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Resumen. E|l gusano cogollero del maiz Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) es considerado la plaga mas importante
del cultivo en el mundo. En varios paises se han empleado
exitosamente los nucleopoliedrovirus de la familia Baculoviridae
para su control. Sin embargo, en Colombia, no se cuenta ningun
bioplaguicida viral registrado para el control de la plaga. En el
presente trabajo, se realizo la busqueda de aislamientos nativos
de nucleopoliedrovirus en los departamentos de Tolima, Meta
y Cordoba, mediante la recoleccion de larvas en diferentes
cultivos. Las muestras fueron analizadas por microscopia para
la busqueda de particulas virales y los aislamientos encontrados
se caracterizaron fisica y biologicamente. Se recolectaron 2.140
larvas de S. frugiperda en los tres departamentos muestreados.
Sin embargo, solo en un lugar (Cereté, Cordoba), se encontraron
larvas con sintomas de infeccion viral en campo. El 2% de las
muestras colectadas mostraron sintomas tipicos de infeccion y
en total se identificaron 3 aislamientos codificados como NPV003
(Cordoba), NPV009 (Tolima) y NPVO11 (Meta). Los aislamientos
presentaron un tamano de particula entre 1,93 um y 2,14 um.
Las concentraciones letales medias (CL,,) sobre larvas neonatas
oscilaron entre 2,2 x 105 ClIymL y 7,0 x 105 CI/mL y no se
registraron estadisticas entre los aislamientos, sugiriendo que
todos tienen la misma patogenicidad sobre larvas neonatas del
insecto. Estos virus nativos representan la base para el desarrollo
de una nueva alternativa bioldgica para el control de la plaga,
siendo necesario iniciar los estudios para su formulacion.

Palabras clave: Baculovirus, gusano cogollero, maiz, control
bioldgico.

Abstract. Worldwide, the fall armyworm Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) is considered the most important
pest of maize crop. Nucleopolyhedrovirus of Baculoviridae
family have been successfully used in several countries for its
control. However, in Colombia there are not any biopesticide
registered for the control of this pest. In the present work,
native nucleopolyhedrovirus were isolated from the departments
of Tolima, Meta and Cordoba, by collecting larvae in different
crops. Samples were analyzed by microscopy in order to find
viral particles and the isolates were characterized physically
and biologically. A total of 2,140 larvae of S. frugiperda were
collected in the three sampled zones. However, larvae with viral
infection symptoms in the field were found only in one place
(Cereté, Cordoba). The 2% of the samples exhibited typical
symptoms of infection and 3 isolates were identified and codified
as NPV003 (Cordoba), NPV009 (Tolima) and NPVO11 (Meta).
Isolates showed a particle size between 1.93 um and 2.14 um.
The mean lethal concentrations (LC,,) over neonate larvae
ranged between 2.2 x 105 CI/mL and 7.0 x 105 CI/mL and there
were not statistical differences among isolates, suggesting that
all have the same pathogenicity on neonate larvae of the insect.
Currently, these native viruses represent the base for developing
a new biological alternative for the control of this pest, being
necessary to being the studies for their formulation
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El “gusano cogollero del maiz” Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) es
considerado la plaga mas importante del cultivo de
maiz en muchas regiones de América (Lépez - Avila,
1981; Murua y Virla, 2004). En Colombia, es plaga

secundaria de otros cultivos como sorgo, arroz, cafia
de azlcar, algoddn y pastos (Garcia et al, 2002).
Su amplia distribucién geografica y la gran cantidad
de hospederos alternos hacen que el dafio causado
por este insecto, sea uno de los mas importantes
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a nivel econdmico. La plaga puede causar pérdidas
superiores al 34% en maiz (Carnevalli y Florcovski,
1995) y especificamente en Colombia se han descrito
pérdidas superiores al 60% en dicho cultivo (ICA,
2008).

