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(57) Resumen: La invencién se refiere a
mezclas sintéticas de dos 0 més genotipos puros
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BIOPLAGUICIDA A BASE DE VIRUS

CAMPO DE LA INVENCION

La invencion pertenece al sector agropecuario, particularmente biopesticidas para el

control biolégico de plagas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los baculovirus del latin (baculum = bastén) son virus que infectan especificamente a
insectos, principalmente miembros del orden Lepidoptera, Hymenoptera y Diptera
(Wang & Jehle, 2009; Duffy et al., 2006; Herniou et al, 2003; Boucias et al, 1998). Se
encuentran en el ambiente como cuerpos de oclusion (OBs, del inglés Occlusion bodies)
(Slack & Arif, 2007), que son estructuras proteicas que protegen los viriones y les

posibilitan una mayor persistencia en el ambiente.

Lafamilia Baculoviridae se caracteriza por poseer su material genémico compuesto por
ADN doble cadena, circular y con un tamafio que varia entre 80 y 180 kilopares de
bases (kpb). Lafamilia consta de cuatro géneros asighados de acuerdo a caracteristicas
estructurales, moleculares y bioldgicas: los alphabaculovirus correspondientes a
nucleopoliedrovirus (NPVs) aislados de lepidopteros, los betabaculovirus o
granulovirus (GVs) aidados de lepidépteros, los deltabaculovirus o NVPs aislados de
dipteros y los gammabaculovirus o NPVs aidados de himendpteros (ICTV, 2012; Jehle
et al, 2006; Miele et a., 2011).

Estos géneros se diferencian por caracteristicas estructurales como la morfologia de sus
cuerpos de oclusion y también por algunos aspectos biolégicos (Herniou et al., 2004,
Jehle et al., 2006). A lolargo del ciclo de infeccion, se ha observado que se generan dos
fenotipos virales: los viriones brotantes (BVs, del inglés budded virions) y los viriones
derivados de oclusién (ODVs, del inglés ocludded derived virions) (Theilmann et al.,
2005). Ambos fenotipos son similares en la estructura de la nucleocapside e idénticos

en lainformacion genética que poseen, pero difieren en lafuente y en la composicién
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de sus envolturas (Funk et al., 1997; Braunagel & Summers, 1994). Los BVs son los
responsables de llevar a cabo lainfeccién sistémica en el hospedador, mientras que los

ODVs son los responsables de ladistribucion de los virus entre hospedadores.

Los baculovirus se encuentran en el ambiente como cuerpos de oclusién (OBs), dichos
cuerpos los mantienen viables en el ambiente por periodos prolongados. Mientras que
los OBs de los GV's contienen normalmente un (1) sdlo virion, los OBs de los NPVs
pueden contener multiples viriones y, ademas, dichos viriones pueden contener a su vez
mdltiples nucleocdpsides. (FIG 1). Existen diversos estudios acerca del uso de los
Baculovirus como factores de regulacion de algunas poblaciones de insectos,
especiadlmente aguellas que afectan la produccién agricola.  Esta tecnologia ofrece
grandes ventajas sobre los pesticidas quimicos, entre elas la disminucién de residuos

téxicos en los alimentos producidos y en suelo, asi como menores riesgos para la salud.

En e documento W02014/182228 se describe un método para aumentar la eficacia
insecticida de un microorganismo patdgeno (nucleopoliedrovirus de Spodoptera
frugiperda (SfNPV) mediante su asociacion con un organismo mutualistico (levadura de
especies del grupo Metschnikowia, tales como Ascomycota y Sacharomycetes;, de
especies de Candida; especies de Cryptococcus y especies de Pseudozyma) que co-
existe en estrecha asociaciéon con la larva y que estimula la ingesta del patégeno por
parte de dicha larva. Sin embargo, €l inconveniente que presenta dicho método es que
durante el  periodo de almacenamiento, el organismo mutualista puede continuar su
actividad metabdlica y generar metabolitos que alteren la actividad viral y por ende la
calidad del producto.

El documento WO201 1/1 17411 titulado "Entomopathogenic Viral Preparation”, revela
una composicion que contiene a menos un granulovirus del tipo Cydia pomonella
(caracterizado por un patrén de restriccion determinado), empleada para el control del
gusano de la manzana Cydia pomonella (Lepidoptera: Tortricidae) y de la polilla del
melocotonero oriental C. molesta. La composicién ali divulgada no tiene ninguna
aplicabilidad para el control de plagas migratorias de zonas tropicales y subtropicales de

América, tales como el gusano cogollero del maiz 5.frugiperda.

PCT/IB2016/056978
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Ademés de las formulaciones y combinaciones de agentes mencionados anteriormente,
algunas investigaciones se han centrado en el estudio de la diversidad genética de los
agentes de control contra plagas particulares con miras a la seleccion de aidlamientos
altamente patogénicos. La patente W02014/161974 se dirige a nuevos genotipos de
nucleopoliedrovirus de Chrysodeixis chalcites (Chch SNPV), a procedimiento para su
produccién y su uso como agente de control hioldgico. La solicitud de patente
ES2301352, revela seis nuevos genotipos del nucleopoliedrovirus mdltiple de 5. exigua
denominados AIPstM0935, AIPStMHOO, AlPstM1033, AlPstM1449, AIPstM0923, y
AiPstM0657 y su uso, preferentemente como mezcla de dos 0 mas genotipos, dentro de

composiciones insecticidas contra 5. exigua.

En las Ultimas décadas se han empleado diversas estrategias de modificacion genética
de los Baculovirus para incrementar su virulencia, patogenicidad y/o actividad

insecticida, entre las cuales se pueden mencionar:

a) insercion del gen codificante de latoxina del escorpién Buthus eupus;

b) insercion del gen de laesterasa de lahormonajuvenil de Heliothis virescens;

C) insercién del gen delatoxina TxP-1;

d) insercién del gen de latoxina AalT de escorpion Androctonus australis en el
AcNPV (nicleo poliedrovirus de Autographa californica);

€) insercién del gen delatoxina cry de Bacillus thuringiensis;

f) insercién del gen de la hormona diurética; g) introduccion de la neurotoxina
neurosel ectiva de escorpion Lghl T2;

g) insercién de secuencias que expresan sustancias inhibidoras del apetito en
Helicoverpa zea y plagas relacionadas (ver patentes brasilera PI0901235-4 y
patente US6096304); y

h) modificacion del gen de quitinasa, para hacer lalisis de lalarva menos agresiva

y aumentar €l rendimiento e recuperacion de viriones para produccién masiva.

