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RESUMEN

El maiz, Zea mayz L., es uno de los cultivos con mayor importancia cultural y econémica en
México. Este cultivo se ve principalmente afectado por el gusano cogollero, Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith). Para su control se requieren alternativas compatibles con el
ambiente. EI nucleopoliedrovirus mdltiple de Spodoptera frugiperda (SfMNPV)
(Baculoviridae) es un virus especifico capaz de generar mortalidades elevadas hacia su
huesped. El presente estudio evalud la produccion in vivo de un aislamiento nativo del
STMNPV (YUC-SfMNPV) sobre larvas de cuarto estadio de S. frugiperda alimentadas con
dos tipos de dietas: una estandar elaborada con agar (D1) y otra elaborada con fibra de soya
(D2) (Objetivo 1). Los pesos de las larvas post-mortem (68.5+ 1.70y 62.8 £ 1.71 mg) y la
produccion de particulas infectivas (cuerpos de inclusion, Cl) por larva (4.15x107 + 1.91x10°
y 5.24x107 + 7.03x106) no fueron significativamente afectados por las D1 y D2,
respectivamente. Ademas, se realizO un experimento para evaluar el tiempo Optimo de
cosecha del virus (CI por mg de biomasa) utilizando la D1 (Objetivo 2). EI nimero de CI
por mg larva fueron estadisticamente iguales entre los dias 2 y 3 y entre los dias 5 y 6 post-
inoculacién, siendo estos dos ultimos dias los de mayor produccion (3.80 y 2.78 x105 Cl/mg
larva, respectivamente). Por otro lado, se realizaron experimentos para cuantificar e
identificar los acidos grasos (AGs) totales en larvas de S. frugiperda sanas e infectadas con
el aislamiento YUC-SfMNPV en dos tiempos post-inoculacion (24 y 144 h) (Objetivo 3).
La lectura del cromatdgrafo de gases reveld la presencia de 9 tipos de AGs, los cuales
coincidieron en las larvas sanas e infectadas, pero en diferente proporcion: c14, c16, c18,
c20, 18:1n-9, 18:1n-7, 18:2n-6 y18:3n-3. El AG c20 fue el Unico &cido graso influenciado
por los factores tiempo y virus. Ademas, se analizo la influencia del EDTA dentro de un
bioformulado liquido sobre la bioactividad del aislamiento YUC-SfMNPV en dos
condiciones de temperatura (4 y 25°C) (Objetivo 4). Se prepar6 una suspension del STMNPV
solo (1x10® CI/mL) y en combinacion con EDTA (5mM). Durante su elaboracion, se
determind el pH (7.55 + 0.15) y estos formulados se almacenaron a 4 and 25°C. Se realizaron
bioensayos sobre larvas de segundo estadio de S. frugiperda en tres etapas de
almacenamiento (0, 3 y 6 meses), se cuantificd el contenido de ADN viral de los formulados
en las tres etapas de almacenamiento previamente mencionadas y se cuantifico la carga
bacteriana al inicio y final del experimento. Se registré una mortalidad larvaria inicial de
~70% para ambos tratamientos (SFMNPV solo y en combinacion con EDTA). Sin embargo,
ésta declino significativamente a los 6 meses de almacenamiento en un rango entre 28.2 y
32.5%. En contraste, la carga bacteriana se incrementd con el tiempo. La misma preparacion
de los tratamientos (SFMNPV solo y en combinacién con EDTA) se realizd6 en un
experimento independiente con el objetivo de evaluar su efecto sobre el control de las larvas
S. frugipeda cuando se aplicaron sobre plantas de maiz (Objetivo 5). No se observaron
diferencias significativas en la mortalidad larvaria provocada por ambos tratamientos (93.75
+ 3.0% y 99.31 + 0.7%, respectivamente). Confirmamos que el aislado Sf-YUC podria ser
un bioinsecticida prometedor para el control de distintos estadios larvales de S. frugiperda;
sin embargo, se necesitan mas estudios para optimizar los sistemas de produccién y logar una
mayor estabilidad de sus formulados en almacenamiento.

Palabras clave: Control bioldgico, S. frugiperda, Produccion in-vivo, Acidos grasos,
Baculovirus.



ABSTRACT

The maize, Zea mayz L., is one of the most culturally and economically important crops in
Mexico. This crop is mainly affected by the fall armyworm, Spodoptera frugiperda (J. E.
Smith). Environmentally compatible alternatives are required for its control. Spodoptera
frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (STMNPV) (Baculoviridae) is a specific virus
capable of generating high mortality rates towards its host. The present study evaluated the
in vivo production of a native isolate of STMNPV (YUC-SfMNPV) on fourth instar S.
frugiperda fed with two types of diets: a standard agar diet (D1) and another prepared with
fiber soybean (D2) (Objective 1). The post-mortem larval weights (68.5 + 1.70 and 62.8 £
1.71 mg) and the production of the infective particles (occlusion bodies, OBs) per larva
(4.15x107 + 1.91x10° and 5.24x10" + 7.03x108) were not significantly affected by the D1 and
D2, respectively. In addition, an experiment was performed to evaluate the optimal time of
virus harvest (OBs per mg of biomass) using D1 (Objective 2). The number of OBs per mg
of larvae was statistically equal between the 2 and 3 days and between 5 and 6 days post-
inoculation, highest OB production at the last two days was observed (3.80 and 2.78 x10°
OBs/mg larva, respectively). On the other hand, experiments were carried out to quantify and
identify total fatty acids (FASs) in healthy and infected S. frugiperda larvae with the YUC-
SfMNPV isolate at two post-inoculation times (24 and 144 h) (Objective 3). The gas
chromatograph reading revealed the presence of 9 types of FAs, which coincided in healthy
and infected larvae, but in different proportions: c14, ¢16, c18, c20, 18:1n-9, 18:1n-7, 18: 2n-
6 and 18:3n-3. FA c20 was the only fatty acid influenced by time and virus factors. In
addition, the influence of EDTA within a liquid bioformulate on the bioactivity of the isolated
YUC-SfMNPV in two temperature conditions (4 and 25°C) was analyzed (Objective 4). A
suspension of SIMNPV alone (1x108 OBs/mL) and in combination with EDTA (5 mM) was
prepared. During their preparation, the pH (7.55 £ 0.15) was determined and these
formulations were stored at 4 and 25°C. Bioassays were carried out on second instar S.
frugiperda in three storage stages (0, 3 and 6 months), the viral DNA content of the
formulations was quantified in the three storage stages mentioned above and the bacterial
presence was quantified. At the beginning and at the end of the experiment. An initial larval
mortality of ~70% was recorded for both treatments (SFMNPV alone and in combination
with EDTA). However, it decreased significantly after 6 months of storage in a range
between 28.2 and 32.5%. In contrast, the bacterial presence increased over time. The same
preparation of the treatments (SfMNPV alone and in combination with EDTA) was carried
out in an independent experiment with the objective of evaluating its effect on the control of
S. frugipeda larvae when applied to maize plants (Objective 5). No significant differences
were observed in larval mortality caused by both treatments (93.75 + 3.0% and 99.31 + 0.7%,
respectively). We confirm that the isolated Sf-YUC could be a promising bioinsecticide for
the control of different larval stages of S. frugiperda; however, more studies are needed to
optimize production systems and achieve greater storage stability of their formulations.



I. INTRODUCCION
La plaga de mayor importancia del maiz, Zea mayz L., en México y el mundo es Spodoptera

frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) (Murla, Molina & Coviella, 2006; Blanco
et al., 2014). Para el control de este insecto se han implementado varias acciones a fin de
controlar los dafios provocados sobre este cultivo, entre ellas el control quimico. No obstante,
SU UsO excesivo tiene un impacto negativo en las poblaciones de organismos benéficos, al
favorecer el desarrollo de resistencia e incrementar el deterioro ambiental (Williams et al.,
1999; Blanco et al., 2014). Para el control de S. frugiperda en el cultivo de maiz, se han
implementado varias acciones, entre ellas, el control quimico. No obstante, su uso excesivo
tiene un impacto negativo en las poblaciones de organismos benéficos, favorece el desarrollo
de la resistencia y causa contaminacion ambiental (Williams et al., Ante este escenario, 10s
insecticidas biologicos son una alternativa para el control de insectos plaga, los cuales se
caracterizan por su eficacia, especificidad y compatibilidad con el medio ambiente. Entre
estos, los insecticidas biol6gicos destacan aquellos que contienen virus entomopatégenos
pertenecientes a la familia Baculoviridae (Szewczyk et al., 2006; Williams et al., 2018).

La familia Baculoviridae agrupa a virus ocluidos de ADN de doble cadena que
infectan a los lepidopteros, himendpteros fitofagos y dipteros. Poseen un gran potencial para
regular a las poblaciones de sus huéspedes y se caracterizan por tener una elevada
patogenicidad en un rango especifico de huéspedes (Szewczyk et al., 2006; Williams et al.,
2018). El nucleopoliedrovirus mudltiple de Spodoptera frugiperda (SfMNPV) es un
baculovirus gque se ha aislamiento de poblaciones naturales del gusano cogollero en Estados
Unidos de América, Nicaragua, Colombia, Argentina (Berretta et al., 1998; Escribano et al.,
1999; Barrera et al., 2013) y México (Rios-Velasco et al., 2011). Estudios de campo han
demostrado que la aplicacion del STMNPV en etapas tempranas del cultivo del maiz, puede
ocasionar niveles significativos de mortalidad en las larvas sin afectar a las poblaciones de
los enemigos naturales (Williams et al., 1999; Armenta et al., 2003). Sin embargo, un punto
clave para utilizar a los aislamientos del SFTMNPV como una alternativa de control de S.
frugiperda, es la estandarizacion de sus métodos de produccion y bioformulacién (Grzywacz
et al., 2014; Reid et al., 2014; Zamora-Avilés et al., 2017a).

La produccion in vivo es el método mas utilizado para la produccién de los
baculovirus (Claus & Sciocco de Cap, 2001; Grzywacz et al., 2014), el cual consiste en el

uso de los propios huéspedes para la replicacion del patégeno. Una de las ventajas que ofrece



este sistema de produccion es que no se requiere de un equipo altamente tecnificado
(Ziemnicka, 2007). No obstante, la produccion in vivo tiene la limitante de ser altamente
sensible a la contaminacion, especialmente a la presencia de bacterias que se reproducen en
el propio huésped durante la replicacion. Asi mismo, la oxidacion de los acidos grasos (AGs)
que se liberan de los tejidos del insecto durante el proceso de purificacion pueden generar
radicales libres (RL), los cuales asi mismo pueden inactivar el ADN viral durante el
almacenamiento de los formulados (Grzywacz et al., 2014). Debido a ello, el conocimiento
de los AGs del huésped durante un ciclo de infeccion puede ser un fundamental. Otra
limitante de los formulados, especialmente liquidos, es la presencia de enzimas, las cuales
contribuir a la inactivacion viral (Jones & Burges 1998; Villamizar et al., 2018).

