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Implementacion de técnicas de control de calidad para la
produccion de un bioplaguicida a base del granulovirus de
Phthorimaea operculella PhopGV

Implementation of quality control techniques for the production of a biopesticide based on the
granulovirusPhthorimaea operculella PhopGV

LAURA VILLAMIZAR *, JEAN-LOUIS ZEDDAM; CARLOS ESPINEE ALBA MARINA COTES!?

Resumen.La polilla guatemalteca de la papecia solanivoralLep.; Gelechiidaegs una de las plagas mas
limitantes del cultivo en Venezuela, Colombia y Ecuador y se revela como de dificil control mediante el uso de
insecticidas quimicos. Su control biologico con el granuloviruBlitborimaea operculell@PhopGV) ha sido,

tanto en Colombia como en otros paises andinos, uno de los principales componentes para su manejo. Corpoica
posee con una planta, registrada ante el Instituto Colombiano Agropecuario, para manufacturar un bioplaguicida a
base de este virus. Dada la importancia que tiene la confirmacion de la calidad del producto, el objetivo del trabajo
fue estandarizar e implementar pruebas de control de calidad en el proceso productivo. Se fijaron como parametros
criticos la identidad y concentracion del virus, las caracteristicas fisicoquimicas del producto y su actividad
biocontroladora; posteriormente se estandarizaron metodologias para evaluar dichos parametros y se implementaron
estos controles en el proceso productivo. Se confirmé la identidad del virusPcoperculellapor métodos
microscopicos, inmunoldgicos y molecular@ara controlar la concentracion del virus, se determinaron las con-
centraciones letales del virus y se fij6 el rango de aceptacion de dicha variable. El bioplaguicida se elabor6 con base
en los resultados. La concentracion letal noventa fue de8cxéfpos de inclusion (CI).nit_en consecuencia, el

producto terminado se adapt6 para presentar una concentraciGh@eg1OEl control de calidad de tres lotes
elaborados present6 baja variabilidad indicando la repetibilidad del proceso. Las caracteristicas promedio de los
lotes fueron una concentracion dé €0g?, humedad del 0.57%, voluminosidad 0.93mi_gH 9.52 y eficacia del

97.25%.

Palabras clave Baculovirus. Control biolégico. Polilla guatemalteca de la papa.

Summary. The Guatemalan potato mofhcia solanivordLep.; Gelechiidaels one of the most limiting pests of

this crop in Venezuela, Colombia and Ecuador and its control through the use of chemical insecticides has not been
very effective. Its biological control with the granulovifeisthorimaea operculell@hopGV) has been one of the
principal components of its management in Colombia and other Andean countries. Corpoica has a plant, registered
through the Colombian Agricultural Institute, for manufacturing a biopesticide based on this virus. Given the
importance of confirming product quality, the objective of this work was to standardize and implement quality
control tests during the manufacturing process. Virus identity and concentration, physical-chemical characteristics
of the product and biopesticide efficacy were established as critical parameters; methodologies for evaluating these
parameters were then standardized and implemented in the production process. Virus identity was coffirmed as
operculellaby microscopic, immunological, and molecular technigliesontrol viral concentration, lethal viral
concentrations were determined and acceptable limits for this variable were established. The biopesticide was
elaborated based on these results. The lethal concentratigh laS 8 x 10 occlusion bodies (OB).mLand

based on this result, the final product was adapted to give a concentration@B.4§0. Three batches of the

product were manufactured and quality control showed low variability, indicating the repeatability of the process.
Mean product characteristics were concentratiGrQR.g?, moisture content 0.57%, voluminosity 0.93 mt,.g

pH 9.52 and efficacy 97.25%.
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Introduccién dentro de un Programa de manejo Intea la familia Baculoviridae, el cual es al-
. . grado de Plagas de la Papa (MIPP), taldamente especifico y ha sido considera-
La “Polilla guatemalteca de la papeecia  como el control cultural, el etoldgico y do con otros virus por la Organizacion
solanivora(Povolny) 1973originaria de g quimico. Sin embargo, la medida mapara la Agricultura y la Alimentacion
Centroameérica, pertenece al complejo dggilizada por los agricultores sigue sien{FAO) y la Organizacion Mundial de la
polillas o palomillas que ataca al cultivogg e| yso indiscriminado de productosSalud (OMS) como la herramienta mas
de la papa y es considerada como una ¢ imicos, de los cuales muchos son dpromisoria para el control de plagas (CIP
las principales plagas de dicho cultivocaiegoria toxicoldgica I, es decir extre-2000).

