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RESUMEN
El uso excesivo de los insecticidas quimicos para el control de plagas tiene un impacto negativo

en las poblaciones de organismos benéficos y puede causar el desarrollo de resistencia. Una
alternativa a esta problematica es el uso de entomopatogenos, tal es el caso de los baculovirus.
En el presente estudio se determinaron las caracteristicas genéticas y la actividad biologica de
un aislado nativo del nucleopoliedrovirus maltiple de Spodoptera frugiperda (SfTMNPV) sobre
larvas de su huésped, S. frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae), la plaga de mayor
importancia econdmica del cultivo del maiz en Mexico. El virus nativo se compard
genéticamente con otro virus local y un aislado procedente de Nicaragua. La comparacion se
realizo a través de la secuenciacion parcial del gen polh. Las secuencias de los tres aislados del
SfMNPV se alinearon y se analizaron en una base de datos publica mediante BLAST
mostrando una similitud de 99%. Para observar la actividad bioldgica se realizaron bioensayos
con larvas de tercer estadio de S. frugiperda, donde se observé una relacion positiva entre la
mortalidad y la concentracion. La mayor mortalidad se observo a las 120 h post-inoculacion
(hpi) y el ajuste de la concentracion letal cincuenta (CLso) se obtuvo a las 192 hpi. Se determin6
una produccién de 1.21 x 108 + 2,59 x 107 OBs (cuerpos de inclusion por sus siglas en
inglés)/larva cuando se inocularon larvas de tercer estadio de S. frugiperda con una
concentracion de 9.5 x 10°> OBs/ml. Ademas, se evalud el efecto de una Clso (4.8 x 10
OBs/ml) sobre el desarrollo y reproduccién del insecto. Los pesos de las pupas de S. frugiperda
que derivaron de las larvas inoculadas en el tercer estadio no fueron significativamente distintos
comparados con el testigo; sin embargo, los adultos tuvieron una longevidad significativamente
menor (8.2 = 1.5) comparada con los adultos del testigo (10.7 + 0.98). La fecundidad y
fertilidad de S. frugiperda en el tratamiento con virus fue significativamente menor comparado
con el testigo. Cuatro por ciento de las larvas de la generacién F1 murieron a causa de la
infeccion por virus y las pupas tuvieron un menor peso (155 + 1.13 mg) respecto al testigo (167
+ 1.04 mg). En conclusion, las larvas de S. frugiperda fueron susceptibles al aislado nativo. El
impacto de este patdgeno sobre los insectos sobrevivientes, en términos de desarrollo y

reproduccion, podria afectar futuras generaciones y con ello favorecer el control del insecto.

Palabras Clave: baculovirus, efectos subletales, entomopatdgenos, plagas, gen polh.



ABSTRACT
The excessive use of chemical insecticides for the control of pests has a negative impact on the
populations of benefic organisms and can cause the development of resistance. An alternative
to this problem is the use of entomopathogens, such is the case of baculoviruses. In the present
study, the genetic characteristics and the biological activity of a native isolate of the multiple
nucleopolyhedrovirus of Spodoptera frugiperda (SfFMNPV) were determined on larvae of its
host, S. frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae), the most important maize pest in
Mexico. The native virus was genetically compared with another local virus and an isolate from
Nicaragua. The genetic comparison was made through the partial sequencing of gene polh. The
sequences of the three STMNPV isolates were aligned and analyzed in a public database using
BLAST, which showed a similarity of 99%. To observe the biological activity, bioassays were
carried out using third instar S. frugiperda, where a positive relationship between mortality and
concentration was observed. The highest mortality was observed at 120 h post-inoculation (hpi)
and the adjustment of median lethal concentration (LCso) was obtained at 192 hpi. A production
of 1.21 x 108 + 2,59 x 10” OBs (occlusion bodies)/larva was determined when third instar
larvae of S. frugiperda were inoculated with a concentration of 9.5 x 10° OBs/ml. In addition,
the effect of a CL4o (4.8 x 10* OBs/ml) on the development and the reproduction of the insect
was evaluated. The weights of pupae of S. frugiperda derived from larvae inoculated in the
third instar did not differ significantly compared with the control; however, the adults had a
longevity significantly lower (8.2 + 1.5) than that observed in the control (10.7 £ 0.98). Fertility
and fertility of S. frugiperda in the virus treatment was significantly lower compared to the
control. Four percent of the larvae of the generation F1 died due to virus infection and the
pupae had a weight significantly lower (155 + 1.13 mg) than that observed in the control (167 +
1.04 mg). In conclusion, the larvae of S. frugiperda were susceptible to the native isolate. The
impact of this pathogen on the surviving insects, in terms of development and reproduction,

could affect future generations and thereby favor the control of the insect.

Keys words: baculoviruses, sublethal effects, entomopathogens, pest, gene polh.



I. INTRODUCCION

El maiz, Zea mays L., es una de las tres especies mas cultivadas en el mundo
(Jaramillo-Albuja et al., 2018). El rendimiento mundial de este cultivo en México se estimo
en 2.96 toneladas métricas por hectarea con una produccion de 0.98 millones de toneladas
métricas durante el ciclo 2016/17 (USDA, 2018). Los principales estados productores de
maiz son Sinaloa, Guanajuato, Estado de Meéxico, Jalisco, Michoacan y Chihuahua,
entidades que aportan el 61.5% de la produccién nacional (SAGARPA, 2017). Sin
embargo, 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 se alimenta de la planta desde las primeras etapas de

desarrollo hasta la etapa de floracion y formacion del fruto (Murla et al., 2006).

Los insecticidas quimicos han sido la forma mas comun para controlar a S.
frugiperda, no obstante, su uso excesivo tiene un impacto negativo en las poblaciones de
organismos benéficos (parasitoides y depredadores) (Williams et al., 1999) y puede
favorecer el desarrollo de resistencia hacia estos compuestos (Chandler y Summer, 1991).
Ademas, el uso de los insecticidas quimicos puede afectar la salud de los productores
agricolas por no contar con medidas apropiadas de proteccion (Tinoco y Halperin, 1998;
Wyckhuys et al., 2013). Esta situacion ha incrementado la necesidad de estudiar opciones
que ecoldgicamente tienen mayor aceptacion para el control de insectos. Una alternativa es
el uso de entomopatdgenos, entre los que destacan los virus pertenecientes a la familia
Baculoviridae (Yasem de Romero et al., 2009). Estos son virus patdgenos de insectos
ampliamente utilizados a nivel mundial como bioinsecticidas para el control de diferentes

plagas de importancia agricola (Gémez y Villamizar, 2013).

El nucleopoliedrovirus multiple de S. frugiperda (SfTMNPV) es un baculovirus que
ha sido aislado de poblaciones del gusano cogollero en Estados Unidos de América,
Nicaragua, Colombia, Argentina, México, entre otros (Berretta et al., 1998; Escribano et
al., 1999; Barrera et al., 2011; Rios-Velasco et al., 2011; Villamizar et al., 2012). El
SfMNPV posee una alta actividad insecticida sobre S. frugiperda, obteniendo altas
mortalidades (~80%) del insecto en campo (Valicente y Da Costa, 1995). En relacion a

ello, es ampliamente reconocido que la actividad biolégica de los nucleopoliedrovirus
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(NPVs) puede variar dependiendo de su ubicacion geogréafica, caracteristicas genéticas,
origen del hospedero y caracteristicas fenotipicas (Escribano et al., 1999; Barrera et al.,
2011). Por lo tanto, los estudios encausados al uso de los baculovirus como agentes de
control, requieren ser evaluados en términos de su identidad genética y actividad biologica
(Caballero et al., 2009). Uno de los métodos utilizados para reconocer las variaciones
genéticas de los baculovirus es mediante la secuenciacion de los distintos genes
relacionados con su estructura y actividad bioldgica. Ademas, mediante este método se
pueden observar diferencias entre aislados que proceden de distintos sitios geogréaficos
(Lange et al., 2004; Simén et al., 2005; Rowley et al., 2010). EI gen de la poliedrina (polh)
se considera fundamental para la sobrevivencia del virus y es uno de los genes mas
conservados en los NPVs de lepidopteros; usado en varios estudios filogenéticos (Jehle et
al., 2006; Rowley et al., 2010; Hewson et al., 2011).

Por otro lado, la patogenicidad y la productividad de las particulas infectivas de los
baculovirus son los parametros mas importantes que se deben determinar para conocer sus
caracteristicas insecticidas (Hodgson et al., 2001). Ademas, la persistencia del patdgeno en
su huésped y el impacto de su presencia sobre el desarrollo y reproduccion del mismo, son
otros aspectos fundamentales que se debe conocer en la interaccion patdgeno-huésped
(Cabodevilla et al., 2011). Estudios recientes han indicado que un aislado del SFTMNPV
colectado en una zona agricola de México (SFMNPV-MER) tiene una alta actividad
insecticida y puede ser utilizado para el control del gusano cogollero (Garcia-Banderas,
2016). Sin embargo, para validar su uso como un agente de control bioldgico, se requieren
mas estudios que determinen su naturaleza genética, actividad bioldgica (en estadios de
desarrollo del insecto que aun no han sido evaluados) y el impacto del patogeno sobre el

desarrollo y reproduccion del huésped.



I1. ANTECEDENTES

2.1 Importancia del maiz en México
El cultivo del maiz se extiende a lo largo y ancho del territorio nacional, por ello, es

el grano de mayor importancia social. Alrededor de 2 millones de personas se dedican al
cultivo de maiz, cifra que representa el 30% de la poblacion ocupada en el sector primario
de la economia del pais (SAGARPA, 2016). 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 edéaficas (Benz, 2001; OCDE, 2003;
Benz, 2006). En Meéxico, se producen diversas variedades del maiz, siendo las mas
importantes: 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).