Si bien las estrategias de modificacion genética han demostrado mejorar las

caracteristicas de los baculovirus modificados, la politica ambiental de varios paises
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europeos y latinoamericanos, entre ellos Colombia, no permite el uso de organismos

genéticamente modificados, razén por la cual estos microorganismos no pueden ser

facilmente transferidos a escala industrial 0 acampos de cultivo.

Por tal motivo, ha sido necesario desarrollar diversos tipos de formulaciones de
bioplaguicidas basadas en organismos no modificados, que sean atamente especificos
contra las plagas atratar y que superen los inconvenientes asociados alabaja eficaciay
la ata sensibilidad a laradiacion UV. Asi, Corpoica en €l trabajo titulado "Deletion
Genotypes Reduce Occlusion Body Potency but Increase Occlusion Body Production in
a Colombian Spodoptera frugiperda Nucleopolyhedrovirus Population” describe la
purificacién de genotipos a partir de un aislamiento nativo de un nucleopoliedrovirus
multiple de 5. frugiperda  SfMNPV. En este trabgjo se reporta la obtencion de 83
clones, de los cuales 10 correspondieron a genctipos diferentes y se sometieron a
caracterizacion molecular y biolégica. Los resultados mostraron que un genotipo fue

mas patogéni co.

El estudio anterior también evidencié que la mezcla de este genotipo mas patogénico
(denominado A) con otros tres genotipos seleccionados (denominados C, D y E),
presentaba una potencia menor o igual aladel virus de campo. La conclusién de dicha
investigacion fue que la mezcla co-ocluida de diversos genotipos a nivel natural es un
mecanismo de regulacién de la patogenicidad para garantizar la permanencia del
patdgeno en la naturaleza y puede resultar en una actividad insecticida menor que la del
virus original de campo (Barreraet al., 2013).

Adicionalmente, en otro trabajo de Corpoica titulado "Eudragit SI00® microparticles
containing  Spodoptera  frugiperda  nucleopolyhedrovirus:  Physicochemical
characterization, photostability and in vitro virus reléase”, se reporta un método para
microencapsular cuerpos de oclusiéon del aislamiento NPV001 del nucleopoliedrovirus
de 5. frugiperda, utilizando un polimero del &cido metacrilico Eudragit S100®,
mediante el méodo de emulsién y evaporacion de solvente. Las microcapsulas
obtenidas presentaron una pérdida de eficacia a partir de las 2 horas de irradiacion con

luz ultravioleta (Villamizar et d., 2010), posiblemente debido alano inclusion de otros
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auxiliares de formulacion, y aque el ingrediente activo corresponde aun virus completo

de origen silvestre.

En un trabgjo posterior titulado "Microencapsulation d a Colombian Spodoptera
frugiperda Nucleopolyhedrovirus with Eudragit S 00® by spray drying”, de Corpoica,
se reporta una formulacion similar a la anterior con mejoras en el proceso de
microencapsulacion cambiando el método de evaporaciéon de solvente por un proceso de
atomizacion en lecho fluido (Camacho et al, 2015). En este trabajo, el tamafio de las
microcaspulas se disminuy6 a 20 um y se aument6 la fotoestabilidad por exposicién
UV.

La interaccion de los diferentes genotipos que conforman un aislamiento de
nucleopoliedrovirus puede tener efectos negativos, neutros o positivos. Por gemplo,
genotipos puros del nucleopoliedrovirus de S. exigua (SeMNPV) demostraron poseer
mayor actividad insecticida que el virus completo de origen silvestre (Mufioz et a.,
1998). Sin embargo, en un aislamiento de Nicaragua del nucleopoliedrovirus de 5.
frugiperda se observdé mayor patogenicidad del virus completo silvestre que en los
genotipos puros (Simon et al., 2004; 2005). Ademas, |amezcla de algunos genotipos re-
establecié la patogenicidad de los genotipos puros, pero nunca se alcanzd una mejor

patogenicidad que la presentada por el aislamiento silvestre.

Los inventores disefiaron mezclas de dos o mas genotipos puros clonados del
aislamiento del nucleopoliedrovirus (NPV015 a NPV019) de Spodoptera frugiperda

gue resultaron mas patogénicas que el genotipo silvestre.

PCT/IB2016/056978
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a composiciones hioplaguicidas que comprenden
mezclas sintéticas de dos 0 mas genotipos de ata patogenicidad del NPV de 5.
frugiperda con una actividad insecticida superior con respecto ala del virus nativo del
campo y opcionalmente, potenciadores biolégicos para incrementar su patogenicidad.
Las composiciones presentan ata efectividad frente a Spodoptera frugiperda (gusano

cogollero), son fotorresistentes y estables atemperatura ambiente.

La invencion también proporciona una formulacion novedosa para € recubrimiento del
ingrediente activo, que comprende diferentes auxiliares de formulacion (v.g. filtros UV)
para facilitar su aplicacion, protegerlo de laluz y extender su tiempo de vida Util sin

necesidad de refrigeracion.
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BREVE DESCRIPCION DE LASFIGURAS

FIG 1: Esquema de la estructura de los baculovirus. Se representa la estructura de las
dos morfologias de los baculovirus. Nucleopoliedrovirus (ODVM y ODVS) y
granulovirus (GV). Los ODVM (viriones multiples) y ODV (virién simple o single
nucleopoliedrovirus SNPV), estan inmersos en un cuerpo de oclusion (Cl u OB)
formado por una matriz proteica denominada poliedrina en los NPV y granulina en los
GV.

ODVS: varios ODV, V: virion, NC: nucleocapside.

FIG 2: Esquema del proceso de obtencion de genotipos del Nucleopoliedrovirus de

Spodopterafrugiperda.

A. Obtencion de un aislamiento nativo del SIMNPV
B. Obtencion de variantes genotipicas individuales

C. Preparacion de mezclas sintéticas del virus.

FIG 3: Fotografia del Gel de agarosa con patrones de restriccién (REN) generados con
la enzima Pstl del aislamiento de Granulovirus de Spodopterafrugiperda VG008 y de
los genotipos el nucleopoliedrovirus de S.frugiperda NPV015-NPV019.

FIG 4: Diagrama de los fragmentos generados con la enzima Pstl del aisamiento de
Granulovirus de Spodoptera frugiperda VG008 y de los genotipos el
nucleopoliedrovirus de 5. frugiperda NPV015-NPV019.

FIG 5: Gréfica del efecto de laformulacién sobre la estabilidad a 28°C de la actividad

insecticida del virus nativo NPV003 y |la mezcla de genotipos y granulovirus.

NPV003-nf: Virus nativo NPV003 sin formular; NPV0O03-i: Virus nativo NPV003

formulado; Mezcla-f: mezcla de genotipos de NPV003 y granulovirus formulada.

