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L RESUMEN
El gusano cogollero, Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae), es la
plaga de mayor importancia del maiz, Zea mays L., en América y su nucleopoliedrovirus
multiple (SFTMNPV) es un baculovirus altamente patogénico que puede ser una alternativa
de control al uso de los insecticidas quimicos. En el primer objetivo de este estudio se
evalud el efecto de tres dietas semi-sintéticas, elaboradas a base de harina de soya, sémola
de maiz y harina de garbanzo, sobre el desarrollo y reproduccion de este insecto.
Spodoptera frugiperda se desarroll6 satisfactoriamente sobre las tres dietas ensayadas
debido a que no observaron diferencias significativas en el peso de las larvas ni en la
reproduccion. En el segundo objetivo se evaluaron tres sistemas para la produccién semi-
masiva de un aislado mexicano del STMNPV (Sf-MER). En dos de estos sistemas, las
larvas de cuarto estadio de S. frugiperda se individualizaron en contenedores de plastico
para la replicacion del virus (exposicién al virus durante todo el experimento o sélo por 24
h) y, en el otro sistema, la replicacion del patdgeno se realiz6 en larvas mantenidas en
grupos. En los tres sistemas se us6 como base la dieta elaborada con harina de soya y las
larvas se inocularon con una concentracion del virus de 1x10° OBs/ml (del inglés occlusion
body). La productividad del virus en uno de los sistemas de larvas individualizadas
(2.85x10° OBs/mg larva) fue significativamente igual a la obtenida en la infeccion de larvas
en grupo (2.50x10° OBs/mg larva), pero en este Gltimo hubo una pérdida de 29% de larvas
por canibalismo. En la ultima parte de este estudio se evalud, en condiciones de laboratorio
y semi-campo, el efecto de tres compuestos (Tinopal C1101-1%, melaza-10% y aceite de
soya-0.5%) como fotoprotectores del SFTMNPV, esto debido a que uno de los factores que
limitan el uso de insecticidas baculovirus incluyen la inactivacion del virus por radiacion
solar UV. Para el experimento de laboratorio, se utilizaron hojas de tres plantas hospederas
de S. frugiperda (maiz, sorgo [Sorghum vulgare Pers.] y soya [Glycine max L.]), las cuales
se trataron con un aislado del STMNPV procedente de Brasil (“aislado 6””) en mezclas con
cada uno de los fotoprotectores. Posteriormente, las hojas se expusieron a luz UV artificial
durante 50 min. La mayor mortalidad de larvas se registrd en las hojas de sorgo (rango de
8.75 a 68.7%) seguido por las de soya (rango de 3.12 a 56.2%) y maiz (rango de 3.12 a
37.5%). En el experimento de semi-campo se evalué el efecto de los mismos

fotoprotectores en Mexico y Brasil, sobre los aislados Sf-MER y “aislado 6,



respectivamente, sobre plantas de maiz. En el experimento de Mexico, la actividad
bioldgica del virus, después de 2 h de exposicién solar, fue muy alta tanto en el tratamiento
de virus solo como en los tratamientos de virus combinado con los fotoprotectores (entre 93
y 100%). Sin embargo, en el Gltimo tiempo de exposicion solar (4 h) se observd una
disminucion en la mortalidad del insecto (entre 10 y 17%). En el experimento de Brasil, el
rango de mortalidad fue menor (entre 41 y 74 %) y el mayor porcentaje de mortalidad de
larvas se presento en el tratamiento Melaza (10%) + virus (73.75 + 8.53%). En conclusion,
las tres dietas ensayadas pueden utilizarse como base para la produccion in vivo del
SfMNPV en larvas individualizadas o en grupos de larvas. El uso de los fotoprotectores
aqui estudiados aun amerita futuros estudios debido a que sus efectos fueron variables y

dependieron de la planta hospedera.

Palabras clave: control bioldgico, bioinsecticidas, dietas, plagas, maiz.



II. ABSTRACT
The armyworm, Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae), is the most
important pest of maize, Zea mays L., in the Americas and its multiple
nucleopolyhedrovirus (SFMNPV) is a highly pathogenic baculovirus that can be a control
alternative to use of chemical insecticides. The first objective of this study was evaluated
the effect of three semi-synthetic diets, elaborated based on soybean, corn and chickpea
flour, on the development and reproduction of this insect. Spodoptera frugiperda developed
satisfactorily on the three diets tested because they did not observe significant differences
in larval weight or reproduction. In the second objective, three systems were evaluated for
the semi-massive production of a Mexican isolate of STMNPV (Sf-MER). In two of these
systems, fourth-intar larvae of S. frugiperda were individualized in plastic containers for
virus replication (continuous exposition of virus throughout the experiment or for 24 h
only) and, in the other system, the pathogen was replicated in larvae maintained in groups.
In the three systems, the diet based on soybean flour was used and the larvae were
inoculated with a concentration of the virus at 1 x 10° OBs (occlusion bodies)/ml. The
productivity of the virus in one of the systems of individualized larvae (2.85 x 10° OBs/mg
larva) was significantly equal to that obtained in the infection of larvae in the group (2.50 x
10° OBs/mg larva), but in the latter there was a 29% loss of larvae due to cannibalism. In
the last part of this study, the effect of three compounds (Tinopal C1101-1%, molasses-
10% and soybean 0il-0.5%) as photoprotectors of the STMNPV was evaluated in laboratory
and semi-field conditions, since factors limiting the use of baculovirus insecticides include
inactivation of the virus by UV solar radiation. In the laboratory experiment, leaves from
three host plants of S. frugiperda (corn, sorghum [Sorghum vulgare Pers.] and soybean
[Glycine max L.]) were used, which were treated with an isolated STIMNPV from Brazil
("Isolated 6") in mixtures with each photoprotector. Subsequently, the leaves were exposed
to artificial UV light during 50 min. The highest mortality of larvae was recorded in
sorghum leaves (range from 8.75 to 68.7%) followed by soybean (range from 3.12 to
56.2%) and corn (range from 3.12 to 37.5%). In the semi-field experiment, the effect of the
same photoprotectors described above in Mexico and Brazil was evaluated on the Sf-MER
and “isolated 6" isolates, respectively, on maize plants. In the Mexican experiment, the
biological activity of the virus, after 2 h of solar UV radiation, was very high both in the



treatment of viruses alone and in the treatments of viruses combined with the
photoprotectors (between 93 and 100%). However, in the last time of solar exposure (4 h) a
decrease in insect mortality was observed (between 10 and 17%). In the Brazilian
experiment, the mortality was lowest (between 41 and 74%) and the highest percentage of
larval mortality was observed in the molasses treatment (10%) + virus (73.75 * 8.53%). In
conclusion, the three diets tested can be used as a basis for the in vivo production of
SfMNPV in individualized larvae or larval groups. The use of the photoprotectors studied
here still merits future studies because their effects were variable and depended on the host

plant.

Key words: Biological control, bioinsecticides, diets, pests, corn.
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II1. INTRODUCCION
El gusano cogollero, Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae), es
considerado una de las plagas méas importantes del maiz, Zea mays L., en México y otros
paises de América. Es una especie endémica del hemisferio occidental que se distribuye
desde el sureste de Canada hasta Chile y Argentina, incluyendo todas las islas del Caribe
(Sparks, 1979). El principal método de control contra el gusano cogollero es el uso de
insecticidas quimicos; sin embargo, el uso excesivo de estos compuestos afecta
negativamente a la salud humana, a los insectos no blanco y el medio ambiente (Williams
et al., 1999). Esta situacion ha incrementado la necesidad de estudiar opciones

ecoldgicamente méas aceptables para el control de este insecto.

La familia Baculoviridae es la mas numerosa y ampliamente estudiada, con
aplicaciones en programas de control de plagas agricolas y forestales (Moscardi, 1999;
Williams et al., 1999; Cisneros et al., 2002; Armenta et al., 2003). En general, los
baculovirus (BVs) se caracterizan por ser altamente infectivos y especificos de insectos
(Moscardi, 1999). Un aspecto fundamental para el desarrollo de los baculovirus como
agentes de control bioldgico, es la optimizacion y estandarizacion de sus procesos de
produccidén. Asi mismo, la seleccion del tipo de formulacién es basica para lograr un mejor
impacto para controlar las especies plaga. Debido a ello, la explotacion comercial de un
baculovirus requiere del desarrollo de tecnologias que hagan posible su produccién a un
costo aceptable (Mihm, 1983; Lasa et al., 2008).

Actualmente, los bioinsecticidas elaborados a base de BVs que se encuentran en el
mercado son el resultado del sistema de produccién in vivo. Este sistema involucra la
inoculacion de cantidades masivas de larvas, la cria del huésped durante la replicacion del
virus y la obtencion de los cuerpos de inclusién (OBs, del inglés occlusion body) (Sciocco
de Cap, 2001), y para la produccién masiva del huésped es necesaria la exploracion de
dietas semi-sintéticas para la alimentacion del insecto huésped es un punto clave que puede
repercutir directamente en la cantidad y calidad del virus producido y en los costos de
produccién (Claus y Sciocco de Cap, 2001; Etzel y Legner, 1999). Debido a ello, las dietas
deben cumplir con los requerimientos nutricionales basicos para lograr un buen desarrollo,

supervivencia y reproduccion (Shapiro, 1986; Cohen, 2001). Estas dietas incluyen fuentes
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ricas en carbohidratos, proteinas, lipidos, vitaminas y minerales, ademas de aditivos que
permitan proveer aceptabilidad por parte de las larvas como el uso de emulsificantes,
agentes gelificantes (agar o carragenina) fagoestimulantes y atrayentes, entre otros
(Gervasio, 2015; Carroll et al., 1997; Johnson y Felton, 2001). Aunado a ello, un aspecto
importante que se debe considerar para la produccion in vivo es el uso de contenedores que
permitan una adecuada distribucién de los insectos y que mantengan condiciones de
temperatura y humedad homogéneas que sean dptimas para el desarrollo de los insectos.
Para la reduccion de costos, se deben considerar tanto el tamafio de éstos como el tipo de
dieta y la densidad de larvas que se introduciran en el sistema (Zamora, 2013; Shapiro,
1986).

Por otro lado, la radiacién solar es el factor mas destructivo o limitante que afecta la
persistencia y/o actividad de los BVs. Debido a ello, varias investigaciones han propuesto
evaluar sustancias que, incorporadas en sus formulados, permitan incrementar su
efectividad en condiciones de campo (Williams y Cisneros, 2001). Estudios recientes
indican que aislados del nucleopoliedrovirus multiple de S. frugiperda (SfMNPV)
colectados en zonas agricolas de México, tienen un alto potencial insecticida y pueden ser
utilizados para el control del gusano cogollero (Garcia-Banderas, 2016), pero adn se
requieren mas estudios que permitan generar un insumo que pueda ser utilizado por los
agricultores. En el presente estudio se pretende explorar dietas semi-sintéticas modificadas
para la cria del insecto huésped, un sistema que optimice la produccion semi-masiva del
SfMNPV vy el uso de sustancias fotoprotectoras que incrementen la persistencia del inéculo

sobre plantas de maiz.
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IV. ANTECEDENTES

4.1. Baculovirus

4.1.1. Generalidades

La familia Baculoviridae incluye virus ocluidos que poseen ADN de doble cadena y afectan
invertebrados, especialmente insectos (Miller, 1997; Caballero et al., 2001). Estos virus se
caracterizan por tener un pequefio espectro de hospederos y una alta patogenicidad y
virulencia, lo que les confiere caracteristicas ideales como agentes de control bioldgico de
plagas (Lépez, 2010). EI genoma de los baculovirus se encuentra empacado en viriones con
forma de baston y ocluidos dentro de una matriz proteica conocida como cuerpo de
oclusion (OB, por sus siglas en inglés) los cuales proveen proteccion a ciertas condiciones

ambientales (Rohrmann, 2014).

