado a la planta Y
palatabilidad de los granulos al insecto, indicaron que la gelatina y pectina eran los
encapsulantes mas adecuados, mientras que la quitina fue la menos apropiada
(MoraLES-Ramos et al., 1998).

Es importante tener presente que el proceso de encapsulacion no debe afectar
la viabilidad del virus (algunos procesos incluyen disolventes organicos o solucio-
nes alcalinas) y que el material capsular debe ser faciimente degradado en el intes-
tino del insecto. Asi mismo, el tamafio de las particulas producidas debe ser com-
patible con el método de aplicacion y, ademds, debe tener un costa asumible. Los
cuerpos de inclusion del virus se adhieren fuertemente al follaje por lo que es nece-
sario confirmar que la formulacion encapsulada se comporta de la misma manera.
Detalles de otros procesos de microencapsulacion de entomopatégenos se
encuentran en los siguientes articulos: Knudsen et al. (1990, 1991); Pereira y
Roberts (1990, 1991).

El uso de harinas y almidones aplicados directamente como granulados o como
granulos pulverizables parecen ser prometedores para la formulacion de B. thurin-
gfensis y también para los baculovirus (MCGUIRE ¥ SHASHA, 1990; TAMEZ-GUERRA et
al., 1996, 1998). Una formulacién de NPV con harina de mafz pregelatinizada y lig--
nato disminuyd sustancialmente la pérdida de actividad por la luz UV y la accién de
la lluvia (TAMEZ-GUERRA et al., 2000).

3. La vida de almacenamiento

Entre la produccion del formulado y el momento de aplicacién, hay un periodo
durante el cual el producto no debe experimentar pérdida significativa en la viabili-
dad del virus, descomposicidn de otros componentes de la formulacién ni cambios
importantes en la composicién fisica del misma como por ejemplo, sedimentacion
0 agregacion de virus en suspensiones, o endurecimiento de polvos. Para un pro-
ducto comercial, este lapso de tiempo puede ser de meses o aros; la vida de alma-
cenamiento de los insecticidas quimicos es casi siempre entre dos y cuatro aifos
{RHoDES, 1993). Parece evidente que seria deseable el almacenamiento del pro-
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ducto a temperaturas bajas para prolongar su viabilidad, aunque esto raramente es
posible en la practica. En los paises tropicales donde potencialmente existen mer-
cados grandes para los baculovirus bioinsecticidas, es comun depositar los agro-
quimicos en almacenes a 35-40°C durante periodos largos.

En este sentide, los baculavirus se consideran enlre los “mejores” entomopaté-
genos ya que se pueden almacenar preparaciones secas en obscuridad a tem-
peraturas ambientales de 20 a 25°C durante varios afios. Por ejemplo, el producto
comercial TM BiaControl-1® para el control de Orgyia pseudotsugata tiene una vida
de almacenamiento de 5 afhos en condiciones de temperaturas frescas
(MarmicnON, 1978). En cambio, Kaupp y Ebling (1993) sefialaron que el Virtuss®
del Canadd, un producto liofilizado y melide para el control de Orgyia leucostigma,
perdio el 46% de su infectividad despues de 2 afios de almacenamiento a 4°C.
Peor aun, una preparacion liofilizada del granulovirus no purificado de Plodia inter-
punctella perdié el 90% de su actividad durante 4 meses a 22°C y el 98% de su
actividad a 45°C, en el mismo periodo (Cowan et al., 1986). '

El recipiente del producto debe estar bien cerrado para mantener la humedad lo
mas baja posible, preferentemente por debajo del 5% (BURGES Y JONES, 1997).
Recipientes no bien cerrados permitirén la entrada de humedad y de oxigeno a la
formulacion. La humedad permite el crecimiento de microorganismos contaminan-
tes y Ia presencia de oxigeno puede causar la oxidacidn de compuestos en la for-
mulacién y la formacion de radicales libres que desactivan el virus (IGNOFFO v
GARCIA, 1894; Jones ¥ BURGES, 1997, 1998). En el caso de un granulovirus de Pieris
brassicae, el virus mantuvo mayor infectividad cuando fue almacenado como una
suspension acuosa que cuando lo fue como un polvo seco (Davip, 1978).

Cherry et al. (1994) examinaron la estabilidad del virus de S. fittoralis almace-
nado en diferentes aceites minerales y vegetales. A baja temperatura no se detec-
faron diferencias entre los dos grupos de aceites, aunque en pruebas posteriores
a 26°C se observd una pérdida significativa en la infectividad del virus después de
15 meses en aceite de cacahuete comparado con virus en aceite mineral (A.J.
Cherry, datos sin publicar). Una formulacion del NPV de A. gemmatalis en aceite
de soja con un emulsivo, perdié el 50% de su actividad en un afio mientras que en
un formulado de polvo mojable no se observd pérdida significativa en el mismo
periodo (BamisTa-FiLHO et al., 1891).