El control quimico es la practica mas empleada para
reducir los efectos de este insecto. Sin embargo,
generalmente los productos utilizados son altamente
toxicos causando un impacto ecolégico para la
entomofauna benéfica y un alto riesgo de intoxicacion
y residualidad en alimentos. En algunos casos
también se ha generado resistencia del insecto a
dichos productos, ademas de interferencia con la
llegada y accién de los agentes naturales de control
(Garcia y Pulido, 1984; Morillo y Notz, 2001). Por
tales razones, el control bioldgico mediante el uso de
virus entomopatdgenos surge como una alternativa
promisoria y ambientalmente sostenible, debido a su
alta especificidad y virulencia.

Una de las familias de entomovirus mas estudiada
es la Baculoviridae a la cual pertenecen los
nucleopoliedrovirus (NPV). Estos se caracterizan
por presentar cuerpos de inclusion (CI) que los
protegen contra algunos factores ambientales y por
afectar sélo a invertebrados, especialmente insectos.
Adicionalmente, no representan riesgos para otros
organismos incluyendo el hombre, siendo por lo
tanto adecuados para ser utilizados como agentes
de control bioldgico (Burges, 1981). Dichos virus han
sido descritos en aproximadamente 600 especies de
insectos, de las cuales la mayoria pertenecen a los
ordenes Lepidoptera y en menor proporcion a los
ordenes Diptera e Himendptera (Herniou et al., 2003).

El nucleopoliedrovirus de S. frugiperda (SfMNPV) ha
sido aislado de poblaciones del insecto en el norte,
centro y sur de América (Loh et al., 1982; Shapiro et
al., 1991; Berretta et al., 1998; Escribano et al., 1999).
Algunos de estos aislamientos se han evaluado bajo
condiciones de campo, demostrando un alto potencial
como bioplaguicida para el control de la plaga
(Williams et al., 1999; Armenta et al., 2003). Tal es el
caso de Brasil en donde se seleccionaron aislamientos
nativos de NPV con alta actividad insecticida sobre
S. frugiperda, con los cuales EMBRAPA (Empresa
Brasilera de Investigacion Agropecuaria) desarrollo
un producto formulado como un polvo mojable y
estandarizd un sistema de produccion a escala.
Dicho producto se evalu6 bajo condiciones de campo
obteniendo mortalidades del 90% (Valicente y Da

5512

Gomez, J.A.; Guevara, E.J.; Barrera, G.P.; Cotes, A.M.; Villamizar, L.F.

Costa, 1995). En otro trabajo desarrollado también
en Brasil, se evaluaron aislamientos de NPV para el
control tanto de S. frugiperda como de S. exigua
(plaga polifaga que consume hortalizas y otros
cultivos en todo el mundo) y se obtuvieron resultados
altamente significativos en cuanto a la mortalidad
de las dos especies del insecto, con porcentajes de
control incluso superiores a los logrados con productos
quimicos (Guimaraes et al., 2003).

Por otra parte, ante la Agencia de Proteccion Ambiental
de los Estados Unidos (EPA) existen actualmente cinco
nucleopoliedrovirus registrados para su venta como
bioplaguicidas, de los cuales ninguno se recomienda
para el control de S. frugiperda (EPA, 2010).

En Colombia, el centro de Biotecnologia y Bioindustria
(CBB) de CORPOICA produce comercialmente un
bioplaguicida a base de un granulovirus de Phthorimaea
operculella para su uso como protector de la semilla
de papa bajo condiciones de almacenamiento. Su
elaboracion se realiza en una planta registrada ante el
Instituto Colombiano Agropecuario ICA. El Laboratorio
de Control Bioldgico de CORPOICA ha evaluado
aislamientos foraneos de NPV para el control de S.
frugiperda con resultados promisorios, alcanzando
mortalidades de larvas superiores al 90% bajo
condiciones de laboratorio. Sin embargo, no se contaba
con aislamientos nativos de este virus, que podrian
estar mas adaptados a las condiciones agroclimaticas
del pais y no existia ni existe actualmente ningln
producto viral registrado en Colombia para el control
de este insecto, surgiendo la necesidad de iniciar un
trabajo en este tema.

Con base en los antecedentes y considerando la
iniciativa expuesta anteriormente, se planteé como
objetivo del presente trabajo realizar la busqueda de
aislamientos nativos de NPV de Spodoptera frugiperda
y caracterizarlos fisica y bioldgicamente, con miras al
futuro desarrollo de un bioplaguicida para el control
de esta plaga.