2.2 El gusano cogollero, Spodoptera frugiperda

Es conocido cominmente como gusano cogollero, es el lepiddptero plaga mas
importante del maiz en el norte de Argentina y en diferentes paises de la region
Neotropical. Spodoptera frugiperda es un insecto polifago y presenta un amplio rango de
hospederos entre los que destacan, ademas del maiz, el sorgo (Sorghum spp., Moench),
algodon (Gossypium herbaceum L.), soya (Glycine max L.), papa (Solanum tuberosum L.),

tomate (Solanum lycopersicum L.) y distintas 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, en
un estudio realizado por Rodriguez y De Ledn (2008) mostraron que las pérdidas en el
rendimiento, causadas por la presencia de la plaga en el cultivo de maiz, oscilan entre 30 y
40%.


https://es.wikipedia.org/wiki/Moench

2.2.1 Ciclo de vida y morfologia

Spodoptera frugiperda es un insecto que presenta una metamorfosis completa u
holometabola, ya que pasa por cuatro estados de desarrollo bien diferenciados: huevo,
larva, pupa y adulto. Al igual que en otros insectos, la duracion del ciclo de vida del gusano
cogollero depende de las condiciones del ambiente, puede variar entre 30 y 90 dias en
verano e invierno, respectivamente (Capinera, 1999). Cada hembra oviposita un promedio
de 1000 huevos a lo largo de su vida, agrupados en masas que promedian los 100 a 150
huevos cada una (Murta y Virla, 2004; Murua 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 (Valverde et
al., 1995; Capinera, 1999).

Los huevos son esféricos, blanquecinos, estriados y miden aproximadamente 0.4
mm de didmetro y 0.3 mm de largo. Cada huevo posee 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; Murla et al., 2009). El periodo larval tiene un
promedio de 25 dias, pasando generalmente por seis estadios (Murua et al., 2003; Murua y
Virla, 2004; Murua et al., 2008).

Las larvas recién emergidas son de color blanco o cremoso; estan cubiertas por
pequefios puntos negros pubescentes y su cabeza es negra. Las suturas epicraneales estan
bien marcadas formando una Y invertida. Las larvas conservan, en todos sus estados,
protuberancias dispuestas en todos los segmentos del cuerpo sobre las cuales se presenta un
pindculo setigero. El cuerpo puede tomar color castafio claro, castafio oscuro o verde
palido, con una linea media longitudinal de color café oscuro entre dos lineas laterales en
igual sentido de color castafio claro (Murillo, 1991). Presentan puntos elevados en la parte
dorsal del cuerpo, que son de color negro con espinas (Capinera, 1999). Las larvas del
ultimo estadio descienden al suelo para dar inicio con la formacion de la pupa, éstas
generalmente se encuentran a una profundidad de 3 a 5 cm durante un periodo de nueve a
13 dias aproximadamente (Pacheco, 1994; Miranda et al., 2002). La larva construye un

capullo suelto, de forma ovalada y de 20 a 30 mm de longitud, uniendo particulas de tierra
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con seda. La pupa es de color marron rojizo y mide de 14 a 18 mm de largo y
aproximadamente 4.5 mm de ancho (Capinera, 1999).

Los adultos miden aproximadamente 2 cm de longitud por 32 a 38 mm de
expansion alar, son de color gris con tonos café (Pacheco, 1994; Murua y Virla, 2004).
Presenta dimorfismo sexual, las alas anteriores de las hembras 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). La duracion de la vida
adulta se estima que promedia unos 10 dias, con un rango de aproximadamente siete a 21
dias (Capinera, 1999).

2.2.2. Reproduccién

La fertilidad de los insectos depende de varios factores, los principales son:
temperatura, nutricion y el factor hormonal. EI ritmo de la reproduccion esta influenciado
por la temperatura, especialmente en los machos, ya que a temperaturas elevadas los
espermatozoides pierden su movilidad y pueden degenerarse. En el caso de las hembras, la
produccion de huevos estd mas relacionada con la calidad de las proteinas (Llanderal, 2000;
Escaso et al., 2010). Las hembras de S. frugiperda normalmente depositan el mayor
numero de huevos durante los primeros tres a cuatro dias de su vida (Capinera, 1999), pero
la temperatura y la alimentacion forma parte fundamental para el total producido. Estudios
indican que el rango 6ptimo de la capacidad reproductiva de S. frugiperda es entre 20 y
30°C, ya que a los 35°C, las hembras producen huevos infértiles (Clavijo-Santiago et al.
1991). Asi mismo, la fertilidad de los huevos puede variar dependiendo de la alimentacion
de las larvas, Murta-Virla (2004) observaron una fertilidad del 92.1% cuando las larvas se
alimentaron con maiz, mientras que al alimentarse con pastos, la fertilidad incrementé a

96.4 y 99.8 %, respectivamente.

2.2.3 Habitos y dafios que ocasiona
Las larvas causan dafio al consumir follaje y comienzan los dafios una vez que

consumen el corion del huevo (Murillo, 1991), las larvas jovenes inicialmente consumen
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tejido foliar desde un lado, dejando intacta la capa epidérmica opuesta. En el segundo o
tercer instar, las larvas comienzan a hacer orificios en las hojas, y comen desde el borde de
las hojas hacia adentro. Las densidades de las larvas generalmente se reducen a uno o dos
por planta cuando las larvas se alimentan muy cerca la una de la otra, debido al
canibalismo. Las larvas con edades méas avanzadas causan defoliacion extensa, a menudo
dejando s6lo las nervaduras y los tallos de las plantas de maiz. Los adultos son nocturnos y
muy activos en climas célidos y hiumedos (Capinera, 1999).

Los dafios mas importantes que ocasiona esta especie se presenta entre los tres y 15
dias después de la germinacién del maiz (Murillo, 1991). Las larvas también se esconden
en el punto de crecimiento (yema, verticilo, etc.), destruyendo el potencial de crecimiento

de las plantas o recortando las hojas (Capinera, 1999).

2.3 Los Baculovirus

La palabra baculovirus fue propuesta por Mauro Martignoni, quien sugirié este
nombre debido a la forma de varilla de sus viriones, que se deriva del latin baculum =
baston (Rohrmann, 2008). La familia Baculoviridae es la mas numerosa y ampliamente
estudiada de todos los grupos de virus patdgenos de insectos. Agrupa a virus de ADN de
doble cadena cuyos viriones estan caracteristicamente incluidos en una matriz protéica
Ilamada poliedro o cuerpo de inclusion (OB del inglés occlusion body) (Caballero et al.,
2009). El tamafio del genoma oscila entre 85 y 166 kb (Blissard y Rohrmann, 1990).

Segun la forma y estructura los OBs, se clasifican en nucleopoliedrovirus (NPVs) y
granulovirus (GVs). Los NPV se caracterizan por su forma poliédrica y por tener multiples
viriones por OBs, que a su vez pueden tener una o varias nucleocapsidas, por lo que se
clasifican en SNPV (simples) o MNPV (multiples) (Caballero et al.,, 2001). La
secuenciacion de muchos genomas completos y un anélisis filogenético méas detallado de
los virus y sus huéspedes naturales se utilizé para definir cuatro géneros: Alphabaculovirus
(lepidopteros  NPV), Betabaculovirus  (lepidépteros GV), Gammabaculovirus
(himendpteros NPV) y Deltabaculovirus (dipteros NPV) (Jehle et al., 2006; Herniou et al.,
2012).



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. Por ello, en
diferentes partes del mundo se ha demostrado que la utilizacién de bioinsecticidas basados
en baculovirus puede reducir de forma significativa el consumo de plaguicidas quimicos
(Moscardi, 1999; Caballero et al., 2009).

2.3.1 Estructura y composicion de los baculovirus

Las nucleocéapsidas de los baculovirus son entre 230-385 nm de longitud y entre 40-
60 nm de diametro (Rohrmann, 2013). Su funcién basica es transportar la informacion
genética del virus, en una forma altamente compactada, hasta la célula huésped. 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 gendémico enrollado y
condensado. La estructura de la cépsida consiste en una serie de anillos apilados
perpendicularmente que configuran la forma cilindrica y entre cada anillo hay una
separacién aproximada de 4.5 nm (Federici, 1986; Tanada y Hess, 1991).

Los viriones son los principales elementos infecciosos de los baculovirus tanto en la
dispersion del virus entre los individuos de una poblacion como entre los distintos érganos
y tejidos dentro del mismo huésped (Caballero et al., 2001). El virion maduro se forma
cuando la nucleocapsida adquiere, en un momento determinado de la replicacion del virus,
una envoltura o membrana que tiene una estructura trilaminar tipica compuesta por una
capa de lipidos entre dos capas de proteinas (Federici, 1986). Los viriones estan envueltos y
se han reconocido dos fenotipos: el virus derivado de la oclusion (ODV) y el virus brotado
(BV). Estos dos tipos de viriones contienen el mismo genoma, pero difieren en la
morfogénesis, en la composicion de su envoltura y sus funciones en el ciclo de vida del
virus. Sus estabilidades en el medio ambiente, asi como sus infecciones al insecto blanco,
son extremadamente diferentes (Rohrmann, 2013).

Los BV contienen una sola nucleocapsida y son morfolégicamente iguales, y se

originan a partir de nucleocéapsidas que una vez que han sido sintetizadas se mueven y

7



abandonan las células del huésped; ademas son los responsables de diseminar la infeccién
entre los 6rganos y los tejidos de la cavidad hemocélica del insecto (Blissard y Rohrmann,
1990). Los ODV estan encerrados en una matriz de proteina paracristalina (poliedrina o
granulina) formando un OB al final del proceso infeccioso, segun el género del virus. Su
estructura es muy resistente a las diversas condiciones ambientales y por lo tanto, facilita la
persistencia y la transmision horizontal de la enfermedad en la naturaleza. Los ODV estan
formados por una o mas nucleocapsidas encerradas en una sola membrana envolvente de
lipoproteina. Diferentes baculovirus se caracterizan porque sus OBs contienen ya sea un
solo virion con una sola nucleocapsida, multiples viriones con una Unica nucleocapsida
cada uno o multiples viriones que contienen haces de varias nucleocépsidas. La superficie
de los OBs esta cubierta por un sobre o céliz compuesto de proteina con una gran
proporcion de carbohidratos (Rohrmann, 2013).