Existen variaciones importantes en la composicion de acidos lipidicos y el grado
de saturacion de diferentes aceites vegetales. Aceites con acidos grasos no satu-
rados son mas propensos a deteriorarse por reacciones con el oxigeno. Se puede
adicionar antioxidantes como el o-tocoferol para retardar este proceso (CHERRY et
al, 1984; Moore et al, 1995, 1996). La estabilidad en campo de un NPV de
Helicoverpa armigera producido en cultivo de células fue menor que un virus
comercial de H. zea (GemStar®, Thermo Trilogy Corp. EUA) producido en insectos.
La produccion masiva de los baculovirus en cultivos de células esta todavia en
desarrollo y se espera una mejora de la potencia e integridad fisica del virus pro-
ducido inn vitro en un futuro (CHAKRABORTY ef al., 1995). No obstante, el virus inclui-
do producido in vitro puede funcionar adecuadamente en el campo, aunque se
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requiere mayor dosis porque el virus producido in vitro tiene menos nucleocdpidas
en cada cuerpo de inclusion (THORFE et al., 1998). No se sabe si la vida de alma-
cenamienta del virus producido /n vitro es parecida a la del virus producido in vivo.

3.1. Control de la contaminacion por microorganismos

En la naturaleza, los cadaveres de insectos muertos por baculovirus son répi-
damente colonizados por microorganismos sapréfagos que a corto plazo, no tienen
gran impacto sobre la viabilidad de los virus incluidos (Jaques v Huston, 1969).
Esto posiblemente es debido a la presencia de una membrana externa del cuerpo
de inclusion gue resiste el ataque por las proteasas bacterianas (Gipson ¥ ScoTT,
1975). Sin embargo, a largo plazo, el mantenimiento de la viabilidad del virus se ve
severamente afectado por la presencia de sapréfagos (PeEnG ef al, 1999).

Los contaminantes principales de los baculovirus producidos in vivo son los
microorganismos colonizadores del intestino del insecto (principalmente
Enterococcus faecalis y E. faecium) y los saprdfagos oportunistas {principalmente
Bacillus cereus y B. sphericus). También, a partir de las preparaciones de baculo-
virus se pueden aislar diversas especies de bacterias asociadas con humanos
(PoDGEWAITE et al., 1983). Estas probablemente vienen del personal involucrado en
el proceso de produccidn y aunque ocurren en menocr abundancia comparado con
los ofros grupos de bacterias, se debe llevar a cabo el control de éstos y de B.
cereus debido a la existencia de posibles cepas patégenas para el hombre.

En una planta piloto de produccion de NPV de Spodoptera littoralis en Egipto,
se observaron entre 108y 109 bacterias (unidades de formacién de colonias)/ml de
suspension de virus. No se pudo disminuir sustancialmente la presencia de estas
bacterias en preparados de virus después de varios pasos de centrifugacion, moti-
vo por el cual se recomendo cosechar larvas muertas por virus antes de gue se
produzca la invasion de bacterias contaminantes. Otra alternativa, es intentar lim-
piar la contaminacion de muestras de virus por filtracién y centrifugacion diferen-
cial, pero ésta no parece ser muy eficiente (GRzywacz et al., 1897).

Se ha serialado que el uso de centrifugas con rotores zanales disminuyo dras-
ticamente la contaminacion bacteriana de los NPV de Neodiprion sertifer y de
Helicoverpa (CUNNINGHAM Y ENTwISTLE, 1981; IanoFFo ¥ CaucH, 1981). Sin embar-
go, se perdio el 27% del virus durante el proceso y los equipos utilizados no se
encuentran facilmenie fuera de ios laboratorios de virologia especializados.

Las autoridades responsables del registro de los bicinsecticidas casi siempre
especifican que la presencia de microorganismos contaminantes en el producto no
debera pasar de un umbral determinado. El crecimiento de tales microorganismos
se puede controlar agregando una o mas sustancias bacteriostaticas a la formula-
cién de almacenamiento (Tabla 9).

La mayaria de los microorganismaos tienen un pH dptimo cercano a valores neu-
trales o ligeramente alcalinos. El pH mayor a 9,0 afecta la integridad de los cuer-
pes de inclusion del virus y también el pH muy 4cido (menor a pH 4,0). No obstan-
te, un pH entre 4,0 y 6,0 puede ser efectivo para inhibir el crecimiento de la mayo-

3
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ria de los microorganismos sin mayores efectos sobre la viabilidad del virus
(Buraes Y JONES, 1997). Smirnoff et al. (1962) ajustaron el pH de un NPV del ten-
tredinido Neodiprion swainei, agregando &cido sulfurico (1M) y mezclando bien la
suspensién del virus, mientras que Medungo et a/. (1997) adicionaron &cido clorhi-
drico para obtener un pH de 5.5 en formulaciones de polvos mojables del NPV de
A. gemmatalis.

4. Aspectos de seguridad

Se sabe que los baculovirus son altamente especificos para sus huespedes
pero se debe tener en cuenta el papel de otros factores de seguridad en |a aplica-
cién de estos virus en el campo. Como se menciond anteriormente, se debe con-
trolar la abundancia de microorganismos cantaminantes en la formulacion y ase-
gurar la ausencia de posibles patdgenos a humanos.