Una de las alternativas para reducir la contaminacion bacteriana es incrementar la
calidad del inéculo viral utilizado, la asepsia del sistema de produccion y el tiempo exacto
de la cosecha del virus (Grzywacz et al., 2004; Lasa et al., 2008). En general, para lograr una
formulacién efectiva de un bioinsecticida se deben tener en cuenta las propiedades fisicas y
quimicas del formulado final, lo que repercutird de manera directa su efectividad (Moggia et
al., 2001). Para ello, se han reconocido varios compuestos estabilizadores en los formulados
de baculovirus, tal es el caso del &cido etilendiaminotetraacético (EDTA), el cual podria
inhibir las enzimas presentes en el sistema (Williams & Cisneros, 2001).

A pesar de que existen importantes avances en términos de las formulaciones de la
produccién y formacion de los baculovirus (Williams & Cisneros, 2001; Grzywacz et al.,
2014), es dificil adaptar protocolos que se han generado para distintos sistemas. Debido a
ello, es necesario realizar investigaciones enfocadas a estudiar la relacion especifica
aislamiento-huésped-produccioén. El presente estudio evalud un sistema semi-masivo de
produccién in vivo del SFTMNPV con un enfoque en el tipo de dieta, tiempo de cosecha y
almacenaje del patdgeno cuando éste se combind con EDTA. Asi mismo, también se evaluo
el efecto del virus en combinacion con EDTA sobre plantas de maiz, para el control de S.
frugiperda. La vision de este estudio se encauza a que el uso de alternativas para el control
de plagas es importante, tanto para la productividad del cultivo como para el cuidado del

medio ambiente y la salud humana.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Caracteristicas generales e importancia del maiz

El maiz es una planta monoica con médula esponjosa, que puede alcanzar hasta cuatro metros
de altura y su tallo no presenta ramificaciones ni entre nudos (Gonzélez-Cortés, 2016). En
México se producen diversas variedades del maiz, pero destacan el maiz blanco y amarillo
(Figura 1), debido a que en éstas se basa una gran cantidad de productos para consumo
humano, pecuario e industrial (Aragon et al., 2006). Este cultivo representa el 6% de la
superficie cultivable, lo cual indica una ocupacion de una tercera parte de su produccion
agricola interna. El 54.5% del maiz blanco se produce en cuatro estados: Sinaloa, Jalisco,
México y Michoacan (SIAP, 2022). En el caso del maiz amarillo, los principales estados
productores son Chihuahua, Jalisco, Tamaulipas y Chiapas, los cuales contribuyen con el
94% de la produccion (SAGARPA, 2017).

A nivel internacional, México es el tercer consumidor mas grande de maiz, superado por
Lesoto y Malawi en el consumo per cépita. Considerandose el alimento mas importante del
pais, consumido principalmente como tortilla (Gonzalez et al., 2011). El maiz blanco se usa
principalmente para el consumo humano, ya que la combinacion entre las lineas de
autoconsumo y consumo humano representan aproximadamente el 60% del consumo total
de maiz blanco (Figura 1a). Por otro lado, mas del 50% del consumo de maiz amarillo es
utilizado con fines de explotaciones pecuarias y como segunda categoria mas importante esta

el uso de este maiz para la industria almidonera (Figura 1b) (FIRA, 2016).
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Figura 1. Tipo de consumo de maiz en México en el periodo 2014- 2017; (a) maiz blanco, (b) maiz
amarillo (tomado de FIRA, 2016).

2.2. Distribucion de S. frugiperda

Aunque S. frugiperda es originaria del continente americano, este insecto se detectd por
primera vez en 2016 en la zona occidental de Africa (Goergen et al., 2016). Actualmente, se
ha confirmado su presencia en mas de 40 paises de Africa y continlia expandiéndose
rapidamente por el mundo (Kinkar et al., 2020, du Plessis et al., 2020; Li et al., 2020),
provocando en este continente pérdidas en cultivos de maiz entre el 20 y 50% (Goergen et
al., 2016). En mayo de 2019 se reportd por primera vez en Asia, en la provincia de Yunnan,
China (Rice, 2017) (du Plessis et al., 2020). En los altimos afios se ha extendido rdpidamente
en Africa y Asia. Esto se debe, en gran parte, a la biologia del insecto, ya que en etapa adulta
es capaz de volar hasta 100 km por noche, aunado a la comercializacion entre paises que
existe actualmente (FAO, 2018). Harrison (2019) sefiala que, en 2020 el gusano cogollero
causo pérdidas de hasta 13 mil millones de délares s6lo en Africa. Actualmente, S. frugiperda
representa un grave problema en los cultivos de maiz, con excepcion de Europa (FAO, 2020).
Para el afio 2020, algunos estudios pronosticaron la llegada de este insecto a Australia (Li et

al., 2020). (Figura 2).



Figura 2. Distribucion mundial del gusano cogollero desde el 2016 hasta septiembre de 2022
(FAO, 2022).

2.3. Plantas hospederas de S. frugiperda

Esta especie es cominmente conocida como gusano cogollero. Es un insecto polifago que
presenta un amplio rango de plantas hospederas (~ 80 plantas); entre las que destacan, ademas
del maiz, el sorgo Sorghum spp., algodén Gossypium herbaceum L., soya Glycine max L.,
papa Solanum tuberosum L., tomate Solanum lycopersicum L. y varias especies de pastos
(Pacheco, 1994; FAOQ, 2018).

2.4. Dafos y control del gusano cogollero en maiz
En general, se han registrado pérdidas de produccion del cultivo del maiz causadas por el
gusano cogollero que van de 30 al 40% y, para su control, se utilizan anualmente 3,000 ton
de insecticidas en solo en México (Rodriguez & de Le6n 2008; Blanco et al., 2014). Entre
estos compuestos se incluyen el spinetoram, piretroides, metomilo y clorpirifos. Si bien,
algunos de estos compuestos son de tipo biorracional (ejemplo, spinetoram), la mayoria
ocasionan dafios a la fauna benéfica, ademas de una serie de consecuencias como el riesgo a
la salud del agricultor y favorece la resistencia de la plaga (Walter, 2002; Blanco et al., 2014).
Los agentes de control biol6gico como los baculovirus pueden ser usados como método
alternativo para el control de gusano cogollero, ya que han mostrado causar altos niveles de

mortalidad larval (Barrera et al., 2011; Garcia-Banderas et al., 2020).



2.5. El STMNPV

El interés por desarrollar nuevas alternativas que permitan un mejor desarrollo y sanidad de
los productos agricolas ha crecido a nivel mundial. Asimismo, se ha incrementado la
conciencia para adoptar medidas preventivas y hacer uso de un manejo integrado de plagas,
que tengan como objetivo mejorar la viabilidad de los cultivos, la calidad de los alimentos y
contribuir a minimizar el impacto en el medio ambiente (Moshi & Matoju, 2017). El
SfMNPV pertenece al género Alphabaculovirus de la familia Baculoviridae. Las poblaciones
naturales de S. frugiperda son afectadas por el STMNPV y algunos aislamientos del patdgeno
han mostrado un claro potencial para el control de esta plaga (Escribano, 1999; Harrison et
al., 2008). Debido a ello, diversos trabajos se han realizado para validar el uso del STMNPV
como un agente de control en varios paises de América (Barrera et al., 2011; Garcia et al.,
2012; Haase et al., 2015), incluyendo México (Méndez et al., 2002; Rios-Velasco et al.,
2011; Garcia-Banderas et al., 2020).

En general, los baculovirus se caracterizan por contener los viriones dentro de una
matriz proteica de forma poliédrica denominada cuerpo de inclusion (CI) (Santos et al., 2014)
y existen cuatro mecanismos de entrada de los cuerpos de inclusién al insecto: i) por via oral,
a través de alimento contaminado; i) ruta transovum (contaminacién de la superficie de
huevo), iii) ruta transovarica (transmision dentro del huevo) y iv) infeccion por medio de
parasitoides durante la ovoposiciéon (Granados & Williams, 1986). La via de entrada méas
comun de los baculovirus se da cuando los CI son ingeridos por las larvas al alimentarse,
contintia con la dispersién de la enfermedad dentro del insecto y finaliza tras la muerte del
mismo, con liberacion de nuevos Cl que contienen las particulas infectivas.

El ciclo de infeccion mas general de un nucleopoliedrovirus inicia cuando los Cl son
ingeridos por el insecto (Figura 3A-1), los cuales se disuelven en el intestino medio por el
pH alcalino que oscila entre 9-11 (Figura 3A-2) (Caballero et al., 2009). Durante la
disolucion, los viriones se liberan y atraviesan la membrana peritréfica del intestino (Figura
3A-3) y se unen a las microvellosidades de las células epiteliales del intestino medio
mediante una fusién (Figura 3A-4). Este proceso es conocido como infeccion primaria
(Figura 3A) (Gomez & Villamizar, 2013). La infeccién secundaria comienza con la
endocitosis de las particulas virales a la celula (Figura 3B-1). El virus viaja por el citoplasma
de la célula (Figura 3B-2) e ingresa al nucleo (Figura 3B-3) para liberar su material genético

(Figura 3B-4) y utilizar la maquinaria celular (Figura 3B-5). Entonces los primeros genes son



transcritos y traducidos (Figura 3B-6,7). Algunas de las proteinas se trasladan al nucleo
Figura 3B-8). Por otra parte, las proteinas estructurales del virus se sintetizan en el ndcleo de
la célula para formar nuevas particulas virales (Figura 3B-9). Estas particulas saldran del
nucleo nuevamente al citoplasma de la célula (Figura 3B-10), lo que podra generar viriones
brotados. En etapas tardias de la infeccidn se sintetizan proteinas (granulina o poliedrina) que
conforman los cuerpos de inclusion (Figura 3B-14,15), los cuales se dispersan al medio una
vez que lisan los tejidos del insecto. En general, todo este proceso de replicacion permite que
en el nucleo de las céelulas del huésped se lleve a cabo la replicacion, transcripcion viral y
ensamblaje de las nuevas nucleocéapsides, que dan origen a una infeccidn a gran escala que
lisa las células del huésped provocando su muerte (Figura 3B) (Passarelli, 2001; Haase et al.,
2015).

Figura 3. Proceso de infeccion de un nucleopoliedrovirus (ver explicacion en el texto)
(Haase et al., 2015).
2.6. Produccién de los baculovirus

La explotacion comercial de un baculovirus requiere del desarrollo de tecnologias que hagan
posible su produccién a un costo aceptable (Lasa et al., 2008; Zamora-Avilés et al., 2017a).
Por esta razon, la produccion de estos patogenos debe ofrecer una alternativa para satisfacer
todas las condiciones de control de calidad, garantizar que las caracteristicas genéticas y
fisicas del virus no se han afectado durante su produccion o almacenamiento y que la

actividad insecticida del producto final es la esperada (Walter et al., 2002). Actualmente, el



sistema de produccion in vivo de los baculovirus es el método que ofrece los mejores
resultados. Sin embargo, la produccién in vitro ofrece grandes beneficios en términos de la
investigacion y mejoramiento de aislamientos por técnicas moleculares.