Los OBs son insolubles en agua y resistentes a la putrefaccion y desintegracion por
agentes quimicos y también a tratamientos fisicos como la congelacién, desecacién o
liofilizacion (Jacques, 1985), caracteristicas que les permiten la persistencia en el medio.
Los OBs de los NPVs miden aproximadamente 0.6-2 um de tamafio, lo suficientemente
grandes para ser vistos bajo un microscopio de luz (Bonning, 2005). Los OBs de los GVs
son ovales con diametros entre 0.2 y 0.4 um, y la proteina principal es la granulina (Jehle et

al., 2006; Herniou et al., 2012).

2.3.2 Ciclo de infeccion y sintomatologia de los baculovirus

Después que un huésped susceptible se alimenta de follaje contaminado con OBs,
los viriones son liberados debido a que la proteina de éstos se disuelve por el pH alcalino
(8-11) que prevalece en el intestino del insecto (Figura 1). Una vez disueltos los viriones se
liberan y se enfrentan a la membrana peritréfica (MP), misma que esta conformada de
quitina, mucopolisacaridos y proteinas que separa el alimento del tejido del intestino grueso
(Hegedus et al., 2009). La MP tiene tamafios de poro que varian de 21 a 36 nm de diametro
(Barbehenn y Martin, 1995) de modo que las particulas pequefias pueden pasar libremente a
través de la red como parte del proceso digestivo, pero el paso de particulas mas grandes,
tales como patdgenos, esté restringido. Los viriones deben dafar la MP para obtener acceso

al epitelio del intestino medio. Para ello, algunos baculovirus codifican una clase de
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metaloproteasas llamadas enhancinas, que cortan las proteinas de tipo mucina que unen las
cadenas de quitina en la red de la MP (Wang y Granados, 1997).

Los viriones infectan a las células epiteliales del intestino medio para iniciar el
primer ciclo de replicacion o infeccion primaria (Possee et al., 2010). Alternativamente,
algunas nucleocéapsidas atraviesan el citoplasma y, sin pasar por el ndcleo, se dirigen a la
zona basal. Las nucleocépsidas atraviesan la membrana celular formando los viriones
brotados (BVs) y pasan a la cavidad hemocélica a través de las traqueolas evitando la
membrana basal (Caballero et al., 2009). En el hemocele, los BVs llevan a cabo la segunda
fase del proceso infeccioso, infectando las células de los 6rganos y tejidos por endocitosis.
Estos viriones utilizan el sistema respiratorio de traqueas como una red de caminos para
dispersarse en el insecto (Engelhard et al., 1994). Los tejidos del cuerpo graso, epidermis
del intestino, hemocitos, traqueas y glandulas de seda, también son afectados (Ibarra y Del
Rincon, 1998).

Las larvas de los lepiddpteros que son infectadas por los baculovirus muestran
signos visibles de la infeccion en un periodo de dos a cinco dias después de la ingestion del
virus (Tanada y Kaya, 1993). Estos signos incluyen un cambio gradual de color, se tornan
lentas en sus movimientos, reduccion del apetito y cese de la alimentacion. Previo a la
muerte, las larvas de muchos lepidopteros se desplazan a la parte aérea de las plantas donde
mueren colgadas de sus propatas anales. Finalmente, el integumento se degrada y se liberan

millones de nuevos OBs para dar origen a un nuevo ciclo de infeccién (Fuxa, 2004).
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Figura 1. Ciclo de infeccion y replicacion de un nucleopoliedrovirus (figura adaptada de
Williams et al., 2017). (A) Ingestion de follaje contaminado con OBs; (B) Dilucién de OBs en el intestino
medio; (C) Liberacion de ODV que pasan a través de la membrana peritréfica y se fusionan con las
microvellosidades de las células epiteliales del intesitno medio; (D) Las nucleocépsidas viajan al ndcleo
donde liberan el genoma viral; (E) Las nucleocépsidas de la progenie se ensamblan y brotan a través de la
membrana basal; (F) durante la cual adquieren una envoltura que contiene proteina de fusién GP64 o F
presente en la membrana celular modificada por el virus. Estos viriones (BV) se dispersan en la hemolinfa o a
lo largo de las células del sistema traqueal para diseminar la infeccién a nuevas células; (G) Ingreso de BV a
las células por endocitosis y replicacion en el nicleo. Las nucleocépsidas recién ensambladas; (1) pueden salir
de la célula o pueden estar envueltas para formar ODV que estan ocluidas en OB; (H) Al final del ciclo
infeccioso se acumulan OBs en el ndcleo; (J) Al morir, las larvas cuelgan tipicamente de las hojas superiores
de la planta huésped; (K) el tegumento larval se rompe y libera OB que contaminan el follaje para ciclos

posteriores de transmision horizontal (L).

2.4 Biologia molecular

La expresion de los genes de los baculovirus se divide en tres fases: temprana, tardia
y muy tardia; las cuales se desencadenan a manera de cascada y se definen en funcion de su
relacién con la replicacién del ADN del virus. Los genes tempranos son transcritos por la

10



maquinaria de transcripcion de la célula huésped usando la ARN polimerasa Il celular, en
esta etapa se expresan los genes tempranos requeridos para la replicacion viral (Cuadro 1) y
otros genes tempranos que requieren de los inmediatos para su expresion. Los genes que se
expresan en la fase temprana incluyen los que participan en la regulacion de la replicacion
(e.g., ADN polimerasa [adnpol] y helicasa [hel]) y los que participan en la fase de
expresion tardia (LEFs [late expresion factores]), los cuales se consideran genes altamente
conservados dentro del genoma (Chen et al., 1999; Su et al., 2011).

La etapa tardia comienza aproximadamente a las 6 horas post-infeccion (hpi)
conjuntamente con el inicio de la replicacion del ADN viral y se extiende hasta las 24 hpi,
se producen proteinas estructurales necesarias para la formacion de los BV (Romanowski y
Ghrinhelli, 2001). El virus deja de usar la ARNpol de la célula huésped para la
transcripcion de los genes tempranos. Las proteinas producidas en esta fase incluyen las
proteinas estructurales de los viriones como por ejemplo la p6.9, de unién al ADN viral.

En la etapa muy tardia se sintetiza la poliedrina o granulina, los ODVs se ocluyen
en esta proteina que es la de mayor cantidad de las que conforman a los OBs. En esta etapa
también acttan las proteinas virales catepsina y quitinasa, las cuales estan involucradas en

el proceso de licuefaccidn del insecto (Daimon et al., 2007).

2.5 Diversidad genética de los baculovirus

Los baculovirus han sido aislados de mas de 700 especies de insectos, éstos
patdégenos han co-evolucionado con sus insectos hospederos y se han diversificado
genéticamente (Herniou et al., 2004), de tal manera que la organizacion del genoma es mas
conservada en los Granulovirus que en los Nucleopoliedrovirus (Lange et al., 2004), pero
en general se observa alta variabilidad genotipica en los baculovirus. Dicha variabilidad se
encuentra tanto entre aislamientos colectados de la misma especie hospedera en diferentes
sitios geogréaficos, como entre aislamientos colectados en el mismo lugar e inclusive en un
unico individuo (Cory y Myers, 2003; Hitchman et al., 2007). Por ejemplo, en un aislado
de Nicaragua el NPV de S. frugiperda (STMNPV) es una mezcla de nueve genotipos y el
SfMNPV aislado en Colombia tiene 12 genotipos diferentes (Simoén et al., 2004, 2005).
Dicha diversidad puede ser consecuencia de mutaciones puntuales, la duplicacién de

secuencias y transferencia horizontal entre baculovirus, sus hospederos y otros patdgenos
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del hospedero. Toda esta diversidad viral tiene un propdsito benéfico, que es la de

proporcionar ventajas para la seleccion natural, ya que pequefios cambios en el genoma

pueden originar modificaciones significativas en las caracteristicas biologicas del virus

como son patogenicidad, la virulencia y la productividad (Cory y Myers, 2003; Hitchman et
al., 2007; Harrison, 2009).

Cuadro 1. Diagrama de los principales eventos transcripcionales relacionados con el ciclo

viral (tomado de Romanowski y Ghrinhelli, 2001).

Comienzo de la Infeccién:

4

Tiempo

Oh 6-8h

18h

Transcripcion

mediada por

RNA pol Il y factores de transcripcion
del huésped. Transactivadores virales.

Potenciadores virales

ARN Polimerasa viral, resistente a o amanitina

Transcripcion de

genes tempranos

Transcripcion de

genes tardios

Transcripcion de
genes muy tardios

—)

Replicacion del
DNA

—

—

Genes Transcriptos

ie-0, ie-1, ie-2, iap 1, iap2, dnapol,
dnahel, hcf-1, p43, p47, p94, lefs (1, 3,
5, 6, 7,8), pe38, me53, gp64, etc.

ie-0, ie-1, ie-2, iap 1, iap2,
dnapol, dnahel, hcf-1, me53,
gp64, lefs (2,9,10,11), vp39,
vif-1, chiA, ubi, p78/83, etc.

Vp39, lefs?, vif-1, chiA, ubi,
p10, polh, p74, gp41, odv-
€66, odv-ec27, odv-e56, etc.

Produccion de BVs

Produccion de OBs

—
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2.6 Nucleopoliedrovirus multiple de S. frugiperda (STMNPV)

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). Las poblaciones naturales de S. frugiperda son afectadas por el
SfMNPV vy algunos aislamientos del patdgeno han mostrado un claro potencial para el
control de esta plaga (Escribano, 1999; Harrison et al., 2008). Se han realizado diversos
trabajos con el STMNPV para validar su uso como un agente de control en varios paises de
América (Mullock et al., 1990; De Oliveira, 1998; Williams et al., 1999).

