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Para la busqueda de parasitoides, se realizaron muestreos semanales de larvas
durante los meses de julio — septiembre del 2009, en el campo experimental “El Bajio”,
de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN). En cada muestreo se
recolectaron 100 larvas al azar de los tres primeros estadios. Los parasitoides fueron
recuperados, etiquetados y conservados en alcohol al 70 % para su posterior montaje e
identificacion. Los entomopatogenos recuperados fueron purificados e identificados
acorde a sus caracteristicas microscopicas y macroscopicas. De 12 muestreos, se
recolectaron 1200 larvas, de ellas se obtuvieron 325 muertas por enemigos naturales
como Hymenoptera (Ichneumonidae, Braconidae, Eulophidae) y Diptera (Tachinidae),

asi como por entomopatogenos (Baculovirus, Nomuraea rileyi y Beauveria bassiana).

Para el aislamiento de baculovirus, se tomaron muestras de suelo, de 2008 a 2009
en parcelas infestadas con el cogollero del maiz, en Nuevo Ledn, Nayarit y Coahuila,
México. Se lograron obtener diez aislados de suelo en los tres estados. Los aislados de
SfNPV y SfGV fueron evaluados en larvas de tercer estadio de S. frugiperda para
seleccionar el mas efectivo, empleando la técnica de contaminacion de superficie de la

dieta con cuerpos de oclusion (COs) en concentraciones conocidas.

La cepa de virus aislado de Coahuila STMNPV-AN; fue muy virulenta, por lo
que se realizaron bioensayos adicionales de este aislado en todos los instares para
determinar la actividad, asi como, el nimero de COs producidos por larva infectada.
También se tratd a masas de huevecillos de S. frugiperda por el método de inmersion, en
concentraciones de NPV expresadas como COs/ml. Se observd que la CLsy se

incrementd conforme se incrementaba el tamafio del insecto. Un patron similar ocurrié
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con el tiempo letal medio (TLsp). Las mortalidades mas altas fueron registradas en el
estado larval, principalmente en los primeros tres instares, con la mayor mortalidad en el
primer instar. Esto demostrd que los aislados de suelo de SFTMNPV, fueron altamente
virulentos. Para el caso de huevecillos, la inmersion de masas fue eficiente. La mayor
mortalidad se detectd en los tres primeros estadios larvales y los COs producidos

(rendimiento de COs/mg de peso), fueron mayores en los ultimos estadios.

Se detectaron epizootias naturales del hongo entomopatogeno Nomuraea rileyi
(Farlow) Samson, en larvas de S. frugiperda infectadas en parcelas de maiz establecidas
en el campo experimental el “Bajio”, durante los meses de julio a septiembre del afio
2007, 2008 y 2009. Se registr6 el numero de larvas infectadas por metro lineal,
observandose que las poblaciones naturales de S. frugiperda decrecen inmediatamente
después de la presencia del hongo. Las condiciones ambientales presentes en ese afio
fueron favorables para infectar naturalmente a S. frugiperda dado que la temperatura y la
humedad relativa fueron las Optimas para el crecimiento del hongo. Adicionalmente, la

interaccidén hongo-hospedero se vio favorecida por el desarrollo fenoldgico de la planta.
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INTRODUCCION

El maiz es el cultivo agricola mas importante de México, desde el punto de vista
alimentario, industrial, politico y social. Este cultivo, enfrenta una gran problematica
fitosanitaria con el cogollero del maiz Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae), plaga de importancia econdémica que en cultivos infestados, puede repercutir
en una baja en la produccion que fluctda de 15 a 73 % (Carnevalli y Florcovski, 1995;
Hruska y Gould, 1997), debido a que las larvas de S. frugiperda se alimentan de hojas y
tallos tiernos en formacion, causando severos dafios en todos los estados de desarrollo de
la planta (Villa-Castorefia y Catalan-Valencia, 2004); ademés de ser una plaga
cosmopolita que tiene una gran adaptacion y habitos polifagos. Esta plaga se encuentra
distribuida en todas las regiones agricolas del continente Americano. En México se
localiza practicamente en todas las regiones en donde se cultiva maiz (Hernandez-

Mendoza et al., 2008).

Las medidas de control de esta plaga han sido a base de insecticidas quimicos,
requiriendo de 2 a 4 aplicaciones, durante el ciclo de cultivo del maiz (Hruska y
Gladstone, 1987). Desafortunadamente los insecticidas han provocado resistencia en el
insecto, contaminacion ambiental e intoxicaciones cronicas en agricultores en México

debido a su uso incorrecto (Tinoco y Halperin, 1998). Esto ha motivado la bdsqueda de



enemigos naturales como una alternativa para el manejo de S. frugiperda, reportandose a

la fecha 22 especies de enemigos naturales de esta plaga (Molina-Ochoa et al., 2004).

La integracion de métodos de control bioldgico que involucren enemigos
naturales, especificamente parasitoides y entomopatdgenos, los cuales afectan a los
estadios juveniles principalmente, pueden representar una alternativa importante para el
control de S. frugiperda. De hecho, se ha reportado que existen enemigos naturales muy
eficientes, los cuales son especificos y seguros para el hombre y otros animales (Molina-

Ochoa et al., 2003).

OBJETIVO GENERAL

Aislar, identificar y caracterizar agentes de control bioldgico potenciales para el

manejo del gusano cogollero del maiz Spodoptera frugiperda.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Identificar los enemigos naturales del cogollero del maiz Spodoptera
frugiperda y su nivel de parasitismo en el &rea de Buenavista, Saltillo,

Coahuila, México.



2)

3)

4)

5)

6)

Aislar cepas de baculovirus nativos de suelos cultivados con maiz y

evaluarlos sobre larvas de Spodoptera frugiperda.

Evaluar la actividad biologica de baculovirus en huevecillos de Spodoptera

frugiperda.

Establecer un sistema de produccién de cuerpos de oclusion de baculovirus

en larvas de Spodoptera frugiperda alimentadas con dieta artificial.

Caracterizar los aislamientos de baculovirus mediante enzimas de restriccion.

Evaluar la presencia natural del hongo entomopatdgeno Nomuraea rileyi

sobre larvas de Spodoptera frugiperda en parcelas de maiz de Buenavista,

Saltillo, Coahuila, México.



REVISION DE LITERATURA

Importancia del cogollero del maiz

Spodoptera frugiperda, es considerado una plaga importante del maiz,
provocando pérdidas que oscilan entre 30 y 40 % en México (Rodriguez y De Ledn,
2008). Al respecto Nagoshi y Meagher (2008), mencionan, que esta plaga tiene una
amplia gama de hospederos, registrandose mas de 80 especies prefiriendo alimentarse de

gramineas.

Biologia y comportamiento de Spodoptera frugiperda

Las larvas se localizan en el cogollo de las plantas, donde se alimentan de las
hojas en formacion, las que al desarrollarse quedan perforadas y rasgadas, el ataque
temprano del insecto, puede causar la muerte de la planta o un retraso en su desarrollo

(Rodriguez y De Ledn, 2008).



Las hembras de S. frugiperda depositan los huevos durante la noche, tanto en el
haz como en el envés de las hojas, en masas cubiertas por segregaciones del aparato
bucal y escamas de su cuerpo. Una hembra oviposita en promedio 1000 huevos en
masas de 10 a 350 en cada postura, y las larvas nacen a los tres dias 0 menos cuando la
temperatura es elevada (> 25 °C) (Metcalf y Flint, 1965). Las larvas al nacer se
alimentan de la hoja, destruyendo el mesofilo y la epidermis (Chavez, 1990), se
trasladan a diferentes partes de la planta, evitando asi la competencia por el alimento y el
canibalismo. En algunos casos donde las infestaciones son elevadas se encuentran de 2 a
3 larvas en el cogollo de la planta. En sus tres primeros estadios, las larvas se desplazan
a grandes distancias; debido a que secretan hilos de seda que les permite colgarse y caer
con facilidad al suelo, siendo de mayor importancia para su control, los dos primeros, ya
que a partir del tercer estadio se introducen en el cogollo, haciendo perforaciones,
donde permanecen hasta completar su desarrollo (5 a 6 estadios). Cuando la larva
completa su desarrollo, cesa su alimentacién, abandona el cogollo y baja al suelo donde
construye una cavidad, y se transforma en pupa, para luego emerger como adulto a la

superficie del suelo (Fernandez, 1991).

Control bioldgico de cogollero del maiz

El control bioldgico es el uso de organismos vivos para mantener a una poblacion
de una plaga especifica u organismo, en un nivel menos abundante o menos perjudicial.
El uso del control bioldgico ha crecido debido a la necesidad de encontrar una solucién

al control de determinadas plagas, debido a que los insecticidas causan efectos
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secundarios negativos, como la eliminacion de la fauna benéfica, generacion de
resistencia, irrupcion de nuevas plagas, entre otros; lo cual afecta a la salud humana y a

la preservacidn del medio ambiente (Hajek, 2004).

Entre los organismos usados como agentes de control biologico de S. frugiperda

se incluyen: parasitoides, depredadores y patogenos.

Parasitoides

En nuestro pais se han hecho varios estudios sobre la diversidad de parasitoides
en el cultivo de maiz. Martinez y Lopez (2009), reportan para el estado de Oaxaca 21
familias de himenopteros parasitoides, encontrados en cultivos de maiz y frijol. Para los
estados de Colima, Jalisco y Michoacan Molina-Ochoa et al. (2004), mencionan a 11
especies de parasitoides atacando a larvas de S. frugiperda representados en tres
familias: Ichneumonidae, Braconidae y Eulophidae. En Centroamérica, Chelonus
insularis (Cresson) (Braconidae), es el parasitoide mas prevalente, y en la region
Sudamericana fueron Archytas incertus (Macq.), A. marmoratus (Townsend)
(Tachinidae), C. insularis y Meteorus laphygmae (Viereck) (Braconidae).
Diapetimorpha introita (Cresson) (Ichneumonidae) fue el parasitoide de pupas mas
importante principalmente en Norteameérica (Molina-Ochoa et al., 2003). Los dipteros de
la familia Tachinidae constituyen un grupo taxondémico de moscas parasiticas muy

numeroso, que controlan plagas agricolas, horticolas, forestales y de frutales.



Entomopatdgenos

Varios tipos de microorganismos han sido usados en el control biologico, como:
bacterias, virus, hongos y protozoarios, ademas de nematodos que atacan artropodos se
consideran dentro de este grupo. Sin embargo dentro de los mas usados para el control

bioldgico de plagas destacan los tres primeros.

Hongos

Las micosis son comunes y ampliamente distribuidas en poblaciones de insectos;
pueden regular o causar alta mortalidad en poblaciones de insectos hospederos mediante
epizootias. Lezama (1993), evalud la virulencia de Metarhizium anisopliae, Beauveria
bassiana, Nomuraea rileyi, Paecilomyces fumosoroseus y P. javanicus aislados de
diferentes estados del pais. Al respecto Sanchez-Pefia (2000), reporta a N. rileyi,
actuando y causando epizootias de forma natural en el gusano cogollero, en parcelas de

maiz.

N. rileyi (Ascomycota) es un excelente agente de control biolégico con gran
potencial para ser utilizado dentro de estrategias de manejo integrado de plagas (Ledn y
Pulido, 1991) y se encuentra distribuido en diferentes agroecosistemas y zonas
geograficas en donde frecuentemente ocasiona epizootias naturales sobre S. frugiperda
y otros lepiddpteros de importancia economica. Sin embargo, a la fecha no existe ningun

bioinsecticida registrado a base de este microorganismo (Villamizar et al., 2004). Otro
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hongo entomopatdgeno que afecta a diferentes grupos de insectos, es B. bassiana
(Ascomycota) con hifas septadas y estructuras reproductivas en conidiéforos, donde se
encuentran las conidias (Tanada y Kaya, 1993; Rosas, 2002), el micelio se ramifica para
formar los conidioforos simples e irregulares que terminan en veértices en forma de

racimos.

Virus

Aproximadamente de 650 a 700 virus de insectos, han sido aislados de
Lepiddpteros (83 %), cerca del 14 % de Himenopteros y 3 % de Ortdpteros, Coledpteros
y Dipteros (Kathleen et al., 1981; Allen y Ball 1992; Hernidu et al., 2003). Los virus de
mayor potencial son los Baculovirus (Nucleopoliedrovirus o NPVs y Granulovirus o
GVs), virus de poliedrosis citoplasmica o Reovirus, Entomopoxvirus e Iridovirus
(Gallegos et al., 2003). De los virus que infectan insectos, los baculovirus han sido los
mas utilizados para su empleo en campo dentro de programas de manejo integrado de
plagas (Moscardi, 1999; Herniéu et al., 2003). Un gran namero de estudios han
demostrado la seguridad y la eficiencia de los NPVs y GVs contra sus hospederos

(Escribano et al., 1999; Armenta et al., 2003; Arthurs y Lacey, 2004).



Familia Baculoviridae

Esta familia es la mas numerosa y ampliamente estudiada de todos los virus
patdgenos de insectos. Los baculovirus son especificos de invertebrados y recientemente
han sido desarrollados como bioinsecticidas para el control de insectos plaga,
particularmente de especies del orden Lepidoptera. Estos virus contienen DNA de doble
cadena, circular y covalentemente encerrado dentro de nucleocapsides. Los viriones
tienen forma de bastén, bacilar o de varilla, estan incluidos en cuerpos de oclusion

(COs) (Volkman et al., 1995) (Fig. 1).

La familia Baculoviridae estd compuesta por dos géneros: Los
Nucleopoliedrovirus (NPVs) y los Granulovirus (GVs). Los primeros se caracterizan
porque se replican en el nucleo de las células infectadas, los poliedros estan compuestos
principalmente por la proteina poliedrina, tienen forma de poliedros de
aproximadamente 1 a 15 um de diametro, por lo que se denominan Nucleopoliedrovirus.
De acuerdo al numero de nucleocapsides que envuelven los viriones de NPVs, pueden
ser distinguidos como SNPV (cuando tiene una sola nucleocapside) o MNPV cuando
tiene multiples nucleocapsides. Los Granulovirus, se replican tanto en el nicleo como en
el citoplasma, presentan un solo CO de forma granular de aproximadamente 0.2 a 0.5
MM, y estdn compuestos por una proteina denominada granulina (Murphy et al., 1995;

Hu et al., 1999; Moscardi, 1999; Hernigu et al., 2003).



Nucleopoliedrovirus (NPV) Granulovirus (GV)

Componentes Componentes Componentes
especificos (COs) comunes (COs) especificos (COs)

Proteina de la envuelta

poliedrina granulina

Enhancing

010 (VEF)

M-NPV (ODVs miiltiples) S-NPV (ODVs simples)

Figura 1. Representacion esquematica de las caracteristicas morfoldgicas de los géneros

de la familia Baculoviridae. Caballero et al. (2001).

Estructura y composicion de los baculovirus

Nucleocapside

La nucleocépside tiene la funcién de transportar la informacién genética del
virus hasta la célula hospedera (Federici, 1986). Esta estructura consiste en una capside
cilindrica, tapada en ambos extremos, cuyo interior es el ndcleo donde se encuentra el
DNA gendmico enrollado. Segin Tanada y Hess (1991), esta estructura tiene un
diametro aproximado de 30 y 60 nm y una longitud de entre 250 y 300 nm. La longitud
de la capside varia entre los diferentes virus y es proporcional al tamafio de sus

genomas. El genoma de los baculovirus puede oscilar entre 80 y 180 kb y esta
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organizada en una sola molécula circular de DNA de doble cadena que puede contener

entre 100 y 200 genes (Kuzio et al., 1999).

Matriz proteica

La matriz proteica es sintetizada y depositada alrededor de los viriones durante la
replicacion del virus, lo que contribuye a la estabilidad de los virus en el medio ambiente
fuera del hospedero. Cabe mencionar que los COs se encuentran cubiertos por una capa
de la fosfoproteina (PP34) (Bjornson y Rohrmann, 1992); ademas de la proteina p10
formando parte principal de la envoltura de los COs, cuya importancia radica en la
estabilidad de los COs y en su liberacidn de las células infectadas (Quaant-Russell et al.,

1987).

Viriones

Los viriones son los principales elementos infecciosos de los baculovirus ya sea
entre los individuos de una poblacién como entre los distintos 6rganos y tejidos dentro
de un mismo hospedero. El virion maduro se forma cuando la nucleocapside adquiere
una envoltura o0 membrana compuesta por una capa de lipidos entre dos capas de
proteinas (Federici, 1986). Los viriones al atravesar la membrana basal adquieren unas

estructuras en forma de espinas denominadas peplomeros, y estas formas inician nuevos
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ciclos de infeccién en las células susceptibles (Whittaker et al., 2000; Hernidu et al.,

2003).

Los viriones ocluidos (ODV)

Son los elementos infecciosos responsables de la transmision horizontal del virus
entre los individuos susceptibles de una poblacién, asi como de iniciar la infeccién

primaria en las células epiteliales del mesenteron (Granados y Williams, 1986).