2.6.1. Produccion in vivo

La produccion in vivo de baculovirus comenzd en la década de los afios 70°s, al contar
con equipamientos y condiciones controladas para mantener poblaciones de insectos bajo
laboratorio y con la implementacién de las primeras dietas semisintéticas (Claus & Sciocco
de Cap, 2001; Zamora-Avilés et al., 2017b). Este método de produccién no requiere de
maquinaria sofisticada para llevarse a cabo, ya que consiste en utilizar a los individuos
huésped del baculovirus para su reproduccion, provocando una septicemia y posteriormente
recolectar los individuos que presenten sintomas evidentes de una toxemia generalizada y
poder extraer de las células del huésped los CI generados tras la toxemia (Burges & Jones,
1998). Dentro de las principales desventajas de este método de produccién es la obtencion
de productos de baculovirus in vivo contra plagas de las especies plaga del género
Spodoptera, debido a la extrema licuefaccion de las larvas muertas, lo que dificulta la
recoleccion del producto, ademas de ser un método altamente sensible a la contaminacion.

2.6.2. Produccién in vitro
Esta produccion es el método que tiene el mayor margen de manipulacion de las lineas
celulares (ejemplo, sf9 y sf21) (Almeida et al., 2010). Este método consiste en multiplicar
lineas celulares en un biorreactor mediante un sistema Batch semi continuo, con el objetivo
de inocular una concentracion viral que pueda utilizar al cultivo celular para reproducirse y
asi obtener altas concentraciones de Cl (Reid et al., 2014). Aunque este método presenta un
mayor control sobre las variables del sistema y reduce notablemente la contaminacién en la
produccién, su principal inconveniente es el costo que representa la maquinaria y el
mantenimiento constante de las lineas celulares, ademas ser susceptibles al aparecimiento de
mutaciones en el genoma de la cepa viral estandarizada tras varias generaciones de
produccion, provocando cambios negativos en la efectividad (Zhao et al., 2019)) y una nueva
estandarizacién de una cepa viral. Aun bajo estas limitaciones, este método de produccién,
sigue ofreciendo importantes expectativas en términos de su escalabilidad en proporciones
de produccion masiva (Reid et al., 2014; Bernal et al., 2018).
La produccion in vivo de baculovirus comenzé en la década de los afios 70°s, al contar con

equipamientos y condiciones controladas para mantener poblaciones de insectos bajo
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laboratorio y con la implementacién de las primeras dietas semi-sintéticas (Claus & Sciocco
de Cap, 2001; Zamora-Avilés et al., 2017b). Este método de produccién no requiere de
maquinaria sofisticada para llevarse a cabo, ya que consiste en utilizar a los individuos
huesped del baculovirus para su reproduccion, provocando una septicemia y posteriormente
recolectar los individuos que presenten sintomas evidentes de una toxemia generalizada y
poder extraer de las células del huésped los Cl generados tras la toxemia (Burges & Jones,
1998). Dentro de las principales desventajas de este método destaca que es particularmente
dificil de producir productos de baculovirus in vivo contra plagas de Spodoptera sp., debido
a la extrema licuefaccion de las larvas muertas, lo que dificulta la recoleccién del producto,
ademas de ser un método altamente sensible a la contaminacion. También, la biologia del
insecto hospedero puede generar algunos problemas de costos para la produccion in vivo, ya
que algunas especies, como S. frugiperda, presentan canibalismo y, por consiguiente, se
requiere el uso de contenedores individuales para evitar pérdidas del material biolégico
(Claus & Sciocco de Cap, 2001; Zamora-Avilés et al., 2017).

2.7 Formulaciones de bioinsecticidas virales y su futuro

Una formulacion es el resultado de la mezcla de componentes logra efectos que no se pueden
obtener de sus componentes cuando se utilizan individualmente, logrando asimezclar un
ingrediente activo con una 0 mas sustancias para mejorar la eficacia, estabilidad y manejo,
aplicacion y seguridad. Los bioformulados con capacidad insecticida estan basados en
agentes de control biol6gico como virus de un bionsecticida (Williams y/o microorganismos
como bacterias, hongos y nematodos, entre otros ademas de incluir otros ingredientes.
Cisneros 2001). La formulacion es sin duda uno de los aspectos mas importante para mejorar
y extender la actividad de agentes de control biolégico, tales como virus, bacterias, hongos y
nematodos, entre otros (Kala et al., 2019). Ademas, en estas formulaciones se incluyen
agentes estabilizadores y componentes inertes que permiten que el formulado, sélido o
liquido, tenga una mejor persistencia durante su almacenamiento. Aunque esta mezcla de
ingredientes contribuye a mejorar su estabilidad y eficacia en campo (Gasic & Tanovic,
2013), algunos de estos compuestos son poco accesibles en el mercado y de alto costo.

Por otro lado, como se sefial6 anteriormente, la pérdida de la eficacia y estabilidad de los
formulados de los baculovirus puede estar relacionada con la presencia de RL, los cuales

pueden ser consecuencia de la oxidacion de los &cidos grasos provenientes de los tejidos del
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huésped (Cherry et al., 1997; Burges & Jones, 1998; Khalil & Khodr, 2001). Al respecto se
conoce que muchos insectos tienen la capacidad de sintetizar todos los AGs que requieren;
sin embargo, algunas larvas de lepidopteros adquieren de manera exdgena acidos grasos
insaturados (ejemplo, acido linoleico) para lograr su desarrollo (Klowden, 2007). Se ha
documentado que los RL pueden degradar el material genético de los baculovirus en las
formulaciones liquidas y, por lo tanto, afectan su periodo de almacenamiento y patogenicidad
(Williams & Cisneros, 2001; Lasa et al., 2008). Ademas, Villamizar et al. (2018) sefialan que
la presencia de enzimas como las proteasas y nucleasas puede también contribuir a la
inactivacion viral. Por consiguiente, se deben identificar compuestos que ayuden a mantener
la vida util de los baculovirus en condiciones de almacén. Tal es el caso del EDTA el cual se
ha demostrado ha sido capaz de controlar el obscurecimiento enzimatico en frutos,
relacionados con la oxidacién. Esto debido a que la actividad enzimatica se ve
sustancialmente afectada por los inhibidores quelantes como el EDTA rompiendo el sistema
enzima-sustrato (Cjuno, & Arroyo. 2014).

Los insecticidas biologicos elaborados con baculovirus tienen como inconveniente la
pérdida de su actividad biologica en campo por efecto de la luz solar. Ademas, si las
condiciones de su almacenamiento no son Optimas, estos patdgenos pueden perder su
patogenicidad a través del tiempo (Beas-Catena et al., 2014; Lasa et al., 2018; Zamora-Avilés
et al., 2019). Esto ha llevado a desarrollar alternativas que disminuyan a su degradacion en
campo por efecto de la luz ultravioleta (UV), como es el caso de la formulacién descrita por
Wilson et al. (2020). En esta formulacién, las particulas virales del virus de la granulosis de
Cydia pomonella (CpGV) fueron incluidas en un microencapsulado compuesto por una cera
(EntoStat®) y un absorbente de ondas UV (didxido de titanio, TiOz). Este formulado fue
sometido a una exposicién de luz solar simulada por mas de 90 h, junto a un tratamiento de
NPV sin formular y un virus comercial (LITTOVIR®). El formulado mantuvo una eficacia
superior al 80% mientras que el NPV sin formular y el virus comercial mostraron una
disminucion de la eficacia de hasta 30%.

Recientemente, se patento el uso de baculovirus como bioinsecticidas con el uso de
mezclas de particulas infectivas que proceden infecciones cruzadas en distintos hospederos
(Beperet et al., 2021). A través de esta técnica se demostro que es posible aumentar el rango
de hospederos, ya que los genomas de diferentes especies de baculovirus pueden incluirse

dentro de viriones individuales y/o ocluirse dentro de un solo CI.
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I1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Actualmente, la produccion a gran escala de los baculovirus se basa en por la produccion in
vivo, debido a que este sistema es considerado como el método econdmicamente mas rentable
y que ademas ofrece una mejor calidad insecticida. Sin embargo, existen varios factores que
pueden afectar su produccion y formulaciéon; entre ellos: la influencia de la dieta sobre el
desarrollo del insecto huésped, la pérdida de las particulas virales al momento de la cosecha
y la formacion de RL, los cuales son consecuencia de la oxidacion de los &cidos grasos
provenientes de los tejidos del huésped, asi como la generacion de enzimas. El presente
estudio plantea el analisis de puntos clave para la produccion semi-masiva de un aislamiento
nativo del SFTMNPV, el uso de una dieta simplificada fria previamente estudiada (Zamora-
Avilés et al., 2017b), el momento Optimo de cosecha del virus, la caracterizaciéon y
cuantificacion de los &cidos grasos del huésped que puedan influir en la degradacion del ADN
viral. Finalmente, este proyecto plantea analizar el efecto del estabilizante EDTA en un

formulado del SFTMNPYV en términos de su efectividad bioldgica en el tiempo.
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V. OBJETIVOS

General
Evaluar la produccion in vivo de un aislamiento mexicano de nucleopoliedrovirus (YUC-
SfMNPV) con un enfoque en la reduccion de contaminantes durante el periodo de infeccion

del huésped, cosecha y almacenamiento.

Especificos

e Evaluar la produccion semi-masiva del aislamiento YUC-SfMNPV mediante el uso
de una dieta semisintética estandar y una dieta fria en contenedores con celdas
individuales.

e Determinar el tiempo 6ptimo de cosecha de las larvas de S. frugiperda infectadas con
el aislamiento YUC-SfMNPV a una temperatura de incubacion estandar.

e Cuantificar e identificar los &cidos grasos totales en larvas de S. frugiperda sanas e
infectadas con el aislamiento YUC-SfMNPV.

e Analizar la influencia del EDTA dentro de un bioformulado liquido sobre la
bioactividad del aislamiento YUC-SfMNPV en dos condiciones de temperatura.

e Evaluar el efecto del EDTA en un formulado liquido del aislamiento YUC-SfMNPV

sobre la mortalidad larvaria de S. frugiperda en plantas de maiz.
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V. MATERIALES Y METODOS
5.1. Criadel insecto y preparacion de las dietas. Los individuos de S. frugiperda utilizados
en la presente investigacion procedieron de una colonia del laboratorio de Entomologia
Agricola del Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales (I11AF). Las larvas se
alimentaron con una dieta semi-sintética convencional modificada de Poitout & Bues (1974)
0 con una dieta semi-sintética fria propuesta por Zamora-Avilés et al. (2017b) (en el Cuadro
1 se describen los ingredienes de cada una de ellas), y ambas se utilizaron en los bioensayos
posteriores. Las condiciones ambientales del mantenimiento de la cria y de los bioensayos
fueron de 25 £ 2°C, 75 £ 5 % de HR y 16:8 (L:O). Los ingredientes de la dieta semisintética
fria propuesta por Zamora-Avilés et al. (2017) también se decriben en el cuadro 1. Ambas
semi-dietas, convencional y fria, se usaron en pruebas posteriores (puntos 5.4 y 5.5) y la

descripcion de su preparacion general se indica en la siguiente seccion.

Cuadro 1. Ingredientes de dos dietas semi-sintéticas: Poitout y Bues (1974), dieta de
referencia, y dieta fria desarrollada por ZAMORA-AVILES ET AL. (2017B).