Ciertas especies de insectos ticnen pelos o setas defensivas que son altamen-
te irritantes para la piel, los ojos, o por inhalacion. Esta caracteristica es comun en
larvas de lepiddpteros de las familias Lymantriidae, Limacodidae y algunas espe-
cies de Thaumetopoeidae y Lasiocampidae. La mayoria de los pelos urticantes pre-
sentes en preparados de larvas infectadas se puede eliminar por medio de una fil-
tracion. No obstante, cualguier material biolégico que contiene proteinas es poten-
cialmente alergeno por contacto o por inhalacion. Las autoridades gue registran los
bioinseclicidas frecuentemente solicitan datos sobre los posibles riesgos alérgicos
de un entomopatégena u otros compeonentes de la formulacion comercial.

Tabla 9. Inhibidoras de microorganismos contam nantes durarte el amacenamiento.

Sustancia Concentracién ~ Funcion
Sorbato de potasio o 4cido sarhico  0,1% Inhibidor de levaduras y hongos
Paraben metilico 0,3% Inhibidor de bacterias, levaduras y hongos
Benzoato de sodio 0,3% Inhibidar de levaduras vy hongos
Propicnato de sodio/calcio/potasio 0,5% Inhibidor de bacterias, levaduras y hongas
Benlate (benomil) [Du Pont] 0.05% Antifungico
Tween 20 6 Tween 30 0,02% Inhibicién de germinacion de csporas de hongos
EDTA (sal disddica del acido
etildiaminatetraacético) 5mM Inactivacion de enzimas
Antibidticos
Aureamicina 01% Inhibicidn de bacterias y protozoarios
Estreptomicina 0,03% Inhibicion de bacterias
Bufers de bajo pH {4.0-6.0) Se inhibe el crecimiento microbiano
Fosfato (NaHoPO,/NasHPO ) - Hunter-Fujita et al. (1998)
Tris (Trizema) - Johnson y Lewis (1382)
Selina
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Obviamente, los coadyuvantes deben ser indcuos para el hombre y para otros
organismos que no son objeto del tratamiento y no deben tener efeclos fitotoxicos
para el cultiva. Con el uso de los coadyuvantes desarrollados para la industria agro-
guimica, este no es un prablema, porque son ampliamente probados en muchos
cultivos y, con los coadyuvantes naturales como la leche, melazas, almidones etc.
tampoco existe riesgo de toxicidad aungue raramente son evaluados por sus efec-
tos sobre el crecimiento del cultivo (EDGINGTON et al., 2000).

Recientemente se ha sehalado que el comportamiento de los insectos paliniza-
dores se ve afectado por aplicaciones del blangueador optico Tinopal CBS. En
experimentos preliminares se ha observado una tendencia por parte de abejas y
abejorros, a rechazar flores tratadas con esta sustancia. Esto se ha atribuide a un
cambio marcado en su apariencia en la parte ultravioleta del espectro, la cual es
utilizada por los himendpteros en |a seleccidon de flores. Debido a esto, se reco-
mendaron estudios detallados para determinar los riesgos asociados con el usc de
estas sustancias a escala comercial (GouLson ef al., 2000).

5. Formulacién y registro de un bioinsecticida

Para registrar un bioinsecticida para uso comercial, las autoridades piden un
canjunto de datos relativos a la naturaleza y sficiencia del producto y los posibles
riesgos para el hombre y el ambiente. La formulacion del praducto puede afectar a
los riesgos esperados. El término riesgo se define por el grado de peligro del mate-
rial multiplicado por el grado de exposician.

riesgo = peligro X exposicidn

Por ejemplo, la Comision Europea pide los siguientes datos para registrar un

bioinsecticida

» |dentidad del microorganismo y del producto formulado

* Propiedades biologicas del microrganismo y las propiedades técnicas
del producto

* |nformacion adicional sobre el organismo y el producte

« Detalles de la aplicacion del producto en campo

s Meétodos analiticos (para la cuantificacion de |a actividad del microorganismo)

= Eficiencia del producto en el control del insecto plaga

* Datos sobre |a toxicidad, patogenicidad e infectividad del organismo y del for-
mulado

» Presencia de residuos en alimentos tratados con el microorganismo y con el
formulade

» Comportamiento y persistencia del organismo y del formulado en el medio
ambiente

* Estudios ecotoxicoldgicos

¢ Evaluacion de riesgos para el medio ambiente
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Obviamente, para obtener los beneficios de usar un insecticida bioldgico, las
demas sustancias de la formulacion no deberan tener toxicidad para los humanos
o efectos detrimentales para otros organismos presentes en el cultivo, sobre todo
contra los enemigos naturales de la plaga. Normalmente éste no es un problema
con las bajas concentraciones de surfactantes y las caracteristicas inertes de los
adherentes aplicados en pulverizaciones. Sin embargo, la aplicacion de grandes
volumenes de aceites, sobre todo de aceite mineral, puede ser nocive para la acti-
vidad de los enemigos naturales, ademas de provocar posibles problemas de
fitotoxicidad. En cambio, la formulacion de polvos, polvos mojables o productos
aplicados como aerasoles puede incrementar la exposicion al producte por inha-
lacion.