PCT/IB2016/056978
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FIG 6: Gréfica del contenido de micoorganismos contaminantes del virus nativo
NPV003 formulado y sin formular y de la mezcla de genotipos y granulovirus
formulada y almacenado durante tres meses a 28°C.

NPV003-nf: Virus nativo NPV003 sin formular; NPV0O03-i: Virus nativo NPV003

formulado; Mezcla-f: mezcla de genotipos de NPV003 y granulovirus formulada.

FIG 7: Gréfica de Eficacia vs tiempo de irradiacion del estudio de fotoestabilidad del
virus nativo NPV003 formulado y sin formular y de la mezcla de genotipos vy

granulovirus formulada.

NPVO003-nf: Virus nativo NPV003 sin formular; NPV0O03-l: Virus nativo NPV003

formulado; Mezcla-f: mezcla de genotipos de NPV003 y granulovirus formulada.

PCT/IB2016/056978
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion comprende una mezcla sintética de dos o méas genotipos puros
clonados del aislamiento del nucleopoliedrovirus (NPV015 a NPV019) de Spodoptera
frugiperda (NPV-003= SfCOL) co-ocluidos en un solo cuerpo de oclusion, o la mezcla
de cuerpos de oclusién de genotipos individuales y, opcionalmente, un potenciador
biolégico o quimico (v.g. aislamientos de granulovirus, nucleopoliedrovirus de insectos
o0 proteinas derivadas de los mismos). La invencién también contempla composiciones
gue comprenden dichas mezclas sintéticas junto con uno 0 méas excipientes, adyuvantes

y/o vehiculos quimicay ambientalmente aceptables para este tipo de productos.

Los genotipos puros se pueden obtener de acuerdo a proceso descrito en la FIG 2. A
partir de una suspension viral purificada de NPV0O03, se infectan larvas de Spodoptera
frugiperda por ingesta oral y se extrae hemolinfa de las larvas infectadas justo en el
momento del ciclo en el cual se encuentran los viriones brotados (con Unica
nucleocdpside y genoma unico). Luego, mediante diversas diluciones se infectan

células de insecto de lalinea Sf9 (linea celular de 5. frugiperda).

Para la obtencion de las mezclas con genotipos co-ocluidos en un solo cuerpo de
oclusion, los viriones derivados de los cuerpos de oclusiéon se pueden liberar mediante
tratamiento con soluciones de pH alcalino para luego ser inyectados simultaneamente en
las larvas. En e proceso de infeccién ocurre la co-oclusion de los genotipos

seleccionados.

Para la obtencion de la mezcla de cuerpos de oclusién de genotipos individuales, se
seleccionan células individuales que contienen un solo genotipo en su interior y estos se
multiplican mediante inyeccién en larvas, de las cuales se purifican las variantes
genctipicas individuales después de la muerte de los individuos. A partir de los
genctipos individuales se pueden redlizar mezclas de los genotipos previamente

seleccionados por su actividad insecticida.

PCT/IB2016/056978
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En una modalidad de lainvencién, todos los genctipos del nucleopoliedrovirus NPV003
y el aislamiento del granulovirus de 5. frugiperda VG008 se pueden someter a digestion
con laenzima Pstl y las bandas generadas se pueden observar en un gel de agarosa al
1%, tefiido con bromuro de etidio (FIG 3). Los fragmentos de restriccion generados
después de la digestion del ADN gendémico con la enzima Pstl se asignan de manera
alfabética, empezando con la letra A para e fragmento mas grande y de manera

consecutiva hasta el fragmento mas pequefio  generado (FIG 4).

Los genotipos de nucleopoliedrovirus y granulovirus se caracterizan por un patron de
bandas especifico, generado a cortar el genoma con la enzima Pstl, con fragmentos de
diferentes pesos. LaTabla lindica el tamafio estimado de los fragmentos de restriccién
generados con laenzima Pstl del aislamiento de granulovirus de 5. frugiperda VG008 y

de los genotipos el nucleopoliedrovirus de S.frugiperda NPV015 aNPV019.

Tabla 1.

Fragmento | NPV015 | NPV016 | NPV017 | NPV018 | NPV019 | VG008

A 28084 28084 28084 28084 28084 14750
B 24926 24926 24926 24926 24926 14749
C 12465 12465 12465 12465 12465 14749
C' 9200

D 8864 8864 8864 8864 8864 11761
E 8481 8481 8481 8481 8481 8921
E 7800

F 7079 7079 7079 7079 8784
G 6932 6932 6932 6932 6932 8397
H 6124 6124 6124 6124 6124 8030

I 5182 5182 5182 5182 5182 6969

J 4899 4899 4899 4899 4899 6660
K 4887 4887 4887 6430
L 4769 4769 4769 4769 4769 5474
L' 4200

M

3575 5258

PCT/IB2016/056978
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2953 4552
2700
2112 2112 2112 2112 2112 3485
1339 1339 1339 1339 1339 2212
1228 1228 1228 1228 1228 1705
1447
1039
974
636
521
400
X 300
Total 133899 | 130284 | 129384 | 129492 | 127371 | 138203

Z |z

|l | DO |T|O

S |l<]|c

Las bandas que caracterizan cada genotipo son:

* NPVO15: A,B,C,D,E,F,G,H,I,J,K,L,M,N,0O,P,Q

» NPVOl6: A,B,C,D,E,E, F,G,H,I1,J,L,0,P,Q

- NPVO17: A,B,C,D,E,F,G,H,1,J,L,L', N, O,P,Q

« NPVO18: A,B,C,C",D,E,G,H,I,J,K,L,0,P,Q

* NPVO19: A,B,C,D,E,F,G,H,1,J,K,L,O,P,Q

» VGO08: A,B,C,D,E,F,G,H,I,J,K,L,M,N,0,P,Q,R,S, T,U,V,W, X

Las secuencias de los fragmentos amplificados son:

>Sf23
GCTTGTGCGTTGTCGTTGATCGTACAGAGATAATAACTAAAATACACCCCAT
CACTAAGAAAAAAATTAAAATTGACGTATCTAATAAATACATTAATAGGAT
GAAGAAGACGCTGATAAAGTGGGGCTATCCTGTGAAATTTGCAAAATTTGA
CGAGTTTAAAGGATACAAGTACGACATTGACACGGACGACTGGGACCGAGT
CGACTACAA

>Sf24
TCGTCGGCATCATACTGCTCTCGGTGGACAAGTTTGTGTCCATACCCATCAT
ACAGCTGTACCAGATCGCGTACCAGCAACTGCAGATATCGCCGTTTTACGTG
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ACGCTGACGCTCATGCTGCTCACCACCGTTGGTGGACTGTCGACGAAAACC
ATGCGAACGTG