Ingredientes Poitout & Bues (1974) Zamora-Avilés et al. (2017)
(9/mL) (9/mL)
Agua* 1000 1000
Agar 14 -
Germen de trigo 31.7 31.7
Fibra de soya - 140
Harina de soya 81 81
Levadura 25 25
Azlcar 13 13
Sorbato de potasio 1 1
Nipagin 1.6 1.6
Acido ascorbico 4.3 4.3
Acido acético 25%* 12 12
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Cloruro de colina 15%* ‘ 7.3 -

Vifort® A (vitaminas para 1 1.5
ave)
*Compuestos medidos en mL

Para el caso de la dieta estandar, todos los ingredientes se mezclaron en un vaso de
precipitado de plastico de 2 L, con excepcion del acido ascérbico, Vifort® A (vitaminas para
ave) y cloruro de colina (Cuadro 1). Esta mezcla se esterilizo en una autoclave a 15 libras por
15 min y, cuando alcanz6 una temperatura de 40°C o se agregd el resto de los ingredientes.
La mezcla se vertio en un contendedor de plastico y se mantuvo a temperatura ambiente
durante al menos 2 h. Posteriormente, la dieta se mantuvo a 6°C hasta su uso. Para la
elaboracion de la dieta fria se llevaron a cabo las siguientes modificaciones en la dieta
semisintética fria propuesta por Zamora-Avilés et al. (2017b): i) sustitucion del sorbato de
potasio por &cido benzoico en la misma cantidad, ii) adicion de un antibiético (RuViOtic®
de Vedilab®, 3 g/Kg de dieta) y iii) adicién de 3 mL de agua por cada 100 mL del volumen
de dieta a preparar.

5.2. Replicacién del SFMNPV. El aislamiento del STMNPV bajo estudio se obtuvo del
laboratorio de Patologia de insectos del I1AF, el cual esta denominado como YUC-SfMNPV
por ser un nucleopoliedrovirus nativo procedente del estado de Yucatan, México. Las larvas
de cuarto instar de S. frugiperda infectadas y muertas con evidentes sintomas del virus, se
maceraron junto con 200 pl de SDS al 0.01% con ayuda de un micropistilo. Los macerados
obtenidos se purificaron mediante un método de filtracion con dos tamafios diferentes de
filtro (0.3 y 0.5 mM) y en cada filtrado se realizé un lavado de las paredes del microtubo y
un lavado para cada filtro. Cada lavado se realiz6 con una alicuota de 200 pl de SDS al 0.01%
hasta obtener una muestra con un volumen aproximado de 1 mL, con el fin de reducir los
contaminantes como lo describe Grzywacz et al. (2004). Los CI se cuantificaron en una
camara de conteo Neubauer® a 400x con un microscopio con contraste de fases. La
suspension del virus se almaceno a -20°C hasta su uso.

5.3. Condiciones de produccién masiva del aislamiento YUC-SfMNPV mediante el uso
de una dieta estdndar y una fria. Para la realizacion de este objetivo se realiz6 una

comparativa entre las dietas. Se uso la dieta: semi-sintéticasemisintética convencional
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modificada de Poitout & Bues (1974) y la dieta semi-sintéticasemisintética fria texturizada
desarrollada por Zamora-Avilés et al. (2017). Durante la elaboracion de ambas dietas, se
incluyé una concentracion de ~1.5 x 10° CI/mL del aislamiento YUC-SfMNPV con el
objetivo de provocar ~90% de muerte en larvas de cuarto estadio de S. frugiperda (datos no
publicados). En la dieta convencional, el virus se incluyd al momento de adicionar el acido
ascorbico, vitaminas para ave y cloruro de colina, mientras que en la dieta fria se incluy6
después de mezclar la mayoria de los ingredientes junto con la mitad del agua total a utilizar,
antes de agregar la fibra de soya (Ultimo ingrediente de esta dieta) y el resto del agua hasta
obtener la consistencia deseada.

Para ambas dietas se cortd o formé manualmente un prisma rectangular con medidas
aproximadas de 5 x 2 x 12 cm. Esta tira de dieta se coloco un contenedor plastico de 24.5 x
8 x 24.5 cm cm donde se liberaron 100 larvas de S. frugiperda de cuarto instar con un peso
promedio individual de 10 + 0.3 mg y mantuvieron por un periodo de 24 h. Posteriormente,
las larvas se transfirieron a un contenedor de plastico (24.5 x 24.5 cm) que contenia en el
fondo del recipiente una capa homogénea de dieta libre de virus de ~1 cm de alto. Sobre la
dieta se coloco una rejilla de plastico de 100 celdas, cada celda con una medida de 15 x 15
mm. En cada celda se colocd de manera individual por celda una larva de S. frugiperda
previamente infectada y sobre la rejilla se colocd una mica con poros como sustituto de tapa
para que las larvas no escaparan.

Para cada dieta se realiz6 un total de cuatro repeticiones y un testigo de 100 larvas
libres, donde las 100 larvas correspondientes a cada testigo se alimentaron con una dieta libre
de virus. Bajo las observaciones preliminares se determind el dia estimado del pico méaximo
de muerte y la sintomatologia caracteristica previa a la muerte segin Clem & Passarelli
(2013), la cual oscil6 entre los 6 y 7 dias posteriores a la inoculacion. Teniendo en cuenta
esta informacion, las larvas se colectaron y pesaron en un estado post-mortem no mayor a 5
h. Por cada repeticion se tom6 una muestra de 60 larvas por cada tratamiento de dieta (20 por
repeticion) y se contabiliz6 la concentracion de CI por larva como se describio en el punto
5.2.

5.4. Tiempo oOptimo de cosecha de las larvas de S. frugiperda infectadas con el
aislamiento YUC-SfTMNPV. Este experimento esta basado en la técnica de inoculacion de
larvas descrito en el apartado anterior. Para determinar el momento 6ptimo de cosecha a

través del tiempo, se realiz6 una colecta con el uso de una pinza entomoldgica cada 24 h de
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10 larvas tomadas al azar por cada repeticion y testigo. La toma de muestra se inici6 desde
las 24 h posteriores a la exposicion con la dieta tratada con el virus. Se tomaron muestras
durante seis dias, tiempo en el cual se tuvo la muerte de todas las larvas. Una vez colectada
la muestra, cada larva se peso y posteriormente se colocé individualmente en tubos de 1.5
mL. Todas las muestras tomadas, incluyendo el testigo, se conservaron a -20°C hasta su
procesamiento y analisis. Se utilizaron un total de cuatro repeticiones con larvas infectadas
(n= 100 larvas) con el aislamiento YUC-SfMNPV y un testigo de 100 larvas libre del
baculovirus.

Cada muestra de 10 larvas por repeticion de cada dia se dividio en dos grupos con la
finalidad de utilizar un grupo de cuatro larvas destinado para la cuantificacion de Cl/larva'y
otro grupo de seis larvas para cuantificar su perfil de produccion de acidos grasos (AGS). Los
conteos de Cl se realizaron por triplicado por cada larva en una camara Neubauer y con esto
se generd un promedio diario de produccion de CI, tomando como base la metodologia
utilizada por Zamora-Avilés et al. (2017b). La cuantificacion de los AGs se describe en el
siguiente apartado.

5.4.1 Acidos grasos totales (AGs) en larvas de S. frugiperda sanas e inoculadas
con el aislamiento YUC-SfMNPV. Para la cuantificacion de los AGs o ésteres metilicos de
AGs presentes en las larvas de S. frugiperda se utilizaron larvas sanas (testigo) e infectadas
con el aislamiento YUC-SfTMNPV del experimento anterior. Las larvas se sometieron a un
proceso de derivatizacién (transformar un compuesto quimico en un producto que posee una
estructura quimica similar) y, posteriormente, se realiz6 la cuantificacion y caracterizacion
de los AGs por cromatografia de gases. Para esto, se tomaron al azar cuatro larvas de cada
repeticion a las 24 y 144 h post-inoculacién (n = 16 por tratamiento y tiempo). Los grupos
de larvas por cada repeticion se pesaron y congelaron, después se colocaron en un tubo de
ensayo de 15 mL y se maceraron con una espatula metalica hasta formar una mezcla
homogénea. Posteriormente, en cada tubo se afiadieron 6 mL de cloroformo: metanol 2:1
(FOLCH), ademés de) + 10 ul de C23:0 (acido tricosanoico, AG saturado) + 10 pl del
antioxidante butilhidroxitolueno (BHT), después la muestra se homogenizo hasta formar una
mezcla heterogénea y se incubd a -20°C por 24 h con el fin de disgregar los tejidos de la
larva.

Posterior de la incubacion, cada muestra fue sonicada (agitada mediante ultrasonidos

hasta romper la membrana celular de las células de las larvas de S. frugiperda infectadas o
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sanas) en un bafio con hielo por 15 min. Enseguida, las muestras se homogenizarén
nuevamente en un vortex (con el fin de generar una mayor disolucion de los acidos grasos
por parte de los solventes). Una vez realizada esta serie de pasos se tomaron 3 mL del extracto
y se evaporaron hasta su secado con NitrégenoNitrégeno molecular (N2) a una temperatura
mayor de 30°C para posteriormente derivatizar con 2.5 mL de metanol: HCL 95:5 a 85°C
por 2 h (este proceso consiste en modificar mediante reaccion quimica la estructura de un
compuesto con el fin de aumentar su volatilidad). La muestra se enfrié a temperatura
ambiente y se agregd 1 mL de hexano, la mezcla se homogeniz6 en un vortex y se centrifugo
a 2000 rpm a 5°C por 5 min. La fase alcohodlica (inferior) se descarto y se afiadieron 2 mL de
agua destilada para homogenizar y centrifugar nuevamente a 2000 rpm a 5°C por 5 min. El
sobrenadante se congel6 durante 24 h a -20°C, después se tomo la fase hexano mas lipidos y
se filtr6 con membrana de 0.7 um. EI material filtrado se vertié a un vial &mbar hasta su
lectura en el cromatdgrafo de gases (Agilent Technologies 6850 Network GC System)
usando un inyector de la misma marca modelo 7683.

5.5 Influencia del EDTA sobre la actividad de un bioformulado liquido en dos
condiciones de temperatura. La formulacion se realiz6 con la adicion del estabilizador
EDTA a una concentracion de 5 mM, como lo describe Williams & Cisneros (2001). La
concentracion del formulado fue de 1x 108CI/mL y, al momento de su elaboracion se
registré el pH de cada repeticion. La formulacién se elabor6 con agua destilada estéril y se
distribuyd en frascos ambar estériles de 30 mL. Se realizaron los siguientes tratamientos a
dos temperaturas distintas de almacenamiento: i) YUC-SfMNPYV sin EDTA almacenado a
25°C, ii) YUC-SfMNPV sin EDTA almacenado a 4°C, iii) YUC-SfTMNPV + EDTA
almacenado a 4°C y iv) YUC-SfMNPV + EDTA almacenado a 25°C. Cada tratamiento se
realizd por triplicado con su respectivo testigo sin virus (agua + EDTA). La actividad
bioldgica de los formulados se determind al momento de ser preparados (tiempo cero de
almacenamiento) y se determind nuevamente a los 3 y 6 meses de almacenamiento, tiempo
en el cual se espera que la actividad bioldgica del baculovirus decline a 25°C (Lasa et al.,
2008; Zamora-Avilés et al., 2017a). Se midieron los siguientes parametros segin protocolos
estandares: ensayos de actividad bioldgica por la técnica de la gota (Hughes & Wood, 1981)
y cuenta bacteriana total, esta se mandé determinar con base a las normas oficiales mexicanas
NOM-092-SSA1-194 y NOM-113-SSA1-194 en el Centro de Diagnostico Microbioldgico,

S.A. de C.V. Cabe sefalar que en el tiempo 0, 3 y 6 meses de almacenamiento, también se
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analizo la extraccion de ADN con los protocolos descritos por Mufioz et al. (1999) y Zamora-
Avilés et al. (2017a).