6. La aplicacion del virus

Casi sin excepcion, la aplicacién de los baculovirus se hace con equipos con-
vencionales disenados para los insecticidas sintéticos. Sin embarge, para mante-
ner su viabilidad es necesario tener en cuenta las caracteristicas que diferencian a
los quimicos de los virus, tales como su capacidad para aguantar esfuerzos ciza-
llantes dentro del equipo, la sensibilidad al pH, al calor y la distribucion deseada de
los depdsitos en el cultivo.

El proceso de aplicacidn involucra una serie de pasos secuenciales y la eficien-
cia de cada uno de éstos depende en gran parte de la eficiencia del paso anterior.

Mezclado
Algunos productos se aplican tal como se venden (por ejemplo, granulos)

aungue para otros, hay que mezclar el producte con agua, aceite u otras sus-
tancias en el tanque.

Atomizacion

Se refiere a la formacion de gotas del producto con el agua o aceite diluyen-
te. Tipicamente se logra a través de boquillas hidrdulicas o atomizadores girato-
rios. En cambio, los polvas se distribuyen en una corriente de aire.

!
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Transporte

El producto pulverizado se transporta por medic de una corriente de aire, por
presidn hidraulica o por la fuerza de gravedad. A veces se utilizan estos medios

de transpaorte en cambinacion.

Deposicion

Las gotas de la pulverizacion se depositan sobre la superficie del cultivo. Esto
puede ocurrir par impactacion, intercepcion, difusion, asentamiento o atraccién

electrostatica.

Formacion de los depdsitos

Después de la acumulacion de las gotas sobre las hejas, el agua se evapora
dejando un residuo o deposito del producto. En ciertas situaciones, es impor-
tante la translocacion del producto a otro sitio de la plaga o del cultivo.

¢

Interaccidn con la plaga

De alguna manera el insecto plaga se contamina con el producto. En el caso
de los baculovirus, sera por el consumo de follaje o de un cebo tratado con el
virus. Para los hongos o nematodos entormopatégenos, requiere de un contacto

intimo con la plaga.

Efecto bioldgico

Si todos los pasos anteriores se realizan con éxito y, si la plaga consume una
dosis suficiente del producto en una forma viable, es altamente probable que
resulte el abjetivo biologico: la muerte del insecto por infeccién del virus.
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6.1. Gotas

Los parametros mas comunes para medir las gotas de una aspersion son, el
diametro de la mediana volumétrica (vmd por sus siglas en inglés) y el diametro de
la mediana numérica (nmd en inglés). El vmd se define como el diametro corres-
pandiente a la mediana del volumen de las gotas [describe el punto mediano de la
curva acumulada del porcentaje del volumen presente en las gotas, por cada clase
de tamafio, v la abundancia de éstas en la pulverizacién (Tabla 10)], mientras que
el nmd corresponde al didmetero de la mediana numérica de las gotas. De esta
manera, el nmd da mayor énfasis a las gotas més pequenas debido a su abun-
dancia en la pulverizacién mientras que el vmd relaciona la cantidad de la asper-
sién con la abundancia de las gotas. Por ejemplo, unas pocas gotas grandes pue-
den representar una proporcién elevada del volumen total de la pulverizacion,
mientras que las gotas mas finas son abundantes aungue no representan gran
parte del volumen aplicado. La relacién entre estos dos parametros (vmd/nmd) indi-
ca el rango de tamafios de gota en la pulverizacion; cuando el tamafio de gota es
uniferme, los valores de la relacion se acercan a 1,0. Sin embargo, medir la distri-
bucion de tamafios de gotas resulta un trabajo laborioso si no se cuenta con equi-
pos de andlisis de imagenes computarizadas (MATHEWS, 1992).

Existe una relacion entre el tamafio de gota, el volumen total de la aplicacién y
el insecto objeto del tratamiento. Las gotas mas finas se utilizan para controlar
insectos voladores o insectos sobre la superficie del follaje sin importar la inciden-
cia de gotas que flotan por el viento, mientras que las gotas grandes se utilizan
para aplicaciones al suelo o cuando es importante evitar el desplazamiento de la
pulverizacion por corrientes de aire. Las pulverizaciones finas representan un
balance entre una buena cobertura del cultiva y una pérdida reducida por el vien-
to.

Otro factor importante por considerar es el grado de evaporacion de las gotas
durante el proceso de transporte hacia el cultivo. Como se mencioné anteriormen-
te, se pueden emplear aceite 0 mezclas de agua y aceite, 0 agua con antievapo-
rantes para obviar este problema. Por ejemplo. los depésitos de una aplicacion
aérea (18,7 litros/ha) de B. thuringiensis formulado con melaza fue de 276 pm vmd
comparado con 160 pum vmd sin melaza resultando en el doble de depésito del
patégeno en el centro de arboles de pino (STELZER et al., 1975). Tharpe et al. (1999)

Tabla 10. Clasificacion de una pulverizacién en base al tamafic de gola.