en la region Andina si se tiene en cuentg,adamente toxicos y la mayoria so o o
el dafio que ocasiona al tubérculo tantgheficientes para el control del insectcr)]ESte virus interactia inicialmente con su

bajo condiciones de campo como de alNifig y Notz 2000). hospedero a nivel intestinal lo que im-

macenamiento (Nifio y Notz 2000). , o plica que para que se infecten las larvas
Una alternativa promisoria para su cones necesario que las particulas virales

Frente a esta problemética, se han geneol es el uso del granulovirus &tho- sean ingeridas. Posteriormente, las larvas
rado varios componentes para su controljmaea operculellaun virus perteneciente se vuelven lentas en sus movimientos, se
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retrasa su crecimiento, toman una colodel proceso como una operacion unitarigter. La fase acuosa fue recuperada y pre-
racion blanca, se produce la desintegrandependiente y estandarizable; todas lasipitada toda la noche (-20°C) con 2.5
cion de los tejidos internos y la muerteoperaciones unitarias se estandarizarovolimenes de etanol absoluto en pre-
ocurre entre los 12 y 21 dias, no llegandy se determinaron los puntos criticos deencia de acetato de sodio (pH 5.5) a
ninguna larva al estado de pupa (CIRada una de ellas. Asi mismo, se corrobaina concentracién final de 0.3M. El
2000). ré la identidad del agente biocontroladorADN sedimentado se lavo con etanol al
Para la multiplicacién del virus se em-S€ ajustd su conc_entracién efectiva en €15%, se secOy disolvigj en tampon Tris.
plean larvas del hospedero, las cuale rodgctq y se validaron y docymentarorPostenqrm_gnte, se aplicaron las enzimas
P ! s técnicas de control de calidad en loge restricciorEcoRYV, Bgl Il, Sall, Eco
cuando estan infectadas, se muelen e%rocedimientos Operacionales EstandaRl, Pvull, Sacl, Claly BamHI, segun
fresco, congeladas, secas o liofilizadas P ’ ’ ' y + S€9

: POES). las recomendaciones del fabricante
El Centro Internacional de la Papa (CIP)’( ) (Boehringer). Terminada la digestion se

desarrollé6 una formulacién en forma de Materiales v Métodos -, . .

polvo seco para proteccion de semilla o y rcigronﬁsuann&(lj g'iﬁtggfgees':g(;?:)é?gl ilo%e;:n
Imacenamiento, | | consi n madentificacion vira ; :

amacenamiento, |a cua’ consiste d tampon TEP (9 mM Tris-fosfato, 2 mM

cerar 20 larvas infectadas y diluirlas en , jgentificacion del virus se realizé en elgpTA pH 8.0) (Zeddaret al.1999). Los

un litro de agua. Esta prepgraCIOn se meThSUtUtO de |nvestigaCi0neS para el Desat'ratan;ientos consistieron en larvas pro-
cla manualmente con un kilo de materiaj 16 ge Francia (IRD). Para talfin, larvasyenientes de la Planta Semicomercial de
inerte tal como taico, caolin, etc., hastantectagas provenientes de la unidad dgaculovirus y un tratamiento control
obtener una pasta que se extiende SObi,,aqacign viral de la Planta Semicoronsistente en ADN de PhopGV patrén.