MATERIALES Y METODOS

Cria del insecto. Los insectos utilizados para la
investigacion fueron obtenidos a partir de la cria de
S. frugiperda ubicada en el Centro de Biotecnologia y
Bioindustria de CORPOICA (Mosquera, Cundinamarca)
y establecida a partir de larvas colectadas en cultivos
de maiz en el municipio del Espinal (Tolima). Los
insectos se mantuvieron en un cuarto a 26 = 2 °C
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y 60% de humedad relativa, con un fotoperiodo de
12 horas. Las larvas fueron manejadas de manera
individual en recipientes plasticos de 25 mL que
contenian 15 mL de dieta artificial (harina de maiz
8,3 g; levadura de pan 8,3 g, harina de frijol 41,6
g; formaldehido al 10% 1 mL; metilparabeno 0,6 g;
acido ascorbico 0,8 g; acido sorbico 0,7 g; aceite de
linaza 2 mL; caseina 0,8 g; agar 4,0 g y agua destilada
estéril 300 mL).

Recoleccion de larvas. | a blsqueda de aislamientos
de NPV se realiz6 en los departamentos de Cérdoba,
Tolima y Meta (Colombia). Para ello se seleccionaron
fincas con cultivos de maiz, sorgo, algoddn, entre
otros, en los que se hubiera detectado la presencia
de la plaga. En cada cultivo se observaron las plantas,
en las hojas y los cogollos en busca de las larvas de
S. frugiperda, las cuales se colocaron individualmente
en vasos con dieta artificial. Las larvas muertas o
que presentaban algun sintoma de infeccion viral se
recogieron individualmente en tubos Eppendorf con
1 mL de solucién salina estéril. Las muestras fueron
transportadas al Laboratorio de Control Bioldgico de
CORPOICA para su andlisis y alli fueron mantenidas
en cuarentena en un cuarto de bioensayos con las
condiciones de temperatura y humedad mencionadas
anteriormente. Los vasos con dieta y con los insectos
se rotularon con los datos de los sitios de recoleccidn.

Biisqueda e identificacion de aislamientos
nativos de nucleopoliedrovirus. Las larvas se
revisaron diariamente registrando todo cambio en
su comportamiento o caracteristicas morfoldgicas.
Cada larva muerta o con sintoma de infeccién viral se
macerd en solucion salina y la suspension obtenida
se observd en el microscopio Optico (400x) para la
busqueda de los cuerpos de inclusion del virus, los
cuales tienen una forma poliédrica caracteristica.

Aquellas muestras en las que se observaron posibles
cuerpos de inclusion o sintomatologia de infeccion
viral, se emplearon para realizar una prueba de
reproduccion de sintomas de la enfermedad. Para
esto, se tomaron 100 pL de la muestra y se mezclaron
con 100 pL de una solucion que contenia sacarosa
al 4% y azul de alimentos Tuska® (Azul No 1 y
Azul No 2) al 1%. Dicha solucion fue suministrada
por via oral a un grupo de larvas de S. frugiperda
de segundo estadio que se sometieron previamente
a 24 horas de ayuno, empleando el método de la
gota descrito por Hughes y Wood (1981). Se tomo¢ el
contenido del pozo previamente homogeneizado con
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una micropipeta de 10 pL y se dispensaron gotas de
2 uL en forma circular en un disco plastico de color
blanco. Posteriormente se ubicaron las 40 larvas de S.
frugiperda en el interior del circulo y se esper6 hasta
que bebieran el tratamiento, lo cual se evidencid
por la coloracién azul en el cuerpo de las mismas,
como consecuencia de la ingestién del virus con el
colorante. El cambio de color fue detectado mediante
observacién en un estereoscopio y se seleccionaron
aquellas larvas que consumieron el tratamiento en un
lapso menor a 10 minutos.

Las larvas inoculadas fueron ubicadas individualmente
en vasos con dieta artificial y posteriormente fueron
incubadas en un cuarto de bioensayos a 26 + 2 °C.
A partir del quinto dia de incubacién, se realizd una
revision diaria y se separaron aquellas larvas que
presentaron sintomatologia tipica de la infeccion viral
(coloracion blanca lechosa a café clara, pérdida de
turgencia y fragilidad del tegumento).