El aisamiento VG008, por su parte, amplifica una region especifica de 203 pb con los
cebadores SFGV 24.1-5 CCGATAAGGTTATATCTGA 3' y SFGV242 5
TCAATAACTTCTTCGTGCA 3. La secuencia del fragmento amplificado es la

siguiente:

>SFGV24
AGATATCACCTTTGAAGACATTGATTCGATCTACGACGCAGAAACGCAACT
CGACAAAGCTTACGATAACGTTAAATGGGAGGACAAATACAAGGAATTGCT
AGACCAATACAATAAAGATAAAGAAAAATGGGAGAAAAAATACACAGAGC
TTATGAATCAAAATACAGTCGACGAGGACAAATGGACAACAGAAAAGAAG
A

Los genotipos del nucleopoliedrovirus (NPV015, NPV016, NPVO017, NPVO01s,
NPV019) también se caracterizan por la amplificacién de dos fragmentos especificos de
214 'y 166 paes de bases con los cebadores Si23.1 (5-
GCTTGTGCGTTGTCGTTGAT-3 ')y SI23.2 (5'-TTGTAGTCGACTCGGTCCC A-3'),
y con los cebadores Si24.1 (5'-TCGTCGGCATCATACTGCTC-3') y Si24.2 (5-
CACGTTCGCATGGTTTTCGT-3) respectivamente. Esta region presente y especifica

para todos estos genotipos, no se encontrd en otros aislamientos de campo.

Los genotipos del nucleopoliedrovirus (NPV015, NPV016, NPVO017, NPVO01s,
NPV019) se encuentran depositados en el banco de germoplasma de microorganismos
con interés en control biolégico de la Nacion, administrado por Corpoica y ubicado en
el Centro de Investigaciones Tibaitatd, Mosguera (Cundinamarca, Colombia).

En una modalidad de la invencion, la mezcla sintética comprende al menos € genoma
de un virién que presenta el patrén de bandas generado con la enzima Pstl y listado en
laTabla 1.

En una modalidad alln mas preferida, las mezclas sintéticas de genotipos son:

PCT/IB2016/056978
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1. Mezcla sintética No. 1: NPV015+NPV0 16+NPV0 17;

Mezcla sintética No. 2: NPVO15+NPV0 18+NPV019;

Mezcla sintética No. 3: NPVO15+NPV0 16+NPV017+VG008;

Mezcla sintética No. 4: NPVO15+NPVO18+NPV019+VG008;

Mezcla sintética No. 5: NPV015+NPV018+NPV017+ proteina de VGO008;
Mezcla sintética No. 6: NPV015+NPV018+NPV019+ proteina de VGO008.

o o o ow N

Las mezclas sintéticas 1 a4 son obtenidas de acuerdo con el procedimiento ilustrado en
laFIG. 2. Para el caso particular de las mezclas sintéticas 5y 6, una vez se obtienen las
mezclas de los genotipos virales, se adicionan proteinas de VG008 como potenciador.
Las proteinas de VG008 pueden corresponder al extracto proteico total o parcial
obtenido apartir de los cuerpos de oclusion, alas proteinas purificadas apartir de éstos,
o producidas sintéticamente. Las principales proteinas corresponden a las del tipo

enhancinas y quitinasas.

Las mezclas sintéticas pueden ser incluidas en composiciones biopesticidas. Las
composiciones incluyen, ademas de las mezclas sintéticas de NPV, diferentes vehiculos,
coadyuvantes, protectores ultravioleta, diluentes, polimeros de recubrimiento,
tensioactivos y reguladores de pH con funciones para darle forma y caracteristicas
propias a la presentacion final (v.g. formar emulsiones,), mejorar la estabilidad y
aumentar lavida Gtil durante el almacenamiento. La concentracion total de las mezclas

sintéticas en las composiciones de la invencién esta preferiblemente entre 0,1% y 99,9

% (p/p)-

Para efectos de la presente invencion, vehiculo se puede definir como una sustancia o
mezcla de sustancias (v.g. disolventes, soluciones, emulsiones y suspensiones) capaces
de contener las mezclas sintética sin que se afecte su capacidad para realizar lafuncion
deseada.

Los protectores ultravioleta se seleccionan del grupo que comprende: pigmentos tales

como Oxidos de hierro, diéxido de titanio, diéxido de zinc; colorantes tales como

PCT/IB2016/056978
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licopeno, betaina, bixina, curcumina, clorofila, tartrazina, azafrén, acido carminico,
otros colorantes alimenticios y abrillantadores épticos tales como los derivados del
estilbeno.

Los diluentes se seleccionan del grupo que comprende: arcillas tales como caolin,
bentonitas y sepiolitas, amidones, derivados de la celulosa y estearatos tales como
estearato de magnesio. Los polimeros de recubrimiento se seleccionan del grupo que
comprende por: polimeros naturales tales como lignina, celulosa, almidén, carragenina,
alginato, goma arabiga, goma Guar, goma Xantan, dextranos, polimeros sintéticos tales

como derivados acrilicos (Polimetacrilatos) y poliésteres.

Los reguladores de pH se seleccionan del grupo que comprende: tampones tales como
tampon fosfato, citrato, carbonato, borato, ftalato y sus mezclas. Los tensioactivos se
seleccionan del grupo que consiste de: tensioactivos amonicos tales como ésteres de
acido carboxilico y derivados de é&cidos carboxilicos polietoxilados; tensioactivos
cationicos tales como cloruro de benzalconio y cloruro de cetilpiridinio; tensioactivos
no idnicos tales como polisorbatos (Tween 20-80), ésteres de sorbitan (Span 20-80) y

octilfenoletoxilado (Tritén); y tensioactivos anfotéricos tales como betainas y sultainas.

Las composiciones de la invencion pueden ser sdlidas en forma de polvos, granulados,
tabletas 0 pellets, o pueden ser liquidas en forma de suspension, concentrado
emulsionable o emulsion y pueden ser de aplicacion foliar, aplicacion a suelo, por
espolvoreo, por irrigacion y/o por aspersién y puede ser mezclada con compost,
fertilizantes, otros bioinsumos, extractos vegetales y agroquimicos. Adicionalmente, las
composiciones pueden contener opcionalmente agentes potenciadores bioldgicos o

guimicos de la actividad insecticida.