Los viriones se presentan en dos formas: viriones derivados de OBs (ODV) y
viriones brotados (BV), los cuales son similares en la estructura de su nucleocépsida, pero
difieren en su origen, composicion de las envolturas y papel en el ciclo infectivo del virus
(Miller, 1997). La familia Baculoviridae estd compuesta por cuatro géneros,
Alfabaculovirus  (nucleopoliedrovisrus, NPVs, de lepidopteros), Betabaculovirus
(granulovirus, GVs, de lepidopteros), Gammabaculovirus (NPVs de himendpteros) y
Deltabaculovirus (NPVs de dipteros) (Jehle et al., 2006). Existen actualmente méas de 30
bioinsecticidas a base de baculovirus, los cuales se han utilizado para controlar a diversas
plagas en todo el mundo tanto en ecosistemas agricolas como forestales (Moscardi, 1999;
Beas et al., 2014). Por tal motivo, se han empezado a comercializar distintos productos que
utilizan aislados nativos de baculovirus en la lucha contra algunas plagas, tanto en

ecosistemas agricolas como forestales (Cisneros et al., 2002).

4.1.2. Estructura de los baculovirus

La nucleocapsida (NC) es una estructura cilindrica que presenta una forma tipica de baston,
asimetrica con una base en uno de los extremos y un apice en el otro, en su interior se

encuentra el ADN gendmico viral enrollado, empaquetado y altamente condensado
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(Federici, 1986). La principal funcién que esta estructura tiene es la de transportar la
informacion genética del virus en una forma fuertemente compactada al interior de las
células del hospedero y poder iniciar un proceso de trascripcion y replicacion del virus
(Vialard et al., 1995). El virion es el principal elemento infeccioso de los baculovirus, tanto
en la dispersion del virus entre los individuos de una poblacion como en los tejidos y
organos de un individuo. EI virion se forma cuando este adquiere una membrana que tiene
una estructura trilaminar, compuesta por dos capas de proteinas y una de lipidos
(Rohrmann, 2008).

Una de las caracteristicas de los baculovirus es que sintetizan altas cantidades de
proteinas al final del proceso infeccioso, Ilamadas poliedrina para los NPVs y granulina
para los GVs, las cuales son cristalizadas y forman una matriz proteica o OBs, los que a su
vez son una forma de resistencia del virus, ya que constituyen una proteccion mecanica de
los viriones a las agresiones ambientales y que les permite sobrevivir fuera de una célula
hospedadora por periodos largos hasta ser ingeridos por un insecto susceptible. Los OBs
son solubles en soluciones alcalinas como las que se dan en el tubo digestivo de algunos
insectos (pH 9-11) (Granados y Williams, 1986), lo cual facilita la liberacion de los
viriones para que puedan iniciar una infeccion. En los NPVs, los OBs de las distintas
especies de virus varian entre 0.5 y 15 pm y su forma puede ser cubica, dodecaédrica,
tetraédrica e irregular. El tamafio de los OBs de los granulovirus de las distintas especies es
bastante homogéneo y varia entre 160 y 300 nm de ancho por 300-500 nm de largo
(Federici, 1986).

4.1.3. Ciclo de infeccion
4.1.3.1. Infeccion primaria

El proceso de infeccion inicia cuando las larvas ingieren los OBs en el medio en el que se
alimentan, aunque existen otros métodos de contaminacion, tales como contaminacion
superficial de los huevos, la contaminacion que se da dentro del huevo, el paso a través de
los espiraculos y por parasitismo (Granados y Lawler, 1981; Mazzone, 1985). Una vez en
el interior del huésped la matriz proteica de los OBs se solubiliza en el medio alcalino pH

(9-11) (Lepore et al., 1996, Wang y Granados, 2000). Los viriones son liberados y
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atraviesan la membrana peritréfica y entran en las microvellosidades de las células
epiteliales del intestino medio por medio de fusion a la membrana citoplasmatica, ya dentro
de la membrana de la célula se dirigen al ndcleo en donde se liberan el ADN viral, ya en el
nucleo empieza la transcripcion de genes y se genera una nueva descendencia del virus
(Vialard et al., 1995).

4.1.3.2. Infeccion secundaria

La contaminacién de los demas tejidos es a causa de los BVs, la dispersion de los viriones a
mas células se da por endocitosis (Rorhmann, 2008) siguiendo dos rutas importantes de
diseminacion, que son los hemocitos y las células traqueales los cuales provocan una
contaminacion de mdaltiples drganos: epidermis, tejido adiposo, muscular, nervioso,
reproductivo, granular y células pericardiales (Passarelli, 2011). Todo el proceso infeccioso
tiene un fin que es la muerte de la larva y en una etapa muy tardia de la infeccion, las NC
adquieren su envoltura en el ndcleo (ODVs) mismos que se ocluyen en una matriz de
poliedrina para formar los OBs que son liberados por lisis celular quedando disponibles
para iniciar un nuevo ciclo de infeccion (Figura 1) (Rorhmann, 2008).

e L e
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o Insecto alimentandose de hojas con virus cVi;ior;e: >
uerpo de
@ Cuerpos de inclusién (OBs) sobre la hoja ":f“?""‘
ucleo
e Intestino de la oruga (pH basico) Citoplasma
o Viriones derivados de los cuerpos de i ion H linf:
(ODVs) las célul iteli. del i i Cavidad
Replicacién del virus en las células del insecto. intestinal
e Produccién de viriones germinados (BVs) Planta

y cuerpos de inclusién (OBs)

Figura 1. Proceso de infeccion de los baculovirus (imagen tomada de Infante-Rodriguez,
2013).
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4.1.4. Sintomatologia

Los sintomas causados por los baculovirus son notorios en aquellas especies que presentan
una enfermedad avanzada después de la ingestion del virus. Los signos que se observan son
una cuticula transparente o levemente pigmentada por los tejidos que han sido afectados,
tornandose las larvas de color blanquecino o amarillento. Los insectos exhiben, ademas,
una menor movilidad, mayor flacidez, pérdida de apetito y retraso en el desarrollo. En las
infecciones producidas por NPVs en lepiddpteros se observa que las larvas tienden a
alejarse de su fuente de alimentacion, migrando hacia las partes superiores de la planta,
donde mueren colgadas de sus patas posteriores, lisandose y dejando disponible el indculo
para ser ingerido por otros individuos de la poblacion plaga (Caballero et al., 2009).

4.2  Sistema de reproduccion in vivo de los baculovirus

Debido a que los virus son parasitos intracelulares obligados, la produccion de baculovirus
ya sea masiva o experimental se debe realizar en el individuo susceptible (in vivo) o en
células de insectos producidas in vitro (Del Rincon et al., 1997). Debido a ello, el uso de
dietas artificiales juega un papel importante porque posibilita la obtencién del virus con un
minimo nivel de contaminantes, en insectos criados asépticamente (Romero et al., 2009).
La técnica empleada para la obtencion de inoculo consiste basicamente en alimentar larvas
con dieta semi-sintética, la cual es superficialmente contaminada con la suspension del
virus o integrada a la dieta (Caballero et al., 2009). Una vez que las larvas han sido
infectadas, su desarrollo continla bajo condiciones controladas de fotoperiodo vy
temperatura. Las larvas muertas son recogidas y los cadaveres triturados y homogenizados

obteniendo una produccién de OBs (Caballero et al., 2009).

Algo de suma importancia es definir la dosis del inéculo, asi como el estadio
larvario méas adecuado para inocular, ya que deben determinarse experimentalmente con el
objetivo de asegurar la maxima produccion de OBs por individuo con la minima dosis de
inoculacion (Del Rincon et al., 1997). Murhammer (1996) sefiala que un objetivo de la
produccién masiva es mantener una colonia de insectos altamente tecnificada y bajo
condiciones Optimas de cria, que permita proveer cantidades masivas de individuos

susceptibles, en forma continua y sincronizada para producir los OBs. Todo esto con la
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mejora de contenedores para la cria de insectos y produccion de virus con dietas bajas en
costos. Otro aspecto importante es que tanto las dietas para los insectos como los sistemas
de cria masiva, deben ser especificamente desarrollados para cada sistema hospedero-

baculovirus (Caballero et al., 2009).

4.3. Efecto del medio ambiente en los baculovirus

La habilidad de los baculovirus para permanecer activos depende en su mayoria de las
condiciones del medio ambiente (Young, 2005). Al respecto, se ha demostrado que la
temperatura por encima de 50 °C puede producir la inactivacion del virus en cuestion de
minutos (Young, 2005); sin embargo, las temperaturas bajas mantienen su viabilidad
durante varios afios (Batista et al., 2001). Otros de los factores de importancia es el pH, ya
que valores alcalinos superiores a 8-9 la inactivacion de los virus puede ocurrir en minutos,

mientras que a valores cercanos a la neutralidad es estable (Young, 2005).

La exposicion solar es el factor mas destructivo de los baculovirus (Sporleder et al.,
2000), ya que después de cuatro horas de exposicion a la radiacién solar los baculovirus
pierden su actividad hasta un 92% (Tamez-Guerra et al., 2010). Los dafios se ven reflejados
en la molécula de ADN provocando lesiones directas como el rompimiento de la hebra en
la molécula de ADN debido a la formacion de dimeros de pirimidina, impidiendo asi su
replicacion y la consecuente formacion de viriones nuevos (Wakefield et al., 2004, Devotto
y Gerding, 2003, Chaparro, 2008). Debido a esta limitante se recomienda la aplicacion del
bioinsecticida en horas de menor incidencia de radiacion solar (Caballero et al., 2001).