u?ogalaiségod:nlaulnuaz Suaprgrfgga?l(;”;lorgg ercial de Baculovirus fueron liofilizadas o _ B
proteg p analizadas en dicho instituto. Inmunodifusion. El virus purificado se

biente y después de dos semanas, se mue- _ analizé en un gel de agarosa mediante la
le con un rodillo manualmente hastaMicroscopia electronicalarvas frescas tgcnica de inmunodifusion (Ouchterlony
obtener un polvo que es empacado y disse fijaron con glutaraldehido al 2% y fi- 1948). E| antisuero utilizado se produjo
tribuido para su uso (CIP 2000). Sin emjadas nuevamente con tetradxido dggpre raton por inyeccién de cuerpos de
bargo, este proceso artesanal puede dasmio al 2%; estas dos soluciones se pres.|,sion de PhopGV previamente di-
origen a productos de calidad variablepararon en tampén cacodilato (pH6.8¢,alt0s con carbonato de sodio. Los
ya que no se conoce la concentraci6f.1M). Las muestras fueron desmdratadaﬁatamientos fueron los cuerpos de inclu-
viral del producto, no se conocen sugn concentraciones crecientes de etang|(5n de larvas provenientes de la Planta
concgntracionfes efectiva_s yllas ope_racio(—20 adloo%) y luego fijadas en péarafidna Ysemicomercial de Baculovirus y un tra-
nes de manufactura no incluyen ningurcortadas con micrétomo en tajadas de 10 . ;
tipo de control durante el procesomicras de espesor. Secciones del insecg‘ém.'enltO (_:pntgol Tonsste_n:e et:ndcuerpos
(Zeddamet al. 2003). fueron cubiertas con oro con un micré-Pf1 mg\L;sm? Jde larvas infectadas con
ggmo Reichert Jung, modelo 2030 y ob- op patron.

tablecié el Laboratorio de Control Bio- Scvadas en un microscopio electronicwalidacion de la  técnica de

lbgico como apoyo al Programa Nacionaf Mips 515. cuantificacion viral

de Manejo Integrado de Plagas (MIP). LePurificacion viral y analisis molecular De |a suspension viral preparada en la
funcion de este laboratorio es la de haceatel ADN. Larvas infectadas con el virus planta Semicomercial de Baculovirus se
investigacion y desarrollar bioplagui- fueron homogeneizadas en solucion désmaron ocho muestras que fueron filtra-
cidas. En el afio 2000, este Laboratorigodio dodecil sulféxido (SDS) al 0,1% das usando una jeringa de filtracién con
se enfrento al reto de producir el producen agua destilada. EI homogeneizado sgn filtro de 0,8 micras. Posteriormente,
to a base de baculovirus, para respondéiitr6 a través de una tela y la suspencon una micropipeta se tomé un volu-
a la emergencia sanitaria causada por gion resultante se ubicé sobre Unnen de la muestra y se colocé en la ca-
polilla guatemalteca. Inicialmente segradiente de sacarosa de 45% a 80% ¥ara de Neubauer, la cual se cubrié con
obtuvo la cepa del virus proveniente dese centrifugd por una hora a 32.5000sy respectiva laminilla de cuarzo y ob-
la Secretaria de Agricultura de Boyaca JLa banda blanca formada por los cuerseryada en el microscopio de campo os-
se adopto la tecnologia de formulacidrpos de inclusion se recupero, se diluyQ 1o a 400X ajustando la cuadricula
desarrollada por el CIP. Sin embargo, dien tres volimenes de agua destilada Yentral de la l:émara. Se tomé una foto-
cho proceso artesanal no permitia asegse centrifugé por 1 hora a 20.000g. E rafia de la imagen con una camara
rar la calidad de los diferentes lotes desedimento que contenia los cuerpos dgigital acoplada al microcopio y se im-
produccion, presentandose inconsisinclusién fue suspendido en 1 mL de rimi6 para realizar el conteo de cuerpos
tencias en los resultados de eficacia delgua destilada. Se tomé 1 mL de la su e inclusion. El conteo de las particulas
producto. Por tales razones y con miras pension de virus purificado y se mezclé .

Qirales se realizé en cada uno de los 25

roducir cantidades comerciales de i i6
p ton el mismo volumen de una SOIUCIOncuadrados gue conformaron el cuadran-