Escribano et al. (1999) determinaron que tres aislados del SFTMNPV procedentes de
Argentina, Nicaragua y Estados Unidos fueron estructural y genéticamente muy similares
con base a un analisis de restriccion enzimatica; sin embargo, el aislado procedente de
Nicaragua (Sf-NIC) (2.04 x 10° OBs/mL) fue 15 veces mas patogénico comparado con el
virus de Argentina (3.06 x 10° OBs/mL), con base en las CLso determinadas para cada
virus. Debido a ello, dicho aislado fue seleccionado para evaluar su efectividad como
bioinsecticida sobre cultivos de maiz (Williams et al., 1999). Simén et al. (2004)
determinaron que una poblacién natural del SFMNPV posee una amplia diversidad
gendmica. En el aislado silvestre Sf-NIC se identificaron nueve genotipos diferentes. El
genotipo completo fue caracterizado en términos de su mapa fisico con las endonucleasas
EcoRlI, Hindlll, Pstl y BamHI (Simon et al., 2005).

En un estudio realizado en México por Rios-Velasco et al. (2012) se caracterizaron
mediante enzimas de restriccion cuatro virus aislados de suelo (NAV1, CAD, AN1y AN2),
encontrando diferencias entre los aislados AN1 y AN2 y los demas, lo cual se vio reflejado

en su patogenicidad.

2.7 Transmision horizontal y vertical

La transmision es el proceso por el cual un patdgeno pasa de una fuente de infeccion
a un huésped susceptible (Andreadis, 1987; Cory et al., 1997). La transmisién horizontal se
define como la transferencia del patdgeno, que sucede por contacto entre individuos,

ingestion de alimento contaminado por individuos de una misma generacion o
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determinados comportamientos de canibalismo (Chapman et al., 1999). El canibalismo es
una caracteristica comdn en varias especies de lepidopteros. Las heces y la regurgitacion
contaminadas de insectos infectados también podrian ayudar a la transmision del virus. La
eficiencia de dicha transmision depende tanto de la densidad de la poblacion del virus como
del hospedero. En varios sistemas hospedero-baculovirus se han observado bajos
porcentajes de mortalidad larvaria en ausencia de una exposicion continua al virus, lo cual
sugiere la presencia de infecciones de baculovirus en las poblaciones de sus hospederos
(Fuxa, 2004).

La transmision vertical permite que el virus pueda ser transportado dentro del
insecto infectado a su descendencia e iniciar nuevos focos de infeccion en generaciones
subsecuentes, ocurre de padres a hijos (Kukan, 1999; Fuxa, 2004) y puede ocurrir tanto las
rutas transovarica la cual implica el proceso de transmision del virus desde el progenitor
materno a los embriones dentro del huevo, como a través de la contaminacion de la
superficie del huevo con particulas virales que infectan a las larvas recién nacidas cuando
ingieren el corion durante la eclosién (Kukan, 1999; Cory y Myers, 2003). Este proceso ha
sido documentado en varias especies de insectos, particularmente en el género Spodoptera
(Smits y Vlak, 1988; Fuxa y Richter, 1991; Fuxa et al., 1992). Por ejemplo, Fuxa y Richter
(1991) demostraron la presencia de OBs en el 3-10% de la progenie de S. frugiperda
adultos sub-letalmente infectados. La presencia de infeccién encubierta en la descendencia
de los apareamientos entre hembras no infectadas y machos infectados, y viceversa, indico
que ambos sexos estaban involucrados en la transmision vertical (Burden et al., 2002;
Cabodevilla et al., 2011; Virto et al., 2013).

Los baculovirus adoptan una estrategia de transmision de modo mixto que involucra
tanto la transmision horizontal como la transmision vertical que es comdn en una amplia
gama de virus, parésitos, simbiontes y microbiota (Ebert, 2013). Como la transmision
vertical requiere la reproduccion del hospedero, esta claro que esta ruta sélo es posible para
los virus que pueden adoptar una estrategia de utilizacion de hospedero de baja virulencia
(Shapiro-llan et al., 2005). Para los baculovirus, la baja virulencia se asocia con infeccion
encubierta. Las larvas de insectos que ingieren OB pero no mueren pueden continuar su
desarrollo y emerger como adultos encubiertamente infectados. Las infecciones encubiertas

(también conocidas como infecciones ocultas, subletales o latentes ocultas) se caracterizan
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por la ausencia de signos visibles de enfermedad (Cory et al., 1997; Hughes et al., 1997;
Williams et al., 2017).

2.8 Infecciones latentes y de persistencia

Las infecciones por baculovirus son normalmente letales, pero algunas infecciones
pueden ser persistentes o latentes (Cory et al., 1997; Hughes et al., 1997). Las infecciones
latentes implican un minimo de expresion génica viral en el huésped (Hughes et al., 1993,
1997), mientras que las infecciones persistentes son aquellas en las que se produce todo el
espectro de transcripcion viral que da lugar a la replicacion del virus en un nivel bajo
(Burden et al., 2003). Tanto las infecciones persistentes como las latentes permiten que los
baculovirus sobrevivan en poblaciones hospederas aparentemente sanas (Aruga, 1970;
Burden et al., 2003). En el caso de las infecciones latentes, algunos estudios han indicado
que el virus puede activarse y causar una infeccion letal manifestada por el estrés, los
factores tales como baja temperatura (Bombyx mori NPV), alimentacion con virus
heter6logo (Spodoptera littoralis NPV) o dieta deficiente (Pieris rapae GV) (Evans y
Entwistle, 1987; Cory et al., 1997).

Cuando la supervivencia del huésped parece estar amenazada, las oportunidades de
transmision influyen en las rutas horizontales mas que en las verticales, lo que requiere un
marcado aumento en la produccion de ODV, OB y un correspondiente aumento de la
virulencia. La infeccion encubierta en si misma puede ser productiva 0 no productiva
dependiendo de si el virus adopta un modo de infeccidn persistente o latente (Williams et
al., 2017).

2.9 Efectos subletales

Las enfermedades virales subletales pueden tener efectos importantes sobre la
dindmica de la poblacion de insectos (Boots y Norman, 2000). Estos efectos se han
documentado ampliamente en sistemas de insectos-baculovirus (Burand y Park, 1992;
Goulson y Cory, 1995; Rothman y Myers, 1996; Myers et al., 2000; Matthews et al., 2002).
Los efectos subletales tipicos incluyen tiempos de desarrollo prolongados en las etapas de
larva y pupa (Goulson y Cory, 1995; Milks et al., 1998; Cabodevilla et al., 2011), una
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reduccion de la fecundidad (Shapiro y Robertson, 1987; Patil et al., 1989), viabilidad
reducida del huevo (Santiago-Alvarez y Vargas-Osuna, 1988; Patil et al., 1989), la
reduccion del peso corporal (Myers et al., 2000), asi como reduccién del peso de la pupa
(Murray et al., 1991; Myers et al., 2000; Duan y Otvos, 2001; Matthews et al., 2002;
Monobrullah y Shankar, 2008) y los cambios en la proporcion de sexos (Melamed-Madjar
y Raccah, 1979; Santiago-Alvarez y Vargas-Osuna, 1988).

Los efectos subletales pueden deberse a la desviacion de los recursos energéticos
del huésped para combatir la enfermedad (Bong y Sikorowski, 1991) y/o los cambios
hormonales inducidos en el huesped sub-letalmente infectado (O'Reilly y Miller, 1989). Es
importante sefialar que pocos estudios han presentado evidencias de la presencia del virus
en los supervivientes de dosis subletales de inoculo (Burden et al., 2002). Los efectos
subletales también tienden a ser mas pronunciados en los insectos que son infectados en los
instares posteriores mas que en los primeros instares (Rothman y Myers, 1996; Myers et
al., 2000). El periodo de pre-oviposicion también fue significativamente més largo en los
sobrevivientes de Spodoptera exigua Hubner (Lepidoptera. Noctuidae) con el SeMNPV
desafiados (Cabodevilla et al., 2011), S. exempta (Vilaplana et al., 2008) y Pieris brassicae
(Sood et al., 2010), por lo que las polillas hembras pueden viajar distancias mas largas que
las conespecificas sanas antes de comenzar a poner huevos, lo que resulta en una mayor
dispersion de la progenie infectada de forma encubierta.

Cabodevilla et al. (2011) realizaron un estudio de infecciones subletales con un
aislado del nucleopoliedrovirus multiple de Spodoptera exigua (SeMNPV), la infeccién
subletal fue asociada con reducciones significantes en peso pupal, emergencia de adultos,
fecundidad y fertilidad (eclosion de los huevos) e incrementos significativos en el tiempo

de desarrollo larval.
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I11. HIPOTESIS
El SFTMNPV posee una alta actividad insecticida sobre S. frugiperda y afecta la
aptitud bioldgica de los individuos sobrevivientes a la infeccion.

IV. OBJETIVO GENERAL
Conocer el patron genético del aislado SFTMNPV-MER, actividad bioldgica y su
impacto sobre el desarrollo y la reproduccion del insecto huésped.

4.1 Objetivos Particulares

e Analizar las caracteristicas geneticas del aislado SfMNPV-MER mediante la

secuenciacion parcial del gen polh.

e Evaluar la patogenicidad y productividad del STMNPV-MER en larvas de tercer
estadio de S. frugiperda.

e Evaluar el efecto del aislado STMNPV-MER sobre el desarrollo, reproduccion y

progenie de su huésped.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Cria de S. frugiperda

Los individuos de S. frugiperda que se utilizaron en la presente investigacion
provinieron de una colonia del laboratorio de Entomologia Agricola del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IIAF). Los adultos se alimentaron con una
solucion con miel de abeja a 15 %. Las larvas se alimentaron con una dieta semi-sintética
modificada de Poitout y Bues (1974). Las condiciones ambientales de cria y de los
bioensayos fueron de 25 + 2°C, 65 + 5 % de Humedad Relativa y 16:8 h (Luz: Oscuridad).