4.4. Sustancias fotoprotectoras en formulaciones de baculovirus
La formulacion de los baculovirus consiste en reducir o eliminar los factores que limitan la
eficacia del producto. Ademas del efecto protector, se ha comprobado la capacidad que
poseen algunos compuestos fotoprotectores para potenciar la actividad insecticida de los
baculovirus.
De acuerdo al modo de accion, estas sustancias se clasifican con las siguientes
denominaciones i) absorbentes: sustancias que se caracterizan por tener un amplio

espectro de absorcion de radiacion UV (Ballesteros, 2006); entre ellas el carbon activado,
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rojo congo, sulfato de lignina y tinta india, entre otros (Williams y Cisneros, 2001); ii)
abrillantadores opticos: también conocidos como blanqueadores dpticos, son un grupo de
derivados del estilbeno, que tiene una capacidad de absorber la radiacion UV y emiten luz
en la region azul del espectro visible. Los abrillantadores Opticos son ampliamente
utilizados en la industria textil, papel y plasticos, para dar brillo (Shapiro, 1992). Shapiro y
Robertson (1990) describieron su uso como fotoprotector para los baculovirus con buenos
resultados, con éstos, se ha demostrado que los virus formulados con abrillantadores
mantienen hasta el 100% de su actividad insecticida hasta después de dos semanas de
exposicion a la radiacion solar. iii) Colorantes y aceites: éstos también han demostrado
tener un efecto fotoprotector, ya que la mayoria absorbe la radiaciéon UV, como resultado
de esta actividad se ha probado la actividad de colorantes como, el indigo, el carmin, los
cuales obtuvieron resultados satisfactorios en la fotoestabilidad del nucleopoliedrovirus de
Spodoptera litoralis (Boisduval) (Ragaei, 1999), también colorantes como el verde de
lissamida, amarillo de acridina, el azul alcalino y el mercurio cromo han resultado
efectivos, pues redujeron la inactivacién del nucleopoliedrovirus de la palomilla Lymantria
dispar L. (Shapiro y Robertson, 1990). El aceite de soya, que es de origen vegetal, también
ha sido probado como protector de baculovirus contra la radiacion solar por Gomez y
Rumiatto (1987) en Brasil, donde se aplicO como protector del virus de Anticarsia

gemmatalis (Hubner) registrando una fotoproteccién de 80 a 93%.

4.5. Importancia del maiz y S. frugiperda

El maiz, Zea mays L., es uno de los cultivos mas importante a nivel mundial, ocupa el
tercer lugar después del trigo y del arroz, produciendo 1,025.6 millones de toneladas
(FIRA, 2017). En México, el maiz es el cultivo de mayor importancia, desde el punto de
vista alimentario, industrial y social (Guzman-Soria et al., 2011). La produccién de maiz en
México se divide principalmente en maiz blanco y amarillo con una produccién de 23.6 y
3.5 millones de toneladas, respectivamente (SAGARPA, 2016). Este cultivo es atacado por
varias especies de insectos, estos pueden alimentarse tanto del area foliar como de la
semilla. Las especies mas importantes que se pueden mencionar son: S. frugiperda,;
Diabrotica balteata Leconte y Diabrotica spp. (Coleoptera: Chrysomelidae); gallina ciega,

Phyllophaga spp., Cyclocephala spp., (Coleoptera: Scarabaeidae); gusanos cortadores,
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Agrotis ipsilon (Hufnagel), Agrotis spp; gusano soldado Spodoptera exigua (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae); trips, Frankiniella spp., (Thysanoptera: Thripidae); acaros
Tetranychus spp., Paratetranychus spp., Olygonychus spp., (Trombidiformes:
Tetranychidae); y el frailecillo Macrodactylus sp., (Coleoptea: Scarabidae) (CIMMYT,
1987). El gusano cogollero es la plaga que se documentard a mayor profundidad por ser el
objeto de este estudio.

4.5.1. Daiios causados por S. frugiperda

Los dos primeros estadios larvales de la plaga se alimentan de la hoja a manera de
raspaduras sin romper el parénquima, lo que le da una apariencia de ‘“ventanas”.
Posteriormente, las larvas se trasladan al cogollo, el cual es punto de crecimiento de la
planta y puede provocar dafios que retrasan el desarrollo de la planta. Los estadios larvales
mas avanzados se localizan en el suelo, barrenan los tallos de la plantula a nivel del cuello.
Ocasionalmente, algunas larvas grandes penetran el elote ya sea en la base o en la parte
media de éste, destruyendo los granos y favoreciendo la entrada de otros insectos y
patdgenos (Bautista, 2006), posteriormente el sexto estadio larval penetra en el suelo para
pupar a una profundidad de 3 a 5 cm (Pacheco, 1994).

Es bien conocido que S. frugiperda es la principal plaga del maiz, sin embargo, la
plaga también tiene hospederos alternos. Casmuz et al. (2010) realizaron una revision
bibliogréafica de los hospederos del gusano cogollero e identificaron un total de 186 de

plantas distribuidas en 42 familias.

4.5.2. Ciclo de vida de S. frugiperda y su distribucion geografica

El gusano cogollero es un insecto que presenta una metamorfosis completa u holometébola,
es decir, presentan los estados de desarrollo de huevo, larva, pupa y adulto (Figura 2). La
duracion del ciclo depende de las condiciones del ambiente, aproximadamente entre 35 y
40 dias y depende de la temperatura y la humedad (Murda et al., 2003). La etapa de huevo
tiene una duracion que puede estar en un rango de tres a cinco dias (Montes-Molina et al.,
2009). La duracion de la etapa larval y de pupa es variable segun las condiciones climaticas
y el tipo de alimentacion. Murda et al. (2003) mencionan que puede durar ~14-22 dias y

para la pupa el tiempo estimado de desarrollo es de ~7-13 dias, los cuales los pasa
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generalmente en el suelo (Murla et al., 2003). Los adultos son palomillas con alas
anteriores café grisaceo y presentan dimorfismo sexual, con una longevidad de 10 a 12 dias
en promedio (Murda et al., 2003).

Huevos: 3-5
dias.

Larva:
14-22
dias.

Pupa: 7-13 dias.

Figura 2. Ciclo de vida de S. frugiperda.

Spodoptera frugiperda es un insecto tropical cuya distribucion se extiende desde
Argentina hasta Norteamérica (Lopez-Edwards et al., 1999; Pashley et al., 2004; Busato et
al., 2004; Clark et al., 2007; Martinelli et al., 2007). Recientemente, se reportd su presencia
en el continente Africano (Goergen, 2016). Busato et al. (2004) sefialan que este insecto es
considerado como una de las plagas primarias de cultivos de maiz y secundaria en algodon,
arroz y algunas hortalizas en Estados Unidos y Brasil. De igual manera, la distribucion de

esta plaga es bastante amplia en México (Bautista, 2006; Hernandez et al., 2008).

4.5.3. Métodos de control de S. frugiperda

El principal método de control es el uso de insecticidas quimicos debido a la rapida accion

que éstos ofrecen (McConnell y Hruska, 1993); sin embargo, existen practicas culturales
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gue ayudan a regular a las plagas. A continuacion, s6lo se mencionan al control quimico y

bioldgico.

Control quimico. Este método de control es ampliamente utilizado por los agricultores,
por su velocidad de accion, costos y facil aplicacion (McConnell y Hruska, 1993). Los
piretroides, fosforados y carbamatos son ampliamente usados para el control de S.
frugiperda. Sin embargo, el uso excesivo en las aplicaciones de estos productos aumenta su
nivel de resistencia. Ademas, dichos productos perjudican al humano, medio ambiente e
insectos benéficos (Jiménez, 2009). En el periodo 1987-1990 en Mexico se realizd un
monitoreo sistémico de resistencia en el gusano cogollero del maiz, estudio que sefialé alta
resistencia a insecticidas organofosforados (Pacheco-Covarrubias, 1993). En el afio 1991
aumentaron los casos documentados de resistencia en poblaciones de S. frugiperda
provenientes de Gainesville, Florida, Estados Unidos de América, las cuales mostraron
niveles de resistencia moderados, a insecticidas de los principales grupos quimicos
(organofosforados, carbamatos y piretroides), como resultado de la enorme presion de

seleccion a la que fue sometido el insecto en esa zona productora de maiz (Yu, 1991).

Control biologico. Una de las formas de manejar poblaciones plaga, que consiste en el uso
de uno o méas organismos para reducir la densidad plaga, a su vez se puede definir como el
uso de organismos benéficos (enemigos naturales) contra poblaciones plaga para reducirlas
a una escala donde no puedan causar dafio economico (DeBach, 1982). Nicholls (2008) y
Badii y Abreu (2006) hacen mencion de los siguientes enemigos naturales entomofagos
para este lepiddptero: i) depredadores: chinche pirata, Orius insidiosus (Say) (Hemiptera:
Anthocoridae); crisopas, Chrysoperla carnea Stephens (Neuroptera: Chrysopidae);
catarinas, Cycloneda sanguinea L., Hippodamia convergens (Guerin) y Olla abdominalis
(Say) (Coleoptera: Coccinellidae), ii) parasitoides: Chelonus insularis Cresson y Meteorus
laphygmae Viereck, (Hymenoptera: Braconidae) y iii) agentes entomopatdogenos tales
como: Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin y Entomophthora aulicae (Reichardt),
protozoarios; Nosema laphygmae Weiser, nematodos; Hexamermis sp. y bacterias como

Bacillus thuringiensis (Berliner) y los baculovirus (NPV y GV) (Garden y Fuxa, 1980).
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4.6. El Nucleopoliedrovirus miltiple de S. frugiperda

El SFTMNPV ha sido estudiado intensivamente desde comienzos de la década de los 70s,
debido al potencial que tiene en su uso como bioinsecticida (Summers y Anderson, 1973).
Se ha demostrado que este virus es capaz de generar epizootias cuando su huésped se
encuentra en altas densidades (Hamm y Young, 1971). Es altamente patogénico en contra
de su hospedero homdlogo el gusano cogollero y con una virulencia semi-permisiva para
hospederos alternos como los lepiddpteros S. exigua y Spodoptera littoralis (Simoén et al.,
2004). En paises como Colombia, Brasil, Pert, Honduras y México se han realizado
estudios para validar que STMNPV es efectivo en laboratorio y campo (Moscardi, 1999;
Barrera et al., 2011). En México y Honduras se realizaron experimentos en campo y se
comprobd una mortalidad de aproximadamente 40% al ser aplicado en solucion acuosa a 6
x 10 OBs/ha de maiz (Williams et al., 1999). Sin embargo, debido a su baja deficiencia
ante la radiacion solar se necesitan realizar mas estudios que validen el uso de distintas

sustancias fotoprotectoras.
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V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Evaluar tres dietas semi-sintéticas para la cria de S. frugiperda, la produccion semi-
masiva del STMNPV vy el efecto de sustancias fotoprotectoras en sus formulados sobre

plantas de maiz.

5.2. Objetivos particulares
e Evaluar tres dietas semi-sintéticas para la cria del gusano cogollero.
e Evaluar tres sistemas para la produccion semi-masiva in vivo del SFTMNPV.

e Evaluar el efecto de sustancias fotoprotectoras en formulados del SFTMNPV de un

aislado mexicano y otro brasilefio sobre plantas de maiz.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Cria del insecto

Los individuos de S. frugiperda utilizados en la presente investigacion provinieron de una
colonia establecida en el laboratorio de Entomologia Agricola del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IIAF). Los adultos se alimentaron con una
solucion de miel de abeja al 15% Yy las larvas con una dieta semi-sintética modificada de
Mihm (1983), la cual se describe en el apartado 4.4. Como sustrato de oviposicion para los
adultos se utilizaron bolsas de papel de estraza del No. 12, mismas que se reemplazaron
periddicamente. Las condiciones ambientales de cria y de los bioensayos se mantuvieron en
25+ 2°C, 75+ 5% de HR y 16:8 (L: O).