bioinsecticida que permitieran suplir lasde carbonato de sodio (1M, pH 11) por, :
necesidades del sector, se plantedé con80 minutos, seguido de la adicion dete-'-l‘(,)S resultados se prom,edlaron y se
e s ? ; utilizo el factor de conversion de la ca-
meta la tecnificacion del proceso produc2mL de tampén Tris (1M, pH 8.0). La mara para calcular el nimero de cuernos
tivo, dentro de una filosofia de “calidad solucién resultante se centrifugd por lde incllausién or mL P
total”, para lo cual fue necesario conshora a 75.008. El sedimento (viriones) P '
truir una planta de produccion que cumse resuspendié en 1 mL de tampon Tri§l procedimiento descrito se repitié con
pliera con las especificaciones técnicag se extrajo sucesivamente tres veces carnda muestra. Para la evaluacion de
para este tipo de industrias, se adquirifenol, dos veces con cloroformo: alco-repetibilidad, las ocho muestras evaluadas

ron los equipos para realizar cada parthol isoamilico (1:24) y dos veces conse tomaron de la misma suspension viral y

En Corpoica, desde su existencia, se e
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se evaluaron con los mismos equipos, en #alidacion de técnicas de control de Resultados y Discusion

mismo dia y con el mismo analista. calidad Identificacion viral

inacio ion nl r validaron las prue;,. . -
Determinacién de las concentraciones Con los productos se va daro p B/hcroscopla electrénica
letales bas de control de calidad para el product
Para determinar la concentracion Ieta}erminado. Dichas pruebas consistieron e&n las imagenes de microscopia electro-
media v noventa del PhooGV. tres larvasd determinacion del pH, la voluminosiad,nica de las muestras se observaron estruc-
y ) PV, anvay| tamafio de particula y la eficaciaturas ovoides que coincidieron con la
muertas d&. solanivoracon sintoma viral

f d levad alOOrm_COHiocontroladora. descripcion tipica de los cuerpos de in-
ueéron maceradas y flevaoas clusién del granulovirus déhthorimaea

una solucion de Tween 80 al 0,1%, conpH. Este se midié con un potenciémetro erculella(Fig. 1). Los cuerpos de in-
sistiendo ésta en la dilucion @ partir para lo cual se pesaron 10g de product FL)JSién aparecieron como corotsculos de
de la cual se prepararon 100mL de lay Se suspendieron en 100mL de agua defg'rma depbastén con un anchg aproxima-
diluciones decimales #010?% 103y 104, tilada, a esta suspension se le determin  de 260 a 280 nm y un largo aproxima-
determinando su concentracion medianel pH con el equipo previamente calibra-, = = =5 - 180 \m_ Estas caracteristicas
te conteo en camara de Neubauer en mflo. La determina_cién s€ ree_1||zé a CINCQ incidieron con Ias. reportadas para los
croscopio de campo oscuro siguiendo I&NUestras aleatorias provenientes de Io%ranulovirus los cuales han sido descri-
metodologia descrita anteriormente desires lotes de bioplaguicida. 10s Como estructuras de esta forma con

pués de haber sido validada. En cada dizojuminosidad.Es el volumen ocupado un tamafio entre 160 y 300 nm de ancho
lucién se sumergieron tres tubérculos d@or un material sélido. Para su determiy entre 300 y 500 nm de largo (Caballero

papa P?Stusal|avaldla durante} 1 m'”UttC_hacién se pesaron 50g de producto y set al. 2001).

momento en el cual las papas tueron reétgejaron caer libremente en una probetg . .

radas del liquido y puestas sobre un Dajej 100 mL. Posteriormente, se Ipeyc') e%nahss molecular del ADN

pel servilleta al ambiente para permitir elolumen ocupado por este material en laos patrones de distribucion de los frag-

secado. Cada papa seca se ubico en pRobeta (V1) y se calculé la volumi- mentos de ADN generados por la muestra
recipiente plastico de 16 onzas y fue innpsidad con la férmula: Voluminosidad digerida con las ocho enzimas de restric-
festada con 20 larvas desolanivorade  =VI/50g. Este parametro se realiz6 a cineion, coincidieron con los obtenidos con

primer instar. Los recipientes se cerrarogo muestras aleatorias provenientes del tratamiento control para las diferentes
y se ubicaron aleatoriamente en un edes tres lotes de bioplaguicida. enzimas utilizadas. Este resultado confir-
tante ubicado en un cuarto con tempera.f A0 d iculas 100q M2 la identidad del virus como el granu-

tura promedio 25°C. Se cont6 con un@Mmano de particulase tomaron 1009 .5 de Phthorimaea operculella