5.2 Replicacion del STMNPV

El SFTMNPV bajo estudio se obtuvo del laboratorio de Patologia de Insectos del
I1AF, el cual estd denominado como SFTMNPV-MER. Como patron de referencia se utilizé
un virus procedente de Nicaragua (STMNPV-NIC), el cual fue caracterizado previamente
por Escribano et al. (1999). Para observar el patron genético, el cual se describe més abajo,
también se utilizd un virus procedente de muestras de suelo colectadas en el estado de
Chiapas (STMNPV-CHI). Las larvas infectadas y muertas con evidentes sintomas del virus,
se maceraron y purificaron mediante filtracion. Por altimo, se cuantificaron los OBs en una
camara de conteo Neubauer (10*cm®) a 40x con un microscopio con contraste de fases.

Finalmente, la suspension del virus se almacen6 a -20°C hasta su uso.

5.3 Caracteristicas genéticas del SFTMNPV-MER
5.3.1 Extraccion y precipitacion del ADN gendmico

El ADN viral se obtuvo a partir de una suspension purificada del SFTMNPV-MER,
SfMNPV-CHI y SFTMNPV-NIC. Una alicuota (300 pl) de cada una de las suspensiones se
mezclé con 500ul de buffer de extraccion, el cual contiene 100 mM tris HCI, 50 mM
EDTA y 1.4 M NacCl, 50 pl CTAB al 10%, 50 ul SDS al 20%; y 5 pl de Proteinasa k, la
mezcla se agitd y se incubd a 38°C durante 30 min, posteriormente se agitd nuevamente y
se incub6 a 65°C durante 30 min para permitir la disolucion de proteinas. Enseguida, a la
mezcla se le agregaron 700 ul de cloroformo-alcohol-isoamilico, se agitd en vortex y se
centrifugo a 13,000 rpm durante 10 min. Se recuperd el sobrenadante y se le agregaron 640
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ul de isopropanol y 60 ul de acetato de sodio (3.5M), éstos se mezclaron por inversion y la
muestra se colocé a -20°C durante 10 min. Después, la mezcla se centrifug6 durante 10 min
a 13,000 rpm y se desecho el sobrenadante, se dejo la pastilla a la cual se le agregaron 500
ul de etanol, y posteriormente se despegd la pastilla con pequefios golpes. Finalmente, la
muestra se centrifugd 5 min a 13,000 rpm, se desechd el etanol y se secd boca abajo el
microtubo. Posteriormente se resuspendid la pastilla de ADN en 50 pl de agua miliQ. Para
visualizar la muestra de ADN, se colocaron 5 pl del ADN viral con 3 pl de buffer de carga,
se mezclo6 y se corrio en un gel de agarosa al 2%, con amortiguador TAE 1x (40 mM Tris-
acetatoTris, pH 8,0; 1 mM EDTA). Los geles se tifieron con bromuro de etidio y se
fotodocumentaron en un transiluminador de UV (BioDoc-1t2® Upland, CA, USA) (100-
115V~50/60 Hz).

Las extracciones se validaron por la cuantificacion de la concentracion del ADN en
ng/ul, evaluando su pureza por medio de la relacion (A260/A280) con un

espectrofotometro UV (Quawell Technology, Inc. U.S.A).

5.3.2 Amplificacion y secuenciacién parcial del gen polh

La amplificacion parcial del gen polh de los tres aislados de SFTMNPV se llevo a
cabo a través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los oligonucle6tidos
especificos que se utilizaron se disefiaron con base a los estudios de Gonzélez et al. (1989)
y De Moraes y Maruniak (1997) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Secuencias de los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion parcial del

gen polh.

Gen polh Tamarno del fragmento esperado

5" TACGTGTACGACAACAAGT 3’ (forward) 575 pares de bases

5" TTGTAGAAGTTCTCCCAGAT 3’ (reverse)
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La amplificacion por PCR se realizd en SelectCycler Il (California, EE. UU.). Para
la reaccidn se utilizaron los siguientes componentes para un volumen final de 25 pl usando
agua ultrapura: MgClz 1.25 mM, dNTPs 0.52 mM, 1 mM de cada oligonucleétido (directo
o inverso), 0.2 U Taq ADN polimerasa, y 1 ul de ADN. Las condiciones de la PCR fueron
las siguientes: desnaturalizaciéon inicial (95°C, 5 min) seguida de 35 ciclos de
desnaturalizacion (95°C, 30 s), elongacion (48°C, 30 s) y extension (72°C, 1 min), con una
etapa de extension final (72°C, 10 min). Los productos de la PCR se observaron en un gel
de agarosa TAE al 2% teniido con 0.5 pg / ml de bromuro de etidio y se fotodocumentaron
en un transiluminador UV. Se incluyeron controles positivos (SFTMNPV ADN) y negativos
(H20).

Todas las amplificaciones se secuenciaron en ambas direcciones por el método de
Sanger y Coulson (1975), la secuenciacion de los amplicones se realizd por la empresa
Macrogen de Corea. Con el fin de corroborar la identidad taxondmica de la especie bajo
estudio se analizaron las secuencias de los tres aislados (STMNPV-NIC, STMNPV-CHI y
STMNPV-MER) para encontrar el porcentaje mayor de similitud en una base de datos
publica mediante BLAST (Altschul et al., 1990).

Posteriormente, se llevo a cabo un alineamiento multiple con las tres secuencias de
los virus bajo estudio utilizando la herramienta Clustal-Omega (Higgins, 1988)y el
alineamiento se revis6 manualmente en BioEdit (Hall, 1999). Ademas, como pauta
comparativa se incorporaron tres aislados mas del STMNPV obtenidos del GenBank, dos
procedentes de Colombia (Medellin y Espinal) y uno de Florida, EE.UU. Se utiliz6
nuevamente el programa Clustal-Omega para manipular, analizar, comparar y visualizar el
arbol filogenético mas optimo el cual agrupd a las secuencias de los aislados comparados

en un arbol resuelto.

5.4 Bioensayos de patogenicidad y productividad del SfTMNPV-MER

Las larvas de tercer estadio de S. frugiperda (0-8 horas después de la muda) se
inocularon con el aislado STMNPV-MER con la técnica de contaminacion por gota descrita
por Hughes y Wood (1981), con modificaciones. Para ello, el aislado del virus se
resuspendié en agua destilada + colorante artificial azul (McCormick®, Inc, EE.UU.) a

0.01% vol/vol y 20% de una solucién de sacarosa como fagoestimulante, las muestras se
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homogeneizaron con la ayuda de un vortex y se prepararon 200 pl de cada concentracién y
todo el volumen se disperso sobre la superficie de la caja de Petri en pequefias gotas con un
volumen promedio de 6.2 ul cada una. 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 65% de humedad relativa. Se realizaron cuatro repeticiones de
24 individuos por cada concentracion (1.92 x 103, 9.6 x 10°, 4.8 x 104 2.4 x 10°, 1.2 x 10°y
6x10° OBs/ml). Asi mismo, 24 larvas por concentracion como testigo, las cuales se trataron
solamente con agua destilada, colorante artificial azul y la solucion de sacarosa. La
mortalidad de las larvas se registr6 cada 12 horas a partir del tercer dia después de la
inoculacién del virus durante ocho y 11 dias. Los datos de mortalidad se sometieron a un
analisis probit (Finney, 1972) con el programa POLO PC (LeOra Software, 1987).

Para la produccion de OBs/larva se utilizd la misma metodologia de inoculacion
descrita anteriormente, en este caso se utilizaron los valores correspondientes a la CLgo (9.5
x 10° OBs/ml). Los bioensayos se mantuvieron en las mismas condiciones ambientales que
las sefialadas en el apartado anterior. La mortalidad de las larvas se registro cada 24 horas a
partir del tercer dia post-inoculacion. Se realizaron tres repeticiones de 48 individuos y el
testigo. Con el objetivo de estimar la produccién del virus, en OBs/larva, una vez que las
larvas presentaron sintomas evidentes de la infeccion se pesaron previo a la muerte y
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.

Para determinar la cuantificacion de los OBs, las larvas muertas 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 estimo por triplicado mediante el
conteo en una camara de Neubauer. Para el conteo de los OBs, se seleccionaron al azar 40
larvas que murieron en un rango de tiempo aproximado de 168 h, en el cual existio la

mayor mortalidad larvaria.
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5.5 Efecto sobre el desarrollo y reproduccion del huesped

Se utilizé la misma metodologia descrita anteriormente, pero en este caso se
emplearon 100 larvas de tercer estadio que se inocularon con una concentracion que
provocara ~40% de mortalidad (4.8 x 10* OBs/ml). Esta concentracion se determind en
ensayos previos (datos no mostrados). Antes de la inoculacion, las larvas se pesaron y
después de ingerir el virus, se individualizaron en vasos de plastico de 29 ml que contenian
dieta artificial. Los individuos sobrevivientes se pesaron en pupa y se sexaron de acuerdo a
las caracteristicas morfoldgicas establecidas por Sannino et al. (1987) (Figura 2). Después
de su emergencia, se eligieron 10 parejas al azar y se observaron diariamente para
determinar el promedio de huevos por hembra. Para ello, cada pareja se colocé en una bolsa
de papel estraza del No. 2. En cada bolsa se colocé un vaso de plastico de 10 ml que
contenia algodon impregnado con una solucion de miel de abeja al 15%. Una vez que
inicid el periodo de oviposicion, las bolsas de papel se reemplazaron diariamente y se

contabiliz6 el nmero de masas y el nimero de huevos por masa por dia.

Todos los adultos se revisaron diariamente hasta su muerte. Los huevos de la tercer
puesta de todas las parejas se utilizaron para contabilizar la fertilidad: los huevos fértiles
(aquellos donde existié formacion y emergencia de las larvas y aquellos donde claramente
se observo la formacién de la larva pero no hubo emergencia) y los huevos infértiles (donde
no existio formacion de la larva). De los huevos que se seleccionaron para evaluar la
fertilidad, se individualizaron 24 larvas por pareja para observar posible muerte por virus.
Todo el experimento se repitio tres veces.