6.2. Replicacion de los virus

Aislado mexicano. El aislado denominado Sf-MER se obtuvo del laboratorio de Patologia
de Insectos del IIAF, cuya actividad biologica fue previamente estudiada por Garcia-
Banderas (2016) y que procede de muestras de suelo colectadas en cultivos de maiz de la
Peninsula de Yucatan. Para incrementar el inoculo, se realiz6 un pase de replicacion en
larvas de cuarto estadio mediante la técnica de inoculacién de la gota (Hughes y Wood,
1981). Las larvas infectadas y muertas con evidentes sintomas del virus se maceraron y
purificaron mediante filtracion. Por altimo, el virus se cuantificé en una camara de conteo
Neubauer (10%cm®) a 40x con un microscopio con contraste de fases. Finalmente, la
suspension del virus (2.47 x 107 OBs/ml) se almacend a -20°C hasta su uso. Con este
aislado se realizaron los experimentos de evaluacién del sistema in vivo, asi como la
evaluacion del efecto de sustancias fotoprotectoras sobre plantas de maiz en semi-campo en

México.

Aislado brasileiio. El aislado denominado “aislado 6” se colectd en el afio 2006 en larvas
de S. frugiperda infectadas sobre plantas de higerilla, Ricinus communis L. Posteriormente,
el virus se depositd en el banco de patdgenos de la Empresa Brasilefia de Investigacion
Agropecuaria (EMBRAPA), Institucién Estatal Federal Publica Brasilefia vinculada al
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Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Abastecimiento de Brasil. Para incrementar el
indculo, se realizd un pase de replicacion en larvas de cuarto estadio mediante la ingestion
de hoja contaminada. Para ello, hojas de maiz contaminadas con el virus a una
concentracion de 6.9 x 108 OBs/ml se colocaron en contenedores de plastico con capacidad
de 2 L y después se liberaron 400 larvas que previamente habian estado sin alimentarse
durante 8 h. Después de 48 h, las larvas se transfirieron e individualizaron en bandejas (20
cm de ancho x 28.30 cm de largo) subdividas en 16 celdas provistas con dieta semi-
sintética libre de virus. Una vez que las larvas manifestaron los sintomas de infeccion, se
colectaron y se obtuvo el virus, el cual se purifico y cuantificdé obteniendo una
concentracion de 6.9 x 10’ OBs/ml. Con este indculo se realizaron los experimentos para
evaluar el efecto de la luz UV sobre formulados con sustancias fotoprotectoras en

condiciones de laboratorio y semi-campo en Brasil.

6.3. Evaluacion de dietas semi-sintéticas para la cria de S. frugiperda

Se evaluaron tres dietas para la cria del insecto: i) una dieta estdndar ampliamente utilizada
para la cria de ndctuidos (dieta modificada de Mihm, 1983), ii) una dieta descrita por el
CIMMYT (1987) con algunas modificaciones, y iii) una dieta basada en harina de garbanzo
(Polania et al., 2009) con algunas modificaciones (Cuadro 1). En general, las
modificaciones de las dietas se basaron en la sustitucién y/o disminucion del 50% de la
harina de soya, la adicion de harina de maiz y garbanzo, una reduccion del germen de trigo,
la sustitucion de las vitaminas Varnderzant por vitaminas de uso pecuario Vitafort® A
(Ciudad de México, México) y la exclusién del formaldehido (Cuadro 1). Los minerales
mas esenciales se determinaron con base a la formula de las sales de Wesson’s (Elvira et
al., 2010).
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Cuadro 1. Ingredientes de las tres dietas utilizadas.

Dieta
Ingredientes gr/ml Estandar Estandar- Garbanzo
modificada

Agua destilada 1000 900 1000
Agar 14 10 10
Germen de trigo 31.7 4 4
Harina de garbanzo 0 0 183.3
Sémola de maiz 0 70 0
Harina de soya 81 40 0
Levadura de cerveza 25 20 60
Azucar 13 0 0
Acido benzoico 1.6 1.6 1.6
Acido ascérbico 4.3 4 4
Sales Wesson 5.25 5 5
Nipagin 1 1 1
Acido acético 12 12 12
Cloruro de colina 7.3 7.3 7.3
Antibiotico 2 2 2
Vitaminas 1 1 1

El desarrollo y la reproduccion de una colonia de laboratorio de S. frugiperda se
evaluaron cuando las larvas se alimentaron con las tres dietas distintas. Para ello, un grupo
de aproximadamente 100 larvas neonatas se colocaron en contenedores de plastico de
medio litro y se les permitié alimentarse con la dieta correspondiente hasta que mudaron al
tercer estadio. Posteriormente, se seleccionaron 50 larvas al azar, las cuales se pesaron y
colocaron, individualmente, en vasos de plastico de 28 ml de capacidad (Envases Cuevas,
S. A. de C.V, México). En cada vaso se colocd un cubo de dieta (~ 1.5 g) y, conforme el

avance de la alimentacién de las larvas, la dieta se remplazo6 periédicamente. Se realizaron
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tres repeticiones por cada dieta. Los individuos se pesaron, por segunda ocasion, cuando las
larvas mudaron al quinto estadio y cuatro dias después de la formacion de la pupa.

Las condiciones ambientales de las crias fueron las mismas que las mencionadas en
el apartado de Cria del insecto. Las variables de respuesta fueron peso de larvas en tercer y
quinto estadio, peso de pupas al tercer dia después de su formacion y reproduccion
(fecundidad y fertilidad). Para determinar la fecundidad y fertilidad de las hembras
provenientes de cada dieta, se utilizaron 10 parejas de adultos virgenes (24 h de edad).
Cada pareja se colocé en una bolsa de papel estraza del No. 2. En cada bolsa se colocé un
vaso de plastico de 10 ml que contenia algodén impregnado con una solucién de miel de
abeja al 15%. Una vez que inicié el periodo de oviposicion, las bolsas de papel se
reemplazaron diariamente y se contabilizé el namero de huevos por masa por dia. Todos
los adultos se revisaron diariamente hasta su muerte. EI porcentaje de eclosion de larvas se
determiné en base a las masas de huevos de la segunda oviposicién. Se consideraron
huevos fértiles aquellos donde existié formacion y eclosion de la larva, mientras que los
infértiles fueron aquellos donde no existio formacion de la larva. Los datos de todas las
variables determinadas se analizaron con el programa SAS mediante el modelo lineal
generalizado (GLM). La separacion de medias se realizd mediante la prueba de

metodologia de minimos cuadrados (P < 0.05.)

6.4. Produccion semi-masiva del S-MER

Todos los experimentos de produccion semi-masiva se realizaron con el virus Sf-MER a
una concentracion que provocé ~90% de mortalidad (~1X10° OBs/ml), dicha concentracion
se determin6 mediante ensayos previos. La produccion del virus se llevo a cabo con el uso
de la dieta estandar-modificada del experimento anterior. Se realizaron tres tratamientos

que se explican a continuacion.

Tratamiento 1. La dieta se corto en ldminas de aproximadamente 1.5 cm de ancho por 15
cm de largo y 5 mm de alto, las cuales se colocaron en contenedores de plastico
transparente (19 cm de ancho x 26 cm de largo). Se aplicé el in6culo del aislado Sf-MER

sobre la dieta y se dej6 secar por 30 minutos. Posteriormente, se introdujeron 50 larvas de
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cuarto estadio de S. frugiperda con un periodo de ayuno de 12 h. Después de 24 horas de
consumo de la dieta, las larvas se trasladaron a cajas de cultivo celular de 24 celdas donde
se continuaron alimentando con la misma dieta hasta su muerte. Previo a la muerte, las
larvas se colocaron en microtubos de 1.5 ml y se preservaron a -20°C. Posteriormente, se
procedio a la cuantificacion de la produccion de OBs por mg de larva con base a la técnica
publicada por Lasa et al (2008).

Tratamiento 2. La dieta se vertié en un contendor de ~ 24.5 x 24.5 cm con la cantidad
suficiente para tener un grosor de ~ 5 mm. Después de su secado, el inoculo se dispersé con
una espatula metalica y se dejo6 secar por una hora. Posteriormente, sobre la dieta se coloco
una rejilla de plastico con celdas de ~ 15 x 15 mm provista por el fondo con una malla
metalica de acero inoxidable y se colocaron individualmente 50 larvas de cuarto estadio
con las mismas condiciones de ayuno gue el sistema anterior. La rejilla se cubrid con una
malla metalica para evitar el escape de las larvas y permitir una adecuada ventilacion. La
colecta de las larvas y cuantificacion de la produccién de virus se realizaron de la misma

forma que en el tratamiento 1.

Tratamiento 3. Las condiciones de este tratamiento fueron las mismas que las del
tratamiento 1, con excepcion de que las larvas no se retiraron del contenedor después de 24
horas de alimentarse con la dieta tratada. Después de este tiempo, la dieta tratada con virus
se sustituyd por una dieta sin tratar. Las larvas permanecieron en el contenedor
alimentandose hasta el momento justo previo a la muerte y de esta manera poder observar

la pérdida por canibalismo.

En los tres tratamientos, las larvas se pesaron individualmente antes de colocarlas
sobre la dieta. Se realizaron tres repeticiones con 50 larvas por repeticion. Se tomo6 una
muestra al azar que represento el 30% de larvas muertas por repeticion para cuantificar la
produccién del virus. Los analisis de peso larvario y produccion del virus se realizaron con
el programa SAS mediante GLM. La separacion de medias se realiz6 mediante la prueba de
metodologia de minimos cuadrados (P < 0.05.)
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6.5. Efecto de la luz UV sobre formulados de virus en condiciones de
laboratorio

Para el presente experimento se utilizd un virus procedente de Brasil “aislado 6” a una
concentracion de 6.9 x 10" OBs/ml. Se evaluaron los siguientes tratamientos: i) Virus solo,
i) Virus + el abrillantador éptico Tinopal® C1101 al 1% (muestra de laboratorio de Ciba
Especialidades Quimicas, México, D. F. (Velasco et al., 2010), iii) Virus + melaza de cafa
de azdcar al 10% (Martignoni e Iwai, 1985), y iv) Virus + Aceite de Soya al 0.5% (Sinha®,

Industria Brasileira, Oleo de Soja Refinado).

6.5.1. Diseiio del experimento

Se utilizaron cajas de Petri de cristal de 13.5 cm de didmetro x 2.5 de altura, en las cuales se
vertieron 45 ml de cada uno de los formulados mencionados anteriormente. Estas cajas se
colocaron en una campana de radiacién de 130 cm de ancho por 67 cm de altura provista
con una lampara de luz ultravioleta con un rango de 200 a 280 nm. La altura entre la base
de las cajas de Petri y la lampara fue de 60 cm. Las cajas de Petri que contenian los
formulados se expusieron a la luz durante 50 min, con excepcion del tratamiento que
contenia el virus solo, el cual se utilizd6 como punto de referencia. Posteriormente, cada
formulado se vertié a una bolsa de plastico transparente y se colocaron 32 piezas iguales
(~2.5 cm x 1.5 cm) de hojas de maiz, sorgo o soya previamente desinfectadas con
hipoclorito de sodio al 1%. Las bolsas se cerraron y se agitaron para permitir la adhesion

del virus sobre las hojas.

