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RESUMEN
Los baculovirus son un grupo de virus patogenos, especificos de artrépodos, que en la
actualidad se utilizan como bioinsecticidas en varios paises del mundo. En este estudio se
evalué la actividad biologica de tres aislados del nucleopoliedrovirus maultiple de S.
frugiperda (STMNPV-CHI, SFTMNPV-MER y SFTMNPV-NIC, provenientes de los estado de
Chiapas, Mérida y Nicaragua, respectivamente) sobre distintas poblaciones mexicanas del
gusano cogollero (GC), Spodoptera frugiperda, J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae), la
plaga mas importante del maiz, Zea mays L., en México. Las poblaciones de este insecto se
colectaron en los estados de Chiapas (Sf-CHI), Michoacan (Sf-MICH), Guanajuato (Sf-
GTO) y Sinaloa (Sf-SIN). Ademas, se utiliz6 una colonia de laboratorio como referencia
(Sf-LEA). Entre la poblacién de campo (Sf-SIN) (rango de 5.30 x 10*a 4.56 x 10* OBs/ml)
(OBs, cuerpos de inclusion por sus siglas en inglés) y la colonia Sf-LEA (rango de 1.14 x
10*a 2.59 x 10* OBs/ml) no se observaron diferencias entre los valores de las CLsos de los
distintos virus evaluados. Similarmente, los valores de la CLso de los aislados STMNPV-
NIC y SFTMNPV-CHI no mostraron diferencias en las poblaciones de S. frugiperda. En
contraste, el virus STMNPV-MER fue 7.6 veces menos activo que el virus STMNPV-NIC
en la poblacion Sf-CHI, pero éste ultimo fue 6.5 y 3.1 veces mas patogenico en las
poblaciones Sf-MICH y Sf-GTO, respectivamente. Los valores menores del tiempo medio
para morir se observaron en la poblacion Sf-LEA (rango de 89 a 100 hpi), mientras que los
mayores se observaron en la poblacion de Sf-GTO (rango de 142 a 156 hpi). La produccion
de OBs/larva se observo en un rango entre 2.12 y 16.8 x 10’. Con excepcion de la
poblacion Sf-GTO, la mayor produccion de OBs/larva se obtuvo con los aislados SFTMNPV-
NIC y SfTMNPV-CHI en las otras cuatro poblaciones evaluadas (Sf-LEA, Sf-CHI, Sf-MICH
y Sf-SIN). En conclusion, en la mayoria de las poblaciones del GC la actividad de los
aislados nativos fue similar al virus exotico. Sin embargo, la velocidad de accién y
produccion de OBs/larva fueron contrastantes entre las poblaciones, por lo que se requieren
estudios genéticos detallados que permitan conocer la naturaleza de estas diferencias. Asi

mismo, se requieren estudios futuros que determinen su eficacia en condiciones de campo.

Palabras clave: Baculovirus, patogenicidad, virulencia, productividad, gusano cogollero.



ABSTRACT
Baculoviruses are arthropod-specific viruses currently used as biological insecticides in
several countries of the world. In this study, the biological activity of three isolates of
nucleopolyhedrovirus of Spodoptera frugiperda (SfMNPV-CHI, SfMNPV-MER vy
SfMNPV-NIC, from the State of Chiapas, Merida and Nicaragua, respectively) was
evaluated in different Mexican populations of the fall armyworm (FAW), the principal pest
of maize, Zea mays L., in Mexico. The insect populations were collected in the states of
Chiapas (Sf-CHI), Michoacan (Sf-MICH), Guanajuato (Sf-GTO), and Sinaloa (Sf-SIN). As
reference, a laboratory colony (Sf-LEA) was used. No differences were observed in the
L Csos Values among isolates evaluated on the Sf-SIN population (range from 5.30 x 10* to
4.56 x 10* OB/ml) (OB, oclusion bodies) and the Sf-LEA colony (range from of 1.14 x 10*
to 2.59 x 10* OBs/ml). Similarly, the LCsos values of SFTMNPV-NIC and SfMNPV-CHI
isolates were no different in all insect populations tested. In contrast, the STMNPV-MER
isolate was 7.6-fold less active than SFTMNPV-NIC isolate in the Sf-CHI population, but
this was 6.5 and 3.1-fold more pathogenic in Sf-MICH and Sf-GTO populations,
respectively. The lowest values of time mean to death were observed in Sf-LEA colony
(range from 89 to 100 hpi), while the highest values were observed in the Sf-GTO
population (range from 142 to 156 hpi). The production of OBs per larva was observed
between 2.12 and 16.8 x 107. The SfMNPV-NIC and SfMNPV-CHI isolates had the
highest productivity in four of the five populations evaluated. In conclusion, in the most
FAW populations the activity of native isolates was similar to the exotic virus. However,
the speed of action and production of OBs per larva were contrasting among the
populations evaluated, therefore detailed genetic studies are required to know the nature of
these differences. Future studies are also needed to determine its effectiveness in field

conditions.



l. INTRODUCCION

El maiz, Zea mays L., es el cultivo agricola mas importante en México al ocupar
anualmente alrededor de ocho millones de hectareas (Ha), de las cuales cerca del 20% se
encuentran bajo riego y el resto se siembra bajo temporal (Guzman-Soria et al., 2011;
SAGARPA, 2013). El 75% de esta superficie utiliza semillas de variedades criollas
adaptadas a las condiciones climéticas y socioecondmicas de los productores (SAGARPA,
2013). Sin embargo, los maices hibridos también juegan un papel determinante en la
produccién del grano. Los principales estados productores en México son: Jalisco,
Veracruz, Chiapas, Tamaulipas, Oaxaca, Zacatecas, Michoacan y Guanajuato. (Guzman-
Soriaet al., 2011; SIAP, 2014).

El maiz es atacado por diversos insectos plaga que pueden afectar su desarrollo y
rendimiento. Entre éstas destaca el gusano cogollero, Spodoptera frugiperda J. E. Smith
(Lepidoptera: Noctuidae), el cual puede atacar a la planta desde las primeras etapas de
desarrollo hasta la etapa de floracion (Murla et al., 2006). Para el afio 2013, al menos 18
entidades federativas reportaron pérdidas considerables por el gusano cogollero. Por
ejemplo, en la region del Bajio, donde se incluyen los estados de Jalisco, Aguascalientes,
Michoacan, Guanajuato y Querétaro, se registr6 un total de 846,450 ha dafiadas con
incidencias de ataque que oscilaron del 13 al 60%. S. frugiperda se puede comportar como
trozador de la planta en etapas tempranas, lo cual ha provocado que el agricultor tenga que
resembrar el cultivo de maiz y con ello incrementar los costos de produccion (F. Tamayo,
conversacion personal).

Los insecticidas quimicos han sido la forma mé&s comuin para controlar a S.
frugiperda. No obstante, su uso excesivo tiene un impacto negativo en las poblaciones de
organismos no blanco (Williams et al., 1999) y puede favorecer el desarrollo de resistencias
(Chandler y Summer, 1991). Wyckhuys et al. (2013) sefialaron que, de acuerdo a una
exploracion realizada en la base de datos Arthropod Pesticide Resistance, S. frugiperda ha
desarrollados resistencia a 29 insecticidas quimicos en paises en desarrollo. Esta situacion
ha incrementado la necesidad de estudiar alternativas ecologicamente aceptables mediante
el uso de entomopatdgenos tales como los baculovirus para su control, los cuales se pueden
integrar como parte de un programa de manejo integrado de esta plaga (MIP), ya que estos

baculovirus causan un menor impacto al medio ambiente por ser especificos de artropodos.



La familia Baculoviridae es la mas numerosa y ampliamente estudiada, con
aplicaciones reconocidas en el desarrollo de insecticidas biolégicos en programas de
control de plagas agricolas y forestales (Moscardi, 1999; Williams et al., 1999; Cisneros et
al., 2002; Armenta et al., 2003). El nucleopoliedrovirus multiple de S. frugiperda
(STMNPV) ha sido aislado de poblaciones del gusano cogollero en Estados Unidos de
América, Nicaragua, Colombia, Argentina (Shapiro et al., 1991; Berretta et al., 1998;
Escribano et al., 1999; Barrera et al., 2011) y México (Rios-Velasco et al., 2011). Algunos
de estos aislados han sido evaluados bajo condiciones de campo en el sureste de México
para el control de S. frugiperda (Williams et al., 1999), lo cual ha resultado en niveles
importantes de mortalidad larvaria combinado con una mortalidad significativa del
parasitismo natural (Armenta et al., 2003).

Actualmente, en diversos paises se emplean baculovirus para el control de
diferentes plagas de importancia agricola. Entre estos paises destaca Brasil en donde se
utilizan aislados nativos del STMNPV con alta actividad bioinsecticida para S. frugiperda,
obteniendo mortalidades del insecto entre el 89% y el 90% en campo (Valicente y Da
Costa, 1995). Asi mismo, en Colombia se han realizado aplicaciones de un virus nativo en
parcelas con presencia de cogollero demostrando que es capaz de disminuir el porcentaje de
dafio tanto como un insecticida quimico (Villamizar et al., 2012). Sin embargo, es
ampliamente reconocido que la actividad bioldgica de los NPVs puede variar dependiendo
de su ubicacion geografica, caracteristicas genéticas, origen del hospedero y caracteristicas
fenotipicas (Escribano et al., 1999; Houdson et al., 2001; Simén et al., 2005, 2008; Barrera
et al., 2011). Debido a ello, los estudios encausados al uso de los baculovirus como agentes
de control, requieren ser evaluados en términos de su actividad sobre la poblacion que se
desea controlar.

En el presente estudio, se evaluaron los parametros de patogenicidad, virulencia y
produccion viral de tres aislados del SFTMNPV sobre cuatro poblaciones mexicanas de S.
frigiperda. Estos parametros son los mé&s comdnmente estudiados porque reflejan las
caracteristicas bioldgicas de los patdgenos que son explorados como agentes de control
(Tanada y Kaya, 1993; Houdson et al., 2001; Martinez et al., 2012).



1. ANTECEDENTES

2.1 El maiz Zea mays

El maiz es el segundo cultivo méas importante a nivel mundial después del trigo (Paliwal,
2001). Globalmente, este grano se cultiva en mas de 140 millones de hectareas con una
produccion anual de més de 580 millones de toneladas; en 2009 alcanzé una produccion de
787 millones (FAO, 2010). Los principales paises productores de este grano son Estados
Unidos de Ameérica, que puede contribuir hasta con 40% de la produccion total, China,

Brasil y México que contribuyen con el 19, 6 y 3%, respectivamente (SAGARPA, 2013).