Los parametros de peso de pupa, porcentaje de eclosion, promedio de huevos por
hembra y porcentaje de huevos fértiles se analizaron mediante una prueba t-student. La
proporcion de sexos se analizd mediante una prueba G. El resto de los parametros
bioldgicos se evaluaron mediante la prueba no paramétrica de U de Mann Whitney. Para
calcular la mortalidad por virus de los individuos se realizo un ajuste de Abbott (1925) para
eliminar la muerte del testigo. Todos los analisis se realizaron en el paquete estadistico
IBM SPSS versién 21(© Copyright IBM Corporation, EUA).
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Figura 2. Diferencias morfologicas utilizadas para la separacion de sexos en estado de
pupa. En el 9° segmento abdominal de los machos se encuentra, sobre un érea 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).
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VI. RESULTADOS

6.1. Caracteristicas genéticas de los virus

6.1.1. Extraccion del ADN genémico
El ADN gendmico extraido de los aislados SfMNPV-MER, SfMNPV-CHI y
STMNPV-NIC se comprobd a través de la electroforesis en gel de agarosa 1% (Figura 3).

SIMNPV-NIC SfMPV-CHI  STMNPV-MER

~85-100 kb

Figura 3. Extraccion del ADN genomico del SFTMNPV de los dos aislados de referencia
(SFMNPV-NIC y SFTMNPV-CHI) y el aislado de STMNPV-MER. MM, marcador molecular
1 Kb plus (Ladder Invitrogen).

6.1.2. Amplificacion y secuenciacion parcial del gen polh

Con los oligonucleotidos polh utilizados con los dos virus de referencia (STMNPV-
NIC y SFTMNPV-CHI) y el virus bajo estudio (STMNPV-MER) se amplificaron fragmentos
de 575 pares de bases (pb) que corresponden con el tamafio esperado de la region (Figura
4).

MM SIMNPV-NIC SIMNPV-CHI SIMNPV-MER

575 pb

Figura 4. Amplificacion especifica por PCR del gen de la poliedrina (polh) en tres aislados
del STMNPV. MM, marcador molecular 1 Kb plus (Ladder Invitrogen).
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Las secuencias del gen polh de los tres aislados de SfMNPV se alinearon y se
analizaron en una base de datos publica mediante BLAST mostrando una identidad de
similitud de 99% con el gen polh de la misma especie (GQ923749, Genbank acc.) (Figura
6). La matriz del porcentaje de identidad entre los tres virus bajo estudio mostré que los
virus mexicanos SFTMNPV-MER y SfMNPV-CHI tienen una identidad de 94 y 95% con
respecto el virus SFTMNPV-NIC, respectivamente. Asi mismo, la identidad entre los dos
virus mexicanos fue de 94%.

El arbol filogenético, para comparar a los seis aislados de SFTMNPV, arrojé tres
ramas bien definidas; la primera agrupo a los tres aislados del estudio, separando el aislado
de SFTMNPV-NIC (Nicaragua) mostrando que los aislados mexicanos STMNPV-MER y
SfMNPV-CHI forman un grupo monofilético (Figura 5). Asi mismo, los dos aislados
colombianos tomados del Gen Bank se agruparon en una sola rama (grupo monofilético) y

el aislado de Florida fue independiente con respecto a todos los demas.

, GQ923756MEDELLIN_COLOMBIA 0
' GQI23758ESPINAL_COLOMBIA 0
GQI23760FLORIDA_USA 0.0019%
59-1CHIAPAS_MEX 0.02804

l 59-3MERIDA_MEX 0.0352
59-2NICARAGUA 0.02041

Figura 5. Arbol filogenético entre los aislados STMNPV-NIC, STMNPV-CHI y STMNPV-
MERIDA (aislados del estudio); STMNPV-FLORIDA, USA; STMNPV-ESPINAL y
MEDELLIN, Colombia.
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6.2. Bioensayos

El inicio de la mortalidad larvaria se observd a partir de las 72 h post-inoculacion
(Figura 7). En general, se observd una relacion positiva entre la mortalidad y la
concentracion. El ajuste al modelo Probit se calculo a las 192 y 264 h (Cuadro 3). La
mortalidad total en el testigo fue de 7%. No se observé un cambio significativo en los
valores de la CLso entre los dos tiempos analizados, con base a los limites de confianza al
95%.

30 -
25 -
3
©
gzo 1 —&-Testigo
8 =—1.92x10% OBs/ml
§ 15 & ==9.6x103 OBs/ml
£ —¥—4.8x10* OBs/ml
10 —e— 2.4x10° OBs/m
E ——1.2x10° OBs/ml
5 | 6x10° OBs/ml
i
0 P S << 3

72 96 120 144 168 192 204 216 240 264
Horas posteriores a lainoculacién

Figura 7. Mortalidad total de larvas de S. frugiperda inoculadas con el aislado SFTMNPV-
MER en el tercer estadio mediante el método de la gota.
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Cuadro 3. Andlisis de regresion a las 192 y 264 h post-inoculacion de larvas de tercer

estadio de S. frugiperda expuestas al aislado STMNPV-MER mediante el método de la gota.

Limites de confianza

OBs/ml al 95% Ordenadaenel  Pendiente + 2
origen = EE EE
192 h
ClLao 3.79x 10° 1.78 x 10°- 7.68 x 10° -3.81+0.34 0.64+0.06 4.6°

ClLso 9.44 x 10° 4,70 x 10°- 2.11 x 10°

264 h

Clao 1.77 x 10° 4.4x10%-4.3x10° -3.03 +0.29 0.53+£0.051 5.7¢
ClLso 5.35 x 10° 2.20 x 10°- 1.49 x 10°

2Valores de la x2 se encuentran dentro de los valores tabulados al 95% de confianza.

6.2.1. Produccion de OB por larva

Previo a la inoculacion de las larvas, no se observaron diferencias significativas
entre los pesos de las larvas del testigo (2.1 + 0.018 mg) y las destinadas a la infeccién (2.1
+0.016 mg) (U = 9806, p = 0.42) (Figura 8). Sin embargo, el peso promedio que se registro
previo a la muerte de las larvas infectadas fue significativamente menor (17.1 = 0.49 mg)
comparado con el testigo (52.0 + 1.78 mg) (U = 413.5, p <0.001). El peso promedio de las
pupas de los individuos infectados fue significativamente menor (184.14 + 4.80 mg)
comparado con el registrado en el testigo (193.44 + 4.05 mg) (Figura 8) (t = -1.313, p =
0.191). Los sintomas de la infeccion en las larvas se presentaron entre el séptimo y décimo
dia post-inoculacion. Se obtuvo una produccién media de OBs por larva de 1.21 x 108 +
2.59 x 107.
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Figura 8. Promedio de peso (mg + EE) en los individuos tratados con la CLgo (9.5x10°
OBs/ml) y el testigo previo al experimento. Medias + EE entre par de columnas seguidas
por la misma letra no son significativamente distintas.

6.3. Efecto sobre el desarrollo del huésped

Aunque se observd un incremento significativo en los pesos medios de las larvas de
tercer estadio utilizadas en el testigo en comparacién con el tratamiento con virus, no se
observaron diferencias significativas cuando los individuos llegaron al estado de pupas
(Cuadro 4). Once dias después de la inoculacion, se obtuvo un porcentaje medio de
mortalidad por virus de 42.2 + 3.9 % (rango entre repeticiones de 37.8 a 50%), el cual fue
esperado de acuerdo a la concentracion utilizada. La muerte en el testigo fue de 0.7% vy se
atribuye que fue por contaminacion local. No se observaron diferencias significativas en la
proporcién de hembras entre los individuos del testigo y los sobrevivientes a la infeccion

por virus.

6.3.1 Efecto del virus sobre la reproduccion y longevidad de los adultos de S.
frugiperda
El promedio de huevos por hembra de S. frugiperda en el testigo mostrdé un

incremento significativo (1.2 veces) con respecto al tratamiento con virus. Asi mismo, el
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porcentaje de huevos fértiles fue significativamente mayor (1.2 veces) en el testigo

comparado con el tratamiento virus (Cuadro 5).

Cuadro 4. Parametros de vida de S. frugiperda (+ EE) en individuos tratados con el
SfMNPV-MER a una concentracion de 4.8 x 10* OBs/ml.

Tratamiento Peso de larvas de tercer Pupa® Porcentaje
estadio previo al de hembras
experimento? (N)
mg N mg N
Testigo 1.73+0.01 a 290  1505+206a 181 °378(71)a
_ 42.10 (56) a
Virus 1.62+0.01b 299 151.9+2.48 a 133

Medias = EE dentro de la misma columna seguida por la misma letra no son
significativamente distintas. = 4.13; p < 0.001; °t = -0.44, p = 0.65; °G = 0.384, p = 0.54.
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Cuadro 5. Fecundidad y fertilidad de adultos de S. frugiperda provenientes de larvas de

tercer estadio tratadas con el SSMNPV-MER a una concentracién de 4.8 x 10* OBs/ml.

Tratamientos

Parametro evaluado Testigo Virus

Porcentaje de parejas que 100 100
produjeron huevos

APromedio 1561.87 £ 0.78 a 1294.0 £ 27.48 b

de huevos/hembra.

bPorcentaje de huevos 91.63+1.10a 73.0+3.73b
fértiles.

Medias + EE dentro de la misma fila seguidas por la misma letra no son significativamente

distintas. % = 9.7416, p =0.0006; °t,= 4.7844, p = 0.008.

Los individuos sobrevivientes a la infeccion por el virus, tuvieron una longevidad

significativamente menor (8.16 + 1.53) comparada con los adultos del testigo (10.73 +
0.98) (U de Mann Whitney = 63; P < 0.001) (Figura 9). Sin embargo, tanto en el

tratamiento de virus como en el testigo se obtuvo una emergencia de adultos del 100%.
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Figura 9. Longevidad de adultos infectados con el aislado SFIMNPV-MER (4.8x10*
OBs/ml).