Diamatro de la Mediana Volumétrica (um) |
ad 50 100 150 200 250 300 350 400 =500

Tipa de

Pulverizacion aerosol |neblina | Pulverizecion Pulverizacion Pulverizacién

fina mediana gruesa
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también observaron un incremento importante en el depdsito de un NPV de L. dis-
parformulado con melaza: la aplicacion aérea de una pulverizacion sin melaza pro-
dujo gotas de 56,8 um de diametro en el momento del impacto, una densidad de
5,5 gotas/em? y un volumen de 6,9 nanolitros/cm? de follaje blanco, en cambio una
formulacion con melaza resultd en un diametro promedio de gota de 107,5 gm, una
densidad de 4,4 gotas/cm? y un volumen de depdsito de 16,6 nanolitros/cm?.

Thorpe et al. (1999) agregaron un marcador fluorescente en la pulverizacién y
tomaron fotografias de los depésitos fluorescentes sobre el follaje tratado para
determinar el tamano de las gotas. Otros autores han empleado peliculas o tarjetas
con superficies sensibles al agua colocandolas en puntos estratégicos en el follaje
del cultivo (SwitH et al., 1980; SPEIGHT et al., 1992; PobaWAITE ef al, 1992). Por
supuesto, es necesario calibrar estos sistemas de medicion de las gotas atrapadas;
por ejemplo, con referencia a gotas atrapadas en cajas Petri con silicona liquida, la
cual mantiene las gotas en su forma esférica.

La duraciéon de vida de una gota de agua se calcula con la siguiente férmula:

qdz
tiempo (segundos) = —
80 AT

donde d es el diametro (um) de la gota y AT es la diferencia de temperatura
entre un termémetro seco y un termémetro humedo (Amspen, 1962), gue mide el
grado de humedad ambiental, mientras que |a distancia de caida de una gota de
agua por la fuerza de gravedad antes de su completa evaporacion es:

1.5x 103 g4
distancia (cm) =

80 AT

Tales factores son de mayor importancia en zonas tropicales o zonas aridas. De
esta formula se puede deducir que la vida Tuncional de las gotas aumenta marca-
damente con un incremento de diametro (Tabla 11). Obviamente, la velocidad del
viento tiene gran impacto sobre la vida y distribucion de las gotas de una pulveri-
zacion (JoHNSON ef al., 1974; KiLuick, 1990).

Para los insecticidas gquimicos, se reconoce que la eficiencia de un ingrediente
active es inversamente proporcional al tamano de las gotas: las gotas pequenas
funcionan mejor (Apams et al., 1990). Se ha comprobado la misma tendencia con
B. thuringiensis (BrRyanT ¥ YENDOL, 1988; Maczuca ¥y MIERZEIEWSKI, 1995) vy en estu-
dios de laboratorio Smith et al. (1977a) senalaron que se logrd mayor control de H.
Zea en soja con gotas pequenas (90 pum vmd), de una suspension concentrada del
nucleopoliedrovirus (1,27 x 1010 OBs/litro) y con alta densidad de gotas por area
de hoja (>35 gotas/cm2). En cambio, en algodon, el NPV de Helicoverpa aplicado
por pulverizacion con cebo funciond mejor con mayor tamane de gota (STACEY et
al.. 1977b). Smith et al. (1980) también registraron que gotas grandes con un cebo
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Tabla 11. Vida y distancia de desplazamiento de gotas de agua en aire inmdvil (MaTHEWS,
1992).

Diametro inicial de gota

5Q pm 100 pm 200 pm
20°C, HR B0% { AT = 2.2)
Duracidn de vida (seg) 12,5 50 200
Distancia de caida (m) 0,12 6,7 81.7
30°C, HR 50% ( AT = 7.7)
Duracidn de vida (seg) 3,5 14 56
Distancia de caida (m) 0,032 1.8 21

funcionaron mejor que gotas pequefas con otros coadyuvantes en bioensayos con
H. zea.

Varics autores han sefalado una pérdida importante de particulas de entomo-
patégenos en las gotas de una pulverizacién. En estudios con B. thuringiensis y
particulas fluorescentes, se ha calculado que entre el 40 y el 97% de las particulas
desaparecen de las gotas per razones desconocidas (HMEL et al., 1965; MORRis,
1977). En varios estudios no publicados se ha observado el mismo fenémeno que
en los baculovirus y se sospecha que no es debido a la péerdida de particulas
durante la caida (transporte) de la pulverizacion sino que esta relacionado con el
comportamiento de las particulas durante el proceso de formacion de las gotas
dentro de la boquilla (HunTER-FUJiA et al., 1998).

Otra observacion intrigante es que las gotas mas finas contienen desproporcional-
mente mayor numero de particulas (ejemplos en Hunier-Fuaria et al,, 1998). La mayo-
rfa de estos estudios utilizaron boguillas centrifugas de las tipo disco giratorio (ver a
continuacion), aungue se ha notado que un aumento en la presidn operativa (a 552
kPa) de una boquilla hidraulica (TX-1) resultdé en un 10,8% menos de B. thuringiensis
en las gotas, comparado con gotas producidas a menor presién (138 kPa) (SwitH et
al., 1977b). La importancia del tamano de gota y el comportamiento de los cuerpos de
inclusidn en gotas de aspersion es un campe muy poco estudiado todavia.