En Latinoamérica, este cultivo tiene una importancia relevante debido a que
constituye la base de la alimentacion humana. Mesoamérica se considera como el centro de
origen del maiz, el cual ha sido extendido alrededor del mundo debido a su gran capacidad
para adaptarse a diversas condiciones ecoldgicas y edéficas (Doebley, 1987; Benz, 1999;
Benz, 2001; OCDE, 2003; Benz, 2006). En México se producen diversas variedades del
maiz, aunque la mas importantes son el maiz blanco y amarillo, puesto que es la base de
una gran cantidad de productos de consumo humano y pecuario, ademas de su uso
industrial (Aragon-Cuevas et al., 2006). Los principales estados productores del maiz
blanco son: Sinaloa, Jalisco, Michoacan, Chiapas, Guerrero, Estado de Meéxico,
Guanajuato, Veracruz y Puebla (SIAP, 2014). En relacién al maiz amarillo, los estados de
Chihuahua, Jalisco, Tamaulipas y Chiapas contribuyen con el 94% de su produccion (SIAP,
2014).

2.1.1 Principales plagas del maiz

El cultivo del maiz es atacado por diversas plagas, las cuales limitan la dptima
produccion del cultivo. De acuerdo a sus habitos alimenticios, las plagas de maiz, se
pueden dividir en los siguientes grupos: los que se alimentan de la raiz, los herbivoros
foliares y los que atacan al fruto. Espinosa-Islas et al., (2005) y Néajera (2005) sefialan que
una de las principales plagas rizofagas es el complejo gallina ciega, del cual los géneros
mas representativos son Phyllophaga, Anomala, Cyclocephala, Diplotaxis Yy



Macrodactylus, entre los que destacan por su importancia Phyllophaga ravida (Blanch)
(Coleoptera: Melolonthidae), P. vetula (Horn) (Coleoptera: Melolonthidae) P. dentex Bates
(Coleoptera: Melolonthidae), P. misteca (Bates) (Coleoptera: Melolonthidae), P. rubella
Bates (Coleoptera: Melolonthidae), Cyclocephala lunulata Burmeister (Coleoptera:
Melolonthidae) y Anomala inconstans Burmeister (Coleoptera: Melolonthidae) (Néjera,
1998). Sin embargo, existen otras especies como el gusano alfilerillo Diabrotica virgifera
LeConte (Coleoptera: Chrysomelidae), la catarina del maiz Colaspis spp. (Coleoptera:
Chrysomelidae) y el gusano de alambre Agriotes spp. (Coleoptera: Elateridae) que se
pueden comportar como plagas secundarias, pero que aun asi pueden afectar de manera
significativa el cultivo. El gusano elotero, Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera:

Noctuidae) se alimenta del grano fresco ocasionando dafios significativos.

Por otra parte, también existen diversas especies de insectos que se alimentan del
follaje; entre ellos Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae), el trips
Frankliniella williamsi Hood (Thysanoptera: Thripidae), gusano soldado, Spodoptera
exigua Huibner (Lepidoptera: Noctuidae), gusano trozador, Agrotis spp. (Lepidoptera:
Noctuidae), barrenador del tallo, Diatraea saccharalis Fabricius (Lepidoptera: Crambidae),
frailecillo, Macrodactylus mexicanus Buermeister (Coleoptera: Scarabaeidae), y los
picudos Geraeus senilis Casey Yy Nicentrites testaceipes Champion (Coleoptera:
Curculionidae). Las poblaciones de los acaros como Oligonychus mexicanus McGregor y
Ortega (Acari: Tetranychidae) y Tetranychus spp. (Prostigmata: Tetranychidae)
incrementan cuando existen altas temperaturas y sequias prolongadas (CESAVEG, 2011).
Es importante destacar que las especies de chapulines Melanoplus differentialis Thomas
(Orthoptera: ~ Acrididae) y Sphenarium purpurascens Charpentier (Orthoptera:
Pyrgomorphidae) atacan al maiz desde la etapa de verticilo medio hasta la madurez y
consumen todas las partes de las plantas (CIMMYT, 2014).

Dentro del complejo de plagas anteriormente sefialadas, solo se realizard una
descripcion de S. frugiperda, la cual es la plaga de mayor importancia econémica del maiz
en Meéxico y objeto del presente estudio.



2.2 Importancia de S. frugiperda

El gusano cogollero es considerado una de las plagas méas importantes del maiz en
las regiones tropicales y subtropicales de América, por el dafio que realiza desde el inicio
del desarrollo de la planta hasta antes de la cosecha (Carrillo, 1993). Spodoptera frugiperda
es de los pocos insectos que se dispersan y reproducen a través de todo el continente
americano (Abbas et al., 1989), presenta un amplio rango de hospederos entre los que
destacan maiz, sorgo, algodon, soya, papa, tomate y varias especies de pastos (Pacheco,
1994).

En diversas entidades de México, se han registrado pérdidas de produccion causadas
por este insecto que van de un 13 a 60%, y en ocasiones pérdidas totales del cultivo
especialmente cuando este se encuentra en la etapa fenoldgica de floracion. Al respecto rn
un estudio realizado en México por Rodriguez y de Ledn (2008) muestran que las pérdidas
en el rendimiento, causadas por la presencia de la plaga en el cultivo de maiz, oscilan entre
30y 40%. Los dafios mas serios se presentan en las regiones tropicales y subtropicales (Del
Rincén et al., 2006).

Figura 1. Dafio causado por gusano cogollero en una parcela de maiz.



2.2.1 Ciclo de vida y habitos

El gusano cogollero es un insecto holometabolo, es decir pasa por cuatro estados
bien diferenciados huevo, larva, pupa y adulto (Figura 2). El ciclo completo dura
aproximadamente entre 35 y 40 dias y depende de la temperatura y humedad (Murda et al.,
2003). Cada hembra oviposita un promedio de 1044 + 391 huevos a lo largo de su vida,
agrupados en masas de 100 a 150 huevos cada una (Murla y Virla, 2004a; Murda et al.,
2008). Las masas de huevos son protegidas por secreciones del aparato bucal y escamas de
Su cuerpo que sirven como proteccion contra algunos enemigos naturales o factores
ambientales adversos (Capinera, 1999). Los huevos son esféricos, blanquecinos, estriados,
de aproximadamente de 0.5 mm de didmetro por 0.35 mm de largo, cada huevo posee de 48
a 50 costas radiales con notables costas transversales y tiene una duracion aproximada de
cinco dias (Pacheco, 1994; Bautista, 2006). Las hembras depositan los huevos tanto en el
haz como en el envés de las hojas de sus hospederos y habitualmente éstos son puestos en
las primeras horas de la noche (Clavijo y Pérez-Greiner, 2000; Murua et al., 2009). Las
larvas al salir del huevo permanecen agrupadas en la parte baja de la planta y refugiadas
entre las hojas. Las larvas neonatas generalmente se alimentan del corion, més tarde se
trasladan a diferentes partes de la planta o a las vecinas a través de un hilo de seda, evitando
asi la competencia por el alimento y el canibalismo, las larvas de los primeros estadios
tienen habitos trozadores, pero mas tarde se comportan como un gusano defoliador
(Pacheco, 1994; Chapman et al., 2000). Las més jévenes comen durante el dia mientras que
en los Gltimos estadios son mas activas de noche. El periodo larval dura un promedio de 25
dias, pasando generalmente por seis estadios (Murua et al., 2003; Murla y Virla, 2004a;
Murula et al., 2008). Cada estadio se puede diferenciar perfectamente mediante el ancho y
longitud de la cabeza, los primeros estadios son de color verde con manchas y lineas
oscuras dorsales; sin embargo, en los ultimos estadios son de color verde o café brilloso, la
region lateral baja presenta tres lineas longitudinales color blanco claro, mientras que arriba
de los espiraculos se presentan lineas de color oscuro y amarillento. El octavo segmento
abdominal presenta los cuatro pinaculos dorsales formando un cuadrilatero, la cabeza es
reticulada mide de 2.6 a 2.8 mm de ancho y se observa una mancha amarillenta en forma de
Y invertida (Bautista y Vejar, 2007).
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Figura 2. Ciclo de vida de S. frugiperda (imagenes de Diana V. Garcia Banderas).

Las larvas del ultimo estadio descienden al suelo para dar inicio con la formacion de
la pupa, estas generalmente se encuentran a una profundidad de 3 a 5 cm durante un
periodo de 9 a 13 dias aproximadamente (Pacheco, 1994; Miranda et al., 2002). Las pupas
son de tipo obtecta de color café rojizo y miden entre 15 mm de largo y 5 mm en su parte
mas ancha (Murua et al., 2003). Los espiraculos se ubican en el apice de una proyeccion
del tegumento que se recurva hacia el extremo posterior, se encuentran desde el 2° al 7°
segmento abdominal, el 8° es apenas visible. EI cremaster de las hembras forma dos
espinas rectas y delgadas (Angulo y Weigert, 1975; Bautista, 2006).

Los adultos vuelan con facilidad durante la noche, los cuales son atraidos por la luz,
miden aproximadamente dos cm de longitud por 32 a 38 mm de expansion alar, son de
color gris con tonos café (Pacheco, 1994; Murla y Virla, 2004a). Presenta dimorfismo



sexual, puesto que las hembras las alas anteriores varian de gris a café, con manchas claras,
mientras que las de los machos son beige con una mancha eliptica blanquecina cerca del
centro y a un lado de esta mancha tiene otra franja diagonal de color claro dirigida del

margen costal hacia el centro (Bautista, 2006).

2.3 Biotipos de Spodoptera frugiperda

El habito polifago presentado por algunos insectos puede favorecer o resultar en la
diferenciacion de biotipos o razas hospederas (Dres y Mallet, 2002). En S. frugiperda se
han identificado dos biotipos relacionados por sus preferencias de plantas hospederas
(Pashley, 1986, Pecina-Quintero et al., 2015). El “biotipo arroz” se ha asociado con arroz y
pastos, mientras que el “biotipo maiz” predomina en maiz, algodon y sorgo (McMichael y
Prowell, 1999). Estos biotipos han sido identificados en varios paises, entre ellos: Estados
Unidos, Puerto Rico, Guadalupe, Republica Dominicana, Jamaica, Costa Rica, Guyana
Francesa, Colombia, Ecuador, Brasil, Argentina y México (Pecina-Quintero et al., 2015).

Hay que destacar que estos biotipos son estructuralmente indistinguibles y pueden
encontrarse en proceso de especiacion, pero difieren en caracteristicas tales como tasas de
desarrollo, peso y sobrevivencia de larvas y pupas, entre otras caracteristicas (Whitford et
al., 1992; Dres y Mallet, 2002). Ademas, Pashley y Martin (1987) observaron que cuando
las hembras del biotipo maiz se cruzaban con machos del biotipo arroz, no se producia
progenie y los espermatoforos no se transferian, lo cual fue evidencia de un aparente
aislamiento reproductivo. Sin embargo, Whitford et al. (1988) obtuvieron una descendencia
fértil en los cruces de ambos biotipos en laboratorio. Méas tarde, Lopez-Edwards et al.
(1999) demostraron que entre las poblaciones mexicanas de los estados de Aguascalientes,
Nuevo LeoOn y Yucatan existio compatibilidad reproductiva, ya que fueron capaces de
producir una progenie fértil; sin embargo, no existi6 compatibilidad cuando individuos
estas poblaciones se aparearon con individuos de Colima y Sinaloa. Lo anterior sugirié que
las poblaciones de gusano cogollero del maiz podrian haber desarrollado aislamiento
reproductivo tal vez, debido al aislamiento geografico. Estos mismos autores indicaron que
las poblaciones originarias de Nuevo Leon y Aguascalientes fueron mas susceptibles al
patogeno Bacillus thuringiensis Berliner (0.001 y 0.005 mg/L respectivamente) comparadas

con la poblacion de Sinaloa cuya CLso fue de 0.045 mg/L. Asi mismo, se observaron



algunas diferencias en la susceptibilidad de dichas poblaciones a los insecticidas quimicos
carbofuran y endosulfan. La poblacion de Aguascalientes resultdé ser mas susceptible al
carbofuran comparada con la poblacion de Nuevo Ledn (0.033 y 1.36mg/L,
respectivamente). No se encontraron diferencias significativas con respecto a la
susceptibilidad de las poblaciones de Aguascalientes y Yucatan hacia el endosulfan (0.023
y 0.054 mg/L, respectivamente) (LOopez-Edwards et al., 1999)

Lo anterior sugiere que estas poblaciones son capaces de desarrollar diferencias en
cuanto a la susceptibilidad hacia insecticidas quimicos y biologicos con respecto a la region
geogréfica de la misma poblacion (Lopez-Edwards et al., 1999). Sin embargo, existen
factores como la resistencia que pueden contribuir para esta condicién (Wyckhuys et al,
2013).

2.4 Métodos de control

Las medidas de control de esta plaga difieren con la variedad de maiz y el estado de
desarrollo de la planta. La integracién de medidas fitosanitarias aumenta la posibilidad de
lograr un control efectivo de las diversas plagas que atacan el maiz durante sus distintas
etapas de crecimiento, no obstante el control de S. frugiperda se realiza mediante varios
métodos:

2.4.1 Control cultural

Comprende una serie de medidas que tienen la finalidad de eliminar todo refugio
que sirva de proteccion al insecto. La preparacion del terreno y la eliminacion de malezas
tiene una contribucién importante en la reduccidn de las poblaciones de la plaga, las pupas
gue permanecen en el suelo pueden ser controladas con esta actividad exponiéndolas a
depredadores y a las condiciones adversas, asi como, evitar la posibilidad de que la plaga
encuentre hospederos alternos que hacen mas dificil el combate de ésta por mantener un
reservorio de la misma (Chacon y Zocco, 1994; CESAVEG, 2011).



2.4.2 Control quimico

En la agricultura el uso de insecticidas sintéticos ha sido el método mas empleado
para el control de insectos plaga debido a su disponibilidad, simplicidad de empleo y
resultados a corto plazo (McConnell y Hruska, 1993). Los principales grupos quimicos de
insecticidas para controlar las poblaciones de S. frugiperda se encuentran los

organofosforados, piretroides y carbamatos.

Organofosforados. Estos se encuentran dentro del grupo quimico de los compuestos
organicos derivados de la molécula del acido fosforico, este grupo de insecticidas son
compuestos muy toxicos para los vertebrados comparados con el resto de los insecticidas y
no son muy persistentes en los sistemas agricolas. Los insecticidas quimicos del grupo de
los organofosforados actGan por ingestion principalmente y en bajo efecto por inhalacion, y
por contacto por la absorcién a través de los lipidos de la cuticula del insecto (Moreno et
al., 2010; Bisset, 2002). EI modo primario de accion del grupo de los insecticidas
organofosforados consiste en la inhibicion de la acetilcolinesterasa, en las uniones
sinpticas por medio de carbamilacion o fosforilacion en su centro activo (IRAC, 2011).
Actuan como anélogos de la acetilcolina. Los organofosforados forman enlaces covalentes
muy estables con la enzima fosforilada, la liberacion de esta enzima todavia puede ocurrir
pero la reaccibn es mucho mas lenta que con la acetilcolina. Por lo tanto, la
acetilcolinesterasa no puede reaccionar eficientemente con la acetilcolina liberada, el

transmisor no se restablece y la funcion del nervio se altera.

Piretroides. Son compuestos quimicos sintéticos que se basan estructuralmente en una
molécula obtenida de la piretrina, que es naturalmente producida por la planta ornamental
Chrysanthemum cinerariaefolium (Trevii). Estos compuestos quimicos acttan a nivel de la
membrada nerviosa, interfiriendo en la conformacién de proteinas en la interterfase lipido-
proteica, provocando un aletargamiento en el blogueo de los canales de sodio una vez

después de que paso el impulso (IRAC, 2011).

Carbamatos. Son sustancias organicas de sintesis conformadas por un atomo de nitrégeno
unido a un grupo labil, el acido carbamico. Este tiene un efecto neurotoxico que, en la dosis
correspondiente, conlleva a la muerte. Sus caracteristicas principales son su alta toxicidad,

su baja estabilidad quimica y su nula acumulacion en los tejidos, caracteristica ésta que lo
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posiciona en ventaja con respecto a los organoclorados de baja degradabilidad y gran
acumulacion. Al igual que los organofosforados actdan produciendo una inhibicion de la
acetilcolinesterasa. Sin embargo, la union de los carbamatos a la colinesterasa es reversible
siendo su accidn relativamente mas corta y su toxicidad mas baja (Ellenhorn, 1997; Nogué,
1995; Ribas 1995). A pesar de que en un primer momento estos compuestos fueron de gran
utilidad, las poblaciones de esta plaga generaron rapidamente resistencia hacia los
insecticidas antes mencionados por al menos dos décadas en EE.UU. (Wood et al., 1981;
Georghiou y Mellon, 1983; Yu, 1992). Esta situacion se repitié con poblaciones colectadas
en maiz en México con los mismos grupos toxicologicos (Pacheco-Covarrubias, 1993;
Lagunes-Tejeda et al., 2009) y con piretroides en Brasil (Diez-Rodriguez y Omoto, 2001).

2.4.3 Control bioldgico

El término control bioldgico se refiere al uso y manipulacion de los enemigos naturales
(parasitoides, depredadores y patdgenos) para reducir las densidades poblacionales de las
plagas a niveles que no superen el umbral econdmico y donde existe una interdependencia

entre las poblaciones del enemigo natural y las del fitofago (Badii et al., 2000).

Parasitoides. Los parasitoides pueden ocasionar porcentajes de mortalidad entre 35y 70%
(Armenta et al., 2003). En México, se tienen un registro de por lo menos 40 especies de
parasitoides (Molina et al., 2003) entre los géneros mas detectados se encuentran
Trichogramma spp (Hymenoptera: Trichogrammatidae); Chelonus spp (Hymenoptera:
Braconidae), Apanteles sp (Hymenoptera: Braconidae), Cotesia marginiventris (Cresson)
(Hymenoptera: Braconidae), Meteorus laphygmae Viereck (Hymenoptera: Braconidae),
Euplectrus spp (Hymenoptera: Eulophidae), Ophion spp (Hymenoptera: Ichneumonidae),
Pristomerus spinator Fabricius (Hymenoptera: Ichneumonidae) y Capoletis spp
(Hymenoptera: Ichneumonidae) y varias especies de moscas parasitas de las familias
Sarcophagidae y Tachinidae destacando Archytas marmoratus (Townsend) y Lepesia
archippivora (Riley) (Diptera: Tachinidae). En regiones maiceras de México se ha
demostrado la eficacia de Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera:

Trichogrammatidae) en el control biolégico del gusano cogollero, cuando se libera la
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avispita cada 10 dias a partir de la tercera semana después de la siembra se logra un
parasitismo de 92% con una dosis de 22,500 avispas por hectarea (Flores y Dominguez,
2003).

Depredadores. Los depredadores Doru taeniatum (Dohrn) (Dermaptera: Forficulidae),
Calosoma calidum (Fabricius) (Coleoptera: Carabidae) y Chrysopa spp. (Neuroptera:
Chrysopidae) son los enemigos naturales mas abundantes del maiz en el Sur de México
(Armenta et al. 2003; Cisneros et al. 2003). Al respecto Van-Huis (1981) mencioné que la
depredacion de los huevecillos de S. frugiperda por D. taeniatum puede causar un 57% de

mortalidad en las poblaciones de campo en un estudio relizado en Nicaragua.

Patogenos. El gusano cogollero es susceptible a mas de 16 especies de patdgenos, entre los
mas importantes se encuentran los baculovirus (NPV y GV), hongos como Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin y Entomophthora aulicae (Reich.), protozoarios; Nosema
laphygmae Weiser, nematodos; Hexamermis sp. y bacterias como Bacillus thuringiensis
(Berliner) (Garden y Fuxa 1980).

2.5 Los baculovirus

2.5.1 Generalidades

Los baculovirus son un grupo de virus patégenos de artropodos que deben su
nombre a la forma de varilla o bastdn de sus viriones (Caballero et al., 2001). El tamafio del
genoma oscila entre 85 y 166 kb y esta organizado en una molécula circular de ADN de
doble cadena (Blissard y Rohrmann, 1990). Los baculovirus producen dos tipos de
particulas, una ocluida y otra no ocluida. El virus ocluido comprende decenas de viriones
en una matriz de proteina que forma una estructura poliédrica llamado cuerpo de inclusion
(OB, por sus siglas en inglés), el cual es el responsable de la transmision horizontal de la
infeccion. Cuando un huésped susceptible se alimenta de follaje contaminado con OBs, los
viriones son liberados debido a que la proteina de los OBs se disuelve por el pH alcalino (8-
11) que prevalece en el intestino del insecto. Los viriones derivados de los OBs infectan a
las células epiteliales del intestino medio para iniciar el primer ciclo de replicacion o
infeccion primaria. Subsecuentemente, los viriones no ocluidos salen de las células

infectadas hacia el hemocele para causar la infeccion secundaria de otros tejidos y 6rganos
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del insecto infectado. Para esto, el virus brotado parece utilizar el sistema respiratorio de
tragueas como una red de caminos para dispersarse en el insecto (Engelhard et al., 1994).

Después de un cambio en su clasificacion, la familia baculoviridae consta de cuatro
géneros: Alphabaculovirus, que comprende los nucleopoliedrovirus especificos para
lepiddpteros, Betabaculovirus, que comprende los granulovirus especificos para
lepidopteros, Gammabaculovirus, que comprende los nucleopoliedrovirus especificos para
himenopteros fitéfagos y Deltabaculovirus, que comprende los nucleopoliedrovirus

especificos para dipteros (Jehle et al., 2006).

La distribucion espacial de los OBs de los baculovirus varia en funcién del tipo de
ecosistema, las diferentes combinaciones baculovirus-insecto y de las distintas plantas
sobre las que se alimentan los insectos hospederos (Fuxa, 2004). Ademas, el uso insecticida
de los baculovirus, debido a su estrecho espectro de hospedero y a la ausencia de otros
posibles efectos perjudiciales, constituye riesgos ambientales menores. ES por eso que en
diferentes partes del mundo se ha demostrado que la utilizacion de bioinsecticidas basados
en baculovirus puede reducir de forma significativa el consumo de plaguicidas quimicos
(Moscardi, 1999; Caballero et al., 2009).

2.5.2 Estructuray composicion de los baculovirus

La nucleocapsida. Su funcién basica es transportar la informacién genética del virus, en
una forma altamente compactada, hasta la célula huésped (Federici, 1986). Esta estructura
consiste en una vaina o capsida cilindrica, tapada en ambos extremos (base y tapa) cuyo
interior constituye el nicleo donde se encuentra el ADN gendmico enrollado y condensado.
Presentan un diametro entre 30 y 60 nm y una longitud entre 250 y 300 nm, aunque puede
variar dependiendo del tamafio del genoma (Federici, 1986; Tanada y Hess, 1991). Su
genoma oscila entre 80 y 180 kilopares de bases y se encuentra organizado en una molécula
circular de ADN (Ayres et al., 1994; Ahrens et al., 1997). La estructura de la capsida
consiste en una serie de anillos apilados perpendicularmente que configuran la forma

cilindrica y entre cada anillo hay una separacion aproximada de 4.5 nm (Federici, 1986).
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Los viriones. Son los principales elementos infecciosos de los baculovirus tanto en la
dispersion del virus entre los individuos de una poblacién como entre los distintos 6rganos
y tejidos dentro del mismo huésped (Caballero et al., 2001). El viriébn maduro se forma
cuando la nucleocapsida adquiere, en un momento determinado de la replicacion del virus,
una envuelta 0 membrana que tiene una estructura trilaminar tipica compuesta por una capa
de lipidos entre dos capas de proteinas (Federici, 1986). Dicha membrana da lugar a dos
viriones diferentes, los derivados de los cuerpos de inclusion (ODVs) y los viriones
brotados (BVs). Los ODVs se originan a partir de nucleocapsidas que permanecen en la
misma célula en la que han sido sintetizadas dando lugar a la formacion de viriones que
quedan incluidos en los cuerpos o matrices codificados por el virus (Blissard y Rohrman,
1990).

Morfolégicamente los OVDs se dividen en dos tipos: los que presentan una sola
nucleocépsida por virion, denominados viriones simples y los que presentan un numero
variable de nucleocépsidas denominados viriones multiples (Granados y Williams, 1986).
Por su parte los BV contienen una sola nucleocapsida y todos son morfoldgicamente
iguales, éstos se originan a partir de nucleocépsidas que una vez que han sido sintetizadas
se mueven Yy abandonan las células del huésped; ademas son los responsables de diseminar
la infeccion entre los érganos y los tejidos de la cavidad hemocélica del insecto (Blissard y
Rohrmann, 1990). Muchos de los componentes estructurales de los BVs y ODVs son
iguales, incluida la doble hebra de ADN circular, y las diferencias para adecuar sus
respectivas funciones en un ciclo de infeccién radican principalmente en los componentes

de sus respectivas envolturas (Posse et al., 2010).

Cuerpos de inclusion. Los baculovirus al final del proceso infeccioso sintetizan grandes
cantidades de poliedrina o granulina; segun el género del virus, las cuales son proteinas que
al cristalizarse forman una matriz en forma de poliedro irregular o granulo. En los OBs
guedan incluidos uno o varios viriones ODVs, dependiendo del tipo de virus, los cual les
permite preservar su capacidad infecciosa fuera del huésped, los OBs son insolubles en
agua Yy resistentes a la putrefaccion y desintegracion por agentes quimicos (Benz, 1986) y
también a tratamientos fisicos como la congelacion, desecacion o liofilizacion (Jacques,
1985), caracteristicas que les permite la persistencia en el medio. En el género de los

nucleopoliedrovirus los OBs de las distintas especies de virus varian entre 0.5 y 15 um, la

14



forma de este 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).

2.5.3 Ciclo de infeccion y sintomatologia

Existen cuatro mecanismos de entrada del baculovirus en el insecto: i) por via oral,
a través de alimento contaminado; ii) ruta transovum (contaminacion de la superficie de
huevo), iii) ruta transovarica (transmisién dentro del huevo) e iv) infeccién por medio de
parasitoides durante la ovoposicion (Granados, 1981; Mazzone, 1985). La mas comun se da
cuando los OBs son ingeridos por las larvas al alimentarse, continta con la dispersion de la
enfermedad dentro del insecto y finaliza tras la muerte del mismo, con liberacion de nuevos
OBs que contienen las particulas infectivas. Durante el ciclo, se producen dos fenotipos de
viriones con idéntico genotipo (Blissard y Rohrmann, 1990; Blissard, 1996), uno de los
cuales (ODVs) es responsable de la transmisién horizontal de la enfermedad y el causante
de la infeccidon primaria del insecto. El otro (BVs) disemina la enfermedad dentro del
hemocele del insecto, provocando la infeccion secundaria dando como resultado la

generacion de nuevos OBs y la muerte del insecto.

La infeccion primaria se lleva a cabo por la ingestion de los OBs presentes como
contaminantes en el alimento de las larvas (Figura 4) y que debido a la alta alcalinidad de
los jugos intestinales del insecto huésped (pH 8-11) que favorece una hidrolisis proteica de
los OBs (Granados y Williams, 1986). Una vez liberados los viriones, éstos atraviesan la
membrana peritrofica del intestino y se unen por fusion a las microvellosidades de las
células epiteliales del intestino medio (Engelhard et al., 1994). Posteriormente, las
nucleocapsidas penetran en el citoplasma de las células y se dirigen hacia el ndcleo en
donde quedan desnudas liberando asi el ADN (Granados y Williams, 1986). El material
genético contenido en las nuecleocéapsidas se replica en el nacleo de las células. Segln
Blissard y Rohrmann (1990), el nucleo de la célula se hipertrofia y los nucléolos se dirigen
hacia la periferia nuclear y decrecen en tamarfio, para dar inicio a la trascripcion de los

primeros genes virales.
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La infeccion secundaria de los baculovirus se logra debido a la diseminacién de los
BVs dentro del huésped. La entrada de los BVs a las células es producida por endocitosis.
Mientras que algunos virus son retenidos en el intestino medio, otros son liberados e
infectan diferentes tejidos; entre ellos: hemocitos, traqueas, epidermis, tejido adiposo,
muscular, nervioso, reproductivo, granular y células pericardiales (Passarelli, 2011).
Durante el proceso de infeccion secundaria también se producen ODVSs, éstos son
gradualmente ocluidos dentro de una matriz proteica cristalina (poliedrina) para desarrollar
los OBs, los cuales llenan el nacleo y son finalmente liberados tras la lisis celular (Sciocco,
2001; Cory, 2010) (Figura 3).

Figura 3. Sintomatologia de una larva de S. frugiperda previa a la muerte (A) y una muerta (B) por
la accion del SFMNPV (imégenes de Diana V. Garcia).

Una determinada sintomatologia se observa cuando la infeccion por los baculovirus
se encuentra en estados avanzados. Generalmente, en las fases tardias de la infestacion, se
observan cambios en la coloracion, debido a la acumulacion de OBs en los tejidos
afectados, tornandose de color blanquecino o amarillento, exhibiendo menor movilidad,
mayor flacidez, pérdida de apetito y retraso en el desarrollo. Las larvas de lepiddpteros
tienden a alejarse del alimento y migran hacia la parte superior de la planta, para morir
colgadas de las propatas (Sciocco, 2001). La aparicién de los primero signos de la
enfermedad y tiempo letal dependen de determinados factores como: virulencia del
aislamiento, dosis ingerida, edad larval, temperatura y estado nutricional. Por Gltimo, el
integumento se degrada y se liberan millones de nuevos OBs para después dar origen a un

nuevo ciclo de infeccion (Granados y Lawler, 1981).
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Figura 4. Esquematizacion del ciclo de infeccién de un nucleopoliedrovirus (Adaptado de Motoko
et al., 2014).

2.5.4 Ecologia de los baculovirus

Los baculovirus son virus especificos de artropodos cuyas caracteristicas
morfolégicas, modo de accién y capacidad de persistencia en el ambiente los hacen
excelentes candidatos para agentes de control biolégico. Al mismo tiempo, los baculovirus
son ideales para el estudio de la ecologia de enfermedades. Para describir la ecologia de los
baculovirus, se utiliza la definicion clésica de ecologia como el estudio cientifico de la
distribucion y abundancia de los seres vivos y de sus relaciones entre si con el medio fisico.
El estudio de la ecologia de los baculovirus puede abordar desde aspectos moleculares y

patolégicos hasta evolutivos y de comportamiento (Dias-Vasconcelos, 2001).

Los estudios de ecologia de virus se basan en relacion a la sobrevivencia del
hospedero o a la dinamica de poblacién de éste. Sin embargo, un conocimiento profundo de

su biologia y ecologia podrian ser la clave para que estos patdgenos tengan impacto en
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programas de manejo de insectos plaga (Cory y Evans, 2007; Cory, 2010). La persistencia
de los baculovirus en el ambiente indica una importante adaptacion fuera de su hospedero,
en donde la infeccion de un nuevo hospedero se lleva a cabo a traves de la transmision
horizontal. Aunque los OBs son susceptibles a la inactivacion por radiacion ultravioleta,
pueden persistir en el ambiente por varios periodos de tiempo. Fuxa et al. (2007) sefialan
que los NPVs han controlado a insectos plaga durante varios afios en suelos agricolas

expuestos a la lluvia, incluyendo a estos suelos a ciclos de rotacion de cosecha.

El principal reservorio natural de los NPVs es el suelo, pero éstos pueden ser
transportados abidticamente a insectos hospederos y a plantas (hojas y frutos) para iniciar
epizootias. Los OBs que contienen viriones mdaltiples podrian ayudar a conservar su
diversidad dentro de las poblaciones de virus y permitir una rapida adaptacion (Cory y
Evans, 2007). La capacidad de dispersion de los baculovirus depende de los cambios en el
comportamiento del hospedero infectado, por la distancia que recorre y el sitio donde
muere, lo anterior desencadena la propagacion del virus dentro y entre generaciones de los

hospederos (Cory y Myers, 2003).

Los baculovirus se pueden trasmitir de manera horizontal y vertical. La transmision
horizontal se define como la transferencia del patogeno entre individuos de una misma
generacion. La eficiencia de dicha transmisién depende tanto de la densidad de poblacién
del virus como del huésped. Cuanto mayor es la densidad de los insectos susceptibles,
mayor es la probabilidad de contacto entre el virus y el huésped. La transmision vertical ha
sido sugerida como una estrategia de sobrevivencia para el virus durante periodos de baja
densidad de hospederos y cuando las oportunidades para la trasmision horizontal es
restringida (Cory y Myers, 2003). En algunos grupos de insectos, como Lepiddptera, dicha
transmision aparece como un fenémeno comin (Kukan, 1999), aunque los mecanismos y

factores que regulan estos procesos no son totalmente comprendidos.

2.5.5 Diversidad de los baculovirus

La familia Baculoviridae se caracteriza por un alto grado de diversidad inter e

intraespecifica. Los procesos de especiacion de los virus estan asociados con su hospedero
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en co-evolucion, lo cual se ve reflejado en los principales linajes de agrupacion que
coincide con el hospedero que infectan (Rohrmann, 2013). Asi, los baculovirus han
evolucionado desde virus no ocluidos que infectan el tejido intestinal, y tejido graso, hasta
virus que solo se limitan a infectar células intestinales (Gamma y Deltabaculovirus) y
finalmente a virus ocluidos con la habilidad de extender la infeccion a diversos tejidos
(Alphabaculovirus y Betabaculovirus) (Herniou y Jehle, 2007).

La diversidad genotipica puede ser el resultado de recombinacion natural (Hajos et
al., 2000) y de presencia de elementos transponibles (Jehle et al., 1998) luego de
infecciones simultaneas de multiples genotipos. Estas variaciones en cuanto a la diversidad
se han observado en regiones hipervariables del genoma (Stiles y Himmerich, 1998; Mufioz
et al., 1999; Cory et al., 2005; Harrison et al., 2008) y algunas de las regiones variables
incluyen regiones homdlogas y 27 genes bro, indicando la presencia de puntos calientes de
recombinacion (Erlandson, 2009). Mediante técnicas de clonacion in vivo se demostré que
el nucleopoliedrovirus de Pannolis flammea esta compuesto de 24 genotipos (Cory et al.,
2005), el NPV de S. exempta por 17 genotipos (Redman et al., 2010) y el NPV de S. exigua
por 7 genotipos (Mufioz et al., 1999). Asi mismo, se han separado genotipos de S.
frugiperda (SFTMNPV) de aislados de campo provenientes de Nicaragua y Estados Unidos
(Simdn et al., 2004; Harrison et al., 2008).

La heterogeneidad intraespecifica esta presente entre aislados que pertenecen a la
misma especie provenientes de regiones geograficas distantes (diversidad interpoblacional)
(Escribano et al., 1999; Mufioz y Caballero, 2000; Rowley et al., 2011) o incluso entre un
solo aislado, en el que existen mezclas de genotipos (diversidad intraespecifica) que
difieren en su contenido genético (Mufioz y Caballero, 2000; Hodgson et al., 2002; Simon
et al., 2004; Cory et al., 2005; Figuereido et al., 2009). Estas variantes genotipicas de
nucleopoliedrovirus pueden ser co-ocluidas en un sélo OB, incluso dentro del mismo virion
(Clavijo et al., 2010). Se ha estimado que los ODV de nucleopoliedrovirus maultiples
pueden contener hasta 29 genomas (Bull et al., 2001), lo cual es favorable para la infeccion
de larvas en estadios tardios y en hospederos menos permisivos (Zwart et al., 2009).
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2.5.6 Nucleopoliedrovirus multiple de S. frugiperda (SFMNPV)

El STMNPV se encuentra clasificado dentro de la familia Baculoviridae, el cual ha
sido estudiado ampliamente desde su primer reporte a comienzos de la década de los 70°s
(Summers y Anderson, 1973). Este virus prevalece en las poblaciones naturales de S.
frugiperda y es capaz de generar epizootias cuando se encuentra en altas densidades
(Hamm y Young, 1971). En un estudio de distribucion y abundancia realizado por Williams
(1999) en el sur de México, Belice y Guatemala, indico que el virus puede estar presente en
parcelas de maiz en produccion, parcelas con residuos del cultivo o con antecedentes de

infestacion de la plaga.

El SFMNPV presenta una alta patogenicidad en contra de su hospedero homdlogo y
una virulencia semi-permisiva en hospederos alternativos como S. exigua y S. littoralis
(Simon et al., 2004). Con base en dichas caracteristicas, se han obtenido diversos aislados
de SFMNPV a partir de larvas recolectadas en varias regiones de Norte, Centro y Sur
América (Maruniak et al., 1984; Escribano et al., 1999). A finales de la década de los
noventa varios aislados del STMNPV fueron caracterizados por Escribano et al. (1999).
Estos autores determinaron que tres aislados del STMNPV procedentes de Argentina,
Nicaragua y Estados Unidos fueron estructural y genéticamente muy similares con base a
un andlisis de restriccion enzimatica; sin embargo, el aislado procedente de Nicaragua
(SFMNPV-NIC) fue 15 veces mas patogénico (2.04 x 10° OBs/ml) comparado con el virus
de Argentina (3.06 x 10° OBs/ml) con base a los limites de confianza de las
concentraciones letales medias determinadas para cada virus en larvas de segundo estadio.

Con base en el potencial que presentdé SFTMNPV-NIC, éste ha sido evaluado como
un potencial bioinsecticida para el control del gusano cogollero del maiz (Moscardi, 1999;
Williams et al., 1999; Cisneros et al., 2002; Armenta et al., 2003). En experimentos
realizados en campo de México y Honduras demostraron que la aplicacién del SFTMNPV a
una concentracion de 6 x 10'? OBs/hectéarea de maiz provoco aproximadamente el 40% de
mortalidad de S. frugiperda al ser aplicado en una formulacién acuosa (Williams et al.,
1999).

En un estudio posterior se determind que el aislado STIMNPV-NIC posee una amplia

diversidad genémica, ya que se identificaron nueve genotipos diferentes (Simon et al.,
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2004), que en conjunto provocan una mayor actividad sobre el huésped (Simon et al.,
2005). En paises como Brasil, Colombia y Per( se han realizado varios estudios para
validar la efectividad del SFTMNPV en laboratorio y campo (Moscardi, 1999; Barrera et al.,
2011; Vasquez et al., 2002). El caso mas sobresaliente es Brasil, donde el SFTMNPV fue
utilizado para tratar entre 5 000 y 10 000 ha de maiz en el afio de 1995. Dicha extension se
ha incrementado hasta aproximadamente 20.000 ha para controlar larvas de primer y
segundo estadio de S. frugiperda mediante una formulacion granulada humectable a una
concentracion de 2.5 x 10! OBs/ha (Moscardi, 1999; Szewczyk et al., 2006). En un estudio
realizado en Mexico por Rios-Velasco et al. (2012) se carecterizaron mediante enzimas de
restriccion cuatro virus aislados de suelo (NAV1, CAD, AN1 y AN2), enocntrando
diferencias entre los aislados AN1 y AN2 con el esto de los demas, lo cual se vio refleajo

en su patogenicidad.
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I, HIPOTESIS
La actividad bioldgica de aislados del STMNPV difiere en las distintas poblaciones del
insecto huésped.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar la actividad biologica de tres aislados del SFTMNPV sobre distintas poblaciones

mexicanas de S. frugiperda.

4.2 Objetivos especificos

1. Evaluar la patogenicidad de tres aislados del SFTMNPYV sobre cuatro poblaciones de

S. frugiperda.

2. Evaluar la virulencia y produccion de OBs de tres aislados del STMNPV en larvas
de cuatro poblaciones de S. frugiperda.

23



V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Poblaciones y cria de S. frugiperda

Durtante 2014 y 2015 se colectaron cuatro poblaciones de S. frugiperda en cultivos de maiz
en cuatro estados de México (Chiapas, Michoacan, Guanajuato y Sinaloa) (Cuadro 1). En
cada sitio se colectaron alrededor de 150 larvas de tercer y cuarto estadio. La poblacion
originaria de Michoacan se colectd en una zona donde tradicionalmente se cultivan
materiales criollos, mientras que el resto de las poblaciones se colectaron en zonas
productoras de maiz hibrido. Después de la colecta, las larvas se colocaron en recipientes
de pléstico ventilados (24 x 14 x 4 cm de largo, ancho y alto) con hojas de maiz como
alimento y se transportaron al laboratorio de Entomologia Agricola (LEA) del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IIAF) de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo (UMSNH).

Cuadro 1. Poblaciones de Spodoptera frugiperda colectadas en cultivos de maiz ubicados en cuatro
estados de México.

Lugar de colecta Fecha de Localizacion del sitiode  Tipo de
colecta colecta cultivo

Poblacion de Referencia  Febrero, 2013 _

(Sf-LEA)

Motozintla, Chiapas, Julio, 2014 N15°22' 092° 14 Hibrido

(SF-CHI) 1280 msnm

Erongaricuaro, Julio, 2014 N 19035 0 10° 143, Criollo

Michoacén (Sf-MICH) 2040 msnm

Abasolo, Guanajuato Agosto, 2014 N 20 °27'0 101 ° 31, Hibrido

(SF-GTO) 1710 msnm

Culiacancito, Sinaloa Febrero, 2015 N 24° 49', 0 107° 32' Hibrido

(SF-SIN) 33 msnm

En el laboratorio, las larvas se colocaron individualmente en vasos de plastico
provistos con dieta semisintética a base de sémola de maiz, germen de trigo, levadura y
libre de formaldehido (modificada de Mihm, 1984). Las pupas se sexaron de acuerdo a las
caracteristicas morfoldgicas establecidas por Sannino et al. (1987) (Figura 5). Después de
la emergencia, se colocaron ~15 parejas de adultos (proporcion 1:1 ¢ 2:1 hembra: macho)
en bolsas de papel de estraza del No. 12 que se alimentaron con una solucion de miel de
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abeja al 15%. Una vez iniciada la puesta de huevos, las bolsas de papel de estraza se
reemplazaron diariamente. Como referencia se utilizé una poblacién (Sf-LEA) que se ha
mantenido durante dos afios sin exposicion a insecticidas en el LEA del IIAF de la
UMSNH. El proceso de cria se realizd en una camara de crecimiento LumistellMR
(Biotécnica del Bajio, Celaya, Guanajuato) a 25 + 2 °C, 75 £ 5% de humedad relativa y un
fotoperiodo de 16:8 h (Luz: Obscuridad).

Figura 5. Diferencias morfolégicas utilizadas para la separacion de sexos en estado de pupa. En el
9° segmento abdominal de los machos se encuentra, sobre un area circular, una pequefia elevacion
sefialada por una incision. La hembra no presenta relieve tegumentario, hay una incision
longitudinal diferenciada que alcanza el margen del 7° segmento abdominal y se prologa por los
segmentos 9°y 10° (Sannino et al., 1987).

5.2 Procedencia de los virus y su replicacion

Se utilizaron tres aislados del SFTMNPV, dos de ellos procedieron de muestras de suelos
colectadas en dos zonas del sur de México: Chiapas (SFMNPV-CHI) y Mérida (SfTMNPV-
MER) y el otro de larvas de S. frugiperda colectadas en Nicaragua (SFTMNPV-NIC). Estos
tres aislados fueron proporcionados por el Dr. Trevor Williams (Investigador del Instituto
de Ecologia, Xalapa, Veracruz). Para los bioensayos, el aislado SFTMNPV-NIC se considero
como referencia debido a que es un virus previamente caracterizado y que ha mostrado un
excelente potencial para el control de esta plaga (Escribano, 1999; Harrison et al., 2008).
La extraccion de los virus de las muestras de suelo la realiz6 Jiménez-Fernandez (2003),

quien se baso en la metodologia propuesta por Richards y Christian (1999).
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Para la replicacion de los tres aislados del STMNPV se emplearon larvas de S.
frugiperda de cuarto estadio (8-12 h después de la ecdisis), estas se colocaron
individualmente en celdas cilindricas (2 cm?) de cajas para cultivo de tejido de 24 celdas.
Estas larvas se dejaron sin alimento cuatro horas antes de la inoculacién. Cada celda
contenia un trozo de dieta de aproximadmente 1 cm? tratado uniformente con 15 pl de una
concentracion de ~ 1x108 OBs/ml de cada asilado del virus. Después de tres dias, las larvas
se colocaron en otras cajas, de las descritas anteriormente, con dieta libre de los aislamietos
del virus. Las larvas se mantuvieron en las mismas condiciones ambientales descritas
previamente y se observaron diariamente hasta la manifestacion de los sintomas de la
infeccion (pérdida de movilidad y cambio en la coloracién de blanquesino o amarillento a
café oscuro. Estas larvas se maceraron, suspendieron en agua destilada y purificaron por
filtracion con el uso de dos mallas finas; una de 120 y otra de 80 micras. La cuantificacion
de los OBs se realiz6 en una camara de Neubauer Improved (Hawskley, Lancing, Reino
Unido) a 40x con un microscopio con contraste de fases Olympus BX41. La suspension de

cada uno de los aislados del SFTMNPV se almacené a -20 °C hasta su uso.

5.3 Determinacion de la concentracion letal media (CLso) de los aislados del
SfMNPV

La patogenicidad de los aislados STMNPV-NIC, STMNPV-CHI y SFTMNPV-MER, sobre las
poblaciones de S. frugiperda se determind a través de la CLso. Las larvas de segundo
estadio de S. frugiperda (0-8 horas después de la ecdisis) de la segunda generacion (F2), de
cada una de las poblaciones colectadas en campo, se inocularon con la técnica de
contaminacion por gota de Hughes y Wood (1981), con algunas modificaciones. Para ello,
cada aislado del virus se resuspendid en agua destilada + colorante artificial azul
(McCormick®, Inc, Estados Unidos) a 0.01% volumen/volumen y 20% de una solucién de
sacarosa como fagoestimulante. Con base al estudio realizado por Barrera et al. (2011) con
un aislado de STMNPV que causé una mortalidad entre 5y 95 % sobre larvas de segundo
estadio de S. frugiperda, se utilizaron siete concentraciones (3.84 x 10%, 1.92 x 10%, 9.6 x
103, 4.8 x 10% 2.4 x 10°, 1.2 x 10%y 6 x 10° OBs/ml) para las cuatro poblaciones de campo.
Para la poblacion Sf-LEA se utiliz6 un rango entre 2.3 x 10?2y 3.6 x 10° OBs/ml.
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Cada concentracion de cada aislado se dispersd en pequefias gotas sobre cajas Petri.
Las larvas que ingirieron la gota en un periodo de 10 minutos, se transfirieron
individualmente a cajas para cultivo de tejido de 24 celdas provistas con dieta semisintética
libre del virus. Los bioensayos se mantuvieron en una camara ambiental a 25 °C y 76% de
humedad relativa. Se realizaron cuatro repeticiones de 24 individuos por cada contrancion,
asi mismo 24 larvas por concentracion como testigo, las cuales se trataron solamente con
agua destilada + colorante artificial azul + la solucién de sacarosa. La mortalidad de las
larvas se registr0 cada 24 h a partir del tercer dia después de la inoculacion del virus

durante ocho dias.

Los datos de mortalidad causada por cada aislado ensayado se sometieron a un
analisis probit (Finney 1972) con el programa POLO PC (LeOra Software, 1987). El grado
de heterogeneidad se calculé mediante la prueba de 2 con un nivel de significancia de
95%. Los valores de la CLso se calcularon en OBs/ml. Las pendientes de las rectas de
regresion se compararon con la prueba de paralelismo con el programa POLO PC y la
hipotesis de las pendientes paralelas se acept6 cuando el valor de 2 fue menor al tabulado,
con un nivel de significancia de 95%. En caso de no existir paralelismo, la potencia relativa
(PR) se estimo con base al calculo de los radios de las dosis letales descritas por Robertson
y Preisler (1992). La comparacion de la PR para cada poblacién de S. frugiperda se realizé

tomando como referencia el virus exotico (SFMNPV-NIC).

5.4 Determinacion del tiempo medio para morir (TMM) y produccion de OBs por
larva

Para estos bioensayos se utilizaron las mismas poblaciones de campo de S. frugiperda,
aislados y metodologia de inoculacion descrita anteriormente, pero en este caso las larvas
de segundo estadio procedieron de la tercera generacion (F3) en cada poblacion. Para su
inoculacion, se utilizaron las correspondientes CLgo estimadas para cada virus (Cuadro 2).
Los bioensayos se mantuvieron en las mismas condiciones ambientales que las sefialadas en

el apartado anterior.
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Cuadro 1. CLgy estimada para cada aislado del SFTMNPV en las cinco poblaciones de Spodoptera

frugiperda.

Poblacion SfMNPV-NIC SfMNPV-MER SfFMNPV-CHI
Sf-LEA 5.33 x 10° 1.97 x 10° 1.11 x 10°
Sf-CHI 2.43 x 108 1.88 x 107 7.90 x 108
Sf-MICH 7.90 x 10° 3.80 x 10° 5.52 x 10°
Sf-GTO 1.10 x 108 5.50 x 10° 1.20 x 108
Sf-SIN 1.20 x 108 2.70 x 108 2.10 x 108

La mortalidad de las larvas se registr6 cada 12 h a partir del tercer dia post-
inoculacién. Con el objetivo de estimar la produccion del virus, en OBs/larva, una vez que
las larvas presentaron sintomas evidentes de la infeccion, se transfirieron a microtubos
estériles de 0.6 ml (Murillo et al., 2007). Los virus se conservaron a -20 °C hasta el conteo
de los OBs. EI TMM se calcul6 con el programa GLIM (Generalized Linear Interactive
Modeling, Numerical Algorithms Group 1993) con una distribucion de sobrevivencia
Weibull (Aitkin et al., 1989), donde se excluyeron a los individuos vivos (Farrar y
Ridgway, 1998) con el censor Weibull (w) w =1. Se realizaron cuatro repeticiones con 24

individuos para cada poblacion y aislado ensayado.

Para determinar la cuantificacion de los OBs, las larvas muertas en el experimento
de TMM se colocaron individualmente en un microtubo de 1.5 mL y se homogenizaron en
100 pL de agua destilada. EI nimero de OBs producido por larva se estimé por triplicado
mediante el conteo en una camara de Neubauer. Para el conteo de los OBs de cada aislado,
se seleccionaron al azar 60 larvas que murieron en un rango de tiempo de 84 a 168 h, en el
cual existi6 la mayor mortalidad larvaria. Se realiz6 una prueba de homogeneidad de
varianzas mediante la prueba de Levene (P > 0.05) por lo que los datos se analizaron
mediante la prueba no-paramétrica de Kruskal-Wallis y de U-Mann-Whitney. También se
realizo un andlisis de regresion lineal entre el tiempo y la produccion de OBS del STMNPV.
Todos los analisis se realizaron en el programa estadistico SPSS version 15.0

28



VI. RESULTADOS

6.1 Determinacion de la CLso de los aislados del SFMNPV

Las cinco poblaciones de S. frugiperda fueron susceptibles a los tres aislados del STMNPV
(Cuadro 3). En todas las poblaciones la comparacion entre el virus de referencia y los virus
nativos se aceptd la hipdtesis del paralelismo, con excepcion de la Sf-LEA vy el analisis
entre las rectas de regresion de los aislados SFMNPV-NIC y SfMNPV-MER de la
poblacion Sf-MICH. Los valores de las CLsg estimadas de los tres aislados se obtuvieron en
un rango de 6.1 x 10%a 1.25 x 10° OBs/ml para las cinco poblaciones (Cuadro 3).

No se observaron diferencias significativas entre los valores de CLso de los distintos
aislados evaluados sobre las poblaciones Sf-LEA y Sf-SIN (Cuadro 3). Asi mismo, en las
poblaciones Sf-CHI, S-MICH y Sf-GTO, los valores de CLso de los aislados STIMNPV-
NIC y STMNPV-CHI no difirieron entre si. Sin embargo, en las poblaciones Sf-MICH y Sf-
GTO el aislado SFTMNPV-MER fue 6.75 y 3.1 veces mas patogénico comparado con el
virus SFTMNPV-NIC, respectivamente (Cuadro 3). En contraste, el aislado STMNPV-MER
fue 7.6 veces menos patogénico que el aislado SFTMNPV-NIC en la poblacion Sf-CHI.

Por otro lado, al comparar la CLso de un mismo aislado entre las cinco poblaciones,
no se observaron diferencias con base a los limites de confianza al 95%, con excepcion de
dos casos: el aislado SFTMNPV-MER que fue 2.8, 20.5, 3.5 y 8.7 veces méas patogénico en la
poblacion Sf-MICH comparado con las poblaciones Sf-LEA, Sf-CHI, Sf-GTO y Sf-SIN; y
el aislado STMNPV-CHI que fue 3.7, 2.9, 5.4, y 7.9 veces méas patogénico en la poblacion
Sf-LEA comparado con las poblaciones Sf-CHI, Sf-MICH, Sf-GTO y Sf-SIN,

respectivamente.
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Cuadro 2. Analisis de regresion a las 192 hs de larvas de segundo estadio de S. frugiperda muertas por la exposicion a los aislados de STMNPV-

NIC, SfTMNPV-MER y STMNPV-CHI.

Poblacién Virus CLso Limites de Ordenada al 2 Potencia Limites de confianza
OBs/ml confianza al 95% origen + EE x Relativa al 95%

SFMNPV-NIC 259x 10° 18x10°-3.6x10°  -430+0.32 3.7 1 ;
Sf-LEA  SFMNPV-MER 170x10° 1.1x10*-25x10*  -5.15+0.39 4.6 15 0.72 - 3.16
SFMNPV-CHI 114x10° 84x10%-15x10*  -527+0.52 1.9 2.39 1.32 - 4.40

sr.cp  STMNPV-NIC 1.65x10° 1.0 x 10%- 2.5 x 10* 0.14 +0.11 4.1 1 -
- SFMNPV-MER 125x10° 4.7 x10*-2.4x10°  -556+0.64 7.2 0.13 0.08-0.23
SFMNPV-CHI 422x10* 23x10*-72x105  -4.65+0.36 7.9 0.38 0.23-0.65

. SFMNPV-NIC 390x 10 22x10*-67x10*  -452+0.33 5.8 1 -
SEMICH  sevinPY-MER 6.10x10° 16x10°-1.6x10*  -1.73+0.21 6.5 6.53 2.7-16.03
SFMNPV-CHI 340x 104 17x10*-62x10*  -4.84+0.43 6.5 1.15 0.62-2.12

SFMNPV-NIC 710x10° 40x10*-12x10°5  -5.15+0.40 56 1 -
St-GTO  sfMNPV-MER 215x10° 15x10*-3.0x10*  -3.94+0.32 0.4 3.1 1.99 - 4.86
SFMNPV-CHI 6.18 x10* 3.6x10°-1.0x10°  -4.80+0.34 57 1.13 0.73-1.76

. SFMNPV-NIC 456x10* 31x10*-63x10°  -420+0.33 2 1 )
SESIN - sevNPY-MER 530x 10 32x10*-86x10*  -3.55+0.23 55 0.84 0.48 - 1.48
SFMNPV-CHI 901x10° 51x10*-15x10°5  -4.63+0.35 4.8 0.50 0.28-0.91

Las potencias relativas se calcularon con base a la pendiente comin de 1.06 £ 0.046, 0.99 + 0.042 y 0.84 + 0.035 para las poblaciones Sf-CHI, Sf-
GTO y Sf-SIN, respectivamente, y de 1.02 + 0.053 para la poblacion Sf-MICH al comparar las rectas entre el aislado STMNPV-NIC y SFTMNPV-
CHI. En la poblacion Sf-LEA, la prueba de paralelismo no fue significativa y las potencias relativas se calcularon con base a los radios letales de la
CLso (Robertson y Preisler 1992). ®Todos los valores de la y? se encuentran dentro de los valores tabulados al 95% de confianza.



6.2 Determinacién del tiempo medio para morir (TMM) y produccion de OBs

El inicio de la mortalidad en los diferentes aislados fue en algunso casos, distinta entre las
cinco poblaciones evaluadas, misma que se observo a partir de las 64 horas pos-infeccion
(hpi) para la poblacion Sf-LEA y 72 hpi para las poblaciones Sf-CHI y Sf-SIN. Para las
poblaciones Sf-MICH y Sf-GTO, la mortalidad inici6 a partir de las 84 y 108 hpi,
respectivamente (Figura 6). En general, la mortalidad acumulada se observé en un rango
entre 83 y 95% para todas las poblaciones. Los valores del TMM se observaron en un rango
de 89 a 156 hpi (Figura 7). En las poblaciones Sf-LEA (entre 89-100 hpi) y Sf-SIN (entre
98-99 hpi) se obtuvieron los menores valores del TMM, pero s6lo en la primera se
observaron diferencias significativas entre los tres aislados de virus. En este caso, los
valores del TMM de los aislados STMNPV-MER (100 hpi) y STMNPV-CHI (97 hpi) no
fueron significativamente distintos entre si pero mayores que el virus Sf-NIC (89 hpi). En
las poblaciones Sf-CHI y Sf-MICH, los valores de TMM de los virus STMNPV-MER (127
y 139 hpi) y SIMNPV-CHI (145 y 149 hpi) fueron significativamente menores comparados
con el virus SFTMNPV-NIC (146 y 154 hpi, respectivamente). En contraste, en la poblacion
Sf-GTO los valores del TMM de virus SIMNPV-MER (156 hpi) y STMNPV-CHI (149 hpi)
fueron mayores comparados con el aislado SfMNPV-NIC (142 hpi). En ningun caso se

obtuvo mortalidad de larvas en el testigo.

La produccién de OBs de los diferentes aislados se determind en larvas que se
inocularon en el segundo estadio de S. frugiperda. El analisis de regresion indicé una
relacion positiva entre la produccion y tiempo post-inoculacion, aunque esta sélo fue
significativa en el 60% de los casos (n = 15), en donde los valores de R? se observaron en
un rango entre 0.17 y 0.55 (P < 0.006, para todos los casos). En general, la productividad
de los distintos aislados se observé en un rango entre 2.12 a 16.8 x 10’ OBs/larva (Cuadro
4). Los aislados SFTMNPV-NIC y SFTMNPV-CHI tuvieron la mayor produccion de OBs en
cuatro de las cinco poblaciones evaluadas, con excepcion del aislado STMNPV-MER que
no difirié significativamente en la poblacién Sf-LEA. En la poblacion Sf-GTO, no se
observaron diferencias significativas en la produccion de ninguno de los tres aislados

evaluados.
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Cuadro 3. Mediana de la produccion de OBs/larva de los aislados SFSMNPV-CHI, STMNPV-MER y
SFMNPV-NIC en larvas de segundo estadio de cinco poblaciones de S. frugiperda.

Percentiles
Poblacion Aislado OBsl/larva (1x107) 25 75
Sf-LEA SfMNPV-NIC 8.41a 4.99 11.0
SfMNPV-MER 8.07 a 4.93 9.93
STMNPV-CHI 15.7b 12.3 27.1
Sf-SIN SfMNPV-NIC 12.1b 7.42 15.6
SfMNPV-MER 8.53 a 5.45 12.4
STMNPV-CHI 15.1b 5.98 25.9
Sf-CHI SfMNPV-NIC 149b 9.44 22.7
SfMNPV-MER 2.28a 1.59 3.82
STMNPV-CHI 16.8 b 7.89 24.8
Sf-MICH SfMNPV-NIC 38 Db 2.19 9.76
SfMNPV-MER 212 a 1.15 3.37
STMNPV-CHI 8.71c 3.35 135
Sf-GTO SfMNPV-NIC 144a 7.17 24.9
SfMNPV-MER 16.6 a 7.34 32.3
SfTMNPV-CHI 12.1a 5.96 23.6

Medianas seguidas por la misma letra para cada poblacién no difieren significativamente por
comparacion de pares en cada poblacion (prueba de U-Mann-Whitney, P < 0.05).
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VII. DISCUSION

La familia Baculoviridae es la mas numerosa y ampliamente estudiada de todos los grupos
de virus patogenos de insectos, éstos son ampliamente utilizados en diferentes paises contra
varias especies de insectos plaga (Szewczyk et al., 2006; Posee et al., 2010). Las
poblaciones naturales de S. frugiperda son afectadas por el SFMNPV y algunos aislados de
este patdgeno han mostrado potencial para el control de esta plaga (Escribano et al., 1999;
Harrison et al., 2008). Debido a ello, se han realizado diversos trabajos para validar su uso
como un agente de control en varios paises de America (Williams et al., 1999; Barrera et
al., 2011). Sin embargo, es ampliamente conocido que la actividad de los baculovirus de
una misma especie puede variar entre aislados geograficamente distintos (Mufioz et al.,
1998; Cory y Myers, 2003; Fuxa, 2004; Erlandson et al., 2009; Simon et al., 2011) y/o
cuando son enfrentados a distintas poblaciones del huésped (Barrera et al., 2011; Flemmin-
Davis et al., 2015). Por lo tanto, la seleccion de un aislado como un agente de control
requiere de su evaluacién sobre los insectos provenientes de las poblaciones que se desea
controlar.

En el presente estudio se compard la patogenicidad, virulencia y produccién de
OBs/larva de dos aislados mexicanos (SfTMNPV-MER y SfMNPV-CHI) y uno exético
(SFTMNPV-NIC), sobre cuatro poblaciones de S. frugiperda (Sf-CHI, Sf-MICH, Sf-GTO y
Sf-SIN) originarias de distintas zonas agricolas de México y de una de laboratorio (Sf-
LEA). En general, la actividad de los virus nativos hacia S. frugiperda fue muy similar a la
observada con la del virus exético en una misma poblacion del insecto, con excepcion del
aislado STMNPV-MER cuya actividad fue mayor en las poblaciones Sf-MICH y Sf-GTO
(6.1 x 10°y 2.15 x 10* OBs/ml, respectivamente) y menor en las poblaciones Sf-CHI (1.25
x 10° OBs/ml) y Sf-SIN (5.3 x 10* OBs/ml). De igual forma se observo que la actividad de
un mismo virus fue homogénea entre las distintas poblaciones del insecto (sin considerar el
virus STMNPV-MER).

Estos resultados coinciden parcialmente con el estudio realizado por Barrera et al.
(2011), quienes observaron que un aislado de Nicaragua (el mismo que se utilizd en el
presente estudio) y otro de Colombia (SfCOL) presentaron CLsgs similares cuando se

evaluaron contra insectos de una colonia mexicana de S. frugiperda. En contraste, el aislado
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SfCOL fue 12 veces mas patogénico que el aislado Sf-NIC contra insectos de una colonia
colombiana. Asi mismo, Escribano et al. (1999) determinaron que una poblacion de S.
frugiperda originaria de Honduras fue méas susceptible al aislado STMNPV-NIC, que a los
dos aislados geograficamente distintos; uno de Argentina y el otro de Estados Unidos. Esta
“adaptacion” de los nucleopoliedrovirus a las poblaciones de huéspedes locales o cercanos
se ha descrito en varios estudios (Erlandson et al., 2007; Erlandson, 2009), lo cual podria
representar una ventaja adaptativa para retener una mayor infectividad contra su poblacion
local (Escribano et al., 1999; Barrera et al., 2011). Sin embargo, como se menciond
anteriormente, en este estudio la actividad de los aislados nativos y el exético (STMNPV-
NIC) fue similar en tres de las cinco poblaciones de S. frugiperda.

La homogeneidad en la actividad entre los aislados STMNPV-CHI y STMNPV-NIC
observada en el presente estudio se debe, posiblemente, a una alta similitud en sus
genomas. Esto fue previamente observado por Berretta et al. (1998) quienes evaluaron
aislados provenientes de Las Antillas, México y Estados Unidos, por otro lado Simon et al.
(2011) evaluaron aislados de Nicaragua, Estados Unidos y Brasil y que, de acuerdo con
estos autores, la similitud en la actividad de asilados geograficamente distintos podria
explicarse por la alta dispersién e interaccion de los virus como consecuencia del habito
migratorio de su huésped. Al respecto, se conoce S. frugierda estad ampliamente distribuido
en el hemisferio norte (Clark et al., 2007) y tiene rutas migratorias anuales desde el noreste
de México hasta Canada (Nagoshi et al., 2012), lo que hace suponer que también puede
migrar a otros lugares, incluyendo otras zonas de Meéxico. Por otro lado, se ha
documentado que S. frugiperda posee una amplia diversidad genética (Pashley et al., 1986;
Nagoshi et al., 2007; Vélez-Arango et al., 2008; Casmuz et al., 2010), la cual puede
repercutir en la susceptibilidad hacia algunos patégenos o insecticidas (Lopez-Edwards,
1999; Monnerat et al., 2002). Sin embargo, un estudio reciente demostré que individuos de
S. fugiperda colectados en Michoacan, Guanajuato, Sinaloa y Chiapas pertenecen a mismo
grupo de genotipos (biotipo maiz) (Pecina-Quintero et al., 2015), lo que posiblemente
explique la similitud entre los valores de las CLsgs de las poblaciones de campo.

Ademéas de los estudios anteriormente citados, existen diversos trabajos
relacionados con la evaluacion de aislados del SFTMNPV contra poblaciones cercanas o

lejanas de su huésped, y cuyo patron de actividad puede ser similar o contrastante al
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presente estudio. Por ejemplo, GOmez-Valderrama et al. (2010) observaron un patron muy
similar de la actividad (1.5 a 7.0 x 10° OBs/ml) entre tres aislados colombianos del
SfMNPV evaluados sobre larvas neonatas de una poblacion local de S. frugiperda. En
contraste, al evaluar 10 aislados del STMNPV provenientes del norte y oeste de México
sobre larvas de tercer estadio de S. frugiperda de una poblacién de laboratorio (sin
especificar origen), Rios-Velasco et al. (2011) obtuvieron un rango muy amplio de los
valores de las CLsos (de 4.3 x 102 a 1.5 x 10° OBs/mm?). En otra poblacion mexicana de S.
frugiperda, Rangel-Nufez et al. (2014) obtuvieron un rango de CLso entre 4.9 y 18.5 x 10*
OB/ml para tres aislados distintos (Argentina, Honduras y Estados Unidos). Asi mismo, se
observd un patrén de actividad distinto entre dos aislados argentinos y uno brasilefio sobre
larvas de tres (rango de 7. 6 x 10%a 5.9 x 10° OBs/ml) y cinco (rango de 4.5 x 10°a 1.5 x
10° OBs/ml) dias de edad de S. frugiperda procedentes de Argentina (Yasem de Romero et
al., 2009).

Varios estudios han sefialado que cambios estructurales o en el genoma de aislados
de una misma especie de virus pueden tener efectos sobre las caracteristicas fenotipicas
(CLso, TMM vy produccion de OBs) de los mismos (Crook, 1981; Posee y Rorhmann,
1997; Erlandson, 2009; Harrison et al., 2014), lo cual se ha demostrado en aislados de
SfMNPV (Escribano et al., 1999; Barrera et al., 2011; Rios Velasco et al., 2012; Rangel-
Nuafez et al., 2014). Otro factor relacionado con los cambios en la diversidad de los
baculovirius, es la continua variacion de la susceptibilidad del huésped (Flemmin-Davis et
al., 2015). Al respecto, Barrera et al. (2011) observaron notables diferencias en la
susceptibilidad hacia dos aislados de STMNPV entre una colonia de laboratorio (con cinco
afios de exposicion a dieta semi-sintética) de S. frugiperda y una recién establecida de
campo. Sin embargo, en el presente estudio, la actividad de los aislados sobre la colonia de
laboratorio (expuesta por dos afios a dieta semi-sintética) fue similar que la observada en
las poblaciones de campo, lo cual podria indicar que las condiciones fisioldgicas o

respuesta de los insectos hacia a la infeccion fueron similares.

En el presente estudio, el aislado originario de Mérida (SFTMNPV-MER) mostré una
mayor actividad sobre la poblacion Sf-MICH y menor en la poblacion Sf-CHI. Sin
embargo, en términos de velocidad de accion este aislado mostré similitud con respecto a

los otros. Para obtener una posible explicacion del patron contrastante de este virus, se
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recomienda realizar una exploracion genética que descarte la posibilidad de ser una mezcla
con otros baculovirus. En el entorno natural, las infecciones con mezclas de aislados de
baculovirus no son frecuentes (Krieg, 1971). Sin embargo, Rios-Velasco et al. (2012)
determinaron que algunos aislados de baculovirus de campo, que contenian una mezcla de
NPV mas granulovirus, mostraron una actividad distinta sobre larvas de S. frigiperda,
comparado con el aislado que s6lo contenia OBs del NPV.

Aunque en este estudio la velocidad de accion se observo en un rango amplio (89 a
156 hpi) al considerar todas las poblaciones avaluadas, ésta incluy6 valores del TMM que
se han determinado en previos estudios con el mismo estadio del insecto y técnica de
inoculacion (Escribano et al., 1999; Simon et al., 2008; Barrera et al., 2011; Rios-Velasco
et al., 2011). En general, la patogenicidad, virulencia y productividad son factores muy
importantes que influyen en la interaccion patdgeno-huésped y que deben ser tomados en
cuenta para determinar la eficiencia de los baculovirus (Ibarra y Del Rincén, 2001; Mufioz
y Caballero, 2001; Erlandson, 2009). En el presente estudio, no en todos los casos hubo una
relacion positiva entre patogenicidad y virulencia; sin embargo, esto ya se ha observado en
otros estudios en donde un aislado con alta patogenicidad (ejemplo SfCOL) tuvo una
velocidad de accion similar (CLso: 4.57 x 10* OBs/ml y 168 hpi) comparado con uno menos
activo (SfNIC) (CLso: 5.37 x 10° OBs/ml y 160 hpi) (Barrera et al. 2011). Escribano et al.
(1999) determinaron que el aislado menos patogénico (Sf-2, 1.23 x 10’ OBs/ml), que se
evallio en una poblacion hondurefia de S. frugiperda, presentd la mayor velocidad de accion
(97.3 h) en larvas de segundo estadio comparado con el virus més activo (Sf-NIC, 2.04 x
10° OBs/ml y 102.7 h). Por su parte, Simén et al. (2013) observaron que los dos genotipos
del SFTMNPV (SfNIC-B y SfNIC-Bpifl) que presentaron la mayor patogenicidad, también
mostraron los valores mas altos del TMM (124 y 121 hpi, respectivamente).

En el presente estudio se observo un patrén distinto del TMM en cada poblacién de
S. frugiperda, de tal forma que en los diferentes aislados ensayados se formaron tres
grupos: i) el virus menos activo (SFTMNPV-MER) en una de las poblaciones (Sf-CHI) fue el
mas rapido para matar (127 h), ii) el virus mas activo en una de las poblaciones (Sf-GTO)
fue el menos virulento (156 horas) y iii) los virus igualmente activos en una de las
poblaciones (Sf-SIN) tuvieron la misma velocidad de accion (98-99 h), pero menor que en

el resto de las poblaciones. Las diferencias en la velocidad de accion posiblemente se
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relacionen con la variacion de los genotipos que estan implicados en el tiempo de
sobrevivencia de los insectos infectados (Simon et al. 2004). Estos autores demostraron que
aunque el STMNPV contiene un complejo de mezclas de nueve genotipos (etiquetados
desde la letra A hasta la 1), sélo un grupo pequefio de estos determina la velocidad y
distribucion de la mortalidad (Simon et al. 2008). Por ello, no se descarta la posibilidad de
que las diferencias entre los aislados evaluados sean debido a la proporcion de genotipos
que determinan la virulencia.

La cantidad de OBs de un aislado de NPV que pueda producir cada individuo
infectado es otro factor importante a considerar en la seleccién de un baculovirus para su
consideracién como bioinsecticida (Claus y Sciocco, 2001; Reid et al., 2014). EI nimero de
OBs/larva obtenido en el presente estudio (rango de 2.12 a 16.8 x 10’ OBs/larva) fue
similar al obtenido en larvas de segundo estadio de S. frugiperda procedentes de una
colonia colombiana inoculadas con un virus local y el STMNPV-NIC (7.5 y 6.4 x 10’
OBs/larva, respectivamente) (Barrera et al., 2011) y de una colonia de laboratorio expuesta
a un virus mexicano (8.8 x 10’ OBs/larva) (Rios-Velasco et al., 2012b). Sin embargo, fue
mayor que el observado con el aislado SFTMNPV-NIC (52.0 x 10 OBs/larva) cuando se
ensayaron larvas de segundo estadio de una poblacién hondurefia de S. frugiperda (Simon
et al., 2008) y con un aislado colombiano (16.3 y 29.5 x 10° OBs/larva) (Barrera et al.,
2013). Posiblemente, esto se deba a las diferencias en el peso corporal de los insectos
criados en dietas distintas, o bien, a posibles diferencias en la metodologia de purificacion
del virus.

En general, la produccion de OBs/larva de un determinado genotipo de baculovirus
mantiene una estrecha relacion con la velocidad de accion (Mufioz et al., 2001; Simén et
al., 2012). En términos bioldgicos, un mayor tiempo letal permitiria obtener una mayor
cantidad de tejidos infectados y, por consecuencia, una mayor produccion de OBs (Barrera
et al., 2011; Simon et al., 2012). En el presente estudio, se observd una relacion positiva
entre la productividad y el tiempo post-inoculacion, pero solo fue significativa en el 60%
de los casos. Asi mismo, al tomar en cuenta los valores del TMM vy la cantidad de
OBs/larva, solo en la mitad de los casos el incremento del tiempo provocéd la mayor
produccién de OBs/larva. La razon de estos resultados no estd clara; sin embargo, la

produccion de OBs/larva de los distintos aislados fue en general alta, sobre todo para el
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aislado Sf-CHI, que tuvo los mayores valores en cuatro de las poblaciones evaluadas
(incluyendo la colonia de laboratorio). Lo anterior podria ser una ventaja en términos de la
transmision y persistencia de este aislado en campo (Cory y Myres, 2003).
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VIll. CONCLUSIONES

La patogenicidad de los aislados mexicanos de SfTMNPV fue similar a la
observada en el aislado de Nicaragua, con excepcion del virus Sf-MER que
tuvo como caracteristica ser el menos patogénico sobre la poblacion Sf-CHI y

el mas activo en las poblaciones de Sf-MICH y Sf-GTO.

La velocidad de accion de los aislados evaluados fue distinta en cada
poblacién, los menores valores del TMM se observaron en las poblaciones Sf-
LEA y Sf-SIN, y en la mayoria de los casos, dicho valores fueron distintos

entre los aislados mexicanos y el aislado STMNPV-NIC.

El aislado STMNPV-CHI mostr6 la mayor productividad en cuatro de las cinco
poblaciones evaluadas. Solo en la poblacion Sf-GTO, la cantidad de OBs/larva
fue significativamente igual en todos los aislados evaluados.

La exploracion de la actividad biologica de los virus nativos abre una
expectativa para su uso como bioinsecticidas contra el gusano cogollero. Sin
embargo, se requieren mas estudios que determinen sus caracteristicas de

produccién de OBs Yy eficacia en campo.
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