testigo absoluto en el cual los tubérculo€ Producto y se ubicaron en el primer o .
no fueron inoculados. Pasados 30 diad®MiZ de una columna de tamices organita gran similitud en el ADN de diferen-

atr ; ados segun el tamafio de poro de mantes aislamientos de este virus facilita su
se registro la mortalidad de las larvas eﬁ’ ; ) S P . .
g a descendente de arriba hacia abajo, ldgentificacion por este método. La razén

cada unidad experimental mediante un¥ . . o -
i pert A cuales se aseguraron a un agitador vibrgara la alta conservacion de los sitios de
evaluacion destructiva de los tubérculos; ¢ ; s ) s : .
Los insectos se clasificaron como vivo§°”°' El agitador se accion6 por 10 mi-restriccion en las secuencias de ADN viral
nutos y terminada la agitacion se peso és desconocida, esta conservacion ade-

larvas con movimiento y pupas) y muer- : X X . P .

( : 2110 y PUp )Y material retenido en cada tamiz y se estan@s no es Unica de los granulovirus
tos (larvas sin movimiento y larvas des- leci6 en cual de ellos queds la mavorZeddamet al. 1999). A pesar de que se
aparecidas, lo que sugiere que murieroRI€C0 € q Y ' '

en estado neonato). Los resultados S%ant_@ad de peso @tem_do. La determi-
utilizaron para calcular el porcentaje gdracion se reath a cinco muestra
eficacia mediante la formula de Schneileatorias provenientes de los tres lote
der-Orelli (Ciba Geigy 1973) y se emplecd€ Pioplaguicida.
el analisis Probit para determinar las conEficacia. Se realizaron bioensayos en
centraciones letales. los cuales la unidad experimental con
sistié en un tubérculo de papa ubicad
en un recipiente plastico de 16 onza
Una vez determinadas las concentracionfestado con 20 larvas de primer instal
nes letales del aislamiento, se ajusté ale la polilla guatemalteca. Se utiliza-
proceso de manufactura del bioplafon tres repeticiones por tratamiento
guicida para que la concentracion finalestos consistieron en tubérculos pelleti
del producto fuera la concentracion letakzados con el producto a base de PhopGpV
noventa (Cl) determinada. Para tal fin y un testigo absoluto que consisti6 er
se calculd la concentracidn requerida erubérculos lavados y secos. Pasados 3
la suspension viral a partir de la cual selias se realiz6 la evaluacion destructivg
elabor¢ la formulacion y basados en lale los tubérculos estableciendo el por
desviacion estandar de los resultados deentaje de mortalidad. Los resultados s
la validacion de la técnica de cuantifi-utilizaron para calcular el porcentaje dg
cacion viral se fijaron los limites de acep-eficacia mediante la férmula de Schnei
tacion para dicha variable. Una vez fijadader-Orelli (Ciba Geigy 1973). La deter-
este parametro, se elaboraron tres lotaainacion se realizé a cuatro muestragigura 1. Microscopia electrénica de
del bioplaguicida en la Planta Semi-aleatorias provenientes de los tres loteguerpos de inclusién del granulovirus de
comercial de Baculovirus. de bioplaguicida. Phthorimaea operculell§10.000 x)

Elaboracién del bioplaguicida
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han reportado algunas pequefias varid,04 x 10. Los resultados se transforma:
ciones, como en el caso de granuloviruson calculando el logaritmo decimal defs
patégenos deieris brassicaey Pieris cada valory con dichos valores se calc
rapae,los cuales mostraron algunas difedaron la desviacion estandar, la varianz
rencias en los patrones de distribuciéry el coeficiente de variacion de los da
de los fragmentos de ADN, las diferen-tos. El coeficiente de variacién expresa
cias minimas encontradas no han dificuldo como porcentaje fue del 1,38% 888
tado su identificacion por esta técnicandicando baja variabilidad y alta _#" |
molecular (Crook 1986). repetibilidad; en consecuencia, éstos SUZ et =
I gieren que la técnica utilizada para evaiiies
Inmunodifusion luar la variable concentracion de cuerpos. . | brevivientes a |
La reaccion de inmunodiusion mostrode Inlusion en Ia suspension vial e3 613 %, PPty s sobrevvintes 213
bandas idénticas en los dos tratamiento@recisa y confiable, por lo que puede utiy; ;s " (A Testigo, (B) 16CI.mL%, (C) 10
consistentes en la muestra provenientézarse para el control de calidad del prog) mi1, (py 10'ClL.mL, (E) 16 Cl.mL?,
del principio activo del bioplaguicida y ducto en proceso. Este método es el magy 16 cl.mL™.
del tratamiento control (Fig. 2). Esto su-Utilizado para la cuantificacion de cuer-