Los viriones gemados (BV)

Los BVs contienen una sola nucleocapside. Estos viriones a diferencia de lo que
ocurre con los ODV, son elementos infecciosos que sélo se producen en los baculovirus
poliorganotroficos (los que infectan tanto a células epiteliales del mesenterén como a las
de la cavidad hemocélica) (Federici, 1997). Los BVs son los responsables de la
infeccion de nuevos Organos Yy tejidos del mismo hospedero individual (Monsma et al.,

1996), entrando a las células por endocitosis (Volkman y Goldsmith, 1985).
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Cuerpos de oclusion

Los baculovirus al final del proceso infeccioso sintetizan grandes cantidades de
poliedrina o granulina, ambas proteinas cristalizan formando COs con forma de
poliedro, de forma irregular o de granulos segun el género de baculovirus. Los COs son
insolubles en agua y resistentes a la putrefaccion y desintegracion por agentes quimicos
(Benz, 1986), asi como tratamientos fisicos como congelacion, desecacion o
liofilizacion (Jaques, 1985), caracteristicas que les confieren persistencia en el medio
ambiente. Sin embargo, los COs son solubles en soluciones alcalinas, como las del
tracto digestivo de algunos insectos, lo que facilita la liberacién de viriones de los COs
para que puedan iniciar la infeccion (Granados y Williams, 1986). Las células
infectadas producen COs, por lo que las larvas hospederas se convierten en un saco de
COs, que son liberados después del rompimiento de la cuticula para infectar nuevos

hospederos (Volkman y Keddie, 1990).

Ciclo de infeccidn del baculovirus en el hospedero

El ciclo de infeccién de los baculovirus en la naturaleza comienza con la
ingestion de los COs (poliedros o granulos), por las larvas, los cuales estan presentes en
la dieta contaminada y los insectos hospederos los adquieren al alimentarse (Kikhno et
al., 2002); sin embargo, también puede transmitirse de forma transoval y
transovaricamente, a traves de los espirdculos y por medio de parasitoides y

depredadores (Granados y Federici, 1986; Whittaker et al., 2000; Hernidu et al., 2003).
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Después de ser ingeridos, los COs son disueltos en el lumen del intestino medio a
través de la accion del jugo digestivo alcalino (pH 9-11), y por la degradacion
enzimatica, y liberan los viriones envueltos (ODVs) en el poliedro o granulo (Fig. 2).
Estos viriones atraviesan la membrana peritrofica y se fusionan a las microvellosidades
de las células intestinales (células columnares del intestino medio). La fusion de las
microvellosidades parece depender de los fosfolipidos y las cargas idnicas de la cubierta
de los virus (Hernidu et al., 2003). Los viriones se replican en las células columnares,
dando como resultado la infeccion primaria y la progenie viral. El resultado de esta
infeccion son denominados virus gemados (BVs), que brotan de la membrana
plasmatica; éstos poseen una envoltura que adquieren de las células columnares al
gemarse, y tienen peplomeros (Harrison y Bonning, 2000; Whittaker et al., 2000;
Toprak et al., 2005). Posteriormente los viriones se diseminan por todos los tejidos del
insecto hospedero via hemolinfa, y en el nicleo de estos se replican nuevamente,
resultando en una infeccion secundaria. La progenie resultante de esta segunda
replicacion sintetiza sus envolturas nuevamente, pero ya no por gemacién, y estan
rodeados por una matriz proteica, a estos se les denomina virus derivados de los cuerpos
de oclusion (ODVs), que se acumulan en las células como COs. Estos son los que
finalmente son liberados del insecto y son los responsables de la infeccién de nuevos

hospederos.
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Figura 2. Ciclo de infeccidn de un baculovirus. Tomado de Kalmakoff y Ward (2003).

Sintomatologia de baculovirus

Las larvas infectadas por baculovirus exhiben un conjunto de sintomas
caracteristicos que empiezan a manifestarse uno o varios dias después de haberse
iniciado la infeccion (Sciocco, 2001). Al respecto Mazzone (1985), menciona que en
una infeccion causada por baculovirus, las larvas afectadas no presentan sintomas
durante los primeros dias. Lo primero que se observa en las larvas postinfeccion, son

cambios en la coloracion del tegumento, debido a la acumulacion de COs en los tejidos
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afectados, siendo mas notoria, en especies que presentan una cuticula muy transparente
o levemente pigmentada, tornandose las larvas de color blanquecino o amarillento,
presentando un comportamiento atipico (Vasconcelos et al., 1996), pérdida de apetito y
poco después dejan de alimentarse por lo que crecen mas lentamente y la muerte del
hospedero se produce por la ruptura de la cuticula y la licuefaccion de los érganos
internos (Tanada y Kaya, 1993; Federici, 1997; Toprak y Girkan, 2004). En las larvas
muertas 0 moribundas el tegumento es generalmente muy fragil y se rompe con
facilidad, liberando los COs infectivos (Granados y Williams, 1986). En lepidopteros,
se observa que las larvas tienden a alejarse de su fuente de alimentacion, emigrando
hacia la parte superior de la planta donde mueren colgando de sus falsas patas,
adheridas a la planta en la forma de una “V” invertida (Lynn, 2002; Hernidu et al.,

2003; Toprak et al., 2005).

Porcentaje y tiempo de mortalidad

El tiempo para que ocurra la muerte del insecto depende de la especie, pero
generalmente es de 3 a 7 dias aunque puede ser de 3 a 4 semanas, dependiendo de las
interacciones entre el virus, el insecto y la planta (Starnes et al., 1993; Moscardi, 1999).
Al respecto Sciocco (2001), menciona que el porcentaje de mortalidad es variable
dependiendo de las dosis y el tiempo de exposicion. Por lo que la aparicion de los
primeros sintomas de la enfermedad y el tiempo letal dependeran de la virulencia del

aislamiento, dosis ingerida, edad larval, temperatura y estado nutricional de la larva.
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Factores relacionados con el hospedero

Biologia y habitos del insecto hospedero

Las larvas terrestres y fitofagas, son las mas propensas de adquirir una infeccion
viral, debido a que los COs virales tienden a permanecer en la superficie de hojas y
frutos, y en la capa superficial del suelo despues de la muerte y licuefaccion del insecto
hospedero infectado. Sin embargo los insectos que hacen galerias en tallos de plantas,
granos almacenados o frutos, pasan parte de su ciclo de vida protegidos vy, asi, el
contacto virus-hospedero se limita a un menor tiempo de exposicién del estadio
susceptible del hospedero. Este es el caso de Diatraea saccaralis, que puede esconderse
en las galerias que hace en el tallo de la cafia de azUcar. Otro caso es el de la palomilla
de la manzana Cydia pomonella, ya que las larvas de primer estadio estan expuestas solo
por un periodo reducido de tiempo (24 h), ya que inmediatamente después de emergen
las larvas, inician su galeria en direccion de los l6culos de las semillas de los frutos de
manzano, permaneciendo ahi durante su etapa larval (Gallegos et al., 2009), por lo que
su control mediante el granulovirus de Cydia pomonella (CpGV) se hace dificil. Los
insectos que viven en el suelo puede acelerar el desarrollo de epizootias debido a la
proximidad de los hospederos con el virus, ya que el suelo constituye un eficiente

reservorio de virus (Cory y Myers, 2003; Christian et al., 2006).

El numero de generaciones del hospedero en un afio, también afecta la
disponibilidad y la persistencia de los baculovirus en campo, es decir, insectos con

varias generaciones en el afio (multivoltinos) permiten el aumento y disponibilidad del
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indculo en un tiempo relativamente corto (ejemplo el género Spodoptera), mientras que
en insectos univoltinos, el virus tiende a amplificarse en periodos mas largos, por lo que
se reduce su disponibilidad (Entwistle y Evans, 1985). Esto ligado a la estrategia
reproductiva del hospedero también influye en el mantenimiento y amplificacion de los
baculovirus, ya que insectos con estrategias de vida tipo “r” en general colonizan
ambientes temporales, tienen un ciclo de vida corto, son polifagos, tienen un tamafio
corporal relativamente pequefio y una alta tasa de reproduccion. Los insectos con
estrategias de vida tipo “K” aprovechan nichos especificos, tienen un ciclo de vida largo
y tasas reproductivas menores; su tamafio corporal es relativamente mayor y presentan
adaptaciones mas especificas a su ambiente. De acuerdo a Fuxa (1995), para el control
de plagas “r” se debe realizar una introduccion anticipada de los baculovirus, ademas de
realizar aplicaciones subsecuentes; mientras que en especies “K” la aplicacion de

baculovirus, debe hacerse en intervalos de tiempo mas largos.

Canibalismo, oviposicién y movilidad

El canibalismo tiene dos consecuencias directas en la ecologia de los
baculovirus, una es la reduccion de la densidad poblacional de hospederos susceptibles,
y la otra es que constituye una forma de adquisicion del patégeno (Chapman et al.,
1999). La oviposicion de huevecillos, es muy importante, ya que la mayoria de los
lepidopteros ovipositan en las partes altas de las plantas, siendo dificil la infeccion de
estas por baculovirus; sin embargo un caso en particular es la palomilla de la papa

Phthorimaea operculella que oviposita directamente sobre los tubérculos de papa
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expuestos en campo. Por otra parte los cambios de comportamiento a lo largo del ciclo
pueden afectar la tasa de transmision entre larvas que habitan diferentes ambientes en el
sistema suelo-planta; por ejemplo, las larvas de S. frugiperda migran hacia el cogollo de
la planta de maiz a partir del 2° estadio, donde completan su etapa larval practicamente
aisladas y protegidas de cualquier accion de control, debido a su conducta canibal, lo
que reduce la infeccion de las mismas y por ende disminuye la cantidad de inoculo

disponible para generar epizootias.

Susceptibilidad del hospedero

Las diferencias en las condiciones fisioldgicas del hospedero, son las que hacen
que la respuesta a la infeccién viral varie, incluso entre individuos de la misma especie
provenientes de crias de laboratorio. Esta variacién es comin entre poblaciones de
regiones geogréaficas distintas, debido posiblemente a diferencias genéticas intrinsecas.
Los parametros mas utilizados para estimar la susceptibilidad de un insecto hospedero a
un baculovirus son la dosis letal media (DLsp), la concentracion letal media (CLsp) y el
tiempo letal medio (TLsp). La DLsg y CLsg se refieren al nimero de COs necesarios para
matar el 50 % de la poblacion experimental en un bioensayo. La primera se emplea
cuando se conoce el numero exacto de poliedros o granulos ingerido por el insecto
hospedero, segun sea el caso, y la segunda, cuando se conoce la cantidad suministrada,
pero no la ingerida exactamente por el hospedero. El TLsq se refiere al tiempo en el cual
se observa la mortalidad del 50 % de la poblaciéon experimental. Al respecto Sciocco

(2001) menciona que tanto la DLsp y CLsp como el TLsp varian con la especie, estadio,
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condiciones fisiologicas, sexo y estado nutricional de la larva, cepa del virus,

condiciones de temperatura y dieta suministrada al hospedero, etc.

La disminucion de la susceptibilidad en el hospedero, es medida por el mayor
numero de COs y/o por el mayor tiempo necesarios para matar al hospedero, esto ocurre
a medida que la larva crece y a este fendmeno se le conoce como “inmunidad por
maduracion” (Tanada y Kaya, 1993). El insecto hospedero presenta distintas lineas de
defensa en contra de la infeccion por baculovirus para no infectarse, esto ha sido descrito
recientemente por Schmid-Hempel y Ebert (2003), como "Modelo de defensa

componente".

Factores relacionados con el patdgeno

Patogenicidad, virulencia y variabilidad

Segun Tanada y Kaya (1993), la patogenicidad es la capacidad de un organismo

para provocar una enfermedad, y es una caracteristica genética. La virulencia es una

caracteristica biologica alterable y muestra la intensidad o el grado con que el patdgeno

causa la enfermedad. En general los baculovirus presentan una alta virulencia, ya que las

infecciones frecuentemente terminan en la muerte del insecto hospedero.
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Persistencia y diseminacién de baculovirus

La persistencia y capacidad de diseminacion de los baculovirus, son dos
caracteristicas muy importantes, ya que permanecen activos durante largos periodos de
tiempo en diversos ambientes, especialmente en el suelo y son diseminados por el
viento, la lluvia y por el mismo insecto hospedero, asi como por parasitoides y
depredadores (Moscardi, 1999). Al respecto Biever y Wilkinson (1978), afirman que los
baculovirus también pueden permanecer en poblaciones de sus hospederos sin causar
efecto (infecciones latentes) o pueden causar algun efecto perjudicial al individuo o a su
progenie (infecciones subletales). La latencia consiste en una infeccion en la cual el
hospedero no muestra sintomas de la enfermedad. Sin embargo, el virus latente puede
ser activado a su forma virulenta por estrés, la superpoblacién, baja temperatura o por el
tipo de alimento suministrado al insecto hospedero (Burden et al., 2002; Vilaplana et

al., 2010).

El suelo es el principal reservorio de los baculovirus, siendo el suelo el destino
final de los insectos por la accion viral una vez que ocurre la lisis. Adicionalmente, las
hojas contaminadas con restos de insectos infectados y la accién de la lluvia lavando los
COs, son otros fendmenos que propician que los baculovirus persistan en el suelo (Cory
y Myers, 2003; Christian et al., 2006). Las plantas son ambientes extremadamente
complejos para la supervivencia de entomopatdgenos. Sin embargo, el virus también

puede acumularse en hojas, ramas y troncos de los arboles (Evans y Harrap, 1982).
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Potencialidad de los baculovirus como bioinsecticidas

Los insecticidas microbianos en general, y en particular los baculovirus, poseen
un gran potencial para utilizarse como agentes de control de insectos plaga (Gallegos et
al., 2003). Los baculovirus méas efectivos para el manejo de plagas deben contar con
algunas caracteristicas pertinentes, tales como, un buen comportamiento en campo
(trasmisidn, dispersion y persistencia con sus caracteristicos COs, lo que los hace
estables durante largos periodos de tiempo), una alta especificad (estrecho rango de
hospederos), agresividad (elevada patogenicidad y virulencia) y una buena facilidad de
produccién masiva (Moscardi, 1999; Hernidu et al., 2003). Adicionalmente son seguros
por su infectividad restringida a artropodos y no generar residuos en el medio ambiente
ni efectos perjudiciales, y son compatibles con otros métodos de control incluyendo
depredadores, parasitoides e incluso insecticidas quimicos (Caballero et al., 2001). Los
virus causan epizootias naturales, debido a su persistencia y a su facilidad de
diseminacion en las poblaciones de insectos tanto en forma vertical (de generacién a
generacion), como horizontal (de un hospedero susceptible a otro), asi como la

diseminacion por agentes bioticos y abioéticos (Moscardi, 1999; Lynn, 2002).

Virus como agentes de control de plagas

Pocos insecticidas virales han sido desarrollados comercialmente. En los Estados
Unidos, la EPA (Environmental Protection Agency) ha registrado NPVs para controlar a

Heliothis zea, Autographa californica, Neodiprion sertifer y un GV que infecta a Cydia
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pomonella. Algunos productos comerciales son: VPN-80 para el control de Autographa
californica, Plutella xylostella, Trichoplusia ni y Spodoptera exigua, y VPN-82 para
controlar S. exigua y S. sunia. El insecticida viral mas exitoso en cuanto al nimero de
hectareas tratadas es el NPV de Anticarsia gemmatalis (Moscardi, 1983). En México,
Certis México S. A. de C. V. comercializa Spod-X un virus de origen natural de S.
exigua, formulado como liquido concentrado, se usa en hortalizas, ornamentales y
alfalfa. Otro producto es GemStar, virus de H. zea, aislado del gusano bellotero,

formulado como liquido.

Ventajas del uso de baculovirus

El uso de baculovirus constituye una alternativa para controlar plagas insectiles
con las ventajas de: a) ser especificos de invertebrados, b) no presentan propiedades
fisicas, quimicas o bioldgicas en comun con virus de vertebrados (Moscardi, 1999), c)
presentan una alta especificidad de hospederos, por lo tanto no dafian directamente a
parasitoides y depredadores (Armenta el al., 2003), d) no contaminan el medio ambiente
debido a que no causan problemas residuales, ya que son degradados por los rayos UV
(Carruthers et al., 1988), e) se producen exclusivamente en el interior del insecto
hospedero; f) no generan resistencia y, g) se pueden aplicar con la tecnologia propia de
los insecticidas quimicos e inclusive se pueden aplicar en combinacion con estos

ultimos.
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Evaluacién de la actividad bioinsecticida de baculovirus

La capacidad bioinsecticida de los baculovirus se puede evaluar mediante
bioensayos, los cuales se pueden definir como cualquier método que mide alguna
propiedad de un agente, en términos de respuesta bioldgica. En los bioensayos, se toma a
los insectos como aparatos de medicion, y se establece el parametro bioldgico a utilizar
(mortalidad, longevidad, fertilidad, fecundidad, crecimiento, atraccion, etc.), dentro de
estos parametros, el mas estimado en las pruebas de actividad de bioinsecticidas, ha sido
la mortalidad. En los bioensayos se considera la dosis o concentracion del baculovirus,
técnica 0 método de bioensayo y el registro de la respuesta en un tiempo determinado
para relacionar el fendmeno con el efecto sobre el organismo y determinar la relacién
dosis-mortalidad o concentracién-mortalidad, segun sea el caso (Robertson y Preslier,

1992).

