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RESUMEN. El nucleopoliedrovirus mltiple de Spodoptera fpegda (STIMNPV) puede ser una potencial alternativa
para el control d8podoptera frugiperd@l. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), la plaggsnmportante del maiz. En
el presente estudio se evalud la produccién semsivam vivo de un aislamiento mexicano del STMNPV (Sf-MER).
Para ello, se utilizaron tres modelos: dos corviddalizacion de larvas (modelos 1y 2) y uno corgrupo de larvas
(modelo 3). Los modelos 1y 2 se diferenciaronlpstiempos de exposicion de las larvas al virdsi(§ exposicién
continua hasta la muerte, respectivamente) y &rse de individualizacion. Se utilizaron larvasddeestadio d&.
frugiperda las cuales se expusieron a la dieta tratadeed@iearon tres repeticiones con 50 larvas para cartkelo.
La variable para evaluar fue el peso larval previa muerte y la produccién del virus por larva/l@va). Como
resultados, no se observaron diferencias en laupoigh de Cl/larva entre los modelos 2 (2.85 % ¥@ (2.50 x 18),
pero en este Ultimo hubo una pérdida de 29% poibaksmo. La produccién de éstos dos modelos fugoma
comparado con el modelo 1 (1.96 ¥ T)/larva).

Palabras clave Baculovirus, control biol6gico, plagas de maietak de insecto.

Semi-mass production of an isolate of the multiplaucleopolyedrovirus of Spodoptera
frugiperda

ABSTRACT. The multiple nucleopolyhedrovirus of Spodoptatagiperda (STMNPV) can be a potential alternative
for the control of the fall armyworngpodoptera frugiperd@l. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), the mogianiant
maize pest. In the present study, the semi-magsivigo production of a Mexican isolate of the SffAM (Sf-MER)
was evaluated. For this, three models were usedoiuce the virus: two with individualization ofvae (models 1
and 2) and one with a group of larvae (model 3)d&ls 1 and 2 were differentiated by the exposunegiof the larvae
to the virus (24 h and continuous exposure untitilerespectively) and the individualization systérurth instar
larvae ofS. frugiperdawere used, which were exposed to the treatedTheee repetitions with 50 larvae were carried
out for each model. The variable to be evaluated whe larval weight prior to death and virus prcithn per larva
(OBsl/larva). As a result, no differences were olsgiin the production of OBs/larva between modg[8.85 x 16)
and 3 (2.50 x 19, but in the latter there was a loss of 29% dueatanibalism. The production of these two models
was higher compared to model 1 (1.96 R OBs/larva).

Keywords: Baculoviruses, biological control, maize pestseict diets.

INTRODUCCION
El gusano cogollero, es la plaga mas importantendét,Zea mayd.. Este insecto es originario
de Mesoamérica, pero después de una recienteigeatal dispersion, su presencia se registra en
Africa, Asia y Australia (Goergeet al, 2016; Qiet al, 2021). El principal método de control contra
esta plaga es el uso de insecticidas quimicogmlmargo, su uso excesivo afecta negativamente la
salud humana, a los insectos no blanco y al medlmemte (Wyckhuyt al, 2013). Esta situacion
ha incrementado la necesidad de estudiar opcioAesustentables para el control de este insecto.

La familia Baculoviridae es la mas numerosa y aampéinte estudiada, con aplicaciones en
programas de control de plagas agricolas y foess{&zewczylet al, 2006, Williams, 2018). Estos
patdgenos se caracterizan por ser altamente wdegfiespecificos de insectos (Moscardi, 1999).
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Un aspecto fundamental para el desarrollo de laslbarus (BVs) como agentes de control
bioldgico es la optimizacion y estandarizacién de procesos de produccion. Aunado a ello, la
explotacion comercial de un baculovirus requieleddsarrollo de tecnologias que hagan posible su
produccion a un costo aceptable (Lasal., 2008).

Actualmente, los bioinsecticidas comerciales elatios a base de BVs se producen con sistema
in vivo, que involucra masivas cantidades de larvas paraliacion, la cria del huésped durante la
replicacion del virus y la obtencién de los cuergesnclusiéon (Cl) (Claus y Sciocco de Cap, 2001;
Lasaet al, 2008). Para la produccion masiva del huéspegessaria la exploracion de dietas semi-
sintéticas para alimentar al insecto huésped, untopclave que puede repercutir directamente en la
cantidad y calidad del virus producido y en log@®sle producciéon (Claus y Sciocco de Cap, 2001;
Zamora-Aviléset al, 2017).

Otro aspecto importante para considerar es el esmatenedores con adecuada distribucion de
los insectos y que mantengan condiciones de tempanahumedad homogéneas que sean Optimas
para el desarrollo de los insectos. Para la redoag costos, se deben considerar tanto el tanefio d
éstos como el tipo de dieta y la densidad de laguasse introduciran en el sistema (Arrizubktta
al., 2016; Zamora-Avilést al, 2017). El presente estudio tuvo como objetival@ar tres modelos
para la produccion semi-masiva in vivo del STMNRVcendiciones de laboratorio.