Una vez que las piezas de hojas de maiz, sorgo o soya se trataron con los formulados,
se colocaron individualmente en dos bandejas con 16 celdas cada una y se dejaron secar
durante 30 min. Después de este tiempo, se colocaron individualmente larvas de segundo
estadio y se dejaron alimentar durante 48 h. Posteriormente, las piezas de hojas de los
distintos tratamientos se retiraron y se coloco un trozo de dieta semi-sintética libre de virus
por cada celda. La mortalidad larvaria se registr0 durante siete dias después de la
aplicacion. Se realizaron 32 repeticiones por cada uno de los tratamientos, considerandose a
cada larva como una repeticion. De los resultados obtenidos por la prueba GLM (software
SAS version 9.0), tnicamente se analizaron los resultados correspondientes a las 72 y 168

29



horas después de la aplicacion del tratamiento (hpt), esto porque en dicho periodo se

observo la mayor mortalidad larvaria durante la evaluacion del experimento.

6.6. Efecto de compuestos fotoprotectores del STMINPV en plantas de maiz

6.6.1. Experimento de semi-campo en México
6.6.1.1. Cultivo de las plantas de maiz

Se utilizaron las semillas de maiz de la var. H-318, las cuales se sembraron en bolsas negras
para invernadero (25 cm de ancho x 35 cm de profundidad) en el invernadero del Instituto
de Investigaciones Agropecuarias y Forestales. Las condiciones de siembra y
mantenimiento de las plantas se realizaron como lo describe Velasco et al. (2010). Las
plantas utilizadas para el experimento fueron de ~ 30 dias de edad, las cuales se fertilizaron
con 250 ml de la solucion nutritiva al 50% de Steiner (1984) cada cuatro dias de los
siguientes macro: Ca [NO3] 2, MgSO4, KH2PO4, KNO3 y K2S04 y micronutrientes:
manganeso, boro, zinc, cobre y molibdeno (Kelatex-Multi®, San Nicolds de Los Garza,

Nuevo Ledn, México).

6.6.1.2. Diseiio del experimento

Se aplicaron los mismos tratamientos que los descritos en el experimento anterior, con
excepcion del formulado con aceite de soya, el cual se excluyd debido al bajo efecto
fotoprotector que se observd en el experimento anterior. Se utilizo6 el aislado del virus Sf-
MER a una concentracion de 2.47 x 10’ OBs/ml. Se utilizaron plantas de maiz de ~25 cm
de altura (var. H-318), las cuales se asperjaron a punto de goteo. Las aspersiones se
realizaron bajo la sombra y, una vez que las hojas se sacaron, se tomoé la primera muestra
de hojas (tiempo cero). Posteriormente, las plantas se trasladaron a cielo abierto durante 4
h. Se realizaron dos cortes de hojas a las 2 y 4 hpt. Las hojas se cortaron desde su base y
Ilevaron al laboratorio para colocarlas a un contenedor de plastico (~ % de L) con una tapa
acondicionada para permitir la ventilacion y evitar el escape de las larvas. Por cada hoja se
colocaron 16 larvas de tercer estadio de S. frugiperda. Después de 24 h, las larvas se
transfirieron a vasos individuales provistos con dieta semi-sintética. Previo a ser expuestas

al tratamiento, las larvas se pusieron en ayuno durante 8 h. La mortalidad larvaria se
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cuantificd diariamente a partir del tercer dia y durante ocho dias. Se realizaron tres
repeticiones por cada tratamiento (una planta por repeticién). Ademas, se evalud el dafio en
las hojas de cada uno de los tratamientos segun la escala de Fernandez y Exposito (2000)
(Cuadro 2).

Cabe sefialar que este experimento se realizo durante el mes de junio (dia 8), en un
horario de 12:00 a 16:00 pm, horario en que habia una longitud de onda de 302 nm

(Weatherspark, 2018), longitud de onda que se encuentra radiacion UV tipo B.

Cuadro 2. Escala visual para estimar el dafio ocasionado por S. frugiperda al cultivo del
maiz (Fernandez y Exposito, 2000).

Grado Caracteristicas del dafio
1 Ningun dafio visible, o solamente de 1-3 dafios en forma de ventana.
2 Mas de 3 dafios en forma de ventana, y/o 1-3 dafios menores de 10 mm.
3 Mas de 3 dafios menores de 10 mm, y/o 1-3 dafios mayores de 10 mm.
4 De 3-6 dafios mayores de 10 mm, y/o verticilo destruido mas del 50 %.
5 Mas de 6 dafios mayores de 10 mm, y/o verticilo totalmente destruido.

6.6.1.3. Analisis de datos. Los datos de mortalidad larvaria de todos los
experimentos se analizaron con el software SAS version 9.0 mediante una prueba de
Modelos Lineales Generalizados (GLM). La separacion de medias se realizd6 mediante la
metodologia de minimos cuadrados (LS-Means).

6.7. Experimento semi-campo en Brasil
6.7.1. Cultivo de las plantas de maiz

Se utilizaron las semillas de maiz del hibrido Syngenta, las cuales se sembraron en macetas
de plastico (42 cm de ancho x 40 cm de profundidad). Durante aproximadamente 20 dias
las plantas se regaron dos veces al dia. Cuando las plantas tuvieron una altura aproximada
de 30 cm se fertilizaron en una sola ocasion con urea ((NH2)2CO) (~ 10 g por maceta).

Por cada maceta se sembraron 4 plantas.
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6.7.1.1. Disefio del experimento

Se aplicaron los mismos tratamientos que los descritos en el experimento anterior, pero en
este caso se utilizd una concentracion del virus de 6.9 x 10’ OBs/ml. Las macetas con las
plantas de maiz se expusieron a la luz solar durante aproximadamente 6 horas y se
realizaron las aplicaciones con cada uno de los tratamientos. Para esto, se utilizd un
aspersor manual a un volumen de 300 ml por tratamiento. Después, cada hoja de maiz se
cort en 16 partes iguales, las cuales se colocaron en una bandeja de crianza (20 cm de
ancho x 28.30 cm de largo) de 16 celdas (un corte de hoja por celda). En cada celda se
coloc6 una larva de S. frugiperda de seis dias de edad (segundo estadio) para su
alimentacion durante 24 h. Después de este periodo, los cortes de hojas de maiz se retiraron
y se remplazaron por un trozo de dieta semi-sintética libre de virus en cada celda. Cada
corte de hoja de maiz expuesta a una larva se consider6 como una repeticién. La mortalidad
por virus se registré diariamente durante 12 dias. El experimento se realiz6 durante el mes
de marzo (dia 17), en un horario de 10:00 a 16:00 pm, horario en el que habia una longitud
de onda de 291 nm (Weatherspark, 2018), longitud de onda que se encuentra radiacion UV
tipo B (Martignoni e Iwai, 1985).
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VII. RESULTADOS

7.1. Evaluacion de dietas para la cria de S. frugiperda

Peso de larvas y pupas. Las dietas estandar, estandar-modificada y dieta-garbanzo
permitieron un adecuado desarrollo del insecto. No se observaron diferencias significativas
entre estas tres dietas cuando las larvas se pesaron en el tercero y quinto estadio. Sin
embargo, el peso de las pupas que se formaron en las dietas estdndar y dieta-garbanzo fue
significativamente mayor comparado con la dieta estandar-modificada (P < 0.05) (Cuadro
3).

Cuadro 3. Peso de lavas (tercero y quinto estadio) y pupas de S. frugiperda (promedio
+EE) de individuos que se alimentaron con tres diferentes dietas semi-sintéticas.

Dietas Etapas de desarrollo

Tercer estadio Quinto estadio Pupa
Estandar 2.66 +2.23 a 9252+223a 224.69+2.29b
Estandar-modificada 2.88+2.23a 89.99+223a 21541 +2.43a
Dieta-garbanzo 298 +2.23a 97.31+2.23a 218.86 £2.34b

Literales dentro de la misma columna, seguidas por la misma letra no difieren
significativamente (P< 0.05).

Reproduccion. La fecundidad de los adultos que procedieron de las larvas alimentadas con
las tres dietas semi-sintéticas no mostré un cambio significativo (P> 0.05). La cantidad de
huevos total por hembra se observé en promedios de 1321 + 126.10, 1371 + 100 y 1240 +
106 (Fogo= 0.39; P = 0.7) (dieta estandar, estandar-modificada y dieta-garbanzo,
respectivamente). Asi mismo, no se observaron cambios significativos entre dietas en el
porcentaje de eclosion de huevos: 94 + 0.02, 93 + 0.02 y 95 + 0.02%, para cada dieta,
respectivamente (P> 0.05).

33



7.2. Produccion semi-masiva del STMNPV

No se encontraron diferencias significativas en los pesos (P> 0.05) iniciales de las larvas de
S. frugiperda del testigo y las destinadas para los distintos tratamientos (rango de 10.42 +
0.22 a 10.58 £ 0.20), con excepcion del tratamiento 2 cuyos pesos fueron ligeramente
mayores (11.41 £ 0.17) comparados con su respetivo testigo (10.50 = 0.17) (Cuadro 4). En
relacién con los pesos previos a la muerte, las larvas que se infectaron con el tratamiento 2
tuvieron un peso significativamente mayor (97.5 + 4.56 mg) comparado con el tratamiento
1 (59.50 = 3.21) y 3 (48.53 £ 6.87) (P < 0.05) (Cuadro 4). Cabe sefialar que en el
tratamiento 3 se observo una pérdida de 29 + 4% de larvas por canibalismo.

Cuadro 4. Promedio de peso inicial y previo a la muerte en larvas de cada uno de los
tratamientos evaluados.

Tratamiento Peso inicial larvas Peso inicial larvas Peso previo a la
testigo Virus muerte

Tratamiento 1 10.58 £ 0.20 a 10.66 £ 0.20 a 59.50+3.21b

Tratamiento 2 10.50+0.17 a 1141 +0.17b 97.50 £ 4.56 c

Tratamiento 3 10.41+0.28 a 10.42 +0.22 a 48.54 + 6.87 a

Literales dentro de la misma columna, seguidas de la misma letra no difieren

significativamente (P< 0.05) (ver descripcion de los tratamientos en el texto).

El mayor peso promedio de las larvas previo a la muerte por virus se observoé en el
tratamiento 2, aunque éste no fue significativamente distinto del tratamiento 1 (Cuadro 5).
Las larvas del tratamiento 3 tuvieron significativamente el menor peso promedio (P >
0.05). Por otro lado, la menor produccién de OBs por larva se observé en el tratamiento 1.
No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos 2 y 3, cuyas tasas de
produccién de virus fueron 1.4 y 1.3 veces mas altas, respectivamente, comparadas con el

primer tratamiento (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Promedio de peso de larvas de S. frugiperda previo a la muerte y produccion de
OBsl/larva entre los distintos tratamientos (ver descripcion de tratamientos en el texto).