Técnicas de bioensayo o métodos de inoculacion

Existe una gran diversidad de técnicas utilizadas en la cuantificacion de la
actividad biolégica de los baculovirus. Una de ellas y la mas usada, es la de
contaminacion de superficie de la dieta artificial con diferentes concentraciones de
baculovirus debido a que es relativamente facil y répida y que se puede aplicar a
cualquier estadio larval. Esta técnica tiene dos modalidades, en la primera los insectos en
estudio permanecen en la dieta contaminada durante el periodo de evaluacion del

bioensayo; en la segunda, los insectos se exponen al indculo viral solo por un periodo
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determinado de tiempo, generalmente algunas horas al inicio del bioensayo y
posteriormente se transfieren a dieta artificial no contaminada. La contaminacion de la
superficie de la dieta se efectia mediante la adicion de una suspension viral previamente
cuantificada, sobre los recipientes (cajas De Petri, vasos de plastico, etc.) que contengan
la dieta artificial de los insectos, distribuida de manera homogénea con una varilla de
vidrio modificada (Milks, 1997). Los contenedores pueden ser multiples o individuales,
dependiendo de los habitos canibales del insecto (por ejemplo larvas de S. frugiperda y
S. exigua). Algunas limitantes de emplear esta técnica es la variabilidad de la dosis
ingerida por los insectos, ademéas de la dispersion heterogénea de los COs en la
superficie de la dieta. Ademas con esta técnica se debe considerar el habito de los
insectos a evaluar, ya que por ejemplo, las larvas de S. frugiperda se alimentan de una
pequefia cantidad de la dieta superficial y realizan una galeria, hacia la parte inferior,
evitando asi, ingerir los COs inoculados sobre la superficie de la dieta. Para estos casos,
estd la modalidad de incorporacion de los COs en la dieta artificial, una técnica poco
utilizada debido a su dificultad y por el mayor tiempo requerido. Sin embargo Ignoffo
(1964), menciona que con ésta técnica se obtienen resultados altamente reproducibles.
En esta técnica se debe tomar en cuenta la temperatura de la mezcla, para evitar la

inactivacion de los COs, los cuales no soportan temperaturas por arriba de 50 °C.

Otra técnica es el suministro oral directo del virus al insecto hospedero o la
inyeccion intrahemocélica de la dosis o concentracion a evaluar. El suministro directo,
presenta varias modalidades, entre las que se encuentran a) la inyeccién per os de las
dosis, b) la alimentacion por gotas para larvas de estadios avanzados, c) la alimentacion

por gotas para larvas neonatas, un método eficiente y reproducible, d) inmersiéon de
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huevecillos, e) tratamiento superficial de larvas y f) el de inyeccion intrahemocélica

(Paschke et al., 1968; Hughes y Wood, 1987).

Para el caso del tratamiento superficial de larvas, se aprovecha el habito de los
insectos hospederos al alimentarse de su propia exuvia después de la muda. Para el
empleo de esta técnica es muy importante conocer el habito de los organismos a tratar, y
con la inmersion de los huevecillos en suspensiones virales previamente tituladas, se
aprovecha el habito de los insectos que se alimentan del corion de sus huevecillos al

eclosionar.

El método de inyeccion intrahemocélica, consiste en introducir una dosis
conocida de una suspension viral en el hemocele de larvas de estadios tardios. Cabe
sefialar que con este método se invierte mucho tiempo, ademas de causar dafios fisicos a
los insectos tratados, por lo que no se recomienda en larvas neonatas o pequefias. Otra
limitante y mas importante es que se emplean viriones liberados de los cuerpos de

oclusion (ODV) o viriones gemados (BV).

Determinacion de la productividad y peso de las larvas

La productividad o cantidad de progenie viral que es capaz de generar un
baculovirus, expresada en COs/larva, y la incidencia del proceso infeccioso en el peso
del insecto son parametros que también pueden medirse mediante bioensayos. La

productividad de una cepa de baculovirus esta en relacion directa con su capacidad para
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originar una epizootia en campo, una caracteristica muy importante al momento de
disefiar el proceso de produccion de un bioinsecticida. En este tipo de bioensayo, previo
a la inoculacion de las larvas a evaluar, se registra su peso (de preferencia del mismo
estadio). Como testigo se debe tomar un grupo de larvas tratadas con una suspension de

agua destilada mas un detergente anionico por ejemplo Tween 20.

Prerrequisitos y requisitos de los bioensayos

Dentro de los aspectos necesarios para asegurar un bioensayo correcto y
reproducible son: 1) asegurarse de que el patdgeno no haya perdido su virulencia, 2) que
el inoculo sea viable, 3) que el método de aplicacion sea el adecuado, 4) el insecto
blanco debe estar sano, 5) si el insecto presenta canibalismo debe aislarse como es el
caso de Spodoptera spp., 6) la camara de bioensayo debe permitir la sobrevivencia del
insecto control, 7) no contener sustancias dafiinas tales como formaldehido en la dieta y,
8) todos los bioensayos deben tener un tamafio de muestra representativo y suficientes
repeticiones o tratamientos para que el resultado sea significativo, 9) deben ser repetidos
al menos tres veces, 10) las condiciones ambientales deben ser las 6ptimas (tales como

la humedad relativa, temperatura y fotoperiodo), entre otros.

27



Diversidad natural de los baculovirus

La gran diversidad entre las especies de baculovirus les permite poder ser
empleados contra un gran namero de insectos plaga (Mufioz y Caballero, 2001). La
diversidad interespecifica se define por el hospedero de origen de un determinado
baculovirus. A la fecha los nucleopoliedrovirus (NPVs) y granulovirus (GV), se han
aislado de mas de 600 especies, de los cuales, mas de 80 % han sido de lepiddpteros,
también existen cepas aisladas de otros insectos (Mufioz y Caballero, 2001). La
diversidad intraespecifica es una caracteristica de los aislados geograficos de un mismo

virus, y sobre todo distintas variantes genotipicas presentes en un mismo aislado.

Diversidad genética

En el proceso de replicacion de los genomas de DNA, se producen
continuamente variaciones en su secuencia de nucledtidos. Pero debido a la
recombinacion existe una gran probabilidad de variabilidad gendémica en cada ciclo de
replicacion, manifestandose en el DNA viral con deleciones, reagrupaciones,
inversiones, repeticiones y adquisicién de DNA del hospedero o de organismos que se
encuentren en el. La existencia de estas alteraciones gendmicas entre los baculovirus ha
qguedado demostrada por la presencia de variantes genotipicas detectadas por analisis
mediante enzimas de restriccion (REN) en muchos aislados de baculovirus (Mufioz y

Caballero, 2001). La caracterizacion genotipica de las distintas especies o de los
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distintos genotipos de un baculovirus se ha realizado tradicionalmente mediante el

analisis de DNA genomico viral con REN.

Del DNA obtenido a partir de un genotipo purificado, durante la replicacion del
genoma viral se producen mutaciones en su secuencia, obteniéndose siempre una
progenie que no es genéticamente idéntica a su DNA parental. Las regiones homologas
(hrs) sufren reorganizaciones, debido a que se producen mutaciones frecuentemente.
Estas regiones estan formadas por secuencias de DNA, repetidas un cierto nimero de
veces, lo que facilita la recombinacién interna, dando lugar a nuevos genotipos con
distinto numero de repeticiones (Majima et al., 1993). Garcia-Maruniak y colaboradores
(1996) fueron los primeros en observar variaciones en el numero de repeticiones de una
de las hrs del genoma de Anticarsia gemmatalis (AgMNPV), entre dos genotipos
pertenecientes a dos aislados de este virus. Las hrs juegan un importante papel en la
regulacién de la transcripcion viral, y probablemente también en la replicacion del DNA
(Mufoz y Caballero, 2001). Por otra parte, en el SNPV de Helicoverpa zea HzZSNPV se
ha detectado una region repetida con tripletes ricos en Ay T dentro del marco de lectura
abierta (ORF, open reading frame). Esta regién podria constituir otra zona de
variabilidad, como pudo observarse en el analisis de cuatro aislados de Helicoverpa sp.,

ya que en éstos, se confirmo la presencia de mutaciones en esta region (Le et al., 1997).
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Diversidad fenotipica

Algunos cambios gendmicos que se producen en el DNA viral al parecer no les
confieren ninguna ventaja ni desventaja selectiva (Andrews et al., 1980). Sin embargo,
si hay consecuencias en la actividad bioldgica derivadas de la heterogeneidad genética,
demostrada por los genes que codifican la enzima ecdisteroide glucosil transferasa
(EGT), asociada a la velocidad de accion de los baculovirus (O’Reilly y Miller, 1991), la
helicasa (Croizier et al., 1994) o el host range factor (HRF-1) (Thiemm et al., 1996),
asociados al espectro de hospederos, y a la catepsina y quitinasa que son componentes
esenciales para la ruptura del tegumento de los hospederos (Hawtin et al., 1995). Sin
embargo los factores que mas influyen en la interaccién virus-hospedero en campo son
la patogenicidad, la cual puede expresarse como la cantidad de indculo viral letal para el
insecto, la velocidad de accion, el espectro de hospederos y la produccién de COs por

larva.

Variacién genotipica

Numerosos estudios han demostrado que los baculovirus pueden presentar altos
niveles de variacion genética. Los baculovirus pueden variar a diferentes escalas
espaciales segun Cory y Myers (2003), ya que aislados recuperados de la misma especie
en diferentes lugares geograficos son a menudo diferentes. Los aislados de larvas
individuales son genéticamente diferentes y con frecuencia también se ha demostrado

que una larva individual puede contener hasta 24 variantes genotipicas de NPV (Cory y
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Myers, 2003; Cory et al., 2005). Estudios han demostrado que las variantes individuales,
clonados in vitro o in vivo, presentan diferencias importantes en la patogenicidad y la

velocidad de matar (Ribeiro et al., 1997; Hodgson et al., 2001).

Un estudio reciente realizado por Hodgson y colaboradores (2004), con el NPV
de Panola flammea han demostrado que el indculo que contenga méas de una variante, es
mas patogénica que el que tiene una sola. Por otra parte las mezclas de las poblaciones
de baculovirus, también es probable que sean capaces de retener un conjunto de
caracteristicas biologicas y tener la capacidad de adaptarse mas rapidamente a
condiciones ambientales cambiantes, ya que se ha demostrado que las diferentes
variantes de baculovirus se diferencian en su patogenicidad sobre hospederos de
diferentes especies y en su interaccion con las diferentes plantas hospederas (Cory y
Myers, 2004; Hitchman et al., 2007a). Los aislamientos de NPV a partir de larvas
individuales rara vez contienen un solo genotipo o variante. Las variantes pueden ser
separadas in vitro (Stiles y Himmerich, 1998) o con las técnicas de clonacion in vivo

(Smith y Crook, 1988; Mufioz et al., 1998).

Variacion entre especies de virus

Los baculovirus son identificados inicialmente por su morfologia vy
sintomatologia caracteristica en sus hospederos. Sin embargo ahora es posible
caracterizarlos rutinariamente con enzimas de restriccion de su DNA (Cory y Myers,

2003).
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Variacion dentro de las especies

Los perfiles de DNA de los baculovirus mediante REN, han demostrado que los
baculovirus son extremadamente variables. Aislamientos de la misma especie hospedera
en diferentes regiones geograficas con frecuencia muestran diferencias en los patrones

REN, tal es el caso de los NPV aislados de lepiddpteros (Takatsuka et al., 2003).

Variacion fenotipica

Los baculovirus aislados de la misma especie en diferentes sitios con frecuencia
varian en su patogenicidad y en su velocidad de accién ((Allaway y Payne, 1983;
Hughes et al., 1983). Al respecto Lynn y colaboradores (1993), y Ribeiro vy
colaboradores (1997), han obtenido in vitro variantes individuales dentro de una
poblacién del virus, y Hodgson y colaboradores (2001) por clonacion in vivo. Los clones
de Anticarsia gemmatalis NPV, aislados por purificacion en placa, diferian en su DLsg
por mas de cien veces (Ribeiro et al., 1997). La comparacion de cuatro genotipos de
NPV de una sola larva de Panolis flammea diferian en la DLso por un factor de siete, y
con diferencias significativas en la duracion de la infeccion y el rendimiento de la
progenie viral (Hodgson et al., 2001). La patologia del virus y la formacion de COs
también pueden variar. Al respecto, variantes purificadas en placa de SfNPV difieren en
el tiempo de la lisis de las larvas infectadas al momento de la muerte, asi como en el

tamafo de los COs resultantes. Cory y Myers (2003), mencionan que tanto la lisis del
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hospedero, como el tamafio de los COs, es probable que influyan en la transmision y

persistencia de los baculovirus en el medio ambiente natural.

Patogenicidad

La mayoria de los estudios de actividad bioldgica se han llevado a cabo con
aislados de campo, formados por mezclas de genotipos. En los ultimos afios, la
tendencia es evaluar la actividad biologica de genotipos purificados con el fin de
seleccionar aquellos con mejor potencial bioinsecticida. Sin embargo, parece ser que la
heterogeneidad es importante para la supervivencia de los baculovirus (Mufioz y

Caballero, 2001).

La adquisicion de una dosis o concentracion efectiva para iniciar una infeccion
sistémica, es un proceso afectado por factores externos (entre ellos, la radiaciéon UV),
que afectan la estabilidad de los baculovirus, pero sobre todo por factores intrinsecos a la
interaccion virus-insecto (Black et al., 1997). Uno de los aspectos muy importantes a
considerar, en susceptibilidad del hospedero a infecciones virales, es el estado de
desarrollo del insecto, ya que conforme avanza el estado de desarrollo larvario, se
incrementa la dosis o concentracion efectiva (Escribano et al., 1999). Sin embargo, las
comparaciones de la inoculacion oral intrahemocélica ha demostrado que esta resistencia
no se produce cuando el virus es inyectado (Teakle et al., 1986), lo que implica que la
resistencia del desarrollo esté relacionado con el proceso de infeccion en el intestino

medio. Investigaciones detalladas sobre el desarrollo de la resistencia entre estadios en
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Trichoplusia ni a ACMNPV, mostraron que las larvas de cuarto estadio son mas
susceptibles inmediatamente después de la muda (Engelhard y Volkman, 1995). Ademas
se ha demostrado que las larvas pueden eliminar la infeccién de baculovirus por
desprendimiento de células infectadas que recubren el intestino medio, reduciendo asi, la
oportunidad del virus para establecer la infeccion (Washburn et al., 1996; Hoover et al.,

2000).

Los insectos poseen dos mecanismos celulares y humorales de la inmunidad y los
dos han sido implicados en la resistencia a baculovirus (Cory y Myers, 2003). Goulson y
Cory (1995), han demostrado que la respuesta de los insectos a la infeccion por
baculovirus puede variar con la densidad de cria de los insectos hospederos, afirmando
que los insectos criados en densidades mas altas son menos susceptibles a la infeccion.
Por otra parte Reeson y colaboradores (1998), mencionan que los insectos criados

gregariamente son mas resistentes a la infeccion que los criados de manera individual.

Biologia molecular de los baculovirus

Uno de los problemas principales al usar baculovirus como insecticidas ha sido
su identificacion y cuantificacion. Los medios clésicos de diferenciacion de baculovirus
consisten en nombrar a un virus por el insecto hospedero de €l cual fue aislado
originalmente. Sin embargo, ciertos baculovirus pueden replicarse en mas de una especie
de insectos (Cory y Myers, 2003). Para superar las insuficiencias de este sistema de

identificacion, los investigadores han utilizado una diversidad de técnicas bioquimicas
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para caracterizar y determinar relaciones entre aislados virales. Dentro de éestas técnicas
se incluyen el analisis electroforético en gel de poliacrilamida de proteinas estructurales
de virus, la digestion REN de DNA viral, y la serologia (Harrap y Payne, 1979). Con
estos procedimientos, la informacion sobre las caracteristicas fisicas, quimicas, y
bioldgicas de los baculovirus ha permitido la comprension de las técnicas mas utiles para
identificar y monitorear estos virus. Esta informacion también se estd utilizando en el
desarrollo de pruebas sensibles para (i) estudiar los efectos de baculovirus en especies no
blanco a nivel celular, (ii) supervisién de la calidad de virus comercialmente producidos
y de la actividad bioldgica de residuos virales, y (iii) la deteccion de mutaciones virales
de cepas y el posible incremento (espectro) del rango de hospederos que pueden

desarrollarse durante el uso de baculovirus como bioinsecticidas (Cory y Myers, 2003).