Los aislamientos de nucleopoliedrovirus recuperados
y multiplicados en las larvas de S. frugiperda
fueron conservados en solucién salina estéril a
-70 °C e ingresados al Banco de Germoplasma de
Microorganismos con Interés en Control Bioldgico de
CORPOICA.

Produccién y purificacion viral. La produccion
de los virus para ser empleadas en los bioensayos
se realizd mediante la inoculacién de larvas de S.
frugiperda de tercer estadio, con suspensiones de
cada uno de de los aislamientos en estudio, utilizando
la misma metodologia descrita anteriormente.

Para la purificacion viral se uso el método descrito
por Valicente et al. (1989) modificado. Las larvas
infectadas de cada aislamiento fueron homogeneizadas
en un mortero estéril de porcelana con solucion
de sodio-dodecil-sulfoxido (SDS) al 0,1% estéril y
posteriormente se filtraron por tres capas de velo
suizo para retirar el tejido del insecto. El liquido se
centrifugd a 1000 rpm durante 1 min y se recogio
el sobrenadante, el cual se centrifugd a 15000 rpm
por 30 min. El sedimento obtenido se resuspendio
en 1 mL de tampdn Tris HCI 0,1M pH 6,0 y se ubico
sobre un colchdn de sacarosa del 40% y 60%.
Posteriormente se centrifugd a 15000 rpm durante
30 min y se retir6 la banda correspondiente al virus
y se realizaron dos lavados con el mismo tampdn.
La suspension purificada obtenida se guardd en
congelacion a -20 °C.
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Caracterizacion de los aislamientos virales

Caracterizacion fisica: tamaio de particula de
los cuerpos de inclusion (CI). El tamafio medio
de los CI se determind mediante microscopia dptica,
midiendo el didmetro de 100 particulas de cada
aislamiento con un micrometro adaptado al ocular
de un microscopio Olympus CH30RF100 (Hirech et
al, 2003). Adicionalmente se fotografiaron los CI
mediante microscopia electrénica de transmisién con
el fin de analizar su morfologia y estructura y para
corroborar el tamafio de particula de las mismas.

Caracterizacion bioldgica

Determinacion de la concentracion letal media
CL,,. Con todos los aislamientos de NPV se realizd
un bioensayo siguiendo la metodologia descrita por
Tamez et al. (2006). Con el virus purificado se prepard
una suspension viral y se determind la concentracion
mediante recuento en cdmara de Neubauer. A partir de
esta suspension se prepararon cinco concentraciones
correspondientes a 2x10%, 2x10°, 2x108, 2x107 y 2x108
CI/mL. Se colocaron 100 L de cada concentracion en
un pozo de una fila de una microplaca de 96 pozos
de fondo plano. Posteriormente se adicionaron a cada
pozo 100 pL de la solucion de sacarosa y colorante
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azul de alimentos y con la muestra final contenida
en cada pozo se inocularon 30 larvas neonatas de
S. frugiperda, siguiendo la metodologia descrita
anteriormente (Hughes y Word, 1981).

Las larvas se ubicaron individualmente en vasos con
dieta artificial y se incubaron a 26 + 2 °C. Se contd
con un testigo absoluto que consistié en larvas que
no fueron sometidas a ningun tratamiento. Al cabo de
siete dias se registrd la mortalidad de las larvas.

El disefio experimental del bioensayo fue completamente
al azar y los resultados de mortalidad fueron sometidos
a un analisis Probit (Finney, 1952), mediante el
programa Biostat 2007 para la determinacion de la
concentracion letal media.

RESULTADOS Y DISCUSION

Biisqueda e identificacion de aislamientos nativos
de nucleopoliedrovirus. En total se realizaron cinco
muestreos de larvas de S. frugiperda para la busqueda
de aislamientos nativos de NPV en los departamentos
de Codrdoba, Meta y Tolima en Colombia. Se
recolectaron 2.140 larvas en los tres departamentos
a partir de diferentes cultivos (Tabla 1).