6.4 Efecto sobre el desarrollo de la descendencia (F1) de S. frugiperda

No se observaron diferencias significativas en la duracién del estado de huevo de la
F1 entre el testigo y los huevos procedentes del tratamiento virus (Cuadro 6): sin embargo,
se observd un incremento significativo (3.8 veces) en el porcentaje de muerte por virus en
las larvas cuyas progenitoras fueron sobrevivientes al tratamiento con virus. El incremento
de dicha mortalidad se observd mayoritariamente entre el tercer y sexto dia de la eclosion
(Figura 10). Se atribuye que la muerte del testigo fue por razones metodoldgicas, puesto
que la mortalidad de las larvas progenitoras infectadas fue sumamente baja (x%, n = 300) y

también se le atribuyen a una contaminacion local.
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Cuadro 6. Duracion del estado de huevo y porcentaje de mortalidad por virus de la F1 de
larvas de tercer estadio infectadas con el SFIMNPV-MER (4.8 x 10* OBs/ml).

Parametros Tratamientos
Testigo Virus
Parejas (N) 30 30
Larvas (N) 694 704
Duracion del estado de huevo? (dias) 442010a 45+0.09a
1.10£0.19a 4.26 + 0.49b

Mortalidad por virus® (%)

Medias + EE dentro de la misma fila seguidas por la misma letra no son significativamente
distintas. 2U de Mann-Whitney = 413.5, p = 0.5408; °U de Mann-Whitney = 225, p =
0.0002.

120 +
100 -+
80 -

60 - = Testigo

e Tratamiento
40 -

Mortalidad (No. de individuos)

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Dias

Figura 10. Mortalidad de la descendencia de larvas tratadas con el aislado STMNPV-MER

(4.8x104 OBs/ml).
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Los pesos de las pupas de los individuos descendientes de padres infectados fueron
significativamente menores (1.1 veces) comparado con el testigo. En relacién a la
proporcion de hembras y machos, no se observé una diferencia significativa entre el testigo

y el tratamiento virus (Cuadro 7).

Cuadro 7. Parametros de vida de los descendientes de S. frugiperda tratados con el
SfMNPV-MER.

Tratamiento Peso Pupas? Porcentaje de adulto (N)b
mg N Machos Hembras
Testigo 166.86 + 1.04 a 462 48.48 (240) 51.51(255) a
Virus 154.84 + 1.13b 436 45.17 (220) 54.82(267) a

Medias = EE dentro de la misma columna seguida por la misma letra no son
significativamente distintas. U de Mann-Whitney =6.32E+04, p <0.000; °Prueba G = 1.1,
gl.=1,p=0.30.
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VI1I. DISCUSION

Los baculovirus son virus especificos de insectos que presentan como rasgo
morfolégico la formacion de OBs proteicos, los cuales les proporcionan resistencia después
de ser liberados de su huésped (Blissard y Rohrmann, 1990; Tanada y Kaya, 1992). Las
proteinas que conforman a los OBs (poliedrina o granulina, dependiendo del género) son
altamente conservadas y se sintetizan al final del proceso infeccioso (Rohrmann et al.,
1981; Rohrmann, 1992; Hayakawa et al., 1999; Okano et al., 2006). Los genes polh que
codifican para las proteinas de los OBs han sido anteriormente estudiados para diferenciar
especies de baculovirus (De Moraes y Maruniak, 1997) y para observar diferencias entre
aislados de una misma especie. Al respecto, Lange et al. (2004) y Rowley et al. (2010)
establecieron un método basado en PCR para la identificacion y clasificacion de
baculovirus especificos de lepiddptera, incluyendo el STMPNV (Rowley et al., 2010),
mediante el uso de genes altamente conservados (polh, lef-8 y lef-9) e involucrados en la
formacion de los OBs y en la transcripcién de los genes tardios y muy tardios,

respectivamente.

En el presente estudio, los productos de PCR secuenciados de los tres aislados
mostraron una alta similitud (99%) con respecto al gen polh-SfMNPV (Genbank No.
GQ923749). Similarmente, Garcia-Gutiérrez et al. (2013) observaron que el producto de
PCR (575 bp) de un aislado mexicano del STMNPV tuvo 99% de identidad con el gen polh-
STIMNPV (Genbank No. J04333.1). Si bien, estos resultados confirman la identidad de los
propios aislados (Rowley et al., 2010), también pueden indicar su amplia dispersion
geografica (Simon et al., 2011) y su alta prevalecia entre las poblaciones del huésped
(Fuxa, 1982). Spodoptera frugiperda es una especie que se distribuye ampliamente desde el
norte al sur de América, comportamiento que incrementa la posibilidad de dispersion del
patdgeno vy la interaccion entre los aislamientos de distintas zonas geogréficas (Fuxa, 1982;
Simon et al., 2011). Este tipo de dispersion puede realizarse tanto por adultos contaminados
superficialmente como por una infeccién subletal o latente (Dias-Vasconcelos, 2001; Virto
et al., 2013). Ademas, en el presente estudio se observo un grupo monofilético bien resuelto
entre los tres aislados bajo estudio; donde los aislados mexicanos (SfTMNPV-MER y
SfMNPV-CHI) surgieron mas recientemente a partir del virus procedente de Nicaragua

(ancestro). Lo anterior puede indicar que existe una relacion mas cercana por zona
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geografica entre los aislados mexicanos, los cuales aparentemente interactian con sus
huéspedes bajo condiciones ambientales similares. Ademas, no se descarta la posibilidad de
que el virus de Nicaragua sea el antecesor que se diversifico hacia México.

Por otro lado, se considera que la pequefia variacion que se observd entre los
genomas (entre 5 y 6%) de los tres aislados bajo estudio, quizds pueda impactar en sus
caracteristicas fenotipicas como se ha reportado para varios estudios (Escribano et al.,
1999; Cory y Myers, 2003; Murillo et al., 2006; Serrano et al., 2015). Por ejemplo,
Escribano et al. (1999) obtuvieron un rango de las CLso entre 2.5 x 10* y 1.23 x 10’ OBs/ml
para tres aislados distintos del SFTMNPV (Argentina, EE.UU y Nicaragua). Asi mismo,
Rangel-Nufez et al. (2014) obtuvieron un rango de las CLso entre 4.9 y 18.5 x 10* OBs/ml
para tres aislados originarios de Argentina, Honduras y EE.UU. En ambos estudios, la
variabilidad en la actividad bioldgica estuvo relacionada con los cambios genéticos

observados mediante enzimas de restriccion.

Previamente, Garcia-Banderas (2016) demostr6 que la actividad biolédgica del
aislado STMNPV-MER, el mismo utilizado en el presente estudio, fue distinta comparado
con el aislado SFTMNPV-NIC en larvas del segundo estadio de S. frugiperda, pero esta
diferencia dependi6 del origen del insecto huésped. Asi mismo, Rios-Velasco et al. (2011)
obtuvieron un rango muy amplio de los valores de las CLsos (4.3 x 10% - 1.5 x 10°
OBs/mm?) 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). En general, varios autores sefialan que la heterogeneidad genética y
fenotipica de los baculovirus dentro de la poblacién huésped puede darse como una ventaja
de adaptacion, evolucion y de sobrevivencia en el campo (lkeda et al., 2015). Ademas,
dicha variabilidad puede ayudar a que estos patdgenos puedan adaptarse a los cambios en
su huésped (Kolodny-Hirsch y van Beek, 1997; Hitchman et al., 2007; Ikeda et al., 2015).
La variabilidad natural de los baculovirus puede estar regulada por deleciones,
transposiciones y/o recombinacion del genoma (Mufioz y Caballero, 2001), fenédmeno que
ha quedado demostrado con la caracterizacion de distintas variantes presentes dentro un
mismo aislado (Mufioz y Caballero, 2001; Harrison et al., 2008; Ikeda et al., 2015),
incluyendo el STMNPV (Escribano et al., 1999; Rowley et al., 2010).
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Sin duda, una parte sustancial para poder considerar a los baculovirus como agentes
de control, es conocer su actividad biolégica y su posible efecto sobre la progenie del
huésped. Debido a ello, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar tanto las
caracteristicas fenotipicas del SfMNPV-MER como su efecto sobre el desarrollo,
reproduccion y progenie de su huésped. En general, las larvas de S. frugiperda fueron
altamente susceptibles al aislado. La mortalidad inicié a partir de las 72 horas post-
inoculacion como lo describen Tanada y Kaya (1993) y con los sintomas caracteristicos de
las larvas infectadas por NPVs: pérdida de apetito y movilidad, cambio en Ila
coloracion, fragilidad y ruptura del tegumento (Caballero et al., 2001; Vasquez et al.,
2002; Fuxa, 2004 y Williams et al., 2017). La mortalidad se relaciond positivamente con
la concentracion utilizada y los valores de la CLso no fue significativamente distinta entre
las 192 (9.44 x 10° OBs/ml) y 264 h post-inoculacion (5.35 x 10° OBs/ml), lo cual se

atribuye a la cercania de los tiempos analizados.