giere que el virus presente en la muestrB0s de inclusion en suspensiones acuo- .
es antigénicamente estrechamente rel§as puras o semipuras y se recomiendfS trabajos en los que se ha buscado

cionado con el PhopGV. para facilitar la lectura un niimero de cuerdeterminar las concentraciones letales de
pos de inclusién entre 20 y 40 por cuadislamientos de baculovirus, sin embar-

Los resultados de la aplicacion de las té¢gricyla (Caballeroet al. 2001). La 90, en la mayoria de los casos se ha utili-
nicas de microscopia, serologia y biolojmplementacion de dicho control en lazado el nimero de larvas o equivalentes
gia molecular son coherentes y permiteanufactura del bioplaguicida permitiélarvales (E.L.) para medir las concentra-
concluir que las larvas dEecia solani- establecer una concentracion fija y consciones y no la cuantificacion de particu-

vora examinadas estaban infectadas magnte del virus en el producto. las virales por lo que los resultados han
sivamente por un granulovirus. Las L, i sido inconsistentes. Al trabajar con equi-
caracteristicas establecidas por éste pepeterminacion de las concentraciones  5jentes larvales las concentraciones
mitieron concluir que se trataba delletales virales son variables pues cada larva pue-

granulovirus déhthorimaea operculella yna vez validada, la técnica dede tener un contenido diferente de cuer-
descrito por primera vez en 1967 polcyantificacion viral se utilizo para ajus-Pos de inclusion dependiendo de cémo

Ste|nhaus y Marsh. tar |a Concentracién de diferentes Susperﬁe haya desarro”ado |a. infeccién.
Validacion de la técnica de Siones virales. Al evaluar las diferentescon yn aislamiento de PhopGV proceden-
cuantificacion viral concentraciones del virus se encontrd qug de Yemen se establecié como concen-

i a mayor concentraciéon viral inoculad i6 i 4
Al observar las muestras en el MICrosCogn, |os tubérculos. ma . atraC|or_1 letal r_nedla un vanr'de 7.3 x'10
, mayor nimero de larc|.mL?, mediante un experimento en el

2'1?%5%@9?};35%;0 SCel Ogjﬁgaror?téo%s muertas y las pocas que se encontragal se expusieron neonatos &e
uerp inclusion (C1) PUN'9Shan vivas, presentaron la sintomatologigperculellaa tubérculos tratados con di-

brillantes con un ligero movimiento . . - P . .

: g tipica de la infeccion viral expresadaferentes concentraciones del virus (Kroshel
Browniano. Los resultados de concentraComo retardo en el crecimiento, dismi-et al 1996 citad Zeddam 1999). E
cién expresada como Cl.mlpara cada ’ etal. citado por Zeddam ). Esta

una de las ocho muestras evaluadas fuBYcion de la movilidad y una coloracionconcentracion es similar a la obtenida en
ron 3,61 x 16 4,75 x 16, 6,73 x 16, lanca lechosa a traves del integumental presente trabajo coh solanivora a
423 x 16, 4.40 x 16, 5,71 x 16, 6,49 x Ia_cual fue mas notoria en Ia_zpna Vehtra}besar.de que el virus emp!eado en los dos
10°y 4,47 x 101y el valor medio fue de (F19- 3). A menor concentracion del virusestudios es un granulovirus @htho-

se encontr6 mayor nimero de pupas yimaea operculellapor lo que se espera-
larvas vivas de mayor tamafio. En el traria que presentara mayor patogenicidad
tamiento control, en el cual no se aplic&contra su hospedero natural.