6.2. Dosis y volumen de la aplicacion

La dosis de |la aplicacién depende de la infectividad del virus, el estado de las
larvas plaga y los habitos alimenticios del insecto por controlar, entre otros facto-
res. Se requiere una variedad de suposicionas para poder estimar la dosis de apli-
cacion de una suspension de baculovirus en campo, pera para llegar a una cifra ini-
cial se puede seguir el gjemplo a continuacion. Se supone que el periodo clave de
infeccion sera en las 48 h posteriores a la aplicacion del virus.

Area de hoja consumida por la plaga en su estadio objetivo
{e.g. 292 estadio) durante 48 h « 10 mm2
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DL g5 del estadio objetivo estimada por medio de la técnica

de disco de hoja (véase el Capitulo 6) 50 CBs
Incluir un factor de pérdida de viabilidad del virus
en el campo durante 48 h, por ejemplo 2x 50x 2 =100 OBs

Estimar el porcentaje de la aspersion que cae sobre
el follaje objetivo (no sobre el suelo, otra vegetacion
y los tallos del cultivo, etfc.), por ejemplo el 66% e
incrementar la dosis para tomar en cuenta

esta perdida 100 + 0,66 = 150 OBs
Densidad de cuerpos de inclusion

deseada /mmZ2 de hoja 150 + 10 =15
Numero de mm?2 en una hectarea 1x 1010

Area de follaje del cultivo en una hectarea
(depende del tipo de cultivo y su estado fenoldgico),
por ejemplo 3,5 veces mayor que el area de suelo

que ocupa la planta. 3,5 x(1x1019 = 3,5 x 1010
Dosis de aplicacién (OBs/ha) 15 X (3,5 x 1010) = 5,25 x 101

Esto representa una cifra guia para poder planificar experimentos de campo o
de invernadero con diferentes dosis de aplicacion. De la misma manera se puede
caloular una estimacién preliminar del volumen de la aplicacion:

Densidad de gotas en cada 10 mm2 de follaje 6
Gotas por hectarea de area de follaje 6x(3,5x1019 =21 x 10N
Aumento para tomar en cuenta el porcentaje

de la pulverizacion que cae sobhre el follaje

blanco (66%) (2,1 x101) = 0,66 = 3,2 x 1011
Tamano de gota producida por el equipo
de aplicacién 90 um (=0.02 mm) didametro

Volumen de una gota de 0,09 mm

de diametro (el volumen de una

esfera es 4/3mr3) es: 45 x 3,14 % 0,0453= 3,82 x 104 mm?
1 mm3 =1 ply hay 108 ul en cada litro

entonces el volumen de cada gota

en litros es: 3,82 x 104 + 108= 3,82 x 10-10
El volumen total de la aplicacion sera:

volumen de la gota x nimero de gotas

por hectdrea (3,82 x 10°19) x (3,2 x 1011) = 122 litros/ha

En general, los agricultores utilizan vollimenes minimos para realizar la aplica-
cion de agroquimicos con fines de gastar mas tiempo aplicando el producto y
menos tiempo llenando el tanque y mezclando la formulacion (CHAPPLE et al.,
1996). Sin embargo, los bicinsecticidas tienden a funcionar mejor con mayar valu-
men de aplicacion.
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Para el control de Helicoverpa en algoddn, Chapman e Ignoffa (1972) encontraron
fue doblando el volumen de la aplicacion de 24 a 187 litros/ha se obtenia el mismo
aumento en la mortalidad de la plaga que al duplicar la dosis del virus aplicado.

Hamm et al. (1994) aplicaron un nucleopoliedrovirus de S. frugiperda con un
blanqueador 6ptico (Tinopal LPW) a cultivos de maiz en 234, 468 y 936 litros de
agua‘ha. El volumen de la aplicacidn tuvo mayor efecto en el porcentaje de infec-
cién observado en larvas de S. frugiperda, que la concentracion del blangueador,
probablemente porque las grandes cantidades de agua transportarcn el virus hasta
el fondo del cogollo de la planta donde la plaga se alimenta.

Recientemente, an un experimento de campo en maiz, nosotros hemos obser-
vado el mismo efecto; se aplicaron 200 equivalentes de larvas (1,2 x 1077 OBs) del
NPV de S. fruigiperda en 300 y 800 litros de agua por hectdrea con una bomba de
mochila 0 en una formulacién de granulado (Figura 1). Dos dias despues de [a apli-
cacién se observd mayor porcentaje de infeccion en el tratamiento de 800 litros/ha
y en el granulado que en la aplicacién de 300 litros/ha.