MATERIALES Y METODO
Cria del insecta Las larvas d&. frugiperdase alimentaron con dieta semisintética modificela
Mihm (1983), la cual se elaboré a partir de séndelanaiz, germen de trigo y levadura. Los adultos
se confinaron en cadmaras de apareamiento y senadiroa con una solucion de miel al 15%. La cria
se mantuvo en una camara de crecimientat2%B 65% HR y 16:8 (luz: oscuridad).

Replicacion del virus El aislamiento mexicano del SIMNPV (Sf-MER) sdwiw del laboratorio
de Patologia de Insectos del Instituto de Invesiigees Agropecuarias y Forestales de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, cuya actividi@ldgica fue previamente estudiada por
Garcia-Banderast al (2020) y que procede de muestras de suelo cdtn cultivos de maiz de
la Peninsula de Yucatan. Para incrementar el ingsel realiz6 un pase de replicacién en larvas de
40 estadio (L4) mediante la técnica de inoculaciéria gota (Hughes y Wood, 1981). Las larvas
infectadas y muertas con evidentes sintomas ded g& maceraron y purificaron mediante filtracién.
El virus se cuantifico en una camara de Neuba@ed¢h?) a 400 x con un microscopio con contraste
de fases. Finalmente, la suspension del virusnsacané a -20°C hasta su uso.

Produccion semi-masiva del aislamiento Sf-MER.os experimentos utilizaron la concentracién
viral 1 x 10 Cl/ml, previamente determinada para causar ~90%af¢alidad. La produccion del
virus se realizé mediante el uso de la dieta setéista modificada de Mihm (1983): Agar (14 g),
germen de trigo (3.17 g), harina de soja (81 grdera (25 g), azucar (13 g), metilparaben (1 g),
acido ascorbico (4.3 g), &cido acético al 25 %nfl)2mezcla de vitaminas Vitafort® (1 g), antibiii
(2 g de oxitetraciclina), cloruro de colina (7.3yggales Wesson (5.25g) en 1000 ml de agua fria. Se
utilizaron larvas de 40 estadio 12 h después @edésis o muda. A continuaciéon, se describen los
modelos utilizados para produccion del virus; endoales, las larvas se pesaron individualmente
antes de ser colocadas sobre la dieta para irtiexperimento con larvas de peso homogéneo y
minimizar que la biomasa del huésped tuviera uctefobre la produccion viral.
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Modelo 1 La dieta se corté en una lamina de aproximadamk’tcm de ancho por 15 cm de
largo y 5 mm de alto, las cuales se colocaron etecedores de plastico transparente (19 de ancho
x 26 cm de largo). Seiscientos microlitros del iloalel aislamiento Sf-MER se aplicaron sobre la
dieta y se dej6 secar por 30 minutos. Posteriomnsatintrodujeron 50 larvas L4 de S. frugiperda
con un periodo de ayuno de 12 h. Después de 24£brdeimo de la dieta, las larvas se trasladaron a
cajas de cultivo celular de 24 celdas donde coatorualimentandose con la misma dieta hasta su
muerte (5-6 dias). Previo a la muerte, las largacaron en microtubos de 1.5 ml y se presenvaro
a -20°C. Posteriormente, se procedid a la cuaatikn de la produccion de Cl por larva.

Modelo 2 La dieta se vertié en un contendor de ~ 24.5 8 &¢h con la cantidad suficiente para
tener un grosor de ~ 5 mm. Después de su secadocalo se disperso con una espatula metalica y
se dej6 secar por una hora. Posteriormente, salulieta se coloco una rejilla de plastico con celda
de ~ 15 x 15 mm provista por el fondo con una nrakdalica de acero inoxidable y se colocaron
individualmente 50 larvas L4 con las mismas cories de ayuno que el sistema anterior. La rejilla
se cubrié con una malla metélica para evitar ehmsade las larvas y permitir una adecuada
ventilacion. La colecta de las larvas y cuantifiGacde la produccion de virus se realizaron de la
misma forma que en el modelo 1.

Modelo 3 Las condiciones de este tratamiento fueron lasmas que las del modelo 1, con
excepcion de que las larvas no se retiraron dekoedor hasta 24 h después de alimentarse con la
dieta tratada. Después de este tiempo, la digtd&aon virus se sustituyo por una dieta sinrtrata
Las larvas permanecieron en el contenedor alimdasinhasta el momento justo previo a la muerte
(5-6 dias) y de esta manera poder observar lagapdir canibalismo.

Andlisis de datos Se realizaron tres repeticiones por tratamieotos® larvas por repeticion. Se
tomo una muestra al azar que represento el 30%rdesI muertas por repeticion para cuantificar la
produccion del virus. Este proceso se realizé nmeelifiltracion y centrifugacion. Los andlisis de
peso larvario y produccion del virus se realizaromel programa SAS mediante GLM. La separacion
de medias se realiz6 mediante la prueba de mewidalie@ minimos cuadrados<F.05).