. 0 .
virus, se obtuvo un 5% de morta“dad’Alcézaret al.(1992) establecieron la GL

“r.} 88% de los individuos se encontraban ara un aislamiento de PhopGra el

0,
# en estado de pupa y el 7% como Ia.rvagontrol deP. operculellaen 3.83 x 18
vivas y sanas sin smtomatqlog|a V'ra"Cl.mL-1 resultado aproximadamente 10
Los porcentajes de eficacia para lagqces menor del encontrado en el pre-
diferentes concentraciones del ViruS;onte estudio. Esto podria sugerir que

B
correspondientes 2100, 10%, 10y 10 yiohg aislamiento es mas patogénico que
¢ ) Cl.mL" fueron del 5,26%, 14%, 59,5%, o evaluado en este traEajogo qra.eq

59,7% y 92,9% respectivamente. Estos

resultados indican que la concentraci6ffabla 1. Concentraciones letales de Baculo-
del virus es directamente proporcional &irus sobre la polilla de la papgecia

la mortalidad de las larvas de la PolillaSolanivora.

huestra FhoEh guatemalteca de la papa. Concentracion letal Concentracién
El programa Probit determiné como con- (Cl/mL)
Figura 2. Evaluacién serol6gica de la mues-centracion letal media 1.4x401.mL? y CL,, 2.4X10
tra. (A)y (B) bandas de reaccién antigenccomo concentracion letal noventa Cls 1.4x10
anticuerpo positivas para PhopGV. 8.0x1G Cl.mL™ (Tabla 1). Existen algu- | S\ 8.0x10
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operculellaes mas susceptible a este viTabla 2. Valores de pH en diferentes mues-Tabla 4. Distribucién de tamafios de parti-

rus queT. solanivora tras del producto a base de Baculovirus. SDcula del producto a base de Baculovirus.
Desviacién estandar, C.V.: Coeficiente deSD: Desviacion estandar, C.V.: Coeficiente

Zeddarret al.(1999), establecieron la GL  variacién. de variacion.

de diferentes aislamientos de PhopGV en

Phthorimaea operculellpara lo que pre- | Muestra pH Tamarfio Porcentaje

pararon diferentes dosis del virus utilizan; ; 9.33 de poro promedio de  S.D. C.V.

do como variable los equivalentes > 961 (micras) peso retenido(%)

larvales. Con dichas suspensiones inocu-3 9.64 280 0 0 0

laron tubérculos de papa que infestaron4 9.43 200 0 0 0

con larvas de segundo o tercer instar de g . g'gg 100 11.4 051 458

polilla. Los autores concluyeron que to- gp 0.14 59 47.94 0.42 0.89

dos aislamientos virales presentaron lac.v. 1.47 Colector 40.72 0.68 1.687

misma patogenicidad y sus Chbscilaron

entre 15.6 y 18.5 E.L.100rmL

Después de determinar la CHel virus, te. Estos valores se consideran adecuadosn alta repetibilidad y es adecuada
se realizaron los cambios necesarios esegun la industria farmacéutica, la cual reeomo control de calidad del producto.
el proceso de manufactura del bioplacomienda voluminosidades inferiores a n cuanto a la evaluacién de la eficacia
guicida para ajustar en el producto unanL.g* para asegurar que no presentara pr%— | bioblaquicida. | itad |
concentracion final equivalente por uni-blemas de manipulacién durante el proce-e Ioplaguicida, os_l resuftados é:ggo/as
dad de peso, ésta fue de 8.0%aDg*y so de manufactura y empaque (Voight f‘égf;o .?]L:)?Stéas OISC' aron entre ¢ <70 Y
se establecié como concentracion 6ptiBomschein 1982). Los resultados present%I °é a X a )'V?. qres:[ que muels rantqule
ma en el producto con la cual se fijarorron una baja variabilidad entre réplicas, co ?ro IUC N ES eticien Ie gara g contro
los limites de aceptacion para la concendn coeficiente de variacion del 3.59%, ePe a plaga. stofs_ resu ta:j 0S a em,asgfle'
tracion de la suspension viral utilizadacual indico que esta técnica también es a_esnot/aron urjdcoedluﬁn@e N vanri[\m?_n g
para elaborar el formulado entre 2.0 X 10tamente repetible y puede ser utilizad%' > conbs_l Iqra_ 0 bajo :oarade_s € ipo | N
y 6.2 x 10 Cl.mL™. De esta forma, cada como un control de calidad confiable. Los nsa(;j/ols 10 oglclos,des €in |I(;)a que a
vez que se elabora un lote deimites de aceptacion para esta caractdlcod009ia edmp (Tta a paf[%_?'d |3erés_ayo
bioplaguicida, se realiza como control deristica se fijaron entre 0.60 mt.y 1.26 tei:n%riﬂsc%gntae ?Jealatetgce:r:icle: daes.arrlolsl’:-
calidad la determinacion de la concenmL.g' y se establecié que dicho control i q id -
tracion de la suspension viral. Asi el pro-debe realizarse al producto antes de iniciaga es s_e(;m a, rqplt_a y econolmlcat, plude—
ducto solo se usaria cuando se encuentlaoperacién de llenado sde envases. el_c(:jor(lj& d elrars%optlma para €l control de
dentro de dicho rango. Esto ha permitid n la determinacion del tamafio de ar?al ad del producto.
asegurar que todos los lotes de produc la del d | é’ dLa validacion de estas técnicas permitio
tengan la misma concentracion viral y'gcua N ptro .ch’Cto’ abrtnayor Ca'?t; 40c|aborar Procedimientos Operativos
€ peso retenido se oblUvo en et tamig oqqar (POE's) que describen la meto-