En cambio, Vail et al. (1999) aplicando un NPV de Anagrapha falcifera con blan-
queadores opticos, para el control de H. zea en algodon, en volumenes de 94 a
1590 litros/ha, no observaron diferencias significativas, en funcién de la mortalidad
de la plaga, debidas al volumen de la aplicacion o a la presencia del blanqueador
6ptico; sin embargo, no se sabe la razén por la cual se obtuvieron estos resultados.
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Figura 1. El efecto de aplicar el virus en diferentes volimenes de agua (300 o 800 litros/ha)
comparado con una formulacién de granulos. Porcentaje de infeccion por virus en larvas de
S. frugiperda colectadas 2 dias después de la aplicacion del virus. Las larvas fueron cria-
das en dieta semisintética para determinar la incidencia de la infeccion (AGuiea, CISNEROS Y
WiLLIaMS, datos sin publicar).
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En otro estudio, la aplicacion de volimenes de 625 o 1000 litros/ha de un NPV
comercial de 5. exigua (Spod-X®, Thermo Trilogy, anteriormente Biosys, EUA), con
una bomba de mochila, dio buenos resultados para la proteccién de hortalizas
(KoLobny-HirscH et al, 1997). En varios estudios en Japon se han aplicado dife-
rentes baculovirus utilizando grandes volimenes de agua: de 700 litros/ha en
morera (Tamima et al., 1972), 1000 litros/ha en cultivos de col (AkuTtsu, 1971) hasta
2000 litros/ha en un cultivo de té (Sato et al., 1986). Sin embargo, Chapple et al.
(1996) sefalaron que, en la gran mayoria de los casos, los Iimites de volumen de
aplicacion eran entre 100 y 500 litros de agua por hectarea que es el maximo acep-
table por los agricultores.

6.3. Equipos y boquillas

Los equipos utilizados para la aplicacion de bicplaguicidas son en su mayor
parte boquillas hidraulicas que producen una pulverizacién en forma de ahanico
planc o cono hueco. Las boquillas de abanico plano se utilizan principalmente en
las grandes bombas montadas detras de tractores para tratar mayores superficies
de cultivo, mientras que las boquillas de cono hueco se encuentran en bombas de
mochila, en pequenos equipos de tractor y para aplicaciones aéreas. Las boquillas
de impacto o de yunque, que operan a baja presion y producen gotas grandes
(mayores gue 250 um vmd), son mayormente utilizadas para la aplicacion de her-
bicidas.

Existen varias desventajas en el uso de boquillas hidraulicas debidas, sobre
todo, a su gran ingficiencia. Se calcula gque el 99% o mas del producto no llega al
lugar deseado debido a derivas producidas por el viento, intercepcion por follaje na
objetivo y mala retencidn o distribucién de la pulverizacion (GraHam-BRryce, 1883,
HaLL v Apams, 1990). Ademas, es dificil controlar el espectra de gotas producido por
una bequilla hidraulica; las Unicas opciones son un cambio de boquilla, un ajuste
de la presion o el uso de coadyuvantes (CHarPPLE ef al., 1993). Tampoco se entien-
den bien los mecanismos que determinan la distribucion de depdsitos de una pul-
verizacion dentro del dosel del cultivo o del bosque.

Se han hecho diversas modificaciones a la boquilla hidraulica con el propdsito
de aumentar su eficiencia, incluyendo boguillas montadas en corrientes de aire
(HisLop et al., 1993; MuLROONEY ¥ SKIOLDAGER, 1997), la carga electrostatica de las
boquillas (WEesTERN ¥ HisLor, 1997) y el use de boquillas dobles (CHAPPLE et al.,
1996). A pesar de lo anterior, en todo el mundo las boquillas hidraulicas siguen
siendo el sostén principal para la aplicacion debido a que son sencillas, efectivas y
logran la funcidn deseada en una gran diversidad de situaciones. Es mds, ecstas
boquillas se consideran equipos probados y en los cuales los agricultores tienen
confianza y seria dificil convencerlos de la necesidad de un cambio hacia una
nueva tecnologia disenada para la aplicacidn de bioinsecticidas (CHAPRLE Y
BATEMAN, 1997).

Las boquillas de presidn de aire se utilizan para aplicacicnes en arboles, huer-
tas y vifias, aunque a nuestro entender, su uso en la aplicacign de bicinsecticidas
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ha side minimo. Las boquillas centrifugas, del tipo de disco giratorio o jaula girato-
ria, se emplean frecuentemente para aplicaciones de ultra bajo volumen. Las gotas
finas producidas por este tipo de equipo, requieren un pertador que permita que no
se evaporen en el momento de la pulverizacion, tipicamente aceite mineral como
el Actipron (British Petroleum) o aceite vegetal, los cuales permiten la aplicacion de
volimenes minimos por hectarea; por ejemplo, se aplicaron 2,1 litros/ha a peque-
flos pinos con un Micro-Ulva (Micron Sprayers Ltd, Reino Unido) que producia
gotas de 60 um vmd (Cory v EnmwisTLe, 1990), mientras que Cunningham y
Entwistle (1981) consideraron que aplicaciones de aproximadamente 7 x 10° OBs
de NPV en 1,0 a 1,5 litros/ha fueron adecuadas para el control del tentredinido
Neodiprion settifer, una plaga forestal. Gomez y Rumiatto (1987) abordaron el con-
trol de poblaciones de A. germmatalis en soja mediante aplicaciones aéreas de NPV
en 5 litros/ha de aceite de soja. Dubois et al. (1993) aplicaron B. thuringiensis en
diferentes volumeneas (2,3 a 7.0 litros/ha) por aplicacidn aérea con boguillas girato-
rias (Micronair AU5S000) para el control de L. dispar en un bosque de robles. Ellos
notaron que la dispersion y la deposicién del preducto son funcidn del valumen de
aplicacion.