Tratamientos N Promedio
Peso/mg* 1 49 90.64+541D
2 56 107.04+7.10b
3 20 60.25 + 10.86 a
OBS/larva® 1 44 1.96 X 10° + 8.47 X107 a
2 54 2.50 X 10°+ 9.69 X107b
3 20 2.85 X 10° + 4.02 X10%b

Literales entre los tratamientos seguida por la misma letra no son significativamente
distintas (P<0.05). 2F2,106 = 7.428, P < 0.001; bF, 106 = 9.864, P < 0.001.

7.3. Efecto de compuestos fotoprotectores del STMNPV en laboratorio y en
plantas de maiz en México y Brasil

7.3.1. Experimento en laboratorio

El inicio de la mortalidad larvaria se observé a las 72 hpt (Cuadro 6). El Virus c/UV se
obtuvo 3% de muerte en todos los casos, mientras que en el Virus s/UV se observé una
mortalidad entre 9.4 + 0.04 y 18.7 + 0.04 %. EI menor porcentaje correspondi6 para el
tratamiento con hojas de soya. No se observaron diferencias significativas entre las hojas de
maiz y sorgo. En la combinacion Virus + Tinopal (1%) c/UV la mortalidad fue
significativamente mayor en las hojas de soya (43.7 + 0.04) y maiz (34.4 + 0.04)
comparado con las hojas de sorgo (12.5 + 0.04). En la combinacion Virus + Melaza (10%)
c/UV la mortalidad fue significativamente mayor en las hojas de maiz (43.7 + 0.04)
comparado con sorgo (15.6 + 0.04). No se observé mortalidad en el bioensayo con soya. En
la combinacién Virus + Aceite de Soya (0.5%) c/UV Unicamente se observd mortalidad en
las hojas de sorgo (3.1 £ 0.04). No se observé mortalidad larvaria en ninguno de los

testigos.

A las 168 hpt, el tratamiento Virus c/UV provocd un porcentaje de muerte

significativamente mayor (68.75 + 0.04) en las hojas de sorgo comparado con las hojas de
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maiz y soya. En el Virus s/UV no se observaron diferencias significativas entre las hojas de
sorgo (46.87 + 0.04) y soya (43.75 £ 0.04), pero ambos valores fueron mayores comparado
con maiz (34.37 £ 0.04). En la combinacion Virus + Tinopal (1%) c/UV, la mortalidad fue
significativamente mayor en sorgo (43.75 £ 0.04%) y maiz (37.50 + 0.04). En contraste, en
las combinaciones Virus + Melaza (10 %) c/UV y Virus + Aceite de Soya (0.5%) c/UV, la
mayor mortalidad se observo en soya (56.25 + 0.04 y 37.50 + 0.04) seguido de sorgo (31.25
+0.04 y 18.75 £ 0.04) y maiz (3.12 £ 0.04 y 9.37 £ 0.04, respectivamente). No se observo
mortalidad larvaria en ninguno de los testigos. En el mismo periodo de tiempo (168 hpt),
las combinaciones con Virus s/UV y Virus + Tinopal (1%) c/UV provocaron el mayor
porcentaje de mortalidad en las hojas de maiz (34.7 £ 0.04 y 37.50 + 0.04 respectivamente),
mientras que en las hojas que sorgo, el Virus c/UV provoc6 una mortalidad
significativamente mayor (68.75 + 0.04) con respecto al resto de los tratamientos. No se
observaron diferencias significativas entre las combinaciones Virus s/{UV y Virus + Tinopal
(1%) c/UV (46.89 + 0.04 y 43.75 + 0.04, respectivamente). Finalmente, en las hojas de
soya tratadas con el Virus + Melaza (10%) c/UV se observo la mayor mortalidad (56.25 +
0.04) con respecto al resto de los tratamientos (rango entre 43.75 = 0.04 y 3.12 £ 0.04)
(Cuadro 6).

Asimismo, la tendencia de muerte acumulada al final del experimento mostrd un
patron distinto en algunos casos (Figura 3). En el caso del maiz y la soya, la mayor
mortalidad (> 90% Yy entre 60 y 80%, respectivamente) se observo en las combinaciones
Virus s/UV, Virus + Melaza (10%) c/UV y Virus + Tinopal (1%) c/UV, mientras que en
sorgo la mayoria de los tratamientos provocaron > 80%. En todos los casos, la combinacion
con aceite de soya provocO el menor nivel de muerte (entre 30 y 40%) (Figura 3). Los
resultados de la mortalidad total acumulada, considerado en los tres tipos de hoja para cada
tratamiento, mostraron que la combinacién Virus + Melaza al (10%) c/UV provoco la
mayor mortalidad; sin embargo, no fue significativamente diferente con respecto a las
combinaciones con Tinopal C1001 (1%) y Virus c/UV (P< 0.005).
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Cuadro 6. Porcentaje de mortalidad larvaria en los diferentes tratamientos a exposicion de UV artificial en condiciones de laboratorio.

Tiempo post-exposicion a UV (h) Tiempo post-exposicion a UV (h)
72 hptt 168 hpt
Tratamientos Maiz Sorgo Soya Maiz Sorgo Soya
Testigo 0.0+ 0.04 Aa 0.0 £0.04 Aa 0.00 £ 0.04 Aa 0.00 £ 0.04 Aa 0.00 £ 0.04 Aa 0.00 £ 0.04 Aa
Virus con UV 3.12£0.04 Aa 3.12+0.04 Aa 3.1+0.04 Aa 15.62 + 0.04 Bb 68.75 £ 0.04 Ec 3.12£0.04 Aa
Virus sin UV 18.7+0.04Ba 15.6+0.04 Ba 9.4 +0.04 Aa 34.37+0.04 Ca 46.87 +0.04 Db 43.75 + 0.04 Dab
Virus + Tinopal (1%) 34.4+0.04Ch 12.5+0.04 Ba 43.7£0.04 Bb 37.50 £ 0.04 Cb 43.75+0.04 Db 25.00 + 0.04 Ba
c/UVv
Virus + Melaza 10 % 43.7+0.04 Dc  15.6 +0.04 Bb 0.0+£0.04 Aa 3.12+0.04 Aa 31.25+0.04 Ch 56.25 + 0.04 Ec
c/uv
Virus + Aceite de 0.0+£0.04 Aa 3.1+0.04 Aa 0.0 +£0.04 Aa 9.37 £ 0.04 ABa 18.75+ 0.04 Ba 37.50 £ 0.04 Ca

Soya (0.5%) c/UV

'Horas posteriores al tratamiento.
Literales en la misma columna seguidos de la misma letra (mayuscula) no difieren significativamente (P > 0.05). Literales en la misma

fila para las diferentes hojas seguidas de la misma letra (mindscula) no difieren significativamente (P <0.05).
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Figura 3. Porcentaje de mortalidad acumulada en larvas de S. frugiperda expuestas
a los diferentes tratamientos con exposicion UV artificial en condiciones de
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7.3.2. Experimento de semi-campo en México

En general, en los tres tiempos de exposicion solar (0, 2 y 4 h), la mortalidad larvaria que se
observo en los tratamientos libres de virus (Agua, Melaza y Tinopal) fue menor al 17%
(Cuadro 7). Sin embargo, en el resto de los tratamientos la mortalidad total acumulada fue
mayor al 83%. En el tiempo cero, la mayor mortalidad se observé entre las 96 y 120 hpt en
todos los tratamientos y disminuyo significativamente en las horas posteriores. A las 2 h de
exposicion solar, se observé un rango de mortalidad entre 5 y 36% al considerar todas las
horas observadas después del tratamiento. La mayor mortalidad larvaria se observo desde
las 96 hpt en los tratamientos virus solo (18.42 = 0.04) y Melaza (10%) + Virus (36.84 *
0.04) y, a las 120 hpt, en la combinacion Tinopal (1%) + Virus (44.44 £ 0.04). A las 4 h de
exposicion solar, se observd un rango de mortalidad entre 3 y 31% al considerar todas las
horas observadas después del tratamiento. La mayor mortalidad larvaria se observo desde
las 120 hpt para los tratamientos Virus solo (22.22 + 0.04) y Tinopal (1%) + Virus (30.66
0.04), mientras que en la combinacion Melaza (10%) + Virus, la mayor mortalidad se
observo 24 h mas tarde (144 hpt) (30.66 £ 0.04) (Cuadro 7). En general, la mortalidad
acumulada después de 2 h de exposicion solar fue muy alta tanto en el tratamiento Virus
solo como en los tratamientos del virus combinado con los fotoprotectores (rango entre 93
al 100%). Sin embargo, en el dltimo tiempo de exposicion solar (4 h) se observd una

disminucion del porcentaje de muerte entre el 10 y 17%.
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Cuadro 7. Promedio de mortalidad de larvas de Spodptera frugiperda en experimento con
plantas de maiz en México.

Horas de Horas Agua Melaza Tinopal Virus Melaza (10%)  Tinopal (1%)
exposicion post- + Virus + Virus
solar tratamie
nto
0 72 0.0+ 0.04 Aa 0.0+0.04 0.0+0.04 Aa 8.3+0.04 Aa 22.2+0.04 0.0 £0.04 Aa
Aa Bc
96 0.0+ 0.04 Aa 0.0+£0.04 0.0£0.04Aa 289x0.04Ab 28.9+0.04 28.9+0.04
Aa Bc Bc
120 0.0+ 0.04 Aa 0.0+x0.04 0.0+004Aa 388x0.04Cc 38.8+0.04 41.7+0.04
Aa Cd Bd
144 83+0.04Aa 00+004 00x004Aa 111+0.04Aa 83x0.04Ab 13.9+0.04
Aa Bb
168 0.0 +£0.04 Aa 0.0+0.04 0.0+0.04 Aa 2.8 +0.04 Aa 0.0 +£0.04 Aa 11.1+£0.04
Aa Aab
192 2.7+0.04 Aa 11.1+0.04 0.0+0.04 Aa 0.0 +0.04 Aa 0.0+0.04 Aa 0.0+0.04 Aa
Aa
Total 11.1 £0.02 11.1+0.02 0.0+0.02 90.1+0.02 98.4 +0.02 95.5+0.02
2 72 0.0 +£0.04 Aa 0.0+£0.04 0.0+0.04 Aa 8.3+0.04 Aa 25.0+0.04 5.5+0.04 Aa
Aa Ba
96 0.0+ 0.04 Aa 00+£0.04 0.0+£004Aa 184+0.04 Aa 36.8 +0.04 34.2+0.04
Aa Bb Bb
120 5.5+0.04 Aa 00+£0.04 29%004Aa 16.6+0.04 Aa 13.9+0.04 444 +0.04
Aa Ba Bb
144 11.1 £0.04 Aa 00+£0.04 29+004Aa 16.6+0.04 Aa 16.6 £ 0.04 0.0 £0.04 Aa
Aa Aa
168 0.0 +£0.04 Aa 83+0.04 00x0.04Aa 16.6+0.04Ba 11.1+£0.04 0.0 +£0.04 Aa
Aa ABac
192 0.0+0.04 Aa 28+0.04 00+x0.04Aa 166+0.04Ba 0.0+0.04Ac 11.1+0.04
Aa Aa
Total 16.6 £ 0.02 11.1+0.02 5.7 +0.02 93.4+0.02 100 £ 0.02 95.3+0.02
4 72 0.0+ 0.04 Aa 0.0+x0.04 0.0+£0.04Aa 11.1+0.04Aa 11.1+0.04 2.9+0.04 Aa
Aa ABa
96 0.0 +0.04 Aa 0.0+0.04 0.0+0.04 Aa 5.2+0.04 Ba 13.1+0.04 10.5+0.04
Aa Aa Aac
120 2.9+0.04 Aa 0.0+0.04 55+0.04 Aa 22.2+0.04 8.3+0.04 30.6 £0.04
Aa BADb ABa ABb
144 0.0+0.04 Aa 0.0+£0.04 0.0%£0.04 Aa 8.3+0.04 Aa 30.6 £0.04 19.4 +0.04
Aa Bb Bch
168 2.9+0.04 Aa 00+0.04 0.0+£004Aa 194+0.04Bc 19.4 +0.04 11.1+0.04
Aa Ba Aac
192 0.0+ 0.04 Aa 16.6+0.04 0.0+0.04Aa 16.6+0.04 Bc 0.0+0.04 8.3+0.04
Bb Aac Aac
Total 5.76 £ 0.02 16.6 £ 0.02 5.55+0.02 83.0+0.02 82.7 £0.02 82.9+0.02