en consecuencia una eficaciacon tamafo de poro 59 micras (Tabla 4)
biocontroladora constante. P Jologia detallada de cada prueba y un
ormato para el registro de los resultados

También se observé que en el colectoﬁj
Validacion de técnicas de control de de polvos finos qued6 retenido un , ' iy
parciales y finales de cada evaluacion.

calidad 40.72% del material, resultado que in—COn base en dicha documentacion el la-
dica que un alto porcentaje de las partiz

e . oratorio de control de calidad Bio-
ulas presentan un tamafio inferior a 5%

. 2cnica adscrito al laboratorio de Control
icras. Este aspecto asegura una bue Pl . L
a P 9 iologico de Corpoica se registro ante el

Para la variable pH se obtuvieron resul
tados que oscilaron entre 9.33 y 9.6

(Tabla 2), valor que se debe al Sc)portadherencia sobre la superficie de los tuz 2

inerte utilizado como vehiculo de lag. o " resultad(fs de las diferen.CA- Este presta el servicio de control de

formulacion. Los valores obtenidos pre- : iy li la Plan Pr ion

sentaron baja variabilidad entre las gifejes_mqgst_r as presentaron coeficientes accljjlaéﬂ/i?usay e;l efell]nc:::ao Iaggru;[gr?o rg-e

rentes muestras, con un bajo coeficientga . acton inferiores al 5'%,.valores bajos istrado en el pais para desarrollar dichos
e ' . Sue indicaron que la técnica es premseg

de variacion del 1.47%, que sugiere quée

analisis.
la técnica es confiable y precisa y puede
ser utilizada como un control de calidadrabla 3. Valores de voluminosidad en dife-
para el producto. Con el resultado prorentes muestras del producto a base degpla 5. Actividad biocontroladora de dife-
medio y la desviacién estandar de loBaculovirus. SD: Desviacion estandar, C.V.;rentes muestras del producto a base de

datos se establecié como limite de aceg-oeficiente de variacion. Baculovirus. SD: Desviacion estandar, C.V.:
tacién para esta caracteristica un range Coeficiente de variacion.

entre 9.38 a 9.66. Muestra Voluminosidad (mL/g)

Para la voluminosidad del bioplaguicida, * 0.96 Muestra Eficacia (%)
caracteristica que determina la facilidad en? 0.95 1 100

la manipulacién del producto durante los 3 0.96 2 100
procesos de llenado de empaques (Voight* 0.93 3 89.2

y Bomschein 1982), se obtuvieron valores ° _ o 4 100
entre 0.88 mLgy 0.96 mL.g (Tabla 3) | Promedio 0.936 Promedio 97.25
que se consideran bajos y estan determinaSP 0.336 S.D. 5.4
dos por la voluminosidad del vehiculo iner{ €V 3.5914 C.V. 5.5
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