Los patrones de fragmentos de restriccion se han utilizado para identificar
aislados virales de varios hospederos (Miller y Dawes, 1978) y para distinguir variantes

gendmicas entre especies relacionadas (Lee y Miller, 1978).

Meétodos para la identificacion de baculovirus

Estudios de la biologia de poblaciones de NPV se han basado en metodos tales
como polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) (Arends et al.,
2005; Cory et al., 2005; Erlandson et al., 2007), en el Southern Blot (Bull et al., 2003) o
un PCR semi-cuantitativo competitivo (LOpez-Ferber et al., 2003). Sin embargo, el PCR

cuantitativo en tiempo real (qPCR) no sdlo tiene el potencial para ser mas exacto, sino
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que también permite el desarrollo de un ensayo de mayor rendimiento. EI gPCR se
convierte asi en la técnica de eleccion para la cuantificacion absoluta y relativa de los
niveles de DNA templado (Mackay et al., 2002). Para baculovirus, los métodos de PCR
cuantitativo se han utilizado para valorar los niveles de BV (Budded virus) (Hitchman et
al., 2007b; Lo y Chao, 2004), pero sélo los métodos de PCR semi-cuantitativo se han
utilizado para determinar las frecuencias genotipicas a la fecha (LOopez-Ferber et al.,
2003). Un ensayo basado en gPCR, permite una cuantificacion mas precisa de las
relaciones genotipicas entre especies, en un rango mucho mas amplio de poblaciones.
Los resultados demuestran que un ensayo qPCR se puede utilizar convenientemente para
cuantificar con precision las relaciones de los genotipos mixtos de las poblaciones en

una amplia gama de proporciones (Simon et al., 2006).

Enzimas de restriccion (REN)

El andlisis mediante REN es un método eficiente y relativamente simple para la
identificacion de baculovirus y es considerada como una herramienta importante para
distinguir aislados de NPV (Lee y Miller, 1978). Este método ha demostrado que las
diferencias genéticas pueden detectarse entre aislados del MNPV de diferentes regiones
0 paises, entre aislados dentro de una sola localidad (Shapiro et al., 1991), y aun entre
cepas de un solo hospedero (Garcia-Maruniak et al., 1996). Las variaciones fenotipicas
entre diferentes aislados también han sido reportados para muchos NPVs en términos de

tiempo de sobrevivencia, patogenicidad y rango de hospederos (Caballero et al., 1992).
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PCR en tiempo real

El PCR en tiempo real es un método rapido de diagndstico para la identificacion
y diferenciacion de nucleopoliedrovirus (NPVs). EI método se basa en la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), se utiliza junto con los andlisis del polimorfismo de
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP). Estos procedimientos fueron
modificados de las técnicas estandar que se utilizan usualmente para la purificacion y la
disolucién de los poliedros de NPV y proporciona un alto porcentaje de confiabilidad de
PCR del 95 % (n = 60), con un disefio de varios juegos de oligonucledtidos de PCR para
la generacion de productos de amplificacion de DNA cercanos y NPV relacionados
distantemente. Estos oligonucledtidos de PCR son disefiados a partir la secuencia de
DNA gendémico tomados de un aislado de referencia y finalmente los productos de PCR
especificos, se digieren con endonucleasas de restriccion, para generar perfiles de
diagnostico de DNA (haplotipos), que pueden ser usados para identificar NPVs
heter6logos y virus relacionados, y para diferenciar las variantes genotipicas (Christian

etal., 2001).

Purificacion de genotipos de baculovirus

Las técnicas de purificacion en placa, permitieron la clonacion de variantes
genotipicas presentes en los aislados silvestres. Se basan en la infeccion de un cultivo
celular con diluciones apropiadas de viriones gemados (BVs) tales que asegura la

mayoria de las pocas células que son inicialmente infectadas, hayan recibido un solo BV
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y replican un Unico genotipo. La progenie viral producida en estas células se expandira a
las células vecinas iniciando nuevas infecciones y formando eventualmente una placa
donde todos los virus procederan del mismo genotipo inicial. La expansién de las nuevas
generaciones de BVs a las células mas lejanas, donde se puede estar replicando un
genotipo distinto, se evita cubriendo el cultivo celular con una capa de agar mezclada
con todos los nutrientes necesarios para las células. Con esta técnica, Lee y Miller
(1978), purificaron a partir de un aislado silvestre, cinco variantes genotipicas cuyos
genomas presentaban cambios minimos con respecto al aislado de campo. Desde
entonces se han clonado los genotipos presentes en otros aislados virales utilizando este

método, como los MNPVs y SNPVs (Corsaro y Fraser, 1987; Croizier y Ribeiro, 1992).

La falta de lineas celulares capaces de soportar la replicacion de los GVs y de
muchos NPVs, potencid el desarrollo de las técnicas de clonacién in vivo. En 1985,
Crook y colaboradores purificaron un genotipo de un aislado de campo, infectando
larvas neonatas con dosis muy bajas de COs con el fin de obtener infecciones originarias
de un danico CO. Smith y Crook (1988), aplicaron la misma metodologia a los MNPVs,
para ello infectaron larvas de primer estadio con dosis muy bajas de COs, en torno a la
dosis que mata al 10 % de las larvas tratadas (DLio), de forma que solo o
mayoritariamente fuera uno, el genotipo responsable de la infeccion de todo el
organismo hospedero. Infectaron cientos de larvas neonatas y la progenie viral,
posteriormente se amplifico en larvas de estadios avanzados para Su posterior
caracterizacion. Una modificacion de este método fue hecha por Mufioz y colaboradores
(1998), para la clonacion de siete variantes de SeMNPV, utilizando diluciones de la

hemolinfa de larvas infectadas entre 48 y 72 h. Utilizando la hemolinfa donde, se
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encuentran mayoritariamente los BVs, los autores la diluyeron para infectar per os un
gran numero de larvas del cuarto estadio, que pudieron analizar individualmente. La
clonacion de genotipos, tanto mediante técnicas in vitro o in vivo, ha revelado la gran
heterogeneidad genotipica existente en los aislados silvestres de los baculovirus (Mufioz

y Caballero, 2001).

Establecimiento de un sistema de produccion de baculovirus

Desde hace varios afios, en varios paises como Nicaragua, Honduras, Argentina,
Espafia, USA, entre otros, se han realizado trabajos de investigacion sobre la cria de
insectos y reproduccion de virus entomopatdgenos in vivo. Aunque este sistema de
produccién es relativamente tedioso y resulta también costoso por los insumos
requeridos para la preparacién de la dieta artificial para la alimentacién de insecto

hospedero (Greene et al., 1976; Narvaez-Solis et al., 2004).

En los Gltimos afios han existido grandes avances en la produccion comercial de
virus entomopatdgenos. La técnica mas comun es reproducirlos en sus hospederos, los
cuales se crian en dieta artificial e inclusive en dietas naturales. También se realiza la
produccion de virus colectando larvas enfermas en los cultivos después de una
aplicacion de virus, como se realiza en EMBRAPA Brasil (Gomez et al., 1999). Un
sistema mas eficiente es la produccion en cultivos de tejidos de células del insecto

hospedero, lo cual ha permitido reducir los costos y aumentar la eficiencia de las
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formulaciones. Este sistema, sin embargo, requiere de una gran inversion, lo que lo hace

inaccesible a paises en desarrollo.

Cria de insectos hospederos

La colonia se debe establecer en condiciones controladas y asépticas, y las larvas
se alimentan con dieta artificial hasta el estadio de pre-pupa. Las pupas sanas se
depositan directamente dentro de las jaulas. Una vez emergidos los adultos se alimentan
con agua azucarada, diariamente; los huevos ovipositados por las hembras se recolectan
de forma manual y se desinfectan con hipoclorito de sodio para la eliminacion de
patdgenos contaminantes en la cria, posteriormente se colocan en dieta artificial para su
alimentacion al momento de su eclosién. Posterior a la emergencia las larvas de primer
estadio, se colocan de manera individual en vasos de plastico con dieta artificial para

evitar el canibalismo (Narvaez-Solis et al., 2004; Lasa et al., 2007)

Preparacion de dieta artificial

La dieta artificial se puede preparar de manera manual, ésta puede prepararse con
los ingredientes por separado, para el caso de la cria de S. frugiperda, primero se hierve
el agua junto con el agar, posterior a esto se le agrega la dieta hecha a base de: harina de
soya, germen de trigo, levadura de cerveza, acido ascorbico, ac. sorbico, metil

parabenzoato, sal wesson, y contenido vitaminico. Cabe mencionar que la harina de soya
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y germen de trigo se mezclan por separado, al igual que el acido sorbico y el ascorbico,
y al final del proceso se le agrega el metil parabenzoato, sal wesson, y el contenido
vitaminico. Una vez realizado este proceso se pasa a una licuadora para evitar la
formacion de grumos, y de ésta, se pasa a los contenedores, se espera a que enfrien por
completo para ser tapados y almacenados, para evitar la deshidratacion de la dieta
(Greene et al., 1976; Narvaez-Solis et al., 2004); sin embargo en la actualidad ya existen
dietas preparadas con todos los requerimientos de los insectos, que solo debemos hervir

el agua, anexar la dieta, mezclar muy bien y verterla en los contenedores.

Cabe mencionar que el buen manejo de una colonia de insectos hospederos, libre
de contaminantes, homogénea y aséptica, da como resultado un suministro constante y
homogéneo de larvas de los hospederos cultivados para replicar el virus de interés. Por
regla la colonia debe estar establecida por separado fisicamente de la unidad de donde se
produce el virus, ya que la mayoria de los baculovirus son muy infectivos y patogénicos

y pueden infectar a toda la colonia.

Produccion de virus entomopatogenos

La produccion de virus se lleva a cabo en dos etapas. La primera consiste en
cultivar o reproducir de manera aséptica larvas del insecto hospedero que sirve como
hospedero para replicar el virus, para lo cual es importante contar con una cria de
insectos en dieta artificial, de tal manera que siempre esten disponibles para la infeccion

de las larvas, y asi mantener de forma permanente la produccién del mismo. A mayor
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cantidad de insectos criados, mayor sera la produccion viral (Fig. 3) (Narvéaez-Solis et

al., 2004).

La segunda etapa consiste en inoculacion de los insectos en un area retirada de la
cria del insecto hospedero, de manera directa con soluciones virales sobre la superficie
de la dieta artificial con la cual se alimentard la larva del insecto hospedero o bien
asperjar las suspensiones virales superficialmente sobre las larvas del insecto. Es
importante aclarar que para propositos practicos, la recolecta de las larvas muertas por la
accion del virus debe realizarse antes de que éstas sufran plasmalisis (licuefaccion de los
Organos internos y externos), ya que al ocurrir esto se dificulta la cosecha del virus, dado
gue se mezcla con la dieta del insecto y/o con las excretas de este, lo que dificulta su
separacion, asi como la calidad de los virus producidos (Lasa et al., 2007). Otro aspecto
importante es mantener las larvas infectadas recolectadas a -20 °C para evitar la

proliferacion de agentes contaminantes (Del Rincon, 1993)
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Figura 3. Esquema de produccion de baculovirus bajo condiciones de laboratorio.
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ABSTRACT

Larvae of the first three instars of the fall armyworm (FAW) Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith) were collected in corn landraces in Buenavista, Coahuila, México, from
July to September, 2009. A total of 1,200 larvae of FAW from 12 samplings were
examined in search for biological control agents. Two species of Hyphomycetes
entomopathogenic fungi (Beauveria bassiana (Balsamo) Vuilleimin and Nomuraea
rileyi (Farlow) Samson), were recovered from 11 larvae (0.91%). Twenty four larvae
(2.0%) were infected by Nucleopolyhedrovirus (Baculoviridae). Three species of
Braconidae; Chelonus insularis Cresson, Ch. cautus Cresson and Ch. sonorensis
(Cameron), two species of Ichneumonidae; Campoletis sonorensis (Cameron) and
Pristomerus sp., and one species of Eulophidae; Euplectrus plathyphenae Howard were
found. In addition, a tachinid fly Archytas marmoratus was recovered from FAW larvae.
The biological control agent most widely recovered from FAW larvae was the parasitoid

Ch. insularis.

Key Words: Chelonus insularis, Chelonus cautus, Archytas marmoratus, Nomuraea

rileyi, Nucleopolyhedrovirus.

RESUMEN

Larvas de los tres primeros estadios de gusano cogollero Spodoptera frugiperda (J. E.

Smith) (FAW) fueron recolectadas en maices criollos, en Buenavista, Coahuila, México,
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de julio a septiembre de 2009. Un total de 1200 larvas de FAW de 12 muestreos
realizados fueron examinadas para la busqueda de agentes de control biologico de FAW.
Dos especies de hongos entomopatogenos Hyphomycetes (Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuilleimin y Nomuraea rileyi (Farlow) Samson) fueron recuperadas de 11
(0.91%) de las larvas. 24 larvas (2.0%) infectadas por Nucleopoliedrovirus
(Baculoviridae). Tres especies de Braconidae; Chelonus insularis Cresson, Ch. cautus
Cresson y Ch. sonorensis Cameron, dos especies de Ichneumonidae; Campoletis
sonorensis (Cameron) y Pristomerus sp., y una especie de Eulophidae; Euplectrus
plathyphenae Howard. Ademas de un tachinido Archytas marmoratus fueron
recuperadas de larvas. El agente de control biolégico mas ampliamente representado

sobre larvas de FAW fue el parasitoide Chelonus insularis.

Palabras Clave: Chelonus insularis, Chelonus cautus, Archytas marmoratus, Nomuraea

rileyi, Nucleopoliedrovirus

The fall armyworm, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) is the main insect pest of corn
and other crops in Latin America (Castillejos et al. 2002; Hernandez et al. 2008). In
Central America if the crop infection exceeds 55%, it can be reflected in production
reduction from 15-73% (Hruska & Gould 1997). The larvae cause severe damage in all
phenological stages of the plant (Villa-Castorefia & Catalan-Valencia 2004). Control has
been with synthetic pesticides (Cisneros et al. 2002); however, this method is inefficient
and causes chronic poisoning to growers in Mexico due to incorrect use (Tinoco &

Halperin 1998). This has led to the search of other options to manage S. frugiperda such
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as the use of natural enemies. Twenty two species of natural enemies have been reported
in various parts of Meéxico (Molina-Ochoa et al. 2004). In the northern states the
parasitoids associated to FAW are hymenopterous and in southern states include
tachinids fly (Molina-Ochoa et al. 2001; Delfin-Gonzalez et al. 2007). Due to the high
level of natural control found, the study of these organisms has increased (Molina-Ochoa
et al. 2001; Molina-Ochoa et al. 2004; Ruiz-N4jera et al. 2007). The objective of this
research was to identify the natural enemies of the fall armyworm as well as the level of

parasitism in the area of Buenavista, Coahuila, México.

MATERIALS AND METHODS

Larval Sampling and Parasitoids Identification

-Twelve-weekly samplings of FAW larvae were made from July to September in corn
fields infested with S. frugiperda at the “El Bajio” experimental station of the
Universidad Autdnoma Agraria Antonio Narro. The station is located at 25° 23’ N, 101°
00’ W and at an altitude of 1743 m. In each sampling date 100 larvae of the first three
instars were randomly collected with healthy appearance, and placed in 1 oz. plastic
cups containing an artificial diet (Southland Products Incorporated) and incubated in a
bioclimatic chamber at 25+2 °C with a photoperiod of 12:12 (L:D) and 50-60% RH.
Parasitoids were recovered, tagged and preserved in 70% alcohol for further mounting
and identification using the taxonomic keys (Werner 1973; Gibson et al. 1997;

Triplehorn & Johnson 2005). Confirmation and identification of the specimens was
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made by Dr. Alejandro Gonzalez Hernandez (Departamento de Ciencias Bioldgicas de

la Universidad de Nuevo Leon, en San Nicolas de los Garza, Nuevo Leon, México).

Recovery of Entomopathogens

-Entomopathogenic fungi From dead larvae, were cultured in moist chambers and
purified in an artificial medium of potato dextrose agar (PDA) complemented with corn
liquor for Beauveria bassiana (Balsamo) Vuilleiman and V8-Agar for Nomuraea rileyi
Farlow (Samson), at a pH of 6.0. The purified entomopathogens N. rileyi and B.
bassiana were identified according to their micro and macroscopic characteristics such
as phialides and conidias from typical structures of vegetative reproduction and semi
permanently mounting them in slides with lactophenol and observed under the

microscope at 400X (Ignoffo 1981; Barnett 1986).