RESULTADOS Y DISCUSION
No se encontraron diferencias significativas enpesos P> 0.05) iniciales de las larvas &

frugiperdadel testigo y las destinadas para los distin@a®itnientos, con excepcion del modelo 2
cuyos pesos fueron ligeramente mayores (11.4124) @dmparados con los otros modelos (Cuadro
1). Es probable que el menor peso inicial obsenadtas larvas destinadas al modelo 3 (10.42 £
0.22) se reflejé en un mejor peso de éstas preldaraierte por virus (60.25 = 10.86); sin embargo,
esta disminucion no afecto la produccién de Clapa que este tratamiento, al igual que el modelo
2, ofrecieron una mayor productividad de Cl/la&Q y 2.85 x 1) respectivamente) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Promedio de peso inicial y previo a la muertdagvas deS. frugiperdaexpuestas a los modelos
de infeccion evaluados

Modelos Peso inicial larve (+ EE)

Testigc Exposicion al viru
1 Individualizadas en celdas, alimento por 15C 10.58 +0.20 10.66 + 0.20
2 Individualizadas con rejilla sobre la dieta, alinbecdntinuc 15C 10.50 £ 0.17 11.41 +0.17
3 Mantenidas y alimentadas grupalm 15C 10.41+0.28 10.42 + 0.22

Literales dentro de la misma columna, seguidas eeigma letra no difieren significativameni<(0.05).
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Cuadro 3. Promedio de peso de larvas de S. frugiperda@eela muerte y produccion de Cl/larva entre
los distintos modelos de infeccién

Modelos n Variable(x EE)
1 Individualizadas en celdas, alimento por 24 h 49 Peso/m? 90.64 +5.41
2 Individualizadas con rejilla sobre la dieta, @imto continuo 56 Peso/m?é 107.04 + 7.10
3 Mantenidas y alimentadas grupalmente 20 Peso/m? 60.25+10.86
1 Individualizadas en celdas, alimento por 24 h 44 Clllarve® 1.96 x 10+8.47 x 1’ a
2 Individualizadas con rejilla sobre la dieta, aitto continuo 54 Cl/larve® 2.50 x 10+ 9.69 x 1('b
3 Mantenidas y alimentadas grupalmente 20 Clllarve® 2.85 x 10+ 4.02 x 1€b

Literales entre los tratamientos seguida por lamaitetra no son significativamente distintBs 0.09. @2,106= 7.42,P < 0.001,;
bF2,106= 9.86,P < 0.001

La producciénn vivo es el método mas utilizado para la producciérodébbhculovirus (Claus y
Sciocco de Cap, 2001; Grzywaetzal, 2013), éste consiste en utilizar los propiosshades como
biofabricas para la replicacion del patégeno. Untad ventajas que ofrece este sistema es que no se
requiere de un equipo altamente tecnificado (Ziek&i2007). El uso de dietas semi-sintéticas y de
distintos contenedores juegan un papel importasrgue posibilitan la obtencion del virus con menor
contaminantes y un manejo relativamente mas serfBibmercet al.,, 2009).

Los valores de produccion viral del presente estadincidieron con trabajos que utilizaron larvas
de quinto estadi8. frugiperdabajo un sistema individualizado: 5.05 x 109 CWiéafQuintero, 2015)
y 2.57 x 18 a 4.64 x 109 Cl/mg de larva (Ruz al, 2015). Las diferencias entre algunos valores
sefialados anteriormente se deben a los distintadies del insecto utilizados (Rios-Velastal,
2012), a las distintas concentraciones del virusifAbietaet al, 2016), la genética del propio virus
(Barreraet al, 2011) y/o a las condiciones climaticas (Lunaispt al, 2021). En nuestro estudio
observamos que el uso de larvas de cuarto estadeepa ventaja de tener a una menor contraccion
del inoculo una alta produccion viral.

La productividad del virus en el sistema con indiinlizacion de larvas (modelo 2) fue equivalente
a la obtenida por la infeccion en grupo de lanrasdelo 3) con los cuales se obtuvo la mayor
productividad; sin embargo, en el dltimo tratamiesé perdié el 29% por canibalismo. Tanto el
canibalismo como la necrofagia son un factor advgte reduce (~25%) la recuperacion de larvas
de Spodoptera exigua(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) infectadas erupgr con su
nucleopoliedrovirus homologo (SeMNPV) (Elviea al (2010; Zamora-Avilést al, 2017). Es
importante sefialar que el sistema de individualizade larvas disefiado en el presente estudio se
obtuvo con materiales accesibles y reciclablesesibargo, aun falta estudios que permitan llevar a
escala mayor este tipo de sistemas.

CONCLUSIONES

El uso de un sistema con individualizacion de lsrparmiti6 una adecuada produccion del
aislamiento Sf-MER sin el riesgo de la pérdida meterial por canibalismo. Aunque este Ultimo
factor puede afectar la cantidad de virus obtepiolacontenedor, es importante realizar futuros
estudios que determinen si es una pérdida sigtifichajo un sistema a gran escala, considerando
gue la infeccidén en grupo requiere de una menoordarobra.
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