Los valores de las CLsos del presente estudio tuvieron un patron de actividad similar
con respecto a dos aislados argentinos y uno brasilefio del STMNPV sobre larvas de S.
frugiperda de cinco dias de edad procedentes de Argentina (rango de 4.5 x 10°a 1.5 x 10°
OBs/ml) (Yasem de Romero et al., 2009). Garcia-Banderas (2016) obtuvo un rango de
valores de las CLsos entre 6.10 x 10%y 9.01 x 10* OBs/ml para tres aislados del STMNPV;
sin embargo, en este caso las diferencias en la susceptibilidad se atribuyen al segundo
estadio S. frugiperda utilizado. Las curvas de mortalidad por tiempo de las diferentes
concentraciones utilizadas en este estudio (rango de 1.92 x 10° a 6 x 10° OBs/ml)
alcanzaron en su mayoria el pico mas alto entre las 120 y 144 hpi. Similarmente, Garcia-
Gutiérrez et al. (2013) evaluaron la actividad bioldgica de un aislado del SFTMNPV en
larvas de tercer estadio de S. frugiperda y registraron el mayor pido de muerte (97-100%) a
las 120 hpi. Posteriormente, Garcia-Banderas (2016) registro el mayor pico de mortalidad
entre las 84 y 96 hpi para larvas de segundo estadio de S. frugiperda inoculadas con el
aislado SFTMNPV-MER, es decir 24 y 48 h antes que las larvas de tercer instar registradas
en el presente estudio, lo cual se atribuye a un cambio de susceptibilidad influenciada por la
edad del huésped. Un patrén similar se observé en larvas de segundo estadio de S. exigua
inoculadas con el SeMNPV, cuya mortalidad se incremento entre las 80-96 hpi (Zamora-

Avilés et al. 2016). Es claro que la variacién de muerte a través del tiempo puede estar
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relacionada con distintos factores como la especie y concentracion del virus, edad del
huésped y condiciones ambientales, entre otros. No obstante, esto también refleja la
expresion genética en los baculovirus, puesto que la fase muy tardia se caracteriza por la
expresion de genes polh y p10 que codifican para la formacion de los OBs en la infeccion
secundaria y su proceso de liberacion, respectivamente, lo cual también se relaciona con un
incremento en la tasa de muerte del huésped (Simon et al., 2008).

La cantidad de OBs de un aislado de NPV que pueda producir cada individuo
infectado es otro factor importante a considerar en la seleccion de un baculovirus como
bioinsecticida (Claus y Sciocco De Cap, 2001; Reid et al., 2014). EI nimero de OBs/larva
obtenido en el presente estudio (1.21 x 108 OBs/larva) coincide con los estudios de Rios-
Velasco et al. (2012), quienes observaron que las larvas de tercer instar de una colonia de
laboratorio se obtuvo una produccion de 1.06 x10® OBs/larva tras la infeccion con aislado
mexicano procedente de Saltillo, Coahuila, México (SfTMNPV-AN2). En contraste, estos
valores son mayores que el observado en un estudio con larvas de segundo estadio de S.
frugiperda procedentes de una colonia colombiana inoculadas con un virus local y el
SFMNPV-NIC (7.5 y 6.4 x 10" OBs/larva, respectivamente) (Barrera et al., 2011). En otros
estudios se obtuvo una productividad de 52.0 x 10° OBs/larva (Simén et al. 2008) y 29.5 x
10° OBs/larva (Barrera et al., 2013) con un aislado nicaragiiense (el mismo evaluado en el
presente estudio) y uno colombiano, respectivamente. Estas diferencias pueden deberse las
distintas edades utilizadas, puesto que se sabe que el peso corporal de los insectos influye

fuertemente sobre la productividad del virus (Claus y Sciocco De Cap, 2001).

Es ampliamente conocido que el impacto de los baculovirus sobre la poblacion
huésped puede llevarse a cabo mediante la muerte de una misma generacion o mediante su
transmision vertical, esto Ultimo es referido como el mecanismo que permite que el virus
pueda ser transportado para iniciar nuevos focos de infeccion en generaciones subsecuentes
(Kukan, 1999; Fuxa, 2004; Cory y Myers, 2003). Ademas, los individuos sobrevivientes a
una infeccion viral pueden ser afectados en terminos de su desarrollo (Goulson y Cory,
1995; Milks et al., 1998; Cabodevilla et al., 2011) y reproduccién (Shapiro y Robertson,
1987; Patil et al., 1989). Este mecanismo ha sido documentado en varias especies de
insectos, particularmente en el género Spodoptera (Smith y Vlak, 1988; Fuxa y Richter,
1991; Fuxa et al., 1992).
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En el presente estudio, el peso corporal de los individuos sobrevivientes (56%) a
una concentracion 4.8 x 10* OBs/ml no fue significativamente afectado. Asi mismo, Murray
et al. (1991) determinaron que el peso de las pupas de Lymantria dispar L. (Lepidoptera:
Erebidae) de individuos sobrevivientes a dosis subletales de su nucleopoliedrovirus
(LAMNPV) no fue significativamente distinto al testigo. En contraste, Myers et al. (2000)
observaron que un grupo de pupas de L. dispar que sobrevivieron a una infeccion causada
por el LAMNPV tuvieron un peso significativamente menor (1.58 g) que las del testigo
(1.91 g). Por otro lado, varios autores han observado una mayor proporcion de hembras en
individuos sobrevivientes a los NPVs (Santiago-Alvarez y Vargas-Osuna, 1988; Scheepens
y Wysoki, 1989; Cabodevilla et al. 2011). Sin embargo, en el presente estudio la
proporcion de sexos no fue significativamente afectada. Las diferencias entre estos
estudios, incluyendo el nuestro, posiblemente se relacionen con las caracteristicas de los

distintos aislados y su concentracion utilizada.

Los adultos de S. frugiperda que sobrevivieron a la infeccién por el STMNPV-MER
tuvieron una longevidad significativamente menor (8.16 £ 1.5 d) comparada con los adultos
del testigo (10.7 £ 0.98 d). Asi mismo, la fecundidad y fertilidad de los mismos adultos
sobrevivientes disminuyé significativamente. De manera similar, Milks et al. (1998) y
Cabodevilla et al. (2011) observaron alteraciones tanto en el desarrollo como en la tasa
reproductiva de S. exigua y Trichoplusia ni Huibner (Lepidoptera: Noctuidae),
respectivamente, cuando las larvas se inocularon con sus NPVs homélogos. Cory y Myers
(2009) identificaron que después de una epizootia natural en Malacosoma californicum
pluviale (Dyar) (Lepidoptera: Lasiocampidae) provocada por un NPV, su nivel poblacional
descendio posiblemente como resultado de una menor fecundidad de insectos infectados
subletalmente. Aunque no se conoce con  profundidad por qué los individuos
sobrevivientes a los baculovirus disminuyen su tasa reproductiva, esto puede relacionarse
con ciertas alteraciones fisioldgicas (Vargas-Osuna, 2001) y morfoldgicas. Al respecto,
Santiago-Alvarez y Vargas-Osuna (1988) sugirieron que la reduccion en la fertilidad de
Spodoptera littoralis Boisduval (Lepidoptera: Noctuidae) tratada con NPV podria deberse a

una orientacion inadecuada de los espermatéforos.

39



Por otro lado, la transmision vertical de un baculovirus puede impactar a largo plazo
en la poblacion huésped y, con ello, reducir los niveles de infestacion de la plaga (Rothman
y Myers 2000). En el presente estudio, aunque la duracion del estado huevo y la proporcion
sexual no fueron afectadas, la descendencia de los sobrevivientes a la infeccion (F1) tuvo
una reduccion en el peso de pupas (155 mg) con respecto al testigo (167 mg). Ademas,
4.3% de la larvas descendientes murieron de una infeccion tipica por NPVs, lo cual esta
acorde con otros estudios que indican que el STIMNPV es capaz de persistir en su huésped
por transmision vertical (Martinez et al., 2005). Asi mismo, Becnel et al. (2003) detectaron
un bajo nivel de transmisiéon vertical (~ 5%) del virus CuniNPV en las puestas de huevos de
Culex nigripalpus Theobald (Diptera: Culicidae) que al parecer se contaminaron con los
OBs liberados en el meconio de las hembras adultas. Asi mismo, diversas investigaciones
que involucran los NPVs del gusano de seda, Bombyx mori L. (Khurad et al., 2004), L.
dispar (Myers et al., 2000), S. exigua (Virto et al., 2014, 2017) y el gusano cogollero
africano, Spodoptera exempta (Walker) (Vilaplana et al., 2010) también observaron poca

prevalencia del virus en sus huéspedes.

Las infecciones encubiertas en especies altamente mdviles o migratorias
proporcionan un mecanismo para la dispersion del virus a grandes distancias (Hostetter y
Bell, 1985; Burden et al., 2003; Vilaplana et al., 2008). Sin embargo, en el caso de los
baculovirus se sabe muy poco sobre los factores que intervienen en el establecimiento y la
persistencia de infecciones subletales (Cabodevilla et al., 2011). Finalmente, desde una
perspectiva de control de plagas, los efectos subletales en los sobrevivientes de insectos
pueden ser deseables y beneficiar el control de plagas en las siguientes generaciones, ya
que los insectos infectados pueden ser mas susceptibles a una segunda aplicacion de virus,
de modo que se pueda lograr un control efectivo de plagas con menor frecuencia de
aplicaciones de OBs (Virto et al., 2017).
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VIIl. CONCLUSIONES

Los producto de PCR (575 bp) de los tres aislados del SFTMNPV tuvieron 99% de
identidad con el gen de la poliedrina del STMNPV (GQ923749, Genbank acc.); el
andlisis filogenético sugiere que los virus mexicanos (SFMNPV-MER y SfTMNPV-
CHI) surgieron a partir del virus procedente de Nicaragua (SFMNPV-NIC).

Las larvas de tercer estadio de S. frugiperda fueron altamente susceptibles al
SfMNPV-MER.

El virus provoco un efecto significativo en los parametros de desarrollo larvario,
reproduccion del insecto (fecundidad y fertilidad) y longevidad de los adultos. Sin
embargo, no se observaron cambios en el porcentaje de emergencia de adultos y la

proporcion sexual.

La duracion del estado de huevo no tuvo cambios en la F1; sin embargo, el 4% de
las larvas que eclosionaron murieron a causa de la infeccién por virus. Aunado a
ello, las pupas procedentes de las larvas sobrevivientes a la infeccion tuvieron un
menor peso. Con base a lo anterior, se concluye que el virus puede prevalecer y

afectar la aptitud bioldgica del insecto huésped.
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