Larvae with symptoms of viral infection, such as loose skin, white or blackish
appearance, loss of appetite, slow movements and those hanging with their false legs to
the top of the containers, were processed by taken samples of these larvae (occlusion
bodies) dying the preparations with 0.4% Giemsa stain (Mufioz et al. 2001).
Identification was made at the Parasitology Dept., based on the occlusion bodies (OBs)
which show polyhedric characteristics of the nucleopolyhedrovirus group (NPV), which

are very easily seen under the contrast phase.

The percentage of parasitism was calculated based on the total number of larvae

of S. frugiperda which were positive for parasitoids and entomopathogens over the total
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number of larvae of the same species collected multiplied by 100. The rate of parasitism

was calculated according to Pair et al. (1986), using the following formula:

RP = Npi /Nt x 100
Where: Npi is the number of parasitized individuals of species i ; and Nt is the

number total of individuals collected.

RESULTS AND DISCUSSION

A total of 1200 larvae of S. frugiperda were collected obtaining and 526 (43.83%) larvae
were killed by parasitoids and parasites such as Hymenoptera (Ichneumonidae,
Braconidae, Eulophidae) and Diptera (Tachinidae), as well as by entomopathogens
(Nucleopolyhedrovirus, N. rileyi and B. bassiana). Sixty-eight (5.7%) died from
unknown causes and the remainder of the larvae (674) reached the adult stage (Table 1).
There was some mortality of the parasitoids before emergence of the adult parasitoids
(132), which represent 11% of the total obtained. Cortéz et al. (2008), refer to a higher
percentage of dead larvae (62.8%), by unknown causes and 13.8% that reached the adult

stage.

Parasitoids caused 35.25 % parasitism o the FAW larvae. The highest percentage of
partial parasitism was registered in the sampling of August 12" with 69% and the lowest

(6 %) during the first sampling date of July 08 (Table 1). Cortéz et al. (2008), and
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Armenta et al. (2008), reported a parasitism rate of 23.3% and 32.2% for Sinaloa and

Sonora, México respectively.

Parasitoids Species and Percent Parasitism

Braconidae was the best represented with 261 specimens (21.75% of total parasitism), in
which 257 were from Chelonus insularis (21.42%), Ch. cautus (0.25%) and Ch.
sonorensis (0.08%) (Table 2). Ashley (1986) and Andrews (1988), reported 63%
parasitism of Ch. insularis in South Florida and Molina-Ochoa et al. (2004) reported a
similar percent of parasitism in Michoacan Mexico (45.3%). On the other hand, Cortéz
et al. (2008), and Molina-Ochoa et al. (2001) reported low parasitism for this species in
Colima (2.3%) and Sinaloa, Mexico (5.0%). For Ch. sonorensis, Armenta et al. (2008),
registered a 7.3% of parasitism on larvae of S. frugiperda in Sonora, México. As for Ch.
cautus, Ruiz-N4jera et al. (2007), and Cruz-Sosa et al. (2007), reported low level of

parasitism, similar to the findings on this research survey.

Ichneumonidae showed low levels of parasitism (1.17%). This information is similar to
that reported by Molina-Ochoa et al. (2001), and Murua et al. (2006), with 1.3% of
parasitism. Pristomerus sp. presented a low level of parasitism (0.42%), which was
similar to the 0.24% reported by Ruiz-Najera et al. (2007) and under the 2.0% found by
Cortéz et al. (2008) in Chiapas and Sinaloa, México respectively (Table 2). However,
Armenta et al. (2008) cited a 5.4% parasitism in Sonora, México. C. sonorensis showed
a parasitism level of 0.75%, contrasting with that obtained by Cruz-Sosa (2007) that

mentioned as the most abundant specie in Oaxaca, México.
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Euplectrus plathyphenae (Eulophidae) showed 0.42% parasitism, less than the reported
by Ruiz-N4jera et al. (2007); Delfin-Gonzalez et al. (2007) in Chiapas and Yucatan,

México (3.53 and 6.32%) respectively.

The tachinids fly Archytas spp. have been reported attacking S. frugiperda in several
areas in Latin America (Andrews 1988). Although Pair et al. (1986) reported that A.
marmoratus was the primary parasitoid attacking FAW larvae in whorl-stage corn
throughout in the southern United States and northeastern Mexico, only a 0.92%
parasitism by A. marmoratus was found in this research. However, Ashley (1986)
mentioned that members of this family show low levels of parasitism. Ruiz-Najera et al.
(2007) and Murda et al. (2006), reported 3.04 and 5.7% of parasitism for Archytas spp.
in Chiapas, Mexico and the southeast of Argentina respectively. On the other hand Gross
& Pair (1991), refers to A. marmoratus with high levels of parasitism over 4™ and 6"

larval instars of FAW.

Entomopathogens Species

-The mortality percentage caused by entomopathogens, NPV, N. rileyi and B. bassiana
were of 2.0, 0.75 and 0.08% respectively (Table 2). Such these control agents have been
reported as natural biological control agents in the same area (Rios et al. 2008; Rios et
al. 2009; Sanchez-Pefia 2000). Lezama-Gutiérrez et al. (2001), mentioned N. rileyi as the

most abundant and extensively distributed fungi in western Meéxico, attacking larvae of
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FAW. They also reported the presence of B. bassiana in low numbers on S. frugiperda

larvae coinciding with the information found in this research survey.

From all natural enemies found, the most frequent affecting S. frugiperda larvae was Ch.
insularis and the most representative entomopathogen was NPV. Data indicate that the
results obtained in this investigation show the participation of several parasitoids and

entomopathogens regulating FAW population on corn in Buenavista, Coah. México.
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TABLE 1. PERCENTAGE OF PARASITISM OF NATURAL ENEMIES OF SPODOPTERA FRUGIPERDA LARVAE FOUND IN
CORN LANDRACES IN BUENAVISTA, COAHUILA, 2009.

Date Total of - o - Entomopathogens Died from
Month and larvae Parasitized Parasitoids % of parasitism Lnknown
Larvae emerged by date NPV N. rileyi  B. bassiana
day collected causes
08-jul 100 6 6 6 1 0 0 0
15-jul 100 33 18 33 4 0 0 8
22-jul 100 29 18 29 3 0 0 12
29-jul 100 56 43 56 0 0 0 13
05-ago 100 51 26 51 4 0 0 11
12-ago 100 69 29 69 2 2 0 5
19-ago 100 35 30 35 2 0 0 2
26-ago 100 32 28 32 1 1 0 0
02-sep 100 24 19 24 1 0 1 2
09-sep 100 31 30 31 0 0 0 0
16-sep 100 30 21 30 3 5 1 13
25-sep 100 27 23 27 3 1 0 2
Total 1200 423 291 35.25 24 9 2 68

NPV: Nucleopolyhedrovirus
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TABLE 2. NATURAL ENEMIES IDENTIFIED OF SPODOPTERA FRUGIPERDA LARVAES FOUND IN CORN LANDRACES
IN BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA, 2009.

Natural enemies July August September Total % .
8 15 22 29 5 12 19 26 2 9 16 25 Parasitism
Hymenoptera
Braconidae
Chelonus insularis 0 8 7 39 17 26 19 13 38 29 26 35 257 21.42
Chelonus cautus 1 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 3 0.25
Chelonus sonorensis 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0.08

Ichneumonidae

Campoletis sonorensis 0 0 0 1 0 3 0 0 5 0 0 0 9 0.75
Pristomerus sp. 0 1 0 0 0 2 0 0 1 0 0 1 5 0.42
Eulophidae
Euplectrus plathyphenae 0 0 2 0 0 0 1 0 0 2 0 0 5 0.42
Diptera
Tachinidae
Archytas marmoratus 0 5 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11 0.92
Entomopathogens
Nomuraea rileyi 0 0 0 0 0 2 0 1 0 0 5 1 9 0.75
Beauveria bassiana 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 2 0.16
NPV 1 4 3 0 4 2 2 1 1 0 3 3 24 2.0
Total 3 18 18 40 21 35 24 15 46 31 35 40 326 27.17

NPV = Nucleopolyhedrovirus
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ABSTRACT

The fall armyworm (FAW) Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) is the main insect pest
of corn in Latin America. The larvae are susceptible to Spodoptera frugiperda multiple
nucleopolyhedrovirus (SfMNPV), a potentially effective entomopathogenic agent for
biological control. In pursuit of an alternative to chemical control of S. frugiperda,
native isolates of NPVs to control of this pest were used. Ten isolates were collected
from soil of corn plots infested with S. frugiperda in the states of Coahuila, Nuevo Leon
and Nayarit, Mexico. Bioassays were performed to determine the biological response of
larvae to baculovirus infection. The isolates were evaluated in third instar larvae of S.
frugiperda to select the most effective isolate. In the bioassays, larvae were fed on
artificial diet inoculated superficially with viral occlusion bodies (OBs) (concentration
range of 2.0x10' to 4.0x10° OBs/mm?). The virus strains isolate from Coahuila
SfMNPV-AN; was highly infectious, with a mortality of 100% at a concentration of
2.0x10% OBs/mm?. The median lethal concentration (LCs) Was 5.7x10?> OBs/mm? and
the mean time to dead was 6.5+0.5 days. Additional bioassays of the same isolate were
performed in all instars to determinate mortality. The LCsq increased as the size of the
insect increased from 1.15x10% to 2.4x10° OBs/mm? from first to fifth instar,
respectively. A similar pattern occurred with the mean time to dead which ranged from 4
to 8 days. It was demonstrated that the isolation of NPV from soil yield highly virulent

isolates of SFMNPV.

Key Words: Fall armyworm, Nucleopolyhedrovirus, Bioassay, Lethal concentration,

Lethal time, Geographic isolates.
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RESUMEN

El cogollero del maiz Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) es la principal plaga de maiz
en Latinoamérica. Las larvas son susceptibles a un nucleopoliedrovirus maultiple de
Spodoptera frugiperda (SfMNPV), un entomopatégeno efectivo con gran potencial
como agente de control biologico. En la busqueda de una alternativa al control quimico
de S. frugiperda, se usaron aislados nativos de baculovirus para el control de esta plaga.
Diez aislados fueron recolectados de suelo de parcelas de maiz infestados con S.
frugiperda en los estados de Coahuila, Nuevo Le6n y Nayarit, México. Se realizaron
bioensayos para determinar la respuesta biologica de las larvas a la infeccién por
baculovirus. Los aislados fueron evaluados en larvas de tercer estadio de S. frugiperda
para seleccionar el aislado méas efectivo. En los bioensayos, las larvas fueron
alimentadas con dieta artificial inoculada superficialmente con cuerpos de oclusién
(COs) (con un rango de concentraciones de 2.0x10" a 4.0x10° COs/mm?). La cepa de
virus aislado de Coahuila STMNPV-AN, fue altamente infecciosa, con una mortalidad
del 100 % a una concentracion de 2.0x10° COs/mm?® La concentracion letal media
(CLso) fue de 5.7x10> COs/mm?’ y el tiempo medio de muerte fue de 6.5+0.5 dias.
Bioensayos adicionales del mismo aislado fueron realizados en todos los instares para
determinar la mortalidad. La CLsy Se incrementa conforme el tamafio del insecto
también se incrementa de 1.15x10° a 2.4x10" COs/mm? para primero y quinto instar,
respectivamente. Un patron similar ocurrio con la media del tiempo para morir, con
rangos de 4 a 8 dias. Esto demuestra que los aislados de suelo de SfMNPV, son

altamente virulentos.
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The fall armyworm (FAW), Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) is a major pest of corn (Zea mays L.) in Latin America (Castillejos et al.
2002). In infested crops, damaged plants may have a reduced biomass and grain
accumulation (Hernandez-Mendoza et al. 2008), and severe damage can cause complete
destruction of seedlings. Control of S. frugiperda requires 2-4 applications of chemical
insecticides during the growing season and represents a major expense in production of
maize (Hruska & Gould 1987). An alternative to control S. frugiperda is the integration
of natural enemies that attack juvenile stages (Gardner & Fuxa 1980; Ashley 1986).
FAW larvae are susceptible to infection by fungi, bacteria, nematodes, protozoa
(Gardner & Fuxa 1980; Lezama-Gutiérrez et al. 2001) and baculovirus, specifically
Spodoptera frugiperda nucleopolyhedrovirus (SfMNPV) (Hughes et al. 1984; Shapiro et
al. 1991). This NPV is an effective biopesticide to control this pest, due to of its
specificity, biosecurity, persistence, and their virulence level, which range from
moderate to high (Hunter-Fujita et al. 1998; Fuxa 2004). This virus represents an
alternative to chemical control, reducing the risk of resistance development and
environmental pollution. Essentially all isolates used against S. frugiperda have been
isolated from infected insects (Cisneros et al. 2002; Martinez et al. 2003). There are no
reports on the obtaining and use of isolates from soil. In this study the biopesticide

activity of different isolates of native NPV on S. frugiperda larvae were measured.

MATERIALS AND METHODS

Insect colony
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-Three hundred S. frugiperda larvae of the later instars (fifth and sixth) were collected
from a corn infested experimental field of the Universidad Autdnoma Agraria Antonio
Narro in Saltillo, Mexico in 2007. This field is located 25° 23 'N and 101° 00" W, at a
1743 masl. The colony was established under controlled conditions in a growth chamber
at 252 °C with a 12:12 (L:D) and 50-60% relative humidity, and refreshed periodically
with pupae from same site. Larvae were fed with artificial diet (Southland Products
Incorporated), until the pre-pupa stage. Healthy pupae were placed in oviposition cages
containing strips of paper, as support for oviposition. Once emerged, adults were fed
daily with 10% sugar water. Eggs were collected and disinfected with sodium
hypochlorite 0.2% to eliminate contaminants, and placed in transparent one-ounce
plastic cups (Envases Cuevas S.A. de C.V. Mexico State, Mexico) containing artificial
diet. For identification of the pest the keys of the genus Spodoptera by Frederick (2005)

were used.

Origin and identification of NPV isolates

-Corn plots (1-5 ha) with a planting density of 40,000 to 50,000 plants/ha were sampled
in the states of Coahuila (35 samples), Nuevo Leon (70) and Nayarit (15) Mexico. Soil
samples were taken by scraping away the upper 5 cm of soil, and collecting soil at
depths of 5-10 cm as indicated by Murillo et al. (2006) and Murillo et al. (2007). Each
sample consisted of subsamples from five points combined into a total of 600 to 800 g
soil from each plot. The samples were classified taking into account the date, plot, and
geographical zone from which they were collected. The samples were transported to the

Department of Parasitology of the UAAAN and were stored four three weeks prior to
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analysis. The ten native isolates STMNPV, recovered from these samples were processed
according to the methodology described by Richards & Christian (1999), taking 25 g
sample (W/V) of sieved soil and incorporated twice in 100 ml of artificial diet at a
temperature of 50 °C. (1%-2" instar of S. frugiperda) were placed on diet. Larvae that
died of polyhedrosis disease were used as inoculum. Each dead larvae was considered an
isolate. These viral isolates were amplified in third instar larva with diet contaminated
on the surface with the viral suspension according to the methodology described by
Murillo et al. (2007). After infection, larvae were reared individually on an artificial diet
under controlled conditions. Detection of NPV was made on the basis of occlusion
bodies (OBs) which have the polyhedral shape characteristic of this group of viruses,

which are observable in a phase-contrast microscope (Carl Zeiss) 400x.

Amplification, purification and titration of isolates

-NPVs were amplified by infection in vivo with a viral suspension without purification
and were subject to several passages in S. frugiperda larvae reared in the laboratory.
Viral occlusion bodies (OBs) were extracted from dead diseased larvae by trituration in
distilled water and purified by filtration and centrifugation and distributed on the surface
of the artificial diet, and allowed to dry at room temperature; third-instar larvae were
then placed during 24 h. After this time, larvae were transferred to containers with
artificial diet without virus and incubated for a period of 10 to 12 days. At the end, the
viruses were purified according to the methodology described by Mufidz et al. (1997)
and Mufoz et al. (2001).The OBs concentration was quantified and calculated with an

Improved Neubauer chamber (Blau Brand, Germany) under a phase-contrast
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microscopy. This data was used to calculate the number of OBs, provided to larvae; the
concentration was expressed in number of occlusion bodies/mm? of artificial diet
(OBs/mm?). The purified OBs were stored in aliquots of 500 pl of distilled water until

required at 0 °C.

Preliminary study of native isolates of STMNPV

-For lethal concentration bioassays of the different viral isolates, artificial S. frugiperda
diet was prepared in plastic cups. Different dilutions of each isolate were prepared in
sterilized water from stocks of purified polyhedra. The Median lethal concentration
(LCsp) of the ten isolates was determined by the surface contamination technique from
the diet, using transparent one-ounce plastic cups. Each container with diet was
inoculated with seven viral concentrations from 2.0 x10' to 4.0 x10° OBs/mm?®.
Subsequently, they were allowed to dry at room temperature and 20 larvae by replicate
were infected individually (N=60 for each instar), and placed individually in cups for
each OBs concentration, until death by virus and/or reach adulthood. Larvae used as
control in the bioassay, were placed in cups with diet without virus, treated only with
sterile distilled water, where they remained until the end of the bioassay. Cups were
inspected daily, and the number of deaths recorded. All dead larvae were kept in the
containers. To determine the mean time of death, mortality was measured daily for 25
days, until larvae death or pupation. To confirm the viral infection as a cause of death,
larvae were examined by microscopic observation of OBs of the hemolymph of the
larvae. These bioassays were repeated three times using the same number of larvae.