6.4. Patrones de aplicacion en espacio y tiempo

Aparte de saturar el ambiente de la plaga con una alta concentracion del virus,
existen otras maneras de emplear los baculovirus con la finalidad de contralar
insectos fitéfagos. Los patrones de espacio incluyen la distribucion manual de
cadaveres de insectos muertos por virus o aplicaciones en puntos dispersos, los
cuales actlian como focos para iniciar epizootias locales en poblaciones de la
plaga, aunque la dispersién de virus desde el punto de introduccion requiere alta
densidad de poblacién del fitéfago (Birn ¥ Burk, 1961; Fuxa v RicHTER, 1994). Otra
posibilidad es la de tratar surcos alternados de un cultivo y esperar la dispersion
natural del virus (EnTwISTLE et al, 1983). Recientemente, Richards et al. (1999)
observaron que la vegetacion inferior de brezo (Calluna vulgaris) en una plantacién
de pinos servia como un reservorio importante para un NPV de Orgyia antigua. Las
larvas de este insecto se alimentaron del brezo, se infectaron y posteriormente se
desplazaron al pino donde murieron. La posibilidad de aplicar el virus a un cultivo
en un sistema de policultives o cultivos intercalados para controlar una especie
polifaga ha sido muy poco investigada.

En comparacién, se puede aplicar una baja concentracion del virus y esperar
hasta que ocurra la muerte de los insectos infectados y |a transmision del virus a
los supervivientes, de esta manera se ahorra virus y se reduce el costo de la apli-
cacion, aunque por la demora entre la aplicacion y el control efectivo de la pobla-
cion plaga, esta estrategia solo es utilizable en cultivos forestales o cultivos que son
tolerantes a la defoliacidon (Woobps ¥ ELkiNTON, 1987; STeRLING et af., 1988; DovLE v
EntwisTLE, 1988). Otra estrategia poco investigada ha sido el uso de aplicaciones
frecuentes de una baja concentracian de virus, la cual puede ser faclible para agri-
cultores de pequena escala (ENTwiSTLE ¥ Evans, 1985).
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Tanto los patrones espaciales como los temporales dependen de cémo se pro-
duzca la amplificacion del virus y posteriormente su dispersion y transmisién por
medio de la poblacion infectada del huesped (VAScoNcELOS et al., 1996; GOULSON,
1997) y, por supuesto, este fendmeno es Unico para los agentes patégenos y paréa-
sitos de control biolégico.

7. Recomendaciones para estudios futuros

Finalmente, aprovechamos esta oportunidad para sefalar brevemente o que
nosotros pensamos acerca de los principales campos de estudio que merecen mas
atencién por parte de los investigadares. Primero seria el uso de formulaciones con
cebos y fagoestimulantes. Los resultados prometedores con Elcar®, el NPV de
Helicoverpa, no han sido aprovechados en el desarrollo de otros productos, con
excepcion de Gypcheck® que se formula con melaza en el momento de su aplica-
cion, cuando pueden actuar como un antievaporante y fagoestimulante.

En segundo lugar, los estudios de campo con agentes potenciadores. Desde su
descubrimiento en 1992, el niimero de estudios de formulaciones de bhaculovirus
con blanqueadores 6pticos ha sido minimo. Igual ocurre con otros potenciadores
tales como el &cido borico. Con todo lo anterior predecimos que estas sustancias
tienen el potencial para convertir un baculovirus de un agente de control modera-
do, en un producto con posibilidades comerciales, con un grado de actividad acep-
table para los agricultores (=85% de mortalidad de la plaga).

En tercer lugar, existe suficiente evidencia de gue las suspensiones de ento-
mopatégenos no se comportan de la misma manera que las soluciones de insecti-
cidas quimicos y, por lo tanto, se requieren estudios sistemdticos y detallados
sobre el comportamiento de los baculovirus en pulverizaciones, desde el momento
de la formacion de la gota hasia su deposicion sobre el follaje del cultivo.

Finalmente y hablando del futuro, no se puede negar el desarrollo de los virus
recombinantes, a lo cual no nos hemos referido anteriormente porque se han apli-
cado en experimentos de campo sumamente controlados y con la misma tecnolo-
gia que los baculovirus silvestres. Sin embargo, dados los riesgos potenciales per-
cibidos (ver los Capitulos 8 y 10), es posible que su comercializacién ocurra por
medio de formulaciones especiales con vistas a disminuir la proporcion de infec-
ciones secundarias, por ejemplo, la co-oclusion del recombinante sin el gen de la
poliedrina dentro de los cuerpos de inclusion de un virus silvestre (Woop et al.,
1994). En todos sus aspectos, la formulacion y aplicacion de esta nueva genera-
cién de productos queda por investigar.
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