Tabla 1. Numero total de larvas de Spodoptera frugiperda colectadas y nimero de larvas segulin su causa de

mortalidad.
Larvas muertas
Departamento  Larvas Hongosy  Nucleopoliedrovirus  Granulovirus  Infeccién Total
sanas  sarasitoides (NPV) (GV) mixta (NPV

y GV)
Cordoba 555 32 38 (Cultivo: pastos) 15 (Cultivo: 9 (Cultivo: 649

pastos) pastos)
Tolima 401 12 1 (Cultivo: Maiz) 0 0 414
Meta 758 315 4 (Cultivo: Sorgo) 0 0 1077
Total 1714 359 43 15 9 2140

Las larvas que murieron durante la cuarentena
se analizaron mediante microscopia de luz y se
encontraron 43 muestras (2%) con cuerpos de
inclusion poliédricos caracteristicos de los NPV (Figura
1 A). El departamento con mayor incidencia viral fue
Cdrdoba con 38 muestras positivas, seguido de Meta
con cuatro y por ultimo Tolima donde se encontrd
una sola muestra positiva. Sin embargo, las larvas
fueron colectadas en el mismo sitio de muestreo en
cada departamento, razén por la cual se selecciond
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una sola muestra de cada sitio y se consideré como
un aislamiento viral. En total se aislaron 3 NPV de
S. frugiperda en Colombia, lo que corresponde a
un 0,14% de ocurrencia de este entomopatdgeno.
Resultados similares fueron encontrados en Brasil,
en donde se realizd un muestreo de larvas de S.
frugiperda para la busqueda de diferentes enemigos
naturales del insecto y a partir de 14.000 larvas
recolectadas se encontraron 21 aislamientos de NPV
(0,15% de ocurrencia) (Valicente, 1989; Valicente y
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Barreto, 1999), lo cual sugiere que probablemente
en poblaciones de campo del insecto en Colombia y
Brasil, se encuentra una incidencia de NPV promedio
del 0,14%, aunque es importante resaltar que
la presencia y persistencia de los baculovirus en
condiciones de campo se puede ver afectada por
diferentes factores como la densidad de poblacion
del insecto hospedero, la cantidad de indculo viral,
las condiciones fisicas y quimicas del suelo, etc.
(Williams y Caballero, 2008). Los tres aislamientos
encontrados fueron codificados como NPV003
(Cérdoba), NPV009 (Meta) y NPVO11 (Tolima).

Los sintomas caracteristicos de las larvas infectadas
por NPV fueron la pérdida de apetito y movilidad,
cambio en la coloracion desde blanco hasta café,
fragilidad y ruptura del tegumento, sintomas
descritos para este tipo de virus (Caballero, Lopez-
Ferber y Williams, 2001; Vasquez, Zeddam vy
Tresierra, 2002). Sin embargo, dicha sintomatologia
solo fue evidente en las larvas mantenidas bajo
condiciones de laboratorio, ya que en campo sélo
una larva colectada en el departamento de Cérdoba
presentd sintomatologia tipica de infeccion. Como lo
describié Laarif et al. (2003) en su estudio sobre la
epidemiologia de un baculovirus de P. operculella en
Tunez, los sintomas de infeccion exhibidos en campo
son dificiles de encontrar y algunas larvas infectadas
pueden no mostrar sintomas indicativos de la

NPV003 - CORDOBA

NPYPP9 - META

presencia de la enfermedad. Este fendmeno puede
deberse a la presencia de bajas concentraciones del
virus en el insecto o a un caso de infeccion latente.
Es por esto que el andlisis microscopico, molecular
y bioldgico (reproduccion de sintomas virales bajo
condiciones de laboratorio), es fundamental para el
aislamiento de baculovirus en muestras recolectadas
en campo.

El mayor nimero de larvas de S. frugiperda
afectadas por baculovirus se encontrdé en areas con
cultivo de pastos, seguido por los cultivos de sorgo
y maiz. Esto podria deberse a que para que tenga
lugar la transmision del virus, es necesario que
haya un transporte de cuerpos de inclusion virales
desde el suelo hasta la superficie foliar donde son
ingeridos por insectos susceptibles, lo cual puede
ocurrir por accion de la lluvia y otros agentes fisicos
(Williams y Caballero, 2008). En el caso del cultivo
de pastos, las particulas virales pueden movilizarse
mas facilmente desde sus reservorios (el suelo y la
superficie foliar) a la vegetacion cercana, asi como
las larvas pueden pasar mas facilmente de una
planta a otra. Igualmente, el rapido crecimiento
del maiz o el sorgo comparado con el pasto, hace
que se produzca mayor superficie foliar que no se
encuentra contaminada por el virus, reduciendo la
posibilidad de diseminacion de la infecciéon en las
larvas presentes (Fuxa, 1982).

NPVO11 - TOLIMA

Figura 1. Cuerpos de inclusién de los aislamientos nativos de NPV de Spodoptera frugiperda detectados en
la hemolinfa de larvas infectadas. (A) Microscopia de luz (100X), (B) Microscopia electrénica de transmision.
Las flechas sefialan los viriones que pueden contener una o varias nucleocapsides.
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Por otra parte y aunque no era el proposito del
muestreo, en el departamento de Codrdoba se
encontraron larvas afectadas por un virus del género
granulovirus (Tabla 1), lo cual se evidencid por la
presencia de un color blanco lechoso y flacidez sin
ruptura del tegumento. Al observar la hemolinfa
en microscopio de luz se apreciaron pequefias
particulas con movimiento Browniano que fueron
confirmadas como granulovirus al observarlas en
microscopio adaptado con campo oscuro. En total
se encontrd una incidencia de este agente viral del
0,04%. Algunos autores también han reportado la
presencia de granulovirus afectando larvas de S.
frugiperda (Diez y Lorenzatti, 1986; Dauthduille,
Croizier y Ferron, 1988; Valicente 1989), aunque
es mas comun la incidencia de dicho virus sobre
larvas de otras especies de Spodoptera como S.
litura y S. exigua (Narayanan, 2002; Lau, Sajap y
Samad, 2006; Wang et al,, 2008). El aislamiento
de granulovirus de S. frugiperda encontrado en el
presente trabajo fue conservado a -70 °C para ser
estudiado en investigaciones futuras y confirmar su
identidad mediante herramientas moleculares.

Adicionalmente, de las 24 larvas que presentaron
infeccion por granulovirus, 9 de ellas mostraron
también infeccion con NPV, lo cual sugiere una co-
infeccion de estas muestras con los dos agentes
virales (Tabla 1) (Tanada, 1959). La presencia de
dos especies virales puede resultar en diferentes
mortalidades del hospedero, comparado con
infecciones virales simples, pudiendo presentar
mayor mortalidad (efecto aditivo o sinérgico) o
menor mortalidad (inhibicion virus-virus) (Hackett
et al., 2000). Sin embargo, el mayor efecto
evidenciado ha sido el sinergismo, en el cual la
presencia del granulovirus aumenta la infectividad
del NPV. Dicho efecto se debe a la expresion por
parte del granulovirus de una proteina de la familia
de las metaloproteasas denominada “enhancin”, la
cual aumenta la permeabilidad de la membrana
peritréfica del intestino medio del insecto vy
degrada la mucina intestinal, sitios de entrada
de los viriones de los baculovirus, aumentando
la susceptibilidad del insecto a la infeccién viral
(Hoover et al.,, 2010; Peng, Zhong y Granados,
1999). El efecto de la co-infecciéon encontrada en
este trabajo sera evaluado posteriormente con el
fin de identificar el tipo de interaccion entre los
dos virus y generar posibles recomendaciones
de formulacién y aplicacion en mezcla de los dos
virus.
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Caracterizacion de los aislamientos virales

Caracterizacion fisica

Tamaio de particula de los cuerpos de
inclusion (CI). El didmetro de las particulas virales
fue determinado mediante microscopia ptica. Los
CI virales presentaron diametros que oscilaron
entre 1,93 y 2,14 pm con un valor medio de 2,0 + 0,5
pm, 1,9+ 0,4 umy 2,1 £ 0,5 pm para los aislamientos
NPVO003, NPV0O11 y NPV009, respectivamente (Figura
1A). Estos resultados se encuentran dentro del rango