Literales en la misma columna seguidas de la misma letra mindscula no difieren
significativamente (P <0.0001). Literales en la misma columna seguidas de la misma letra
mayuscula para los mismos dias de cada tratamiento no difieren significativamente (P

<0.0001).
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El nivel de dafio foliar se observé en un rango entre 1.1 y 2.0 entre todos los
tratamientos y horas evaluadas; sin embargo, la mayoria de los valores se observaron entre
los niveles 1.1 y 1.7. A la 0 h de exposicion solar, las hojas con la combinacion Virus +
Tinopal (2.06 + 0.11) tuvieron el promedio de dafio significativamente mayor comparado
con los demas tratamientos, mientras que a las 2 h de exposicion, las hojas expuestas al
Tinopal solo y Virus + Tinopal presentaron mayor dafio (1.64 + 0.11 y 1.56 £ 0.11
respectivamente). Para la Ultima hora de exposicion (4 h), los tratamientos de Agua,
Melaza, Tinopal solo y Virus solo fueron estadisticamente mayores a las combinaciones
Virus + Melaza y Virus + Tinopal (Cuadro 8).

Cuadro 8. Promedio de dafio la hoja de maiz en los diferentes tratamientos, segun la escala
de Fernandez y Exposito, 2000.

Tratamiento

Horas de exposicion solar

0 2 4
Agua 1.25+0.11a 1.44 + 0.11 abc 1.47+0.11b
Melaza 1.19+0.11a 1.50 £ 0.11 abc 164+£0.11b
Tinopal 1.72+0.11b 1.64 +0.11 bc 1.50+0.11b
Virus solo 125+0.11a 131+0.11a 153+0.11b
Virus + Melaza 139+0.11a 1.25+0.11a 111+0.11a
Virus + Tinopal 206+0.11c 1.56+0.116 bc 117+011a

Literales dentro de la misma columna seguidas de la misma literal no difieren
significativamente (P <0.0001).

41



7.3.3. Experimento de semi-campo en Brasil
Cuando los resultados se analizaron en su conjunto, el mayor porcentaje de mortalidad
larvaria se presentd en la combinacion Virus + Melaza (10%) (73.75 % 8.53%) (Cuadro 9).
No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos Virus solo, Virus +
Tinopal (1%) y Virus + Aceite de Soya (0.5%) cuya mortalidad se observo alrededor del
40%. La mortalidad del testigo (Agua) (9.5%) fue significativamente menor comparado con

todos los tratamientos (Cuadro 9).

Cuadro 9. Porcentaje promedio de mortalidad (+ EE) de larvas de S. frugiperda expuestas
a los distintos tratamientos aplicados sobre plantas de maiz y después de seis horas de
exposicion solar.

Tratamiento Mortalidad
Agua 9.50+8.53a
Virus solo 40.75+8.53b
Virus +Tinopal (1%) 47.00+£8.53b
Virus +Melaza (10%) 73.75+ 853 ¢
Virus +Aceite de Soya (0.5 %) 42.25+8.53Db

Literales de los tratamientos seguidas por la misma letra no son significativamente distintas
(P<0.005).
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VIII. DISCUSION

El gusano cogollero, S. frugiperda, se encuentra ampliamente distribuido en el continente
Americano (Rangel et al., 2014). Debido a su reciente expansion al continente Africano
(Georgen et al., 2016), las investigaciones en torno a este insecto han cobrado un creciente
interés. Una parte de estas investigaciones se han enfocado en la cria semi-masiva de S.
frugiperda en condiciones de laboratorio, la cual tiene como objetivo estudiar su biologia
(Ruiz et al., 2015), proveer material bioldgico para reproducir entomopatégenos (ej.,
hongos, nematodos y virus) y/o evaluar el impacto de distintos métodos de control
(Quinter, 2015). En el presente estudio se evalu6 el desarrollo y la reproduccién de esta
plaga alimentada con tres dietas semi-sintéticas (dieta estdndar, dieta estandar-modificada y
dieta-garbanzo), todas ellas elaboradas con base en protocolos estandares, pero con algunas
modificaciones (Mihm 1983; CIMMYT, 1987; Polania et al., 2009).

En general, no se observaron diferencias significativas entre los pesos de las larvas
de tercer y quinto estadio que se alimentaron con las distintas dietas; sin embargo, el peso
de las pupas fue mayor cuando las larvas se alimentaron con la dieta-estdndar y la dieta-
garbanzo (224.69 £ 2.29 y 218.86 + 2.34, respectivamente). Posiblemente, este resultado se
relacione con un mayor peso acumulado (Llanderal, 2000) en el sexto estadio y/o con el
aporte nutricional de cada una de estas dos dietas, las cuales se elaboraron con una mayor
cantidad de levadura, sobre todo la dieta-garbanzo (60 g), componente que aporta una alta
cantidad de proteinas (40-60%) seguido del germen de trigo (25%), harina de soya y
sémola de maiz (Aguilar y Vélez, 2013). También es probable que este efecto ocurriera por
la cantidad de proteinas que aportd la harina de soya y el germen de trigo en la dieta-
estandar. Ademas, ambos compuestos son fuentes ricas de esteroles, los cuales son
utilizados como componentes estructurales de las células y sintesis de reguladores de
crecimiento naturales como la ecdisona (Cibrian-Tovar, 1994). Si bien, la sémola de maiz
fue el compuesto de mayor proporcion en la dieta-modificada (70 g), posiblemente su poca
aportacion como fuente de proteinas (5.8%) no contribuyd a incrementar el peso de las
larvas en el Gltimo estadio y, consecuentemente en las pupas, comparado con las demas

dietas.
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En general, el peso de las pupas del gusano cogollero registrado en el presente
estudio coincide con los estudios de Martinez et al. (2004) y Huerta-Valdovinos (2015),
quienes obtuvieron un peso de pupas entre un rango de 210 y 200 mg en individuos criados
sobre dietas semi-sintéticas en condiciones de laboratorio. En otros estudios, Lopez-
Edwards et al. (1999) encontraron diferencias significativas en un rango de 156 a 215 mg
entre cinco poblaciones mexicanas alimentadas con un genotipo de maiz. Villacorta y Cobo
(1978) obtuvieron un peso promedio de pupas de 195 mg cuando las larvas se alimentaron
con una dieta elaborada con base en frijol. Sin embargo, Busato et al. (2006) con una dieta
similar con base en frijol, los pesos de pupas de S. frugiperda fueron mayores (entre 254 y
272 mg). Posiblemente, la variabilidad de peso observada en los anteriores estudios,
incluido el presente, se relacione con las pequefias 0 mayores diferencias entre las dietas

y/o las condiciones de cria de los insectos bajo estudio.

En el presente estudio no se observaron diferencias en la reproduccion de los
individuos que se criaron con las tres dietas ensayadas. EI numero promedio de
huevos/hembra (rango entre 1371 + 100 y 1240 + 106) coinciden con el estudio de Huerta-
Valdovinos (2015), quien determiné que la produccion de huevos de cuatro poblaciones
mexicanas del gusano cogollero, no fue significativamente diferente y se mantuvo en un
rango entre 909 y 1,037 huevos/hembra. Asi mismo, Pacheco (1994) sefial6 que una
hembra de S. frugiperda, de origen no mencionado, fue capaz de ovipositar 1,000 huevos
en masas de hasta 300. Martinez et al. (2004) observaron que una poblacion originaria de
Chiapas alimentada con dieta semi-sintética tuvo una produccion entre 750 y 1,100
huevos/hembra. Un estudio realizado con una poblacion colombiana del insecto determind
que cuando las larvas se alimentaron con hojas de maiz y cuatro dietas meridicas, la
produccion de huevos no difirié significativamente y se mantuvo en un rango de 673 a 906
huevos/hembra (Maldonado y Polania, 2009), un efecto similar a lo observado en el

presente estudio.

Si bien, la evaluacion de las dietas semi-sintéticas es parte fundamental para la
manutencion de una cria de insectos, también es necesario el uso de éstas en
investigaciones enfocadas al desarrollo de tecnologias que hagan posible la produccion

masiva o0 semi-masiva de los baculovirus (Caballero et al., 2009). Una pauta de esta
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tecnologia se basa en el desarrollo de sistemas que permitan utilizar una alta densidad de
larvas y automatizar el proceso de la produccion del patégeno, reduciendo con ello los
costos de produccion (Quinter, 2015). Por tal motivo, en el presente estudio se evaluaron
tres sistemas para la produccion semi-masiva del SFMNPV; en dos de eéstos se
individualizaron las larvas (tratamientos 1 y 2) y uno con infeccion en un grupo
(tratamiento 3). Cabe sefialar que, posiblemente, el menor peso inicial observado en las
larvas destinadas al tratamiento 3 (10.42 £ 0.22) se reflejo en un mejor peso de las mismas
previo a la muerte (48.54 + 6.87); sin embargo, esta disminucion no afect6 la produccion de
OBs/mg de larva, ya que este tratamiento, al igual que el tratamiento 2, ofrecieron una
mayor productividad de OBs/mgde larva (2.50 y 2.85 x 10°, respectivamente).