Mortality was corrected by Abbott’s (1925) formula and established a line of
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concentration-mortality regression, and the confidence limits by using the statistical

computational program SAS Proc Probit System version 9.0 (SAS, 2002).

Bioassays with isolate SFTMNPV-AN,

-Based on the highest mortality and shortest time LCso through death from above to the
most effective isolate (STIMNPV-AN;) was selected (Table 1), and bioassays were
conducted on five S. frugiperda instars (Table 2). To determine the LCso and mean time
to death, a purified suspension and entitled, as described above was used. The LCs, and
the average time of death were determined using the technique of surface contamination
of the diet in one-ounce plastic cups, where larvae were placed individually. Seven
concentrations were used for this purpose from 1.0 x10' to 1.0 x10" OBs/mm?. Each
plastic cup was contaminated with these suspensions and allowed to dry at room
temperature. Bioassays with 20 larvae of each instar per virus concentration and a
control were replicated three times. Larvae were stored at 25+2 °C, and larval mortality
was recorded every 12 h until the insects had either died or pupated (25 days), to

determine the average time of death after infection.

Statistical analysis

-The period between introduction in the container and death by virus for each larvae was
recorded. Abbott’s (1925) formula was used to correct mortality. The means of each
treatment were analyzed using the Tukey’s test (P<0.05) The LCso values and the

estimated confidence intervals for the five larval instars were calculated by the Probit
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method using the statistical program SAS Proc Probit System view 9.0 (SAS 2002).
Analysis was performed using the Generalized Linear Modelling Program (GLM), to

estimate the mean time to death of the larvae in each treatment

RESULTS AND DISCUSSION

Soil samples of NPV collected

-Of a total of 120 soil samples collected and analyzed, 10 samples were positive to
SfMNPV. While performing bioassays, the isolates were determined and some were
caused to cause significant mortality levels in S. frugiperda larvae. Table 1 shows the
LCsos and confidence limits of ten NPV isolates tested against third instar FAW larvae.
The isolate SFTMNPV-AN, of Coahuila was as the most infective, causing 100%
mortality at a concentration of 2.0x10° OBs/mm? and an LCs of 5.7x10? OBs/mm? with
a mean time death of 6.5 + 0.5 days was found. The second most virulent isolate was the
SfMNPV-NAY from Nayarit, with an LCso of 7.5x10° OBs/mm?. For the rest of the
isolates, LCsgs ranged from 1.2x10* to 1.5x10° OBs/mm? and the average time of death

ranged between 6 and 11 days post-infection.

Susceptibility of S. frugiperda instars to STMNPV-AN,

-While performing the bioassays with isolated SFTMNPV-AN,, the presence of OBs was

observed in all infected larvae under the microscope. This isolate proved to be more
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pathogenic than others and very efficient at inducing high mortalities in larval

populations of the five instars of S. frugiperda tested.

The LCsos of STMNPV-AN; show a positive correlation. It was found that the first two
instars are more susceptible at (LCsgs 1.15x10% and 3.6x10* OBs/mm?), when compared
with the last larval stages (LCso of 2.4x10’ on fifth instar). LCso of sixth instar larvae
could not be determined because they usually reached the stage of pre-pupae and pupae,
respectively (Table 2). The time of death ranged from four to eight days post-inoculation

from first to fifth instars, respectively.

OBs persist in the environment for considerable periods of time, particularly when they
are protected from degradation by UV rays (Carruthers et al. 1988). In this regard, Cory
& Myers (2003) and Christian et al. (2006), report that the eventual reservoir for most of
the viruses is the soil where the OBs of nucleopolyhedrovirus strongly adhere to
particles, especially clays, where they remain protected from sun exposure. The soil is
possibly very important in host-NPV population, but this depends on the speed of
transport of OBs by splashing rain or by dragging arthropods on the underside of the

floor area where they can be transmitted to susceptible insects (Fuxa & Richter 2001).

The ten geographic isolates of NPV tested against S. frugiperda third instar showed to be

pathogenic; the mortality ranged from 82 to 100%.however, there were variations in

virulence reflected in LCsp and average time of death (Table 1).
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Baculovirus-infected larvae exhibit a characteristic set of symptoms that were
manifested in one or more days, after the start of the infection depending on dose, instar
and temperature (Sciocco 2001). In this regard, Mazzone (1985), mentions that in a
baculovirus infection in the affected larvae have no symptoms during the first days after
infection. Larvae killed by the action of the virus are usually attached by their
pseudopodia to the top of the container (Vasquez et al. 2002; Lynn 2002; Hernidu et al.
2003). In most NPVs, larvae collection is complicated because, the break of the cuticle
and the liquefaction of internal organs of the host occurred immediately after death,
making it difficult to recover them complete (Vasconcelos et al. 1996; Federici 1997;
Toprak & Girkan, 2004). Infected larvae loose their appetite and soon stopped feeding

and grew slowly than healthy larvae (Tanada & Kaya 1993).

Data on pathogenic isolates of NPV in S. frugiperda larvae have been reviewed by
Hughes et al. (1984); Gomez et al. (1999) and Escribano et al. (1999). Sciocco (2001),
emphasizes that mortality of larvae will depend on the pathogenicity and virulence of the
isolates, ingested dose, host susceptibility, nutritional status, development speed, age,
size of the larvae, temperature, etc. VVasquez et al. (2002) reported an LDsg of 4.9 x10°
OBs/larvae on third instar S. frugiperda and an average time of death of 6.2 to 7.6 days
post-inoculation. The SFIMNPV-AN; isolated with an LCso 5.7x10? with the technique of
surface contamination of the diet and time through death of 6.5+0.5 days post-
inoculation is similar in terms of LCsps and mean time of death, with previous studies.
Martinez et al. (2003) and Véasquez et al. (2002), reported mortalities of 63 to 100% of
third instar S. frugiperda larvae when treated with NPV. The results of LCsg in this work

are lower than those found by Martinez et al. (2003), who indicate an LCsy of 3.4x10"
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OBs/larvae in S. frugiperda third instar and mean death time of 3.9 days post-
inoculation. In this regard Starnes et al. (1993) and Moscardi (1999), mention that the
time of death of the insect depends on the species, but is usually 3 to 7 days; but may go
up to 3 to 4 weeks, depending on the interactions between virus, insect, food and

temperature.

The first instar is more susceptible to NPV with an LCso of 1.15x10° OBs/mm?, this
result is similar to that reported by Cisneros et al. (2002) for the same insect. GoOmez et
al. (1999), working with 7 geographical isolates from Argentina, Guatemala and the
United States against S. frugiperda second instar found LCsgs from 5x10° to 2.5x10*
OBs/ml, with a mean time of death of 8.3 to 10 days, which are higher than those found
in this study, because the isolated SFTNPV-AN; in second instar larvae showed an LCs of
3.6x10% OBs/mm?. Escribano et al. (1999), reported 1.23x10’ and 2.04x10° OBs/ml for
S. frugiperda second instar with isolates Sf-NIC and Sf-2 respectively. The same authors
report that the isolated Sf-NIC over larvae of third, fourth and fifth instars showed LCss
of 8.05x10°, 1.66 x10” and 1.84x10% OBs/ml| respectively. These results are higher than
those found in this study. Martinez et al. (2003), reported LCsqs for second and fourth
instars with a 3.1 x10° and 2.6x10* and an average time of death, 4.1 and 5.3 days post-
inoculation. The time required for the virus to cause larval death increases according to
the instars, as noted by Martinez et al. (2003), which reported an increase in lethal time
mortality rate of 3 to 8 days post-inoculation in the first and sixth instars at the end of 12
days of evaluation, also mentioning that the variation in LCsp and LTso S. frugiperda
larvae are due to the initial inoculation concentration, and larval bioassay method used.

In this regard Escribano et al. (1999), reported an increase in the mean time of death in
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the second to the fifth instar larvae varied from 4.3 to 5.7 days. Based on these results
we conclude that in Mexico there are native isolates of nucleopolyhedrovirus in soil with

potential for use in biological control of S. frugiperda.
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TABLE 1. MEDIAN LETHAL CONCENTRATION LCso AND 95% CONFIDENCE LIMITS OF NATIVE ISOLATES OF

SFMNPV ON THIRD INSTAR SPODOPTERA FRUGIPERDA.

%

LCso

Intercept

Isolates® N® ~ Lower limit . Upper limit Slope (+SE) 2 R?
Mortality® 95%) (+SE)
SfMNPV-NAV; 420 52.63  6.7X10°  1.9X10°  9.5X10° 0.52+(0,07)  -2.73%(0.34) 098  0.86
SfMNPV-NAV, 420 70.00  3.7X10°  15X10°  2.8X10" 0.53%(0,10)  -3.27+(0.59) 096  0.94
SfMNPV-NAV, 420 89.47 55X10°  7.4X10° 9.9X10°  2.93+(0,39)  -17.20+(2.32) 077 094
SfMNPV-NAVs 420 85.00 1.0X10*  1.2x10* 1.5X10°  1.22+(0,10)  -5.02+(0.41) 099 081
SfMNPV-NAVg 420 90.00 9.9X10°  2.3X10" 4.8X10*  0.72+(0,08)  -3.12+(0.37) 096  0.77
SfMNPV-NAVg 420 7895  6.8X10°  1.0X10° 1.7X10°  0.55+(0,06)  -2.75%(0.28) 096 087
SfMNPV-CAD 420 80.00 9.7x10*  1.2X10° 1.4X10°  1.25+(0,13)  -6.34%(0.67) 0.83 0.98
SfMNPV-NAY 420 9474  56X10°  75X10°  9.8X10° 2.06+(0,23)  -7.98+(0.92) 099  0.70
SfMNPV-AN; 420 72.22 5.4X10*  6.5X10" 7.7X10*  1.53+(0,18)  -7.35+(0.90) 0.87 0.96
SfMNPV-AN, 420 100.00  4.3X10*  5.7X10° 7.2X10°  2.86%(0,34)  -7.92+(0.97) 099  0.95

NPV lIsolates, STMNPV-NAV , 4 6 g and o: Isolated from corn plots Navidad Nuevo Ledn; SFTMNPV-CAD: Cadereyta Nuevo Ledn;

SFMNPV-NAY: Isolated from Nayarit; SIMNPV-AN; : Isolated from Coahuila, México. "Number of insects treated; “Mortality

percentage with the highest concentration (4.0x10° OBs/mm?).

9Cs values were expressed as OBs/mm? from the diet surface; We used 20 larvae per NPV concentration, by replicate, seven

concentrations per treatment by replicate, 20 untreated larvae (control) by replicate were used.

SE= Standard error; X>=Goodness of fit test; R>=Coefficient of determination
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TABLE 2. MEDIAN LETHAL CONCENTRATION LCs, MEAN TIME TO DEATH AND 95% CONFIDENCE LIMITS OF

SFMNPV-AN, ISOLATE IN FIRST TO FIFTH INSTAR SPODOPTERA FRUGIPERDA LARVAE.

Instar Lower Upper Intercept Lower Mean time to death Upper
N2 LCsp (95%)” Slope (+SE) X2 R?
larvae limit limit (xSE) limit (days) limit
first 420 6.1X10" 1.15X10* 1.7X10° 0.58+(0.04) -1.61+(0.13) 0.72 0.73 3.35 3.96 452
second 420 2.6X10*>  3.6X10° 4.8X10° 0.87+(0.07) -2.23+(0.22) 0.99 0.69 521 5.88 6.58
third 420 2.6X10° 5.7X10*> 1.4X10° 2.86+(0.34) -7.92+#(0.97) 0.83 086 5.26 6.55 8.00
fourth 420 1.3X10° 4.3X10° 4.5X10° 1.07#(0.31) -6.02%#(1.72) 0.74 095 5.88 7.01 8.71
fifth 420 1.1X10° 2.4X10" 4.4X10" 1.42+(0.21) -10.54+(1.64) 0.81 0.66  6.23 7.82 9.34

*Number of insects treated
b Csp values were expressed as OBs/mm? from the diet surface contaminated; 20 larvae per concentration of NPV per treatment, per
replication were used; seven concentrations per treatment by replicate, 20 untreated larvae (control) by repetition, by isolate were used.

SE= Standard error; X>=Goodness of fit test; R>=Coefficient of determination
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Abstract: Problem statement: Fall armyworm (FAW) Spodoptera frugiperda is the
main corn pest in Latin America. An alternative to chemical control is the use of its
nucleopolyhedrovirus (NPV), due to high virulence, persistence, and specificity, also
safety for both farm workers and consumers of products treated with this bioinsecticide.
Approach: One isolate of NPV isolated soil samples from an experimental field in
Saltillo, Coahuila, Mexico was evaluated. Egg masses of the pest were superficially
inoculated by the immersion method, with known NPV concentrations expressed as
occlusion bodies/mL (OBs/mL). Additionally, bioassays were performed on 1% to 6"
instar larvae to determine the number of occlusion bodies produced by larvae using the
superficial contamination technique. The artificial diet was inoculated with the known
virus concentration. Results: The highest mortality was recorded in the larval stage
(67%), mainly in the first three instars, with the highest in the first instar with 56.5%
mortality. The number of OBs produced per larvae ranged from 5.15x10° to 2.3x10°,
with 5™ and 6" instar larvae producing the highest amount of OBs. Conclusions: The
use of the immersion method on eggs masses was efficient, with the highest mortality in
the first three larval instars, and the final weight at death and OB yield, (OB yield per

mg weight), were higher in the last larval stages as compared with the first three instars.

Key words: Virus, Baculoviridae, nucleopolyhedrovirus, fall armyworm, eggs,

occlusion bodies, mortality
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INTRODUCTION

The fall armyworm Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) is a
major pest of corn (Zea mays L.) in Latin America (Castillejos et al., 2002), causing
reductions in the accumulation of biomass and grain in infested crops (Hernandez-
Mendoza et al., 2008), as well as the complete destruction of plant in severe cases. The
control of this pest depends greatly on chemical insecticides, requiring 2-4 applications
during plant development, which represents an extra economic cost in production
(Hruska and Gould, 1987). In addition, chemicals cause resistance, elimination of
natural enemies and, environmental pollution. An alternative method of control this pest
is the use of entomopathogens (Gardner and Fuxa, 1980; Ashley, 1986). These have
been successful in pest control in recent years; such is the case of viruses, specifically
the nucleopolyhedroviruses (NPV) of the family Baculoviridae (Hughes et al., 1984,
Shapiro et al., 1991). The S. frugiperda NPV biopesticide is a widely studied and
effective way for controlling this pest, because of their specificity, biosecurity,
persistence, and their levels high of virulence (Fuxa, 2004). However, most of the
research activity of the S. frugiperda NPV has been on larval stages of this pest. The
objective of this study was to measure biopesticide activity of a native isolate of NPV
against S. frugiperda applied to the egg stage; and to determine the occlusion body’s

production in larvae fed NPV-contaminated diet.
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MATERIALS AND METHODS

Insect colony and virus isolate: Egg masses and larvae of FAW were obtained from a
laboratory colony maintained at 25+2 °C temperature, 50-60% relative humidity and
12:12 light/dark photoperiod in the Parasitology Department of the Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), and fed with artificial diet (Southland

Products Incorporated, to the Lake Village, Arkansas).

A NPV isolate named SfNPV-AN; (Isolate native to the UAAAN experimental fields)
was multiplied in third-instar S. frugiperda larvae, purified by filtration and
centrifugation as described by Mufioz et al. (1997), and quantified by counting in
Neubauer Improved Chamber (Blau Brand Germany), expressed in numbers of
occlusion bodies/ml (OBs/ml of water) and stored in 500ul aliquots at 0 °C until

required.

Eggs masses treated with NPV: The eggs were disinfected with sodium hypochlorite
0.2%, and placed in dry paper. Seven concentrations were used ranging from 8x10" to
8x10° OBs/ml and a control (Table 1). Seven egg masses were taken, as an initial cohort
of 50 eggs to follow up in each concentration. Emergence of first instar larvae, larval
death, pre-pupal and pupal and/or development to adult stage were recorded. To perform
the bioassay, the egg immersion technique was used for five seconds in the
concentrations of NPV listed and placed in blotting paper, and left to dry at room
temperature; then they were transferred to transparent one- ounce plastic cups (Envases

Cuevas S.A. de C.V., Mexico State, Mexico) with untreated artificial diet.
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Determining the number of OBs produced by larvae: Larvae of the six stages were
inoculated with OBs. In each case, a group of 50 larvae were placed individually in
plastic cups containing artificial diet inoculated with 2.0x10° to 2.0x10° OBs/mm?
(Table 1). Larvae were fed the contaminated diet during 24 h, and they were transferred
individually to untreated diet. Larvae were weighed and examined to observe the signs
and symptoms of disease caused by NPV until death. Ten larvae of each instar were
considered as a control. To facilitate the collection of OBs, the plastic cup containing
artificial diet and death larvae were placed at -20 °C before the breakup of the cuticle
(Lasa et al., 2007). Dead larvae were frozen and placed individually in plastic Eppendorf
tubes containing 2ml of sterile distilled water, and the samples were thawed,
homogenized, filtered and centrifuged at 1000 g for 5 minutes to remove the sclerotized
parts of larvae (cuticle and head). The resulting of suspensions of OBs was gauge to
final volume 2ml. Sterile distilled water alone was used as control. The assays were

performed three times using the same number of insects of each stage (Table 1).