La concentracion de los cuerpos de oclusion del ingrediente activo en las composiciones
esta entre IxIO% y IxIO cuerpos de oclusiéon/mL con cualquiera de las mezclas
sintéticas virales anteriormente descritas. Las composiciones incluyen diferentes
coadyuvantes con funciones especificas para mejorar la estabilidad en almacenamiento

y lafotoestabilidad de las particulas virales frente alaradiacion solar.

PCT/IB2016/056978
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En una modalidad preferida adicional, las composiciones de la invencion se formulan
como polvo mojable, lacua incluye un polimero bioadhesivo que reduce los efectos de
la radiacion solar y mejora la adherencia del virus al tgjido vegetal y las mucosas
intestinales del insecto. Los componentes especificos de ésta composicién permiten
estabilizar los cuerpos de oclusién del virus durante el almacenamiento aumentando asi

lavida Gtil del bioproducto.

Algunas de las modalidades preferidas de las composiciones de la presente invencion se

describen enlas Tablas 2 a7.

Tabla 2. Composicién de polvo moiable base

COMPONENTE (% p/p) en base seca

Suspension viral con cqqcentracién entre 104 050 - 8.50

y 10%* cuerpos de oclusién/mL * ' '

Caolin 70,00 - 95,00
Oxido de hierro rojo 0,10 - 10,00
Licopeno E160d 0,10 - 15,0
E:;L?(;)rl ;g;tergl oo®?e| &cido metacrilico 1,00 - 10,00
Fosfato diacido de potasio 0,01 - 1,00
Fosfato dibasico de sodio 0,10 - 1,00

*Corresponde acualquiera de las mezclas sintéticas virales descritas.

Tabla 3. Composicion de polvo mojable No SINPV003-1

COMPONENTE (% p/p) en base seca

Suspension viral con concentracion  entre 135
104y 10! cuerpos de oclusion/mL * ’

Caolin 77,95
Oxido de hierro rojo 1,36
Licopeno E160d 13,61
Copolimero del acido metacrilico 5.48
(Eudragit SI00®) '
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Fosfato diacido de potasio

0,04

Fosfato dibéasico de sodio

0,21

*Corresponde acualquiera de las mezclas sintéticas virales descritas.

Tabla 4. Composicién de polvo mojable No SINPV003-2

COMPONENTE (%p/p) en base seca

Suspension viral con concentracion entre 250

10* y 10! cuerpos de oclusién/mL* ’

Caolin 77,80

Oxido de hierro rojo 1,36
Licopeno E160d 13,61
Copolimero  del  4cido  metacrilico 4.48
(Eudragit S100®) ’

Fosfato didcido de potasio 0,04

Fosfato dibasico de sodio 0,21

*Corresponde acualquiera de las mezclas sintéticas virales descritas.

Tabla 5. Composicién de polvo mojable No SFNPV003-3

COMPONENTE (%p/p) en base seca

Suspensién viral con concentracion entre 250

10* y 10" cuerpos de oclusién/mL * ’

Caolin 77,80

Oxido de hierro rojo 2,36
Licopeno E160d 13,61
Copolimero  del 4cido  metacrilico 3.48
(Eudragit S100) ’

Fosfato di4cido de potasio 0,04

Fosfato dibasico de sodio 0,21

*Corresponde acualquiera de las mezclas sintéticas virales descritas.
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Tabla 6. Composicion base de concentrado liguido emulsionable.

COMPONENTE (% p/p) en base seca
e o e &4 | a0
EZ;LE)(;I ;g?;argl 00)del &cido  metacrilico 0,00 al 5,00
Caolin 2,0 a 30,00
Licopeno E160d 0,05 al 5,00
Acido Borico 0,05 al 5,00
Aceite vegeta 10,00 al 70,00
Acido oléico 3,00 a 10,00
Tween 80 1,00 a 10,00
Span 60 1,00 a 10,00

*Corresponde acualquiera de las mezclas sintéticas virales descritas.

Tabla 7. Composicion del concentrado emulsionable No SINPV003-4

COMPONENTE (% p/p) en base seca

Suspension viral con concgptraci 6n entre 3.40
108y 10! cuerpos de oclusion/mL ’

Copol imero del  &cido  metacrilico 015
(Eudragit SI100) '

Caolin 10,60
Licopeno E160d 2,84
Acido Boérico 0,50
Aceite vegeta 66,49
Acido oleico 8,01
Tween 80 4,24
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Span 60 3,77

“NCorresponde a cualquiera de las mezclas sintéticas virales descritas.

Las composiciones biopesticidas de la invencion son eficaces para el control bioldgico
de insectos de los 6rdenes Himendptera, Dipteray Lepiddptera, preferentemente contra
Soodoptera frugiperda en todos sus cultivos hospederos, particularmente maiz, arroz,
algodon, cafia de azlicar y pastos. Adicionalmente, las composiciones de la presente no
requieren de alta tecnologia para su obtencion y son viables para su empleo en la

industria agricola.

Los siguientes Ejemplos ilustran la presente invencion, sin estar el concepto inventivo

restringido alos mismos.
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EJEMPLOS

Ejemplo 1. Obtencién de Genotipos

A partir de larvas de un cultivo de pastura en el Departamento de Cérdoba (Colombia)
se aisdé un nucleopoliedrovirus de 5. frugiperda (NPV003) y un granulovirus de 5.
frugiperda (VG008) (GOomez et a., 2010). Del nucleopoliedrovirus NPV003 se

obtuvieron poliedros purificados que contenian diversos genotipos de manera natural.

El proceso de obtencion de genotipos puros se describe en la FIG. 2, donde se muestra
como, a partir de la suspensién viral purificada de NPV003 se infectaron larvas de 5.
frugiperda por ingesta oral y se extrgjo hemolinfa de las larvas infectadas en el
momento del ciclo en e cua se encontraban los viriones brotados (con Unica

nucleocdpside y genoma Unico).

Mediante diversas diluciones se infectaron células de insecto de la linea Sf9 (linea
celular de 5. frugiperda). Después se seleccionaron células individuales, las cuales
contenian un solo genotipo en su interior y estos se multiplicaron mediante inyeccion en
larvas, de las cuales se purificaron las variantes genotipicas individuales después de la
muerte de los individuos. A partir de los genotipos individuales se realizaron mezclas

de los genotipos previamente seleccionados por su actividad insecticida.

Inicialmente se liberaron los viriones derivados de los cuerpos de oclusién mediante
tratamiento con soluciones de pH alcalino y se inyectaron en larvas. En el proceso de
infeccion ocurrié la co-oclusion de los genotipos seleccionados. Paralelamente, se
obtuvieron las mezclas de los genotipos realizando mezclas de los cuerpos de oclusién

gue contienen las variantes seleccionadas de manera individual.