5.6 Extraccion de ADN viral. Para la extraccion de ADN viral, se tomd 1 mL de cada
repeticion y tratamiento (0, 3 y 6 meses de almacenamiento) de los bioformulados descritos
en el apartado anterior. A cada muestra se le realizaron cinco lavados previos a la extraccion
de ADN: dos lavados con SDS 0.5% y tres lavados con agua destilada estéril. Para precipitar
los CI del virus, la muestra se centrifugd a 12,000 rpm a temperatura ambiente. Para la
extraccion de ADN se utilizo la metodologia de Mufioz et al. (1999), con modificaciones.
Para esto, se utilizé una alicuota de 300 ul de las muestras previamente lavadas. A cada
muestra se le afladieron 33 pl de NaxCOz al 1 M, se mezcl6 por inversion suave y se dejé
reposar durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, y a diferencia de la
metodologia de Murillo et al. (2006), se agregaron 0.6 pl de Tris-HCI (pH 7), 15 ul de SDS
0.5%, 15 pl de EDTA 0.025 M y 200 mg/mL de proteinasa K. Todas las muestras se
incubaron a 65°C por 90 min con una agitacion suave cada 20 min. Después, las muestras se
centrifugaron a 11,000 rpm durante 4 min a 4°C y se recuperd el sobrenadante en un
microtubo tuvo estéril, al cual se le afiadieron 500 ul de fenol. La muestra se centrifugo a
13,000 rpm a 4 °C, posteriormente, se agitd suavemente, recuperdndose cuidadosamente la
fase acuosa (fase superior). A la fase acuosa se le agregaron 500 pl de cloroformo isoamilico
y se mezcld vigorosamente hasta formar una emulsion. Esta mezcla se centrifugd a 13,500
rpm durante 10 min a 4°C. La fase acuosa se recuper6 cuidadosamente y se realiz6 un lavado
con 330 pul de isopropanol. La precipitacion de ADN se realiz6 utilizando 18 pl de acetato de
potasio 5 M. La muestra se agitd de manera suave por rotacién e inversion durante 5
min. Posteriormente, se centrifugé a 13,000 rpm durante 10 min a 4°C y se desech¢ el
sobrenadante. La pastilla se resuspendi6 en 500 pl de etanol al 70% con agitacion ligera para

su ultimo lavado.

Una vez realizado el lavado con etanol al 70%, la muestra se centrifug6 a 13, 00 rpm
durante 10 min y se deseché el sobrenadante. La pastilla se incub6 durante 15 min a
temperatura ambiente (libre de etanol). Finalmente, la pastilla se resuspendio en 30 pl de
agua esteril mili-Q. Las muestras se incubaron a 37 °C durante 15 min para su completa
dilucién en agua. EI ADN viral se observo y reviso mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1% TAE y se corrobor6 con los controles positivo y negativo. Para visualizar el ADN, se

colocaron 5 pl de la muestra con 3 pl de buffer de carga, se mezclo y se corrié a 90V durante
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45 min en un gel de agarosa al 1%, con amortiguador TAE 1x (40 mM Tris-acetatoTris, pH
8,0; 1 mM EDTA). Los geles se tifieron con 1ul GelRed® Nucleic Acid Stain 10 000X
(Biotium, Estados Unidos de Ameérica) antes de solidificar. Finalmente, las muestras se
documentaron en un transiluminador de UV (BioDoc-1t2® Upland, CA, USA) (100-
115V~50/60 Hz). Para la cuantificacion de ADN se utilizaron 2 pul de muestra los cuales se
analizaron en un espectrofotometro de placas Varioskan® usando el software Thermo
Scientific Skanlt®.

5.7 Efecto del EDTA en un formulado del aislamiento YUC-SfMNPV en larvas de S.
frugiperda sobre plantas de maiz. Para la validacion de la actividad del virus sobre plantas
de maiz se usaron semillas de la variedad PUMA (Asgrow®), éstas se cultivaron en
condiciones de invernadero utilizando plantas de aproximadamente 65 cm de atura con una
edad de aproximada de seis semanas. El virus se aplico y evaluo utilizando la técnica descrita
por Garcia-Gomez (2019). Esta técnica se basa en la aplicacion de virus por aspersion fuera
del invernadero y la revision de la mortalidad larvaria bajo condiciones controladas 25 + 2°C,
75 +5 % de HR y 16:8 (L:0). Se evaluaron cuatro tratamientos: YUC-SfMNPV (1 x 10®
CI/mL) (1); YUC-SfMNPV (1 x 108 CI/mL) + EDTA 5 mM (l1); SDS al 0.01% (l11); y EDTA
5 mM (1V). Todos los tratamientos se prepararon con agua destilada + SDS al 0.01%. Se
realizaron seis repeticiones, pero en el caso de los tratamientos sin virus se realizaron tres
testigos. Cada repeticion consistié en una hoja de maiz por planta tratada por aspersién. Para
la seleccion de la hoja se tomé la quinta hoja desarrollada por planta. Después de la aplicacion
del tratamiento, la hoja de maiz se colocé en un recipiente de 500 mL de capacidad provisto
de una tira de papel filtro humedecida con agua destilada estéril (ADE).

En cada recipiente, se liberaron 30 larvas de tercer estadio por repeticion. Una vez
preparadas todas las repeticiones, éstas se almacenaron en una camara bioclimatica (25 +
2°C, 75+ 5 % de HR y 16:8 (L:O). durante un periodo de 24 h. Una vez transcurrido este
periodo, todas las larvas se transfirieron individualmente en celdas de cultivo de tejidos de
24 celdas por repeticion. En cada celda se incluy6 un trozo de 1 x 3 cm de hoja de maiz libre
de virus. Para mantener la turgencia de la hoja, se incluyd una pequefia pieza de papel filtro
(0.5 x 0.5 cm) humedecido con ADE. Al cuarto dia de la individualizacion de las larvas, éstas
se alimentaron con una dieta semi-sintética modificada de Poitout & Bues (1974). La

mortalidad se reviso diariamente hasta el dia 12 post-tratamiento.
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5.8 Analisis estadisticos. Con el objetivo de observar la distribucion de la normalidad en los
datos obtenidos, se realizo la prueba de Shapiro Wilk. Los datos que no presentaron una
distribucion normal, aun con una transformacién a base logaritmo, se analizaron con una
prueba no paramétrica. A continuacion, se mencionan los analisis realizados:

Prueba t-student: i) peso de larvas de S. frugiperda previos a la inoculacion con el SSMNPV,
peso de larvas post-mortem y produccion de CI por larva cuando el huésped se alimentd con
una dieta fria o dieta convencional, ii) pesos de larvas de S. frugiperda previo a la inoculacion
con el aislamiento YUC-SfMNPV comparados con un testigo y destinadas a alimentarse con
dieta fria y iii) peso larval de S. frugiperda después de su inoculacién con el aislamiento
YUC-SfMNPV comparado con su testigo (dias 1, 3y 6).

ANOVA de una sola via: i) peso larval de S. frugiperda y produccion de CI por larva del
aislamiento YUC-SfMNPV entre 5 dias post-inoculacion, ii) porcentaje entre distintos AGs
de larvas infectadas con el aislamiento YUC-SfMNPV y no infectadas trascurridas 24 y 144
h post-inoculacion, iii) porcentaje de mortalidad de larvas de S. frugiperda al ser tratadas con
los formulados entre temperaturas (4 y 25 °C) y tiempos de almacenaje (0, 3y 6 meses) y iv)
conteo de bacterias mesofilas (UFC/ml) de los formulados (YUC-SfMNPV y YUC-SfMNPV
+ EDTA).

Analisis de dos vias para &cidos grasos (tiempo y virus como factores): GLM Gamma para
cl4 y ANOVA para el resto de AGs.

Pruebas no paramétricas: Produccion de CI por mg larva del aislamiento YUC-SfMNPV
entre cinco dias post-inoculacién, conteo de bacterias coliformes totales (UFC/mI) de los
formulados (YUC-SfMNPV y YUC-SfMNPV + EDTA), tasa de mortalidad entre
formulados con sus respectivos testigos cuando se aplicaron sobre plantas de maiz y valores
de pH entre los tratamientos YUC-SfMNPV y YUC-SfMNPV + EDTA) al inicio del
experimento, dos tiempos de almacenamiento y dos temperaturas, valores de pH entre los
tratamientos YUC-SfTMNPV y YUC-SfMNPV + EDTA al inicio del experimento (Kruskal-
Wallis). Peso larval de S. frugiperda después de su inoculacion con el aislamiento YUC-
SfMNPV comparado con su testigo (dias 2, 4 y 5) (U Mann-Whitney).

Correlacion de Sperman: relacion entre ganancia de peso y la produccion de Cl, los datos

fueron transformados a LN.
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Todos los datos se analizaron con un nivel de confianza del 95%. Se utilizaron los
programas estadisticos IBM SPSS Statistics for Windows, Version 25.0 (Armonk, NY: IBM
Corp) y Paleontological data analysis analysis (PAST (Harper & Whalley, 2020).2001).

VI. RESULTADOS
6.1. Evaluacidn de la produccion masiva del aislamiento YUC-SfMNPV mediante el
uso de una dieta convencional y una fria
No se observaron diferencias significativas entre los pesos iniciales de las larvas destinadas
al tratamiento con la dieta estandar (9.0 £ 0.03 mg) y la dieta fria (10 + 0.04 mg) (t = -1.35,
gl = 717, P = 0.18), lo cual indica una homogeneidad en el inicio del experimento. Con
respecto al peso larvario post-mortem de la dieta estandar no fue significativamente mayor
(68.5 £ 1.70 mg) comparado con la dieta fria (62.8 £ 1.71 mg) (t = 2.18, gl = 717, P < 0.05).
La tasa de mortalidad entre dietas fue homogénea a través del tiempo, con un porcentaje de
muerte de 98.06 £ 1.38% y 99.42 + 1.16% para la dieta estandar y la fria, respectivamente.
(Cuadro 2), lo cual sugiere que la ganancia de peso y la produccion de CI por mg de biomasa
obtenida entre ambas dietas es similar bajo el mismo proceso de produccién de Cl.

Cuadro 2. Comparacion del peso larval y produccion de cuerpos de inclusién (CI) por larvaen S.
frugiperda inoculadas con el aislamiento YUC-SfMNPV (~1.5 x 10° CI/mL) en dos tipos de
dieta

Tipo de dieta Peso de larva (mg) (+ EE)? Cl/mg larva (+ EE)®
Fria 65.73+3.81a 4.15x107+ 1.91x10° a
Estandar 62.78 £ 6.68 a 5.24x107+ 7.03x10° a

Los datos se transformaron a LN previo al analisis. Valores dentro de la misma columna seguidos
por la misma letra no son significativamente diferentes. -student = 0.4, g.l. = 112, P = 0.69. "t-
student =-1.21, g.l. = 112, P = 0.223.