The number of occlusion bodies recovered from each larvae was determined using a
Neubauer Improved counting chamber under a phase contrast microscope at 400X,
taking two samples from each larvae. The relationship between OBs production and host
weight (OBs/mg) was estimated based on larval weight recorded on the day prior to
death. OBs production and larval weight data were subjected to analysis of variance, the
last day of experiment was considered as a block (ANOVA). Values of OBs per mg of
larval weight were normally distributed and were subjected to ANOVA in SAS System

version 9.0 (SAS, 2002). The bioassay was performed three times.
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RESULTS AND DISCUSION

Mortality after eggs treatment: The egg masses treated with NPV showed mortality in
the larval stage of FAW in various degrees, mainly in the first three stages. The highest
mortality was observed in neonate larvae (first stage), and in the second instar (Fig. 1).
Note that from the fourth to sixth stages, there was mortality, but this occurred in pre-
pupae, and pupae in some of the concentrations used (Table 1), which when macerated

and observed with phase-contrast microscope at 400x, showed the presence of OBs.

From an average of 350 eggs separated for follow up, treated with different OBs
concentrations), 67.85% died in larval stage, in pre-pupa (6.09%), pupae (0.57%), and
no mortality was observed in the adult stage (Table 1). The highest mortality was
recorded in neonate larvae (58.05%), 8.38% in the second instar and 1.43% in third
instar (Fig. 1). In the subsequent larval stages there was not death. Ibarra and Del Rincon
(2001), mention that egg immersion method takes advantage on the feeding habit of this
insect, as the neonate larvae of FAW, feed on the contaminated chorion of eggs when
they hatch, then become infected, so that an integrated strategic management of this pest

by the virus, can be started from the egg stage.

OBs produced by larvae: Ingestion diet contaminated with suspensions (2.0x10° to
2.0x10° OBs/mm?) of SEMNPV- AN, resulted in > 50% mortality of larvae from first to
sixth instars (Table 1). The average number of OBs produced by larvae in the six stages
varied broadly according to larval size, as expected. In the first three stages, low

production of OBs (5.15x10°, 8.8x10" and 1.06x10° OBs per larvae) was found,
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compared to the last larval stages (fifth and sixth) that were the major OBs producers
with 1.74 and 2.31x10° OBs/larvae (Table 1). It should be noted that all larvae in the
control reached the adult stage. Larvae of the first three stages showed an average
weight of 1.4, 6.8 and 33.9 mg respectively, while that fifth and sixth larval instars

obtained a final average weight of 276.3 and 340.9 mg, respectively.

The key parameters of the production of OBs by larvae of the host depended of the dose
used for larval infection, duration of infection, growth rate, and weight gain during the
infection period and final weight obtained at death (Shapiro, 1986; Sherman, 1985). The
data obtained in this study of larval weight and OBs production on the 5™ and 6™ instars
are similar to those obtained by other authors, such as Vasquez et al. (2002), that
reported a production of OBs by larvae of 5.4x10% and 7.3x10° for fifth and sixth instars
respectively. Lasa et al. (2007), reported a production of OBs from 1.6x10° to 2.29x10°
per larvae and an average larval weight of 197.6 + 42.5 for fifth instar larvae of S.

exigua.

CONCLUSION

Based on these results we conclude that the native isolate of NPV have a high potential
for use in biological control, and that strategic management of FAW, can be started on
the egg stage and larvae of the last two stages can be use for mass production of NPV

under laboratory conditions.

86



ACKNOWLEDMENT

Author C. Rios thanks to CONACYT for the financial support provided during his Ph.D.

Studies

REFERENCES

Ashley, T. R., 1986. Geographical distribution and parasitization levels for parasitoids of
the fall armyworm, Spodoptera frugiperda. Florida Entomol., 69: 516-524.
Castillejos, V., J. Trujillo, L. D. Ortega, J. A. Santizo, J. Cisneros, D. I. Penagos, J. Valle
and T. Williams, 2002. Granular phagoestimulant nucleopolyhedrovirus
formulations for control of Spodoptera frugiperda in maize. Biol. Control., 24:

300-310.

Fuxa, J. R., 2004. Ecology of insect nucleopolyhedrovirus. Agr. Ecos & Environ., 103:
27-43.

Gardner, W.A. and J.R. Fuxa, 1980. Pathogens for the suppression of the fall
armyworm. Florida Entomol., 63: 439-447.

Hernadndez-Mendoza, J. L., E. C. Lopez-Barbosa, E. Garza-Gonzélez and N. Mayek-
Pérez, 2008. Spatial distribution of Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae) in maize landraces grown in Colima, Meéxico. Inter. J. Trop. Insect
Sci., 28: 126-129.

Hruska, A. J. and F. Gould, 1997. Fall armyworm (Lepidoptera: Noctuidae) and

Diatraea lineolata (Lepidoptera: Pyralidae): Impact of larval population level

87



and temporal occurrence on maize yield in Nicaragua. J. Econ. Entomol., 90:
611-622.

Hughes, P. R., H. A. Wood, J. P. Burand and R. R. Granados, 1984. Quantification of
the dose-mortality response to Trichoplusia ni, Heliothis zea, and Spodoptera
frugiperda to nuclear polyhedrosis viruses: Applicability of an exponential
model. J. Invertebr. Pathol., 43: 343-350.

Ibarra J. E. and Del Rincon C. Ma. C, 2001. Capacidad insecticida de los baculovirus.
In: Los baculovirus y sus aplicaciones como bioinsecticidas en el control
bioldgico de plagas (eds P. Caballero, T. Williams and M. Lépez) pp: 203-256.
Phytoma, Espafia.

Lasa, R., P. Caballero and T. Williams, 2007. Juvenile hormone analogs greatly increase

the production of a nucleopolyhedrovirus. Biol. Contr., 41: 389- 396.

SAS Institute, 2002. “SAS User’s Guide. Version 9.0.” SAS Institute, Cary, NC USA.

Shapiro, D. I, J. R. Fuxa, H. D. Braymer and D. B. Pashley, 1991. DNA restriction
polymorphism in wild isolate of Spodoptera frugiperda nuclear polyhedrosis virus.
J. Invertebr. Pathol., 58: 96-105.

Sherman, K.E., 1985. Considerations in the large-scale and commercial production of
viral insecticides, In: Viral insecticides for biological control (eds K. Maramorosch
and K.E. Sherman) pp. 757-774. Academic Press, Orlando, FL.

Vasquez, J., J. Zeddam and A.A. Tresierra, 2002. Control biolégico del “cogollero del
maiz” Spodoptera frugiperda, (Lepidoptera: Noctuidae) con el baculovirus

SfVPN, en lquitos, Perd. Folia Amazon. 13: 25-39.

88



Table 1: Larval, pre-pupae and pupae mortality of Spodoptera frugiperda treated in the

egg stage with different concentrations of nucleopolyhedrovirus”

Percentage mortality (%) Survival to
Concentration Average of
N adult stage
OBs per ml eggs treated Larvae  Pre-pupae Pupae
(%)
8x10° 426.00 50 100.00 0.00 0.00 0.00
2x10° 157.00 50 98.00 0.00 0.00 2.00
8x10* 302.33 50 92.00 2.00 0.00 6.00
8X10° 208.66 50 70.00 8.00 0.00 22.00
2x10° 412.00 50 53.33 12.66 2.00* 32.00
8X10? 305.00 50 33.00 14.00 4.00 49.00
8x10* 327.33 50 28.66 6.00 0.00 65.33
Control 224.00 50 0.00 2.00* 0.00 98.00

Data are based in the average of three replicates.

n=Number

sample eggs

followed

concentration), *Dead by unknown cause.

through developmental/treatment

(OB
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Fig. 1: Percent mortality of Spodoptera frugiperda larvae treated with different
concentrations of nucleopolyhedrovirus in egg stage using the immersion

method.
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Table 2. Occlusion body’s production in Spodoptera frugiperda larvae inoculated with

nucleopolyhedrovirus

Number of Insects that dead Weight (£SD)
OBs per mm? Mean (+SD) of
Instar insects from virus when collected
(Treatment) OBs per larvae*
inoculated infection (mg)*
First 50 2x10° 47 1.4 +1.0e 5.15X10°%+ 0.49d
Second 50 2x10* 44 6.8+ 1.9e 8.8X10"+ 0.33d
Third 50 2x10° 42 33.9+5.8d 1.06X10%+ 0.71d
Fourth 50 2x10’ 43 154.8 + 4.6¢ 1.09X10° + 0.37¢
Fifth 50 2x10°8 32 276.3+ 7.4b 1.74X10° + 0.43b
Sixth 50 2x10° 29 340.9 + 8.5a 2.31X10°+ 0.79a

*In both cases, values followed by identical letter did not differ significantly according

to Tukey (P>0.05). The results were subjected to ANOVA without prior transformation
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Fall armyworm S. frugiperda (J. E. Smith) (FAW), is a common pest in corn and
other crops (Lu & Adang, 1966). It is a pest of major economic importance capable of
greatly reducing crop production rates (Carnevalli & Florcovski 1995). This insect has 5
to 6 larval instars which feed on tender leaves and stalks causing severe damage in every
stage of plant development (Villa-Castorefia y Catalan-Valencia, 2005; Wiseman et al.,
1966). FAW has been reported to be susceptible to more than 20 species of
entomopathogenic fungi (Gardner & Fuxa 1980; Sanchez-Pefia, 2000). One of these is
Nomuraea rileyi (Farlow) Samson, family Moniliacea (Lezama-Gutierrez et al., 2001)
causing epizooties as observed during August and September 2007, in non-irrigated corn
plots infested with S. frugiperda at the Buenavista experimental field, in Buenavista,
Coahuila. The experimental field is located 25°23° latitude, 101°00° longitude, at an
altitude of 1743 m above sea level with maximum average temperatures of 29°C and
86% relative humidity. This fungus was found among S. frugiperda populations for
three consecutive years (2005, 2006 and 2007). The infected larvae were covered with a
whitish fungus, later turning greenish-gray and identified as N. rileyi according to the
morphological traits described by Ignoffo (1981). Temperature, relative humidity and
rainfall measurements were obtained with the meteorological station of Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro, located 100 m from the experimental site. FAW
populations were observed within a 0.2-0.6 ha area. Samples were collected from leaves
by finger tapping the plants recording the number of infected larvae. Putatively infested

larvae were observed under the microscope to confirm N. rileyi infection.

Experimental corn plots had an average infestation of 1.2, 6.0, 4.1, 0.4 and 0.0. N. rileyi-

infested larvae per meter in June, July, August, September and October 2007
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respectively (Fig. 1). Populations of S. frugiperda decreased immediately after the
samples taken in July; by September, the few larvae found on corn leaves infected with
this entomopathogen were already dead. The larvae were fully covered with whitish
hyphae (Fig. 2a and b) and a green mass of N. rileyi spores (Fig. 2c). Conidias as well as
phialides were also observed (Fig. 2d). This research was focused on infected larvae
during the growing stage of the corn plant, particularly at the corn boot formation. The
largest number of dead larvae found was 6 larvae per linear meter in July. Larvae killed
by N. rileyi were removed from the upper side of the leaves and examined at the
laboratory and cultured in Petri dishes with Potato-Dextrose-Agar (PDA) and V8-Agar
(V8A). Based upon the microscope observations of the characteristics of the infected
larvae as well as slide observations, the fungus was identified as N. rileyi as reported by

Barnet & Hunter (1986).

Average maximum and minimum temperatures during the months of this study (June-
October, 2007) was 28.2 and 13.2°C respectively, averaging 20.65°C and a relative
humidity average of 76.25% (Fig. 1). Sun light hours were between 2.1 to 8.4 indicating
mostly cloudy days. The total number of rainy days and the amount of rainfall from June
to October were 41 and 439.7 mm respectively (Fig.1). These environmental conditions
favored the growth and natural infective power of the fungus, as previously reported by
Vimala-Devi et al. (1966). Infectiveness and pathogenesis of N. rileyi is influenced by
environmental conditions, mainly humidity which it the main requirement for conidia
germination and fungus survival (Ignoffo & Garcia 1985). The temperature range was

also ideal for N. rileyi’s thriving and consequent unleashing of the infection (18 to
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25°C). Temperatures over 35°C usually inhibit the development of this

entomopathogenic fungus (Edelstain et al. 2005).
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Figure 1. Natural ocurrence of Nomuraea rileyi on Spodoptera frugiperda larvae in
Coahuila, Mexico in 2007, correlated with precipitation, temperature and relative
humidity.
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Figure 2. Spodoptera frugiperda larvae covered with a) and b) whitish mycelia of

hyphae, c) mass of green spores Nomuraea rileyi attached on corn leaves and d) fungus

conidia and phialides.
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Resumen

Se caracterizaron cuatro aislamientos de baculovirus de Spodoptera frugiperda
(J. E. Smith) recuperados de suelo, utilizando tres diferentes enzimas de restriccion.
Cada aislamiento se amplifico en larvas de un cultivo axénico del mismo insecto, por
separado, para incrementar el nimero de cuerpo de oclusién. Los diferentes aislamientos
de virus se purificaron en gradientes continuos de sacarosa por ultracentrifugacion. El
DNA purificado de cada aislamiento fue digerido con las enzimas de restriccion EcoRl,
Hindlll y BamHI. Cada aislado mostr6 diferencias significativas en los fragmentos
obtenidos por electroforesis, teniendo una mayor similitud de bandas comigrantes de
DNA, los aislamientos CAD y NAV; con las enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll,
mientras que en el caso de los aislamientos AN; y ANy, estos presentaron diferencias
heterogénicas con las enzimas de restriccion utilizadas. Aislados virulentos de
baculovirus pueden ser obtenidos de suelo, el cual puede ser un importante reservorio de

estos virus.

Introduccion

Actualmente se conoce una gran diversidad de baculovirus que ha quedado
patente con la caracterizacion de distintos aislados geograficos, y sobre todo con las
variantes genotipicas presentes dentro de un mismo aislado. ElI conocimiento de la
diversidad natural, inter e intra especifica entre los baculovirus, podria contribuir a
establecer una mejor clasificacion de esta familia, ademas de ser de especial importancia
para el disefio de bioinsecticidas, cuyo material genético podria incluirse en el

mejoramiento de cepas con mejor potencial para su aplicacion en ecosistemas
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especificos (Mufioz y Caballero, 2001). La seleccion en baculovirus se fundamenta en
los niveles de variacion genética. Sin embargo aislados recuperados de la misma especie
hospedera en distintos lugares geograficos son a menudo diferentes (Cory y Myers,

2003).

Los baculovirus se clasifican acorde al hospedero del cual fueron aislados que
son altamente especificos, sin embargo existen baculovirus que infectan a varias
especies de hospederos, por lo cual se les referencia con diferentes nombres, como es el
caso de Anagrapha falcifera NPV y Rachiplusia ou NPV (Harrison y Bonning, 1999).
También los aislamientos de una misma especie hospedera pueden representar virus
diferentes, ya que en una muestra individual se pueden encontrar MNPVs y SNPVs
(Zanotto et al., 1993; Li et al., 2002a, b) e inclusive dos géneros de baculovirus. Los
perfiles de DNA de los baculovirus, obtenidos mediante el uso de enzimas de restriccion
(REN) muestran que estos son extremadamente variables. Los aislamientos de NPV de
la misma especie hospedera obtenidos de diferentes regiones geogréaficas con frecuencia
muestran diferencias en los patrones de REN de aislados recuperados de lepidopteros.
Takatsuka y colaboradores (2003), mencionan que la variacion es ubicua en los virus de
insectos (Williams y Cory, 1993; Graham et al., 2006). Sin embargo la importancia de la
variacion genética de los baculovirus, ha sido poco estudiada y se sabe muy poco acerca

de los patrones de variacion genética en estos virus.

Los baculovirus son considerados como potenciales agentes de control bioldgico
de plagas de insectos. El interés en este complejo de macromoléculas como

bioinsecticidas ha orientado los esfuerzos cientificos para detectar un aislado o cepa
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potencialmente mas eficaz para controlar poblaciones de insectos plaga. El uso del
baculovirus de Spodoptera frugiperda para el control de poblaciones del gusano
cogollero del maiz S. frugiperda (J. E. Smith) es de gran relevancia economica y se
encuentra ampliamente estudiado (Escribano et al., 1999), ademas de que se le ha
reportado controlando poblaciones de manera natural al cogollero de maiz en Brasil y

Pert (Gomez et al., 1999; Véasquez et al., 2002).

Se han aislado baculovirus de cientos de especies de insectos, sin embargo, pocas
se han caracterizado detalladamente. Los baculovirus son a menudo identificados
inicialmente por su morfologia y sintomatologia caracteristica en sus hospederos. Es
posible caracterizar rutinariamente a los baculovirus mediante la obtencion de sus
patrones de fragmentos de restriccion y asi diferenciar su DNA gendmico entre las
diferentes especies o aislamientos (Cory y Myers, 2003; Theilmann et al., 2005). En el
presente trabajo se reporta el aislamiento, purificacion y caracterizaciéon molecular
utilizando tres diferentes enzimas de restriccion, de aislamientos de baculovirus
obtenidos de larvas de S. frugiperda colectadas de suelos en parcelas de maiz en los

estados de Coahuila y Nuevo Leo6n, en México.

Materiales y Métodos

Obtencion de aislamientos y amplificacion de los baculovirus

Las cepas de baculovirus de S. frugiperda fueron aisladas de suelo de parcelas de

maiz de los estados de Coahuila y Nuevo Ledn, México. Estos aislamientos se
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amplificaron en larvas de S. frugiperda acorde a la metodologia descrita por Richards y
Christian (1999), y Murillo y colaboradores (2007). Para su amplificacion se emple6 una
suspension no purificada, ni cuantificada, la cual fue distribuida en la superficie de dieta
artificial a base de (harina de soya, germen de trigo, agar, levadura de cerveza, acido
ascorbico y sorbico, sal wesson y contenido vitaminico), dejandose secar a temperatura
ambiente y sobre esta dieta se colocaron de 30 a 50 larvas del segundo y tercer estadio
de S. frugiperda tomadas de una colonia mantenida bajo condiciones de insectario (252
°C con un fotoperiodo 12:12 y 50-60% de HR) y alimentadas con dieta artificial
(Southland Products Incorporated). Las larvas infectadas y muertas por la accion del
virus, se recolectaron después de 10 a 12 dias y se colocaron en tubos de ensayo para ser

almacenados a 4 °C, hasta su posterior utilizacion.

Purificacion de cuerpos de oclusion y viriones

La purificacion de los cuerpos de oclusion (COs) de los baculovirus se realizé
mediante gradientes continuos de sacarosa del 40 al 66 % w/w, con el uso de un
formador de gradiente de doble tubo (Bethesta Research Laboratories). En el tubo
interno se colocod la concentracion mas alta de sacarosa y en el tubo externo la
concentracion mas baja. El gradiente se recolectd en tubos de polialomero de 50 ml y se
centrifugo a 24,000 rpm en una ultracentrifuga (Beckman L8-70M), a 4 °C durante 1
hora con un rotor SW 28. De las bandas obtenidas se tomaron las correspondientes a los
COs (poliedros y/o granulos), éstas se lavaron con agua estilada a 10,000 rpm y
finalmente se resuspendieron en alicuotas de 500 pl de H,0 destilada estéril y se

almacenaron a 4 °C hasta su utilizacion. Para la liberacion de viriones, a los COs
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previamente purificados se les agregoé 300 ul de alcali (0.1 M Na,COs3, 0.1 M NaCl) a
un pH de 10.8 y 100 pl de amortiguador TE (0.01 M Tris-HCL, 0.001 M EDTA) a pH
7.6, se incubaron a 25 °C a 140 rpm durante 90 min. Los viriones liberados se
purificaron en gradientes continuos de sacarosa del 20 al 60 %, mediante
ultracentrifugacion a 28,000 rpm por 1.5 h en una ultracentrifuga (Beckman L8-70M).
Posteriormente se colectaron las bandas azules que contenian a los viriones con una
pipeta Pasteur y se realizd un lavado adicional a 28,000 rpm durante 40 min. Los

viriones se almacenaron en tubos Eppendorf a 4 °C hasta su uso posterior.

Extraccion de DNA y digestién con enzimas de restriccion

Para la extraccion de DNA, los viriones purificados se trataron con 400 pl de
amortiguador para proteinasa K (0.01 M Tris, 0.005 M EDTA, 0.5 % SDS), y 100 ul de
Proteinasa K (200 npg/ml) y se incubaron durante 2 h en bafio maria a 37 °C.
Posteriormente, la extraccion de DNA se hizo agregando 500 pl fenol: cloroformo:
alcohol isoamilico (25: 24: 1), y se centrifugd a 13,000 durante 5 min, se colecto la fase
acuosa y se paso a un tubo nuevo. Se agregaron 500 ul de Isopropanol, se incubé por 10
min a 4 °C y se centrifug6 a 13,000 por 10 min, la pastilla colectada de este proceso se
resuspendié en 30 pl de agua destilada estéril y se almacend a -20 °C, hasta su

utilizacion.

El DNA de cada aislamiento se digiri6 separadamente con las enzimas de

restriccion, EcoRlI, Hindlll y BamHI incubando la reaccion por 2 h a 37 °C. EI DNA se
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corrié en un gel de agarosa al 0.6 % a 30V por 18-24 h en una camara de electroforesis
horizontal Maxicell, con amortiguador TBE (Tris Base 0.089 M, acido borico 0.089M,
0.0025 M de EDTA pH 8.0), como amortiguador de reaccion. Se utiliz6 como marcador
de peso molecular el Ladder de 1kb (Gibco, BRL). Los fragmentos de DNA en el gel, se

tifieron con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) y se examinaron con un transluminador UV.

Resultados y Discusion

Muestras de las larvas infectadas por baculovirus fueron maceradas y una
alicuota de la suspension resultante fue observada bajo un microscopio compuesto de
contraste de fases (Carl Zeiss), donde se observaron los COs tipicos de NPV, de tamafio
variable, caracteristicos de la familia Baculoviridae. Se encontrd que los cuatro aislados
obtenidos de suelo son una mezcla de los dos géneros de la familia baculoviridae:
Nucleopoliedrovirus y Granulovirus (Fig. 1). Al respecto Stiles y Himmerich (1998) y
Cory y colaboradores (2005), mencionan que los aislamientos de NPV a partir de larvas
individuales rara vez contienen un solo genotipo o variante, tal y como se muestra en las
imagenes observadas al microscopio, por lo que se puede afirmar que en los suelos
donde se cultiva maiz en las zonas analizadas, y que cuentan con la presencia de S.
frugiperda, constituyen un gran reservorio natural de COs pertenecientes a dos géneros
diferentes de baculovirus de S. frugiperda, SINPV y SfGV (Richards y Christian, 1999).
Como puede observarse en la Fig 1., en los aislamientos de baculovirus aislados de
suelo, se evidencio la presencia de al menos dos tipos de COs virales, poliedros y

granulos.
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Figura 1. a) Cuerpos de oclusion de baculovirus obtenidos de la purificacion de larvas de

Spodoptera frugiperda a) poliedros, y b), granulos. Microfotografia a 100X.

Los cuatro aislados geograficos de NPV evaluados contra larvas del tercer
estadio de S. frugiperda mostraron ser patogénicos; sin embargo hubo variaciones en el
nivel de virulencia, reflejados en la concentracion letal media o CLsg (Cuadro 1), siendo
el aislamiento AN, (proveniente del campo experimental de Buenavista), el que mostr6
mayor activad bioldgica, dado que la CLso estimada para S. frugiperda (5.7x10°
COs/mm?), fue menor (100 veces menos) que en los demas aislamientos. El segundo
mas virulento fue el AN; con 6.5x10* COs/mm?. Este nivel de actividad bioinsecticida,
es similar a los calculados para los aislamientos descritos por Martinez y colaboradores
(2003), ya que ellos reportan una CLsy de 3.4x10* COs/ml. En los aislados CAD y
NAV; se estimé una CLsp de 1.2x10° y 1.9x10° COs/mm? respectivamente, inferior en
actividad a lo publicado por Vasquez y colaboradores (2002) (4.9x10* COs/ml). Cabe
mencionar que ha excepcion del aislado ANy, el resto de los aislados contenian una

mezcla de baculovirus: granulos y poliedros (SfGVs y SfNPVs).
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Un estudio reciente con el NPV de Panolis flammea demostré que el inoculo que
contenia méas de una variante era mas patogénico que el que tenia una sola variante
(Hodgson et al., 2004). Sin embargo, en este trabajo los niveles de virulencia mas
elevados corresponden al Gnico aislamiento que no tenia mezclas de genotipos, AN,
(Cuadro 1), tal y como se evidencio en los estudios morfologicos, el resto de los
aislamientos fueron una mezcla de dos géneros virales. Adicionalmente, una mezcla de
poblaciones de baculovirus también podria ser capaz de retener un conjunto de
caracteristicas biologicas y tener la capacidad de adaptarse mas rapidamente a

condiciones cambiantes, fendmeno que no se pudo comprobar en este trabajo.

Cuadro 1. Concentracion letal media CLsy y limites fiduciales al 95 % de aislados

nativos de baculovirus sobre larvas de tercer instar de Spodoptera frugiperda.

% de Limite Clsg Limite
Aislados® NP X? R?
Mortalidad® inferior ~ (95%)"  superior

SFMNPV-NAV; 420 52.63 6.7X10* 1.9X10°c 9.5X10° 098 0.86
SfMNPV-CAD 420 80.00 0.7X10* 1.2X10°c 1.4X10° 0.83 0.98
SfMNPV-AN; 420 72.22 5.4X10* 6.5X10*% 7.7X10* 0.87 0.96

SfMNPV-AN, 420 100.00 4.3X10° 5.7X10% 7.2X10° 099 0.95

®Aislados de NPV, SFMNPV-NAV;: aislado de parcelas de maiz de Navidad Nuevo Ledn; STMNPV-
CAD: Cadereyta Nuevo Ledn; AN;,: Aislado de Coahuila, México. YNumero de insectos tratados
‘Porcentaje de mortalidad con la concentracién mas alta (4.0x10° COs/mm?). “Los valores de la CLs,
fueron expresados como COs/mm? de la superficie de la dieta, en donde los valores aqui mostrados
seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente de acuerdo a Tukey (P>0.05); Se usaron 20 larvas
por concentracion de NPV, por repeticién (siete concentraciones por tratamiento por repeticién). Ademas
de 20 larvas no tratadas como control por repeticién. X?=Prueba de bondad de ajuste; R*=Coeficiente de

determinacién.
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Cuando se realizé la caracterizacion molecular, mediante la obtencion de los
patrones de fragmentos de restriccion con diferentes enzimas, como puede observarse en
la figura 2, casi todas las cepas se diferencian unas de otras por sus perfiles de DNA o
fragmentos de restriccion con excepcion de los aislamientos CAD y NAV;, que fueron
muy similares. Tres de los cuatro aislamientos (AN;, AN, y CAD-NAV;) mostraron
perfiles diferentes por lo que posiblemente se trate de cepas con distintos COs,
dependiendo del origen del suelo. Los aislamientos AN; y AN,, mostraron perfiles muy
similares entre ellos con las enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll, (Fig. 2), pero con
niveles de virulencia diferentes estadisticamente, siendo el aislado AN, el mas
patogénico (Cuadro 1). No obstante, estos patrones de bandeo fueron totalmente
diferentes a los de las cepas CAD y NAV; al digerirlos con las mismas enzimas, y sus
niveles de virulencia fueron estadisticamente similares (Cuadro 1). Las bandas de DNA
obtenidas con estos dos aislamientos empleando las enzimas BamHI, EcoRI y HindllI
diferian ampliamente, por lo que posiblemente ambos aislamientos corresponden a dos

cepas diferentes.
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Figura 2. Andlisis de fragmentos de DNA de cuatro aislados de baculovirus digeridos
con tres enzimas de restriccion (EcoRI, Hindlll y BamHI). La designacion de los

aislados se encuentra en el cuadro 1. 1 kb ladder.

Las principales diferencias entre las cepas fueron la presencia 6 ausencia de
pequerios fragmentos de DNA que variaron en tamafio. En general, cuanto mayor es la
separacion geografica de cada aislamiento, mayor es la variacién genotipica. Las
diferencias en los fragmentos de DNA obtenidos empleando EcoRI, Hindlll y BamHl,
mostraron que los patrones los cuatro aislados son diferentes (AN,, AN, NAY; y CAD),

tal y como se comportan en su mortalidad hacia S. frugiperda. Tres de estos cuatro
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aislamientos de baculovirus obtenidos de suelo (AN;, NAV; y CAD ), son mezclas,
constituidos al menos por NPVs y GVs, con la excepcion del aislado AN; el cual solo
contenia poliedros del SFNPV. Ademéas muestran diferente grado de actividad en el
mismo insecto y con el mismo estadio y muestran patrones de bandas (grupos de genes)

diferentes por lo que factiblemente sean genotipos 0 razas diferentes de virus.

En la naturaleza, las infecciones mezcladas de virus no se observan
frecuentemente. Sin embargo, se han encontrado generalmente en lepidopteros, trayendo
consigo tanto efectos sinergisticos como antagonicos (Krieg, 1971). Dentro de los
primeros, Tanada en 1959 (citado por Mazzone, 1985) observo un sinergismo cuando
infecto larvas del gusano soldado Pseudaletia unipuncta con un GV y un NPV aislados
del mismo insecto, encontrando un efecto mas severo en las mismas, cuando ambos
virus actuaban juntos. Interesantemente, en este trabajo, la cepa que presentd los
mayores niveles de virulencia, la AN, fue la Unica en donde no estaban mezclados
poliedros y granulos. Esto nos indica que probablemente existe un antagonismo entre
las cepas mezcladas, al cual se debe el bajo nivel de actividad encontrado en las mismas.

Sin embargo, se requieren realizar mas estudios para comprobar este fenémeno.

En diferentes aislados de S. frugiperda, Smits y Vlak (1988) encontraron que
pequefias diferencias genotipicas entre estos no influian en su actividad bioldgica. Sin
embargo, en este trabajo cepas con patrones de restriccion similares, si presentaron
diferencias en sus niveles de virulencia. Por lo anterior, se puede suponer que
probablemente, las bandas diferentes en cada una de ellas podrian contener algunos

genes involucrados en la virulencia. Las causas de la variabilidad en los patrones de
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restriccion entre cepas de baculovirus se han atribuido basicamente a 3 fendmenos:
duplicacion de secuencias virales, insercion de secuencias celulares y mutaciones
puntuales (Brown et al., 1985). Otra posible causa podria ser la recombinacion entre
virus. En este estudio, no se cuenta ain con los elementos necesarios para atribuir la

variabilidad encontrada en los aislados, a uno u otro fenomeno.
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CONCLUSIONES GENERALES

En México existe una gran diversidad de enemigos naturales con potencial para
ser usados dentro de un programa de manejo integrado del gusano cogollero del maiz S.
frugiperda, tales como parasitoides y diversos entomopatdgenos. Dentro de este trabajo,
se logré aislar y caracterizar a diferentes parasitoides y entomopatdgenos naturales de S.

frugiperda.

Los parasitoides mas abundantes de S. frugiperda fueron los himendpteros de las
familias Braconidae (Chelonus insularis, Ch. cautus, Ch. sonorensis), Ichneumonidae
(Pristomerus sp., Campoletis sonorensis), Eulophidae (Euplectrus plathyphenae) y
Dipteros de la familia Tachinidae (Archytas marmoratus). Chelonus insularis fue el

parasitoide con mayor porcentaje de parasitismo.

Los entomopatdgenos infectivos encontrados de manera natural causando
micosis en S. frugiperda fueron los Hyphomycetes, Beauveria bassiana y Nomuraea

rileyi, y un Nucleopoliedrovirus (SFTMNPV) de la familia Baculoviridae.

Los aislados de NPV obtenidos de suelo tienen alto potencial para ser empleados

en el control bioldgico de S. frugiperda. El aislado nativo STMNPV-AN,, registro la



menor CLs, de 5.7x10%, y el menor TLso que fue de 6.5 dfas para larvas de tercer estadio

de S. frugiperda.

Estratégicamente el manejo de S. frugiperda con baculovirus debe de iniciarse en

la fase de huevecillo y durante los tres primeros estadios larvales.

Los estadios larvales 5° y 6 de S. frugiperda pueden ser usados para la

produccién en masa de NPV bajo condiciones de laboratorio.

Los aislamientos de baculovirus son del tipo multiple constituidos al menos por
dos géneros que causan finalmente la muerte de este insecto (un nucleopoliedrovirus y

un granulovirus, que son molecularmente diferentes).

Es factible técnicamente la replicacion del complejo del baculovirus en un

sistema de cultivos empleando dieta artificial como procedimiento de propagacion in

vivo e incremento de cuerpos de oclusion (COs).
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