PCT/IB2016/056978
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Ejemplo 2. Actividad insecticida de las mezclas virales

La actividad insecticida fue evaluada mediante bioensayo siguiendo la metodologia de
la gota descrita por Hughes y Wood (1981) y utilizando la Concentracion Letal 50
(CL50) determinada previamente para el virus nativo NPV0O03, correspondiente a 1x 10°
Cl/mL. Los tratamientos correspondieron al virus nativo NPV0O03, la mezcla sintética
No. 1, lamezcla sintética No. 2 y un testigo absoluto. Se utilizaron tres repeticiones por
tratamiento, cada una con 15 larvas neonatas, en un disefio completamente al azar y la
mortalidad se evalud a los 7 dias después de la inoculacion. Los resultados fueron
analizados mediante un ANOVA y una prueba de diferencia minima significativa DMS

(95%).

Como resultados del ensayo, el testigo absoluto presentd una mortalidad del 6,66%,
mientras que los tratamientos evaluados mostraron porcentajes de mortalidad
significativamente superiores (p>0,05). Con el virus nativo NPV003 se alcanzd la
mortalidad esperada para la concentracion utilizada, con un valor del 53,33%, en tanto
gue con las mezclas ensayadas (mezclas sintéticas 1y 2), se evidencié un aumento
significativo (p=0,0168) de |la actividad insecticida, con valores del 80% y 70% para las

mezclas 1y 2 respectivamente.
Los resultados se muestran en la Tabla 8, los cuales confirmaron el efecto potenciador
de las mezclas sintéticas con potencial para ser utilizadas como ingrediente activo de las

composiciones bioinsecticidas.

Tabla 8. Porcentaje de mortalidad de larvas neonatas de S. frugiperda tratadas con el

virus nativo NPV003 y dos mezclas sintéticas gjustadas a 1x 10°Cl/mL

Repeticion NPV003 Mezcla 1 Mezcla 2 Testigo
1 53,00 67,00 73,00 6,66
2 46,00 87,00 73,00 6,66
3 60,00 87,00 66,00 6,66

Promedio 53,00 80,33 70,66 6,66

Ejemplo 3. Estabilidad de las composiciones en condiciones de almacenamiento

PCT/IB2016/056978
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Para una composicion formulada segin la Tabla 4 (No SINPV003-1 abase de lamezcla
viral mezcla No 1), se empacaron muestras de 0,5 g en bolsas metalizadas de 2 cm de
ancho x 4 cm de largo y se sdllaron al vacio. Como tratamientos control se utilizaron €l
aisamiento nativo NPV003 formulado (férmula No SINPV003-1 (NPVO003-fj) y sin
formular (NPV003-nf).

Nueve muestras de cada tratamiento se almacenaron en una incubadora a 28+2°C. La
actividad insecticida fue evaluada mediante bioensayo antesy después de 1, 2y 3 meses
de amacenamiento, siguiendo la metodologia de la gota descrita por Hughes y Wood

(1981) y utilizando la CL90 determinada previamente para cada inoculo viral.

Para medir el contenido de contaminantes, se adicionaron 9 mL de Tween 80® al 0,1%
a una de las muestras y se realizaron diluciones decimales hasta IXIO-5. De las tres

Ultimas diluciones se sembraron 100 pL en cajas de Petri:

i) para la evaluacién de mohos en medio agar-papa-dextrosa suplementado
con Triton a 0,1% (agar PDA + Triton),

i) para la cuantificacién de levaduras en medio agar extracto de levadura y
malta (agar YM), y

iii) para el recuento de bacterias contaminantes en medio agar nutritivo.

Cada dilucion se sembrd por triplicado. El resultado se expresd como recuento de
unidades formadoras de colonia de contaminantes por gramo de producto (UFC/g). El
disefio experimental fue completamente al azar, con medidas repetidas en el tiempo y

todas las mediciones se realizaron por triplicado.

Como se observa en laFIG. 5, el virus nativo NPV003 presentd una pérdida del 33% de
su actividad insecticida cuando fue almacenado como suspensiéon vira sin formular
durante tres meses a 28°C. Por el contrario, el virus nativo NPV003 y la mezcla vira

(mezcla 1), los dos formulados como un polvo mojable, sdlo evidenciaron una pérdida
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de actividad del 11% cuando fueron sometidos a las mismas condiciones que €l virus
NPV003 sin formular, lo que demuestra el efecto estabilizador que brinda la

formulacion durante el periodo de almacenamiento.

Para las condiciones del estudio, laformulacién redujo en un 66% la inactivacion viral
después de tres meses de almacenamiento a la temperatura de 28°C efecto que podria

magnificarse atemperaturas mas bajas o bajo condiciones de refrigeracion.

La cinética de la pérdida de eficacia versus tiempo de almacenamiento para la mezcla
formulada se gjusté a una cinética de orden 1 con un coeficiente correlacion del 0,98.
Con la ecuacion obtenida para este modelo matematico se estimé la vida atil del
producto, considerando como la eficacia minima aceptable un 70%. Con base en esta
informacién, el producto seria estable por 8 meses almacenado a 28°C, es decir sin
requerir cadena de frio para su transporte y almacenamiento, lo que reduce los costos de
distribucién y provee una ventana de tiempo suficiente para la comercializacion del

bioinsumo.

En cuanto al contenido de contaminantes, y como se evidencia en la FIG. 6, €
contenido  de microorganismos aumenta directamente proporcional a tiempo de
almacenamiento en el tratamiento correspondiente a la suspension del virus nativo
NPV003 sin formular, con un incremento superior a una unidad logaritmica. Por el
contrario, en los dos tratamientos formulados probados (el virus nativo NPV0OO3 y la
mezcla viral en forma de polvo mojable), se presentd una reduccion significativa de los

contaminantes la cual fue inversamente proporcional al tiempo de almacenamiento.

Este comportamiento posiblemente se debe al efecto del proceso de formulacién, que
implica laremocion de agua del producto hasta una humedad final inferior al 5% en €
producto. EIl proceso de secado causa la muerte de los microorganismos, reduciendo la
carga de contaminantes en dos unidades logaritmicas y posteriormente |a baja humedad
gue reduce el metabolismo microbiano evita la proliferacion de contaminantes como

bacterias y hongos que aln permanezcan viables en laformulacion.

PCT/IB2016/056978



10

15

20

25

30

WO 2017/109605

23

La disminucién de contaminantes en e formulado, puede estar asociada con la mayor
estabilidad de la actividad insecticida, considerando que los microorganismos pueden

afectar negativamente laintegridad de las particulas virales durante el almacenamiento.