La multiplicacion in vivo depende de las condiciones de cria apropiadas para el
desarrollo del huésped y éstos deben criarse en contenedores durante el periodo de
multiplicacién del virus (Grzywacz et al., 2014). En paises en desarrollo como México, las
perspectivas de produccidn de qué deben ser de bajo costo, debido a ello se requiere que los
contenedores sean reutilizables y que permitan métodos de limpieza efectivos para evitar la
contaminacion por bacterias y hongos. Algunas especies de insectos, como Cydia
pomonella (L.), pueden criarse en grupos durante la multiplicacion del virus. Sin embargo,
en otras especies (ej., Heliothis/Helicoverpa y Spodoptera spp.) son canibales por lo que
deben criarse individualmente para evitar la pérdida excesiva del virus (Grzywacz et al.,
2014). En el presente estudio, la productividad del virus en el sistema con individualizacion
de larvas (2.85 x 10° OBs/mg larva) fue equivalente a la obtenida por la infeccion en grupo
de larvas (2.50 x 10° OBs/mg larva); sin embargo, en este (ltimo se obtuvo una pérdida de
29% por el citado efecto de canibalismo. Similarmente, Zamora-Avilés et al. (2017)
observaron una baja recuperacion de larvas de S. exigua infectadas en grupo con el
SeMNPV debido al efecto por canibalismo y necrofagia (~25%), comportamiento también
descrito por Elvira et al. (2010). Aunque este factor puede afectar la cantidad de virus
obtenida por contenedor, es importante realizar futuros estudios que determinen si, a gran
escala, esta pérdida es significativa tomando en cuenta que un sistema de infeccién en

grupo requiere menor mano de obra.
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Generalmente, las metodologias utilizadas para la produccion comercial de los
baculovirus son parcialmente publicadas debido a la propiedad intelectual y comercial del
producto (Grzywacz et al., 2014). La vision del presente estudio fue evaluar un sistema
optimo para la produccion del SFTMNPV, pero con el uso de materiales reutilizables, de facil
obtencion y que puedan ser accesibles por los productores de menores recursos. Sin
embargo, el sistema con individualizacion de las larvas aun amerita futuros estudios, sobre
todo aquellos relacionados con el uso de dietas mas econdmicas y de facil elaboracion. El
uso de dietas elaboradas en frio tiene altas perspectivas, puesto que pueden ofrecer las
ventajas de reducir en el tiempo de su elaboracion, minimizar el riesgo de inactivacion del
virus por temperatura y reducir los costos de produccion (Zamora-Avilés et al., 2017).
Actualmente, se realizan estudios para evaluar este tipo de dietas para la produccién del

SfMNPV con el sistema de rejillas propuesto en el presente estudio (A. M. Martinez, com.

pers).

Los valores de produccion del presente estudio fueron similares a los publicados en
otros estudios. Por ejemplo, Romero y Romero (2011) observaron una produccion entre 2.3
y 5.95 x 10° OBs/larva cuando las larvas de quinto estadio de S. frugiperda fueron
infectadas con el SFMNPV. Quinter (2015) obtuvo una produccion de 5.05 x 10° OBs/larva
cuando utilizaron larvas de quinto estadio de S. frugiperda infectadas individualmente.
Ruiz et al. (2015) también utilizaron un sistema de individualizacion de larvas de S.
frugiperda y obtuvieron promedios de produccion en larvas de quinto estadio entre 2.57 x
10° y 4.64 x 10° OBs/mg de larva. Asi mismo, Velasco et al. (2012) individualizaron larvas
de S. frugiperda y obtuvieron promedios de produccién entre 3.68 x 10° y 1.3 x 10’
OBs/mg cuando infectaron diferentes estadios larvarios (primero a sexto). La diferencia
entre algunos valores posiblemente se debe a los distintos estadios del insecto utilizados, a
las distintas concentraciones del virus, genética del propio virus y/o a las condiciones

climéticas.

Por otro lado, la alta sensibilidad de los baculovirus a la luz UV es el principal
factor que afecta a la capacidad infecciosa de las particulas virales (Payne, 1986, Hawtin y
Posse, 1993). Una de las estrategias mas utilizadas para minimizar esta limitacion incluye

la incorporacion de sustancias bioldgicas o quimicas que actien como fotoprotectores en
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los formulados virales (Hawting y Possee, 1993). En el presente estudio, el efecto de tres
sustancias fotoprotectoras (Tinopal® C1101, melaza de cafia de azucar y aceite de soya) se
evaluaron en condiciones de laboratorio y semi-campo. En condiciones de laboratorio, el
tipo de hoja (maiz, sorgo y soya) influyo sobre la mortalidad de las larvas. Después de 50
min de exposicion a la luz UV, la mayor mortalidad a las 168 hpi se observé cuando el
virus se depositd sobre hojas de soya (rango de 25 a 56%), seguido de hojas de sorgo
(rango de 19 a 44%) y maiz (rango de 3 a 37%). Aunque no se tiene una explicacion clara a
este respecto, posiblemente se relacione con la estructura de la superficie foliar
(Kergunteuil et al., 2016), ya que la adhesion del virus puede ser distinta en hojas con
menor o mayor pubescencia. Por otro lado, un analisis que se realiz6 considerado en los
tres tipos de hoja, indico que el tratamiento con Melaza al 10% + virus provocé la mayor
mortalidad, aunque este no fue significativamente diferente con respecto a los tratamientos
con Tinopal C1001 1% y Virus c/UV. Este resultado puede confirmar que la melaza de
cafa de azucar y el Tinopal pueden actuar como fotoprotectores; sin embargo, el resultado
del ultimo tratamiento (Virus c¢/UV) fue no esperado, ya que en el caso del sorgo se
conservo una alta mortalidad de las larvas (81%), aun después de la exposicion a la luz UV.
Por lo tanto, se recomienda realizar nuevos experimentos para descartar la posibilidad de
factores inherentes al bioensayo.

Los resultados de los experimentos de exposicién UV solar con plantas de maiz no
fueron consistentes entre los experimentos realizados en Brasil y México, lo cual se
atribuye a las distintas metodologias utilizadas y a los factores ambientales. En Brasil, el
compuesto que conservé una mayor mortalidad de larvas por virus fue la melaza (73%)
comparado con el virus solo (9.5%), mientras que en México se observd una alta
mortalidad tanto en el virus solo como en mezclas con la melaza y el Tinopal (rango entre
83 y 100%) al considerar todos los tiempos de exposicion (0, 2 y 4 h). Aunque ambos
experimentos se realizaron en horarios similares (12:00 a 16:00 pm en Mexico y 10:00 a
16:00 pm en Brasil); posiblemente, el tipo de aplicacion y una mayor incidencia solar en
Brasil (pardmetro no evaluado en este estudio) afecté mayormente la persistencia del virus.
La temperatura promedio durante el experimento en Brasil fue superior a 33°C, mientras

que en México la temperatura fue ~ 29°C.
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La utilizacion de los abrillantadores dpticos como fotoprotectores esta ampliamente
documentado (Martignoni e Iwai 1985, Shapiro 1992; Shapiro y Robertson 1992, Hamm y
Shapiro 1992; Mondragon et al., 2007). El éxito de estos abrillantadores opticos se debe a
que poseen una alta capacidad para absorber la luz UV en la regién UV-A (320-400 nm) y
UV-B (280-310 nm). Estudios realizados en condiciones de laboratorio han dado a conocer
que los abrillantadores 6pticos Tinopal DCS-X y Tinopal DCS a una concentracion de 1y
5%, respectivamente, demostraron un alto potencial como fotoprotectores del
nucleopoliedrovirus de Orgia pseudotsugata (McDunnough) (OpMNPYV), el cual provoco
una mortalidad larvaria entre el 87 y 97% después de un periodo de exposicion de 4 h a una
fuente de UV (Martignoni y Iwai, 1985). Shapiro (1992) demostré que, de 23
abrillantadores  dpticos, ocho de ellos indujeron una proteccion completa al

nucleopoliedrovirus de L. dispar en condiciones de laboratorio.

Una de las limitantes de los abrillantadores Opticos es su alto costo, lo cual es una de
las razones principales para que los productores consideren su uso. Debido a ello, en el
presente estudio se evaluaron compuestos méas accesibles y de facil manejo. La melaza,
ademas, podria tener la perspectiva de actuar como un fagoestimulante 0 como atrayente de
enemigos naturales, pero hacen falta estudios que demuestren este potencial en campo o
posibles limitaciones sobre su efecto sobre las hojas. En el caso del aceite de soya, Shapiro
y Dougherty (1994), observaron que puede incrementar la persistencia del virus
funcionando como potenciador de la actividad bioldgica del baculovirus; sin embargo, el
presente estudio de laboratorio mostré6 una menor mortalidad larvaria cuando este

compuesto de mezcl6 con el virus.

El nivel de dafio foliar en general fue muy bajo, la mayoria de los valores se
observaron entre las escalas 1.1 y 1.7 (dafios menores de 10 mm). Posiblemente, el bajo
nivel de defoliacion se deba al poco tiempo de exposicion de las larvas sobre las hojas (24
h). Sin embargo, este tiempo fue suficiente para provocar una alta mortalidad en las larvas
de tercer estadio (rango entre 80 y 100% al considerar todos los tratamientos y tiempos de
exposicion solar), lo cual indica que al SFTMNPV es efectivo para controlar al gusano
cogollero, como se ha observado en otros estudios de laboratorio y campo (Williams et al.,
1999; Mondragon et al., 2007; Romero et al., 2009).
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IX. CONCLUSIONES
El tipo de dieta no influyd en el desarrollo larvario y reproduccion de S. frugiperda,
lo anterior indica que cualquiera de ellas puede ser utilizada para establecer una cria
masiva del insecto de manera Optima y ademds utilizarlas como base para la

produccién semi-masiva in vivo del Sf-MER.

El uso de un sistema con individualizacion de larvas permitié una adecuada

produccion del Sf-MER sin el riesgo de la pérdida del material por canibalismo.

La mortalidad larvaria dependioé del tipo de hoja (maiz, sorgo o soya). EI mayor
rango de mortalidad se observé en las hojas de sorgo (rango de 8.75 a 68.7%),
seguido de soya (rango de 3.12 a 56.2%) y maiz (rango de 3.12 a 37.5%). En
general, la mayor mortalidad (entre 60 y 90%) se observé maiz y la soya en los
tratamientos Virus s/UV, Virus + Melaza (10%) c/UV y Virus +Tinopal (1%) c/UV.

En México se observo una alta mortalidad larvaria, tanto en el virus solo como en
mezclas con la melaza y el Tinopal (rango entre 83 y 100%), al considerar todos los
tiempos de exposicion, mientras que en Brasil la mortalidad fue més baja (rango
entre 40 y 73%) y la mayor tasa se observo cuando el virus se mezcl6 con la melaza
(73%) comparado con el virus solo (9.5%). Estas diferencias se atribuyen a las
distintas metodologias utilizadas y/o a los factores ambientales que prevalecieron en

los experimentos
En general, el nivel de dafio foliar fue muy bajo; sin embargo, este tiempo fue

suficiente para provocar una alta mortalidad en las larvas de tercer estadio (rango
entre 80 y 100%).
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