6.2. Tiempo éptimo de cosecha de las larvas de S. frugiperda infectadas con el aislado
YUC-SfMNPV a una temperatura de incubacion estandar

No se observaron diferencias significativas entre los pesos de las larvas de S. frugiperda
destinadas para la infeccién con el aislado YUC-SfMNPV (10.14 mg + 0.03) y las larvas
testigo (10.07 £ 0.06 mg) (t = 0.034; g.1.= 498; P = 0.35). Asi mismo, los promedios de peso
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de las larvas inoculadas (rango de 32.8 + 1.8 a 84.3 + 7.5 mg) y las del testigo (rango de
30.76 + 2.3 a 83 + 12.1 mg) no fueron significativamente distintos durante los tres dias post-
inoculacion (Figura 4). Sin embargo, entre el cuarto y sexto dia post-infeccion los pesos de
las larvas inoculadas con el virus (rango de 84 = 52 a 102 + 6.5 mg) fueron
significativamente menores con respecto a las larvas del testigo (rango de 123 + a 167 + 6.5
mg) (Figura 4).
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Figura 4. Peso larval (£ EE) de S. frugiperda después de su inoculacion con el aislamiento
YUC-SfMNPV a una concentracion de 1.26 x 10°CI/mL. Dias 2,4 y 5: U de Mann-Whitney
test; dias 1, 3y 6: t-Student test (P > 0.05). NS, no significativo, *P < 0.05.

Se observé una relacion positiva entre la ganancia de peso y el dia post-inoculacion
(Figura 4). Consecuentemente, la produccion de CI por larva tuvo una tendencia de
incremento conforme al avance de la infeccion, especialmente entre los ultimos tres dias (4,
5 y 6) post-inoculacion (Cuadro 3). No se observaron diferencias significativas en los
Cl/larva obtenidos entre los ultimos dos dias post-inoculacion. La produccion de CI por mg
larval es el resultado del cociente de la produccion de Cl por larva y la ganancia de peso. Las
medias de este indice fueron estadisticamente iguales entre los dias 2 y 3 y entre los dias 5 y
6 post-inoculacién, siendo estos dos ultimos dias los de mayor produccion (Cuadro 3). El
analisis de correlacion entre peso y produccién por larva, mostré una correlacién lineal
positiva en los dias 1, 2 y 6 post-inoculacion. Sin embargo, la correlacion entre peso y
produccidn por mg de larva fue negativa pero significativa y en los dias 3 y 6 post-inoculacion
(Cuadro 4).
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Cuadro 3. Peso larval, produccién de cuerpos de inclusion (CI) por larva y Cl por mg de peso de
larvas de S. frugiperda de cuarto instar inoculadas con el aislamiento YUC-SfMNPV a una
concentracion de 1.5 x 10° CI/mL.

Dias post- Promedio de peso Promedio de Cl/larva® (+ Promedio de Cl/mg de peso
inoculacion (mg £ EE)? EE) de larva® (+ EE) (1 x 10°)
(1 x107)

1 304+21a 0.005 £ 0.002 a 0.02+0.01a

2 43.1+0.6ab 0.011 £ 0.001b 0.03+0.005a

3 66.6+ 8.2 bc 0.022 £0.002 b 0.04 £0.01 ab

4 742 +15.9 bc 0.459 £ 0.167 ¢ 0.92 +0.56 ab

5 909=+176¢c 2.264 £ 0.406 d 3.80+£1.2bc

6 96.7+139¢c 2.641+0.205d 2.78+0.35¢C

Valores dentro de la misma columna seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes
(**Tukey-Kramer HSD, °Kruskal-Wallis P > 0.05). ®Fsgs = 9.541, p< 0.0001, °Fses = 170.946, p<
0.0001, °x?= 18.067, p < 0.0001.

Cuadro 4. Correlacion entre la ganancia de peso de S. frugiperda y la produccion de cuerpos de
inclusion (CI) del aislamiento YUC-SfMNPV.

Dias post-inoculacion

Peso/Cl por larva

Peso/Cl por mg de peso de larva

Sperman’s P Sperman’s P
1 0.58 0.02 0.16 0.55
2 0.55 0.04 -0.29 0.56
3 0.08 0.07 -0.76 0.003
4 0.18 0.53 -0.16 0.59
S 0.51 0.09 -0.75 0.005
6 0.63 0.02 -0.16 0.60

6.3. Acidos grasos totales (AGs) en larvas de S. frugiperda sanas e inoculadas con el
aislado YUC-SfMNPV

Dentro del perfil de &cidos grasos (AGs) se lograron cuantificar 4 AG saturados (AGS),

2 monoinsaturados (AGM) y 2 poliinsaturados (AGP), uno de la serie omega 3 y otro de la
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serie omega 6 (Cuadro 5). Se observo una respuesta significativa del factor tiempo sobre los
acidos grasos c16, c20, Total AGS, Total AGM, Total n-6 (AGP), Total n-3 (AGP) y Total
AGPS (P < 0.01) (Cuadro 6). En el caso del factor virus, s6lo se observo un efecto
significativo en el AG ¢20. En ningln caso se observd una interaccion significativa (Cuadro
6).

Cuadro 5. Perfil de AGs encontrados en larvas del cuarto al sexto instar de S. frugiperda
en larvas infectadas y no infectadas con el aislado YUC-SfMNPV.

Tipo de &cido graso
Nombre comun del

acido graso Nomenclatura
Saturados Miristico cla
Palmitico cl6
Esteéarico cl8
Araquidico c20
Monoinsaturados Oléico 18:1n-9
Palmitoléico 18:1n-7
Poliinsaturados Linoléico 18:2n-6
Linolénico 18:3n-3

Cuadro 6. Resumen de los modelos ANOVA o GLM Gamma con los factores Tiempo (24
y 48 h post-inoculacién de las larvas de S. frugiperda con el aislado YUC-SfMNPV) y Virus
(con virus y sin virus) con su interaccion.

Variables (acidos grasos) Tiempo Virus Tiempo x Virus
cla 0.880 0.310 0.336
cl6 0.002** 0.995 0.242
cl8 0.862 0.291 0.580
c20 0.022* 0.024* 0.732

Total AGS 0.003** 0.485 0.588
18:1n-9 0.066 0.197 0.716
18:1n-7* 0.087 0.208 0.175
Total AGM 0.034* 0.265 0.973
Total n-6 0.002** 0.619 0.557
Total n-3 0.002** 0.549 0.253
Total AGP <0.001*** 0.689 0.980

Dentro de cada variable, el factor fue significativo de acuerdo a la prueba
GLM Gamma (c14, t< 0.001***, 0.01**, 0.05*) y ANOVA post hoc (el resto de los acido grasos,
P < 0.001***, 0.01**, 0.05%).
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Los porcentajes de los AGs c16 y total AGS fueron significativamente mayores a las
24 h post-inoculacion comparado con las 48 h (Figura 6). En contraste, esta relacion fue
inversa en los AG c20, Total AGM, Total n-6, Total n-3y Total AGP (Figura 6). En general,
los porcentajes de los acidos grasos oscilaron entre 3.0 + 0.4 (Total n-3) y 60 £ 5.3 % (total
AGS) (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje total de AGs en larvas de cuarto al sexto instar de S. frugiperda en dos
tiempos de post-inoculacion con el aislamiento YUC-SfMNPV.

En el testigo-24 h, el Total AGS (56%) y c16 (34%) fueron los que presentaron el
porcentaje significativamente mayor (Cuadro 7); sin embargo, el Gltimo no tuvo diferencias
significativas con respecto a Total AGP (24%). Aquellos AGs con un porcentaje entre 0.6-
6.7 (18:1n-7, Total n-3, c18 y c14) y 13-24% (c20, 18:1n-9, Total AGM, Total n-6 y Total
AGP) no fueron significativamente distintos entre si. En el tratamiento virus-24 h, el
porcentaje de Total saturados (64%) fue significativamente mayor que el resto de los acidos
grasos determinados (Cuadro 7), los cuales fueron en su mayoria significativamente
similares. Los porcentajes del testigo-144 h formaron cuatro grupos de menor a mayor valor:
i) rango entre 0.9y 6.37% (c14, 18:1n-7, c20, Total n-3 y c18); ii) rango entre 23.3 a 24.6%
(c16, 18:1n-9 Total AGM), iii) 33.35y 37% (Total AGS y Total n-6) y iv) 42% (Total AGP).

En el tratamiento virus-144 h, el porcentaje de los acidos Total n-6 (38%) y Total
AGP (43%) fueron significativamente mayores, comparado con el resto de los &cidos grasos
determinados (Cuadro 7). Ademas, se formaron otros 4 grupos de menor a mayor porcentaje,
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significativamente diferentes entre si: 1) 0.66 y 0.83% (c14 y 18:1n-7), 2) 5.7 y 5.6% (c18 y
18:3n-3), 3) 13.2% (c20) y 4) rango de 19, 21y 22% (c16, 18:1n-9 y Total AGM) (Cuadro
7). De todos los AGs presentes en los cuadros 6 y 7, el 18:2n-6 y 18:3n3 se omitieron debido
a que fueron los unicos acidos encontrados en su categoria de agrupacion, Total n-6 y Total

n-3, respectivamente.

Cuadro 7. Porcentaje de AGs totales (+ EE) de larvas del cuarto al sexto instar de S. frugiperda

infectadas con el aislamiento YUC-SfMNPV vy no infectadas trascurridas 24 y 144 h post-

inoculacion.
Porcentaje de acidos grasos totales - Tiempo post-inoculacion (h)
Variables
(AGS) Testigo -24 h*  Virus - 24 h° Testigo - 144 h* Virus - 144 he
cla 1.79 £ 0.32aA 2.45+ 1.35abA  0.92 +0.253A 0.62 £ 0.02aA
cl6 33.92+29cC 38.02+5.33dBC 23.27 £ 1.63bAB  19.21 + 1.47dA
cl8 6.74 £0.73abA  5.15+1.63abA  6.37 £ 0.36aA 5.86 + 0.45bA
1332+
c20 1.71bcAB 21.10 + 4.40abcB 4.41 + 2.54aA 13.22 + 0.50cAB
Total AGS 55.78 + 4.34eAB 63.66 +£ 10.38eB  33.50 + 1.19cA 34.51 + 4.44eA
18:1n-9  19.82+2.09cA  16.08 + 3.36abcA 23.51+ 1.21bA 21.34 £ 0.94dA
18:1n-7 0.61+0.01laA 0.78+0.16 A 1.07 £ 0.27aA 0.83 +0.13aA
Total AGM 19.39+ 1.53cA  16.86 + 3.39abcA 24.57 + 1.48bA 22.17 + 0.98dA
Total 18:2n-6 21.49 +2.52cAB 17.07 +6.17abA 37.38+1.72cdB  37.75+3.71eB
Total 18:3n-3 2.74 £ 0.198abA 2.41 +0.82abcA 4.55+0.30 aAB 5.56 + 0.61bB
Total AGP  23.93+2.88acA 25.15+2.89cdA 41.93+2.01dB 43.31 + 4.30eB

Medias con las mismas letras mindsculas por columna y mayusculas por fila no son
significativamente diferentes (p > 0.5). ANOVA, Tukey test para separar medias: ?Fig 2 =
563, bFlo,zz = 16.7, CFlo,zz = 121, dFloyzz 2254p< 0.0001. Los valores de P significativos Yy no
significativos por fila o &cido graso oscilaron entre 0.003-0.001 y 0.12-0.66, respectivamente.

6.4. Influencia del EDTA sobre la actividad de un bioformulado liquido del aislamiento
YUC-SfMNPV en dos condiciones de temperatura

Al momento de la elaboracion de los bioformulados (mes 0), se registr6 una mortalidad
larvaria de ~70% para los tratamientos YUC-SfMNPV y YUC-SfMNPV + EDTA (Cuadro
8). Después de 3 meses de almacenamiento, la mortalidad se increment6 en un rango entre
78.9 a 92.1% considerando ambas condiciones de temperatura y tratamientos. En contraste,
el promedio de muerte declino significativamente a los 6 meses de almacenamiento en un
rango entre 28.2 a 32.5% (Cuadro 8). La presencia de CI activos se confirmd por la

concentracion de ADN viral, la cual estuvo en un rango entre 23.4 + 13.4y 63.2 + 14.7 ng/ul
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y excepcionalmente de 113.1 + 15.1 ng/ul para el tratamiento YUC-SfMNPV + EDTA al inicio de
del experimento (mes 0, 63.2-113.1 ng/ul) y los 3 y 6 meses de almacenamiento (rango de
23.4 a 54.6 ng/pl). No se observaron diferencias significativas entre los valores de los 3y 6

meses de almacenamiento (datos no mostrados).

Cuadro 8. Porcentajes de mortalidad de larvas segundo instar de S. frugiperda (+ EE) y la
concentracién de ADN viral (+ EE) obtenidos en los tratamientos YUC-SfMNPV y YUC-STMNPV
+ EDTA al inicio del experimento, dos tiempos de almacenamiento y dos temperaturas.

Temperatura Tratamiento Meses de Mortalidad
(°C) almacenamiento (xEE)
- YUC-SfMNPV 0 70.1+8.30b
- YUC-SfMNPV + EDTA 0 68.6 +155b
25 YUC-SfMNPV 3 93.4+280b
25 YUC-SfMNPV + EDTA 3 89.7+5.10b
4 YUC-SfMNPV 3 789+119b
4 YUC-SfMNPV + EDTA 3 92.1+3.30b
25 YUC-SfMNPV 6 28.2+3.60a
25 YUC-SfMNPV + EDTA 6 30.6+340a
4 YUC-SfMNPV 6 30.3+8.20a
4 YUC-SfMNPV + EDTA 6 325+4.30a

abMedias dentro de la misma columna seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes
(ANOVA, g3 =15.56, Tukey-Kramer test para separar medias, P > 0.001).

No se observaron diferencias significativas en las condiciones de pH que
prevalecieron en los tratamientos al momento de su preparacion (mes 0, rango de 7.55a 7.77)
(Cuadro 9). Sin embargo, los niveles de pH se incrementaron significativamente después de
3y 6 meses de almacenamiento (rango de 7.79 a 8.91) (Cuadro 9). Desde el momento de la
preparacion de los tratamientos (YUC-SfMNPV y YUC-SfMNPV + EDTA), el promedio de
bacterias mesdfilas (3.9 y 3.7 x 10° UFC/mL) y coliformes totales (2.6 y 3.5 x 10° UFC/mL)
se incremento significativamente con respecto a los 6 meses de almacenamiento en ambos
tratamientos y temperaturas (Cuadro 10). Sin embargo, el promedio de coliformes totales
(2.6 y 3.5 x 10° UFC/mL) no tuvo cambios significativos entre tiempos y temperaturas
(Cuadro 10).
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Cuadro 9. Valores de pH entre los tratamientos YUC-SfMNPV y YUC-SfMNPV + EDTA
al inicio del experimento, dos tiempos de almacenamiento y dos temperaturas.

Temperatura Tratamiento Meses de pH

(°C) almacenamiento  (+ EE)?

25 YUC-SfMNPV 0 7.55+0.15a
25 YUC-SfMNPV + EDTA 0 7.77+0.00 a
4 YUC-SfMNPV 0 7.76 +0.07 a
4 YUC-SfMNPV + EDTA 0 7.70+£0.04 a
25 YUC-SfMNPV 3 8.76+0.13b
25 YUC-SfMNPV + EDTA 3 8.09+0.63b
4 YUC-SfMNPV 3 8.82+0.14b
4 YUC-SfMNPV + EDTA 3 8.09+0.63b
25 YUC-SfMNPV 6 8.91+0.13b
25 YUC-SfMNPV + EDTA 6 8.39+£0.64b
4 YUC-SfMNPV 6 8.30+0.57b
4 YUC-SfMNPV + EDTA 6 7.79+£0.15b

®Medias dentro de la misma columna seguidas de la misma letra no son significativamente
diferentes (Prueba de Kruskal Wallis, g.I= 2, P = 0.019).

Cuadro 10. Bacterias mesofilas aerobias y coliformes totales (UFC/ml) determinadas en
los formulados del aislamiento YUC-SfMNPV, recientemente preparados (0 meses) y
después de 6 meses de almacenamiento en dos temperaturas.

Temp. Tratamiento Meses de Bacterias? Coliformes®
(°C) almacenamiento mesofilas totales
UFC/ml UFC/ml
- YUC-SfTMNPV 0 3.9 x10%+ 6.6 x10% a 2.6 x10°+ 3.3 x10%a
- YUC-SfMNPV 0 35x10°+ 2.3 x10%a
+ EDTA 3.7x10°+ 1.8 x10%a

1.9%x105+1.0x10%a
2.7x10°+6.8x10°a

25 YUC-SfTMNPV

25 YUC-SfMNPV
+ EDTA
4 YUC-SfTMNPV

4 YUC-SfMNPV
+ EDTA

6.7 x108+ 8.8 x10" b

6.0 x108+ 2.9 x10" b
5.3x108+3.3x10" b

6.0 x108 +8.7 x10" b

7.0x10°+57%x10°a
2.0x 10%+ 1.5 x10%a

a\/alores dentro de la misma columna seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes.
SANOVA, Fs 12 = 33.64, Tukey test para separar medias, P > 0.001; "Prueba de Kruskal Wallis, g.1.=
5, P =0.063.

6.5. Efecto del EDTA en un formulado del aislamiento YUC-SfMNPYV en larvas de S.

frugiperda sobre plantas de maiz.



En la evaluacioén en plantas de maiz, la mortalidad larvaria causada por el SFSMNPV (99.31 +
0.7%) no fue significativamente mayor comparada con la mortalidad causada por el
tratamiento STMNPV + EDTA (93.75 = 3.0%) (Kruskal-Wallis = 13.56, P = 1.667 La
mortalidad en el testigo no supero el 3% (Figura 6).

120 -

100 - b

Porcentaje de muerte (* EE)
5 N 00
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N
o
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Control EDTA Control SfMNPV STMNPV SfMNPV + EDTA
Tratamientos

Figura 6. Tasa de mortalidad entre los tratamientos YUC-SfMNPV y YUC-SfMNPV +
EDTA con sus respectivos testigos. Barras con la misma letra no son significativamente
diferentes (Kruskal-Wallis = 13.57, P = 1.667).

VII1. DISCUSION
La produccion in vivo de los baculovirus a escalas masivas y semi-masivas requieren de
alternativas que aumenten los estandares delde calidad en los procesos de infeccion, el
desarrollo del insecto huésped, la recoleccion del virus producido y el almacenaje de los
bioformulados (Costa et al., 2021). Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron
que el peso corporal de las larvas del cuarto al sexto instar de S. frugiperda, la produccién in
vivo del STMNPV vy la mortalidad larvaria no tuvieron diferencias al utilizar una dieta
estandar y una simplificada fria. Estos resultados coindicen con los obtenidos por Zamora-
Avilés et al. (2017a), quienes observaron que las larvas del gusano soldado, Spodoptera
exigua (Lepidoptera: Noctuidae), que se alimentaron con la dieta simplificada fria mostraron
un incremento de peso, misma que no difirio significativamente con las larvas que se
alimentaron con una dieta basada en agar durante un periodo de 24 h. Ademas, no se
observaron diferencias significativas en la produccién de CI del nucleopoliedrovirus maltiple
de S. exigua (SeMNPV) cuando cada tipo de dieta se usé para inocular grupos de larvas en

contenedores de plastico. En otro estudio, Gervasio-Rosas (2019) observé que tres dietas
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elaboradas a base de harina de soya, sémola de maiz o harina de garbanzo, permitieron un
adecuado desarrollo de las larvas de S. frugiperda sin diferencias entre dietas, favoreciendo
la produccién del SFTMNPV. Los resultados obtenidos en la presente investigacion reflejan
dos aspectos fundamentales: 1) ambas dietas muestran la misma perspectiva de ser utilizadas
en un sistema de produccién masiva y 2) la seleccion de la dieta simplificada fria podria
reducir el tiempo de su elaboracion y los costos de produccion del virus sin comprometer la
tasa de produccion de las particulas infectivas.

Otras de las ventajas del uso de la dieta simplificada fria incluyen la reduccién del
riesgo de inactivacion del virus por temperatura y una homogénea dispersion del indculo
dentro de la dieta. En contraste, una dieta elaborada con base en agar, necesita una
temperatura mayor a 65°C para que el gelificante pueda fundirse (Claus & Sciocco de Cap,
2001; Lacey, 2012), incrementa el riesgo de inactivar al virus si se afiade a una temperatura
mayor de 40°C y disminuye la posibilidad de una adecuada distribucién del patégeno en la
mezcla (Grzywacz, 2017). Por otro lado, a diferencia de los estudios de Zamora-Avilés et al.
(2017a), en el presente estudio se incorpor6 un complejo de vitaminas en la dieta simplificada
fria (ejemplo, riboflavina, D-Pantotenato de Calcio, B12 y A, entre otras), lo cual
posiblemente incrementd la biomasa de las larvas y por consecuencia la produccién del virus.
También se observo que las larvas que no fueron expuestas al virus, lograron concluir su
desarrollo hasta el estado de pupa (datos no mostrados). Sin embargo, este resultado es
preliminar y se requieren mas estudios para determinar que este tipo de dieta también permite
una optima reproduccién del insecto.

La produccion de CI por larva y por mg de peso tuvo una tendencia de incremento
conforme al tiempo post-infeccion. Claramente, la produccion de Cl es muy sensible a
multiples factores incluyendo la duracién de la infeccién, tasa de crecimiento y peso del
huésped, entre otros (Elvira et al., 2013; Grzywacz et al., 2014; Grzywacz, 2017). Asimismo,
un resultado interesante mostré que la productividad del virus no tuvo diferencias estadisticas
entre los ultimos dos dias evaluados (5 y 6), lo cual indica que si la recoleccion del virus se
realiza previo a la ruptura del tejido del insecto (~dias 5 post-infeccidn) esto incrementaria
la cantidad de in6culo recuperado. Al respecto, Machado et al. (2021) reportaron que para
lograr una éptima produccion viral se requiere una cosecha de larvas a las 96 h post-infeccion
en lotes sin individualizar, ya que a partir de este punto el canibalismo de las larvas reduce

considerablemente el nUmero de estas cosechadas a pesar del incremento de biomasa. Sin
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embargo, con ayuda de los contenedores de celdas individuales utilizados en la presente
investigacion para el mantenimiento del huésped se puede evitar la pérdida del virus por este
efecto.

Recientemente, Ruiz-Moreno (2022) observo que la recoleccion diaria e individual de
larvas de Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae) durante la multiplicacion del
su virus homologo (HearNPV), incrementd significativamente la cantidad de indculo
recuperado en comparacion con una infeccion por lote de larvas, en donde se recolectaron
tanto las larvas muertas (entre 40 y 80%) como las moribundas con sintomas de infeccién
viral. En otro estudio, Gervasio-Rosas (2019) observo que las larvas de S. frugiperda
infectadas con el SFMNPV tuvieron la misma produccion de Cl en un sistema individualizado
comparado con un sistema de confinamiento comun. Sin embargo, en este Gltimo se obtuvo
una pérdida de 29% por efecto de canibalismo. Debido a ello, las técnicas de recuperacion
del inéculo producido aun requieren de varios estudios que permitan optimizar la cantidad
de particulasparticulas virales producidas y los costos para realizar este proceso (Valicente
et al., 2013).

Por otra parte, la cosecha de larvas muertas por virus después de que el ciclo de
infeccion ha concluido puede provocar pérdida del in6culo por rompimiento del tegumento
del huésped. Ademas, se incrementa la invasion de bacterias relacionadas a la
descomposicion de tejidos al momento de su muerte. En las larvas ain vivas, los niveles
bacterianos pueden ser relativamente bajos con alrededor de 1 x 108bacterias por insecto,
mientras que en larvas muertas, los totales bacterianos pueden ser mucho mas altos, alrededor
de 1 x 10° bacterias totales por larva (Grzywacz et al., 2004). Este efecto se observé en el
presente estudio, debido a que el virus utilizado para realizar los formulados procedié de
larvas de S. frugiperda muertas y con ruptura de tegumento. Las bacterias meséfilas (3.9-3.7
x 10% UFC/mL) y coliformes totales (2.6-3.5 x 10° UFC/mL) estuvieron presentes desde la
elaboracion de los formulados. En el caso de las bacterias mesofilas, los niveles se
incrementaron después de 6 meses de almacenamiento (rango de 5.3 x 10% a 6.7 x10®
UFC/mL). Algunos estudios han reportado que, aunque la contaminacidén bacteriana
aparentemente no tiene un impacto directo en la viabilidad de los CI en los formulados
liquidos (Cherry et al., 1996; Lasa et al., 2008), estos microorganismos podrian estar

involucrados en procesos quimicos que aceleran la inactivacion del virus.
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Como se menciond anteriormente, otra posible fuente de contaminacién en los
formulados de baculovirus es la presencia de los acidos grasos (AGS),, proteinas de accién
enzimatica que se liberan de las larvas que mueren a causa de la infeccion por virus (Cherry
et al., 1996). Estas moléculas son liberadas durante la maceracién de las larvas y acarreadas
en los posteriores procesos de purificacion de los Cl. Debido a ello, es posible que ocurra un
proceso de oxidacion de los AGs liberando radicales libres que pueden degradar el ADN viral
y disminuir la mortalidad del formulado después tres meses de almacenamiento, segun lo
descrito por Cortes (2010) y Zamora-Avilés et al. (2017a).

Es bien conocido que las grasas constituyen la fuente principal de energia de los
animales y, en el caso de los insectos, éstos son capaces de sintetizar fosfolipidos (Llanderal-
Cazares, 2000). Sin embargo, similar a los vertebrados, los insectos particularmente los
lepidopteros, no son capaces de sintetizar AGs que contienen dos o mas dobles cadenas vy,
por lo tanto, estos compuestos son adquiridos a través del alimento (Klowden, 2007). En el
presente estudio se logré determinar una proporcion significativamente igual de AGS, AGM
y AGP entre larvas sanas e infectadas en los dos tiempos analizados (24 y 144 h). Ademas,
se observd una mayor cantidad de AGS totales al inicio de la infeccidn, los cuales fueron
disminuyendo conforme al incremento del tiempo. Estos resultados pueden ser esperados, ya
que los AGS son necesarios para las funciones fisioldgicas-estructurales y pueden ser
acumulados en forma de reserva y, por tanto, son sintetizados por el propio insecto desde su
emergencia del huevo (Stanley-Samuelson & Dadd, 1983; Santurino et al., 2016). Por
ejemplo, el AGS c¢16 es el primero que se produce, pero segun las necesidades metabdlicas
del insecto, éste puede ser transformado en otros AGs después de diversos mecanismos de
elongacion e instauracion (Merino Pérez et al., 2012). Este mecanismo ocurre al interior de
las células con el fin de formar reservas de energia, sintesis y mantenimiento de moléculas
elementales (Stanley-Samuelson et al., 1988). Esto puede explicar la influencia del factor
tiempo en los AGS c16.

Por el contrario, la cantidad de AGM y AGP tendid a incrementar con el tiempo, lo
cual se podria explicar debido a que pudieran ser adquiridos de forma exdgena y acumulados
como consecuencia de su constante alimentacion (Arrese & Soulages, 2010). Tal es el caso
del &cido graso linoleico (18:2n-6), unico representante de la serie omega 6 en este estudio,
el cual es usado también como reserva de energia y como respuesta en secreciones de defensa

(Stanley Samuelson et al., 1988). Ademas, se conoce que los AGs insaturados son
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componentes esenciales de las membranas celulares; sin embargo, éstos son altamente
susceptibles ante el estrés oxidativo con una consecuente generacion de radicales libres (RL)
(Venereo-Gutiérrez, 2002). Debido a ello, es probable que la presencia de los AGs
insaturados que pueden estar favoreciendo la produccién de RL durante el aislamiento y
formulacion del SFTMNPV, sean principalmente del tipo oléico, palmitoléico, linoléico y
linolénico (Cuadro 5). Un aspecto muy interesante mostro que el acido graso ¢20 fue el Gnico
caso en donde el factor tiempo y el factor virus tuvieron un efecto significativo. Hasta nuestro
entendimientoSin embargo, esto fue principalmente influenciado por una disminucion de éste
en el testigo a las 144 h (4.41%). Hasta nuestro conocimiento, este es el primer estudio que
determina la cantidad y tipo de AGs durante el proceso de infeccion de un baculovirus.
Debido a ello, no tenemos una explicacion clara de las diferencias en la cantidad de los &cidos
grasos a través del tiempo. Aunque una posible explicacion, podria relacionarse con el
proceso de biosintesis y demanda energética del propio insecto huésped. La identificacion de
la muestra y derivatizacion. La identificacion de estos AGs es importante debido a puede dar
pauta a futuros estudios que identifiguen compuestos antioxidantes mas especificos que
pueden reducir el impacto negativo de los RL en los formulados de baculovirus.

En general, el perfil de los AGS de las larvas infectadas o sanas de S. frugiperda es
similar al observado en otros insectos. Por ejemplo, el AG c16 y Total n-6 de las larvas de
Tenebrio molitor (L.) y Zophoba morio (Fab.) y adultos de Acheta domesticus (L.) y Locusta
migratoria (L.) (Santurino et al., 2016) y de varios insectos terrestres (Yang et al., 2006)
también fueron los de mayor proporcion (rango 20-31 y 16-20 gr/100 de grasa,
respectivamente). Torres-Sifuentes et al. (2015) también determinaron la presencia de los
AGS c16, c18, c18-1 y c18-0, entre otros, en larvas del escarabajo meloléntido Ancognata
ustulata Burmestier.

En el presente estudio, se planteo la hipotesis de que la incorporacion del estabilizante
EDTA a una concentracién de 5 Mm podria ayudar a la estabilidad del formulado debido a
un efecto inactivador de enzimas (Cisneros & Williams, 2001). Sin embargo, la
incorporacion de este compuesto no evitd una reduccion de la mortalidad larvaria durante
seis meses de almacenamiento a temperatura ambiente. Es posible que la concentracion usada
en este estudio no fue suficiente para generar un efecto significativo en el formulado. En
otros estudios, Lasa et al. (2008) y Zamora-Avilés et al. (2017a) evaluaron el efecto de

distintos compuestos y/o condiciones de temperatura sobre la estabilidad del SeMNPV. De
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la misma forma, estos autores observaron una disminucion de la actividad biolégica del
baculovirus conforme el incremento del tiempo a temperatura ambiente. Unas de las razones
fue que se relacionaron por una alta degradacion de ADN aunado a un incremento de
contaminacion de la suspension del virus (Lasa et al., 2008). En este estudio, no se
observaron notables diferencias en la concentracion de ADN en el transcurso del estudio.
Cabe resaltar que, aunque no existen estudios al respecto, es probable que los metabolitos
resultantes por la fermentacién del formulado sean en parte responsables de la modificacion
del pH en los formulados. Ademas, posiblemente estos metabolitos puedan estar implicados
en la disminucion de la mortalidad del formulado a causa de su interaccion con los Cl. Cabe
sefialar que, aunque el nivel de pH registrado en el presente estudio tendi a ser alcalino a
partir de los 3 meses de almacenamiento; no se observé un efecto de degradacion claro sobre
los CI debido a que se observaron de manera permanente en los conteos realizados a 400x.
Finalmente, en el presente estudio se observé una alta mortalidad larvaria causada
por dos formulados distintos y sin influencia significativa por el EDTA sobre las hojas de
maiz: el YUC-SfMNPV solo (99.3%) y el YUC-SfMNPV + EDTA (94%). Similarmente,
Rodriguez-Zintzun (2020) observé una alta mortalidad (93%) en larvas del segundo estadio
de S. frugiperda por el consumo de hoja de maiz tratada con el virus STMNPV + melaza al
10%. Gamez-Reyes (2017) observo que el uso del SMNPV solo y en combinacion con un
abrillantador éptico (Tinopal CBS al 1%) sobre plantas de maiz, provoc6 una alta mortalidad
(~80%) en larvas de tercer estadio de S. frugiperda. Estos estudios indican el potencial que
tiene el STMNPV para el control del gusano cogollero, como también ha sido observado por
Garcia-Banderas et al. (2019). Sin embargo, hacen falta estudios al respecto para comprobar
la efectividad del EDTA como un agente estabilizador a mayores concentraciones y si este

aumento en la concentracion no interviene en el proceso de infeccidén en campo.
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VII. CONCLUSIONES

La produccion semi-masiva del aislamiento YUC-SfMNPV es similar con el uso de
una dieta convencional y una simplificada fria; sin embargo, ésta Ultima tiene la
ventaja de requerir un menor tiempo de preparacion y un menor nimero de
componentes.

Bajo las condiciones del estudio, el tiempo optimo de cosecha del aislamiento YUC-
SfMNPV se encuentra entre el quinto y sexto dia post-inoculacion.

La condicion de las larvas, sanas o infectadas, no tuvo influencia sobre el tipo de AG.
El tiempo fue un factor influyente en los AGS de las larvas sanas o infectadas, ya que
éstos fueron mas abundantes al inicio de la infeccién, mientras que el porcentaje de
AGM y AGP tendio a incrementar con el tiempo.

La incorporacion del EDTA, a una concentracion de 5 mM en la suspensién de Cl,
no redujo el deterioro de la actividad bioldgica, lo que puede deberse a una alta

saturacion inicial de los RL y/o a un efecto de concentracion utilizada.

El aislamiento YUC-SfMNPV provocé una alta mortalidad (~90%) larvaria

independientemente si se aplico solo o combinado con el estabilizador EDTA.
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