Ejemplo 4. Ensayo de Fotoestabilidad frente a laradiacion UV tipo B

Los tratamientos evaluados para este ensayo fueron el virus nativo NPV00O3 sin
formular (suspensién acuosa), el virus nativo NPV003 formulado como polvo mojable
segn laformula No SINPV003-1 de la Tabla4 y lamezcla viral formulada (Mezcla No
1), también formulada como SFNPV003-I. Se prepararon suspensiones y se gjustaron a

una concentracion de 2x10 7 Cl/mL.

Se dispusieron 200 pL de cada suspension en 5 pozos de una fila de una microplaca de
96 pozos de fondo plano. La microplaca se irradié con una lampara monocromatica
(longitud de onda 302 nm) durante 2, 4 y 6 horas, a una distancia de 10 cm de lafuente
deluz. Antes deiniciar laexposicion alaluz se cubrid la primera columna de pozos de
la microplaca con papel aluminio (un pozo de cada concentracién), consistiendo este

tratamiento en el virus no expuesto alaradiacién, tiempo O horas.

Cada 2 horas y hasta completar 6 horas, se cubrié la columna de pozos siguiente,
representando cada columna de la microplaca un tiempo diferente de exposicion a la
radiacion ultravioleta tipo B. Posteriormente, se adicionaron a cada pozo 200 ui. de una
solucidn de sacarosa a 4% que contenia un colorante azul de alimentos al 1%y se llevo
a cabo un bioensayo para determinar la actividad insecticida siguiendo la metodologia

de lagota descrita por Hughes y Wood (1981).

Para determinar la eficacia se utiliz6 laférmula de Schneider - Orelli (Zar 1999) y con
los valores de eficacia se calculé e porcentagje de actividad origina remanente

utilizando la siguiente ecuacion (Shapiro, 1989):

% Actividad Original = (B / A) x 100
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en donde:
A Eficacia del virus no expuesto

B: Eficacia del virus expuesto alaradiacion UV

La normalidad de los datos fue estimada mediante una prueba de Shapiro-Wilk (95%) y
la homogeneidad de varianzas utilizando |a prueba de Barlett (95%). Posteriormente,
las diferencias entre tratamientos fueron evidenciadas mediante una prueba DMS

(95%).

En laFIG. 7 se presentan los resultados de ensayo, en lacua se puede observar que €l
virus NPV003 sin formular, presentd una pérdida progresiva y significativa de la
actividad a medida que aument6 el tiempo de irradiacion, con una inactivacion del 49%

después de 6 horas de exposicién alalampara UVB.

El virus nativo NPV003 formulado como polvo mojable segin la formula No
SINPV003-1 mostré una inactivacion del 11,6%, en tanto que la mezcla vira,
formulada también seglin laformula No SINPV003-1, una inactivacion del 5,8%, lo que
confirma el efecto fotoprotector de la formulacion, la cua permitiria prolongar la

persistencia de las particulas virales en el ambiente.

Cabe destacar que la €ficacia final después de 6 horas de irradiacion, fue
significativamente mayor para el producto formulado a base de la mezcla viral con
respecto a formulado a base del virus nativo NPV003, 1o que sugiere también que
posiblemente la mezcla viral contribuye a la mayor fotoestabilidad del producto

formulado.
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REIVINDICACIONES
1) Una mezcla sintética de dos o més genotipos clonados a partir de
nucleopoliedrovirus patdgenos de insectos.
2) La mezcla sintética de la Reivindicacién 1, en donde los dos 0 més genotipos

clonados a partir de nucleopoliedrovirus patdgenos se seleccionan del grupo que
consistente de: NPV015, NPV016, NPV017, NPV018, NPV019, en donde:

los clones NPV015, NPV016, NPV017, NPV018, NPV019 se caracterizan por

los  patrones de restriccion con la enzima Pstl que comprenden las siguientes
bandas,

NPVO15: A,B,C,D,E,F,G,H,1,J,K,L,M,N, O, P, Q;
NPVO16: A,B,C,D,E,E, F,G,H,I1,J,L,0,P,Q;
NPVOl1l7: A,B,C,D,E,F,G,H,1,J,L,L", N, O,P,Q;
NPVO18: A,B,C,C",D,E,G,H,1,J,K,L,O, P, Q;
NPVO19: A,B,C,D,E,F,G,H,1,J,K,L,0O,P,Q;

segun latabla a continuacion:

Fragmento | NPV015 | NPV016 | NPVO17 | NPV018 | NPV019 | VG008
A 28084 28084 28084 28084 28084 14750
B 24926 24926 24926 24926 24926 14749
C 12465 12465 12465 12465 12465 14749
C' 9200
D 8864 8864 8864 8864 8864 11761
E 8481 8481 8481 8481 8481 8921
E' 7800
F 7079 7079 7079 7079 8784
G 6932 6932 6932 6932 6932 8397
H 6124 6124 6124 6124 6124 8030
I 5182 5182 5182 5182 5182 6969
J 4899 4899 4899 4899 4899 6660
K 4887 4887 4887 6430
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L 4769 4769 4769 4769 4769 5474
L 4200
M 3575 5258
N 2953 4552
N' 2700
0 2112 2112 2112 2112 2112 3485
P 1339 1339 1339 1339 1339 2212
0 1228 1228 1228 1228 1228 1705
R 1447
S 1039
T 974
u 636
Vv 521
W 400
X 300
Total 133899 | 130284 | 129384 | 129492 | 127371 | 138203

los clones NPV015, NPV016, NPVO01l7, NPV018, NPV019 también se
caracterizan por poseer las secuencias de los genes sf23 y sf24 las cuales no

amplifican en otros  aislamientos de nucleopoliedrovirus de 5.frugiperda.

3) Lamezcla sintética de la Reivindicacion 2, seleccionada de:

Mezcla sintética No 1: NPV015+NPVO016+NPV017; y
Mezcla sintética No 2: NPV015+NPV018+NPV019

4) La mezcla sintética de las Reivindicaciones 1 a 3, en donde los genotipos se
encuentran ocluidos de manera individual en un cuerpo de oclusion o co-ocluidos en la

mezcla

5) La mezcla de las Reivindicaciones 1 a 4, que ademéas comprende potenciadores
biol6gicos seleccionados de aislamientos de granulovirus, nucleopoliedrovirus de

insectos o proteinas derivadas de los mismos.
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6) La mezcla de la Reivindicacion 5, en donde el potenciador biolégico es el
granulovirus VG008 y presenta €l patron de restriccion con la enzima Pstl que

comprende las bandas listadas a continuacion:

vVG008: A,B,C,D,E,F,G,H,I1,J,K,L,M,N,O0,P,Q,R,S, T,U,V, W, X.

segun latabla de la Reivindicacién 1.

el aidamiento VG008 se caracteriza ademds porque su genoma comprende una

secuencia especifica denominada SFGV 24.

7) Lamezcla sintética de las Reivindicaciones 5 0 6 seleccionada de: :

Mezcla sintética No 3: NPVO15+NPV016+NPV017+VG008; y
Mezcla sintética No 4: NPV 015+NPV01 8+NPV019+VG008; y

en donde los genotipos se encuentran ocluidos de manera individual en un cuerpo de

oclusion o co-ocluidos en la mezcla

8) La mezcla sintética de la Relvindicacién 5, en donde las proteinas de

granulovirus o nucleopoliedrovirus pueden ser enhancinas o quitinasas.

9) La mezcla sintética de NPVs en las que un cuerpo de oclusion contiene viriones
en los cuales al menos el genoma de un virién presenta el patron de bandas generado

con laenzima Pstl y que se encuentra en las Reivindicaciones 2 0 6.

10)  Unacomposicién biopesticida que comprende al menos una mezcla sintética de

las Reivindicaciones 1a9.

11) La composicién de la Reivindicacién 10 que ademas comprende excipientes,

adyuvantes y vehiculos.

PCT/IB2016/056978



WO 2017/109605

10

15

20

32

12) La composicion de acuerdo con las Reivindicacion de 10, que ademas

comprende agentes potenciadores bioldgicos o quimicos de actividad insecticida.

13)  Lacomposicion de cualquiera de las Reivindicaciones de 10 a 13, que ademas
comprende vehiculos, coadyuvantes protectores ultravioleta, diluentes, polimeros de

recubrimiento, tensioactivos y/o reguladores de pH.

14)  Unacomposicion de acuerdo ala Reivindicaciones 10 a 13 en forma sélida tipo
polvo, granulad, tableta o pellet; en forma liquida tipo suspensién, concentrado
emulsionable o0 emulsién, para ser aplicada en formafoliar, a suelo, por espolvoreo, por
irrigacion o por aspersion opcionalmente mezclada con compost, fertilizantes,

bioinsumos, extractos vegetales o agroquimicos.

15) La composicién de las Reivindicaciones 10 a 14, caracterizada porque

comprende:

COMPONENTE

Suspension viral con concentraciéon entre 104y 101! cuerpos
de oclusién/mL*

Arcilla

Oxido de hierro

Colorante

Copolimero del &cido metacrilico

Fosfato diacido de potasio y Fosfato dibasico de sodio

Agua
* Corresponde a cualquiera de las mezclas sintéticas

16) La composicion segin las Reivindicaciones 10 a 14, caracterizada porque

comprende:

COMPONENTE (% p/p) en base seca

Suspension viral con concentracion entre 104y 101t

cuerpos de oclusién/mL * 0,50 28,50

PCT/IB2016/056978
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Caolin 70,00 a95,00
Oxido de hierro rojo 0,10 a 10,00
Licopeno E160d 0,10 a 15,00
Copolimero del acido metacrilico (Eudragit Sl 00) 1,00 a 10,00
Fosfato diacido de potasio 0,01 a 1,00
Fosfato dibasico de sodio 0,10 a 1,00

* Corresponde acualquiera de las mezclas sintéticas

17) La composicién segin las Reivindicaciones 10 a 14, caracterizada porque

comprende:

COMPONENTE (%p/p) en base seca

Suspensién viral con concentracién entre 135

10* y 10! cuerpos de oclusién/mL * ’

Caolin 77,95

Oxido de hierro rojo 1,36
Licopeno E160d 13,61
Copolimero del 4cido  metacrilico 5.48
(Eudragit S100®) ’

Fosfato didcido de potasio 0,04

Fosfato dibasico de sodio 0,21

*Corresponde acualquiera de las mezclas sintéticas virales .

18) La composicién segin las Reivindicaciones 10 a 14, caracterizada porque

comprende:

COMPONENTE

(% p/p) en base seca

104y 10 cuerpos de oclusién/mL*

Suspension viral con concentracion entre

2,5

Caolin

77,8

Oxido de hierro rojo

1,36
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Licopeno E160d 13,61
Copol imero del  a&cido  metacrilico 448
(Eudragit SI00®) '

Fosfato diacido de potasio 0,04
Fosfato dibasico de sodio 0,21

*Corresponde acualquiera de las mezclas sintéticas virales descritas.

19) La composicion segln las Reivindicaciones

comprende:

10 a 14, caracterizada porque

COMPONENTE (%p/p) en base seca
Suspensién viral con concentracion entre 25
10* y 10" cuerpos de oclusién/mL * ’
Caolin 77,8
Oxido de hierro rojo 2,36
Licopeno E160d 13,61
Copolimero  del 4cido  metacrilico
(Eudragit S100) 3,48
Fosfato di4cido de potasio 0,04
Fosfato dibasico de sodio 0,21

*Corresponde acualquiera de las mezclas sintéticas virales descritas.

20) Lacomposicion segln la Reivindicacién 14, del tipo concentrado emulsionable,

caracterizada porgue comprende:

COMPONENTE (% p/p) en base seca
e B e
Copolimero del acido metacrilico (Eudragit Sl 00) 0,00 a 5,00
Caolin 2,0 a30,00
Licopeno E160d 0,05 a 5,00
Acido Borico 0,05 a 5,00
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Aceite vegetal 10,00 a 70,00
Acido oléico 3,00 a 10,00
Tween 80 1,00 a 10,00
Span 60 1,00 a 10,00

La composicion de la Relvindicacion 14, del tipo concentrado emulsionable,

caracterizada porque comprende:

22)

COMPONENTE (%p/p) en base seca

Suspensién viral con concentracién entre 108 y 3.4
10!! cuerpos de oclusién/mL ’
Copolimero del 4cido metacrilico (Eudragit S100) 0,15
Caolin 10,6
Licopeno E160d 2,84
Acido Bérico 0,5
Accite vegetal 66,49
Acido oleico 8,01
Tween 80 4,24
Span 60 3,77

*Corresponde acualquiera de las mezclas sintéticas virales descritas.

La composicidon segln las Reivindicaciones 10 a 21 que es utilizada para €l

control biolégico de insectos de los 6rdenes Himendptera, Dipteray Lepidéptera.

23)

control

La composicidon segln las Reivindicaciones 10 a 21 que es utilizada para €l

biolégico de Spodoptera frugiperda en todos sus cultivos hospederos,

preferentemente maiz, arroz, algodoén, cafia de azlicar y pastos.

s s s s sk sk sk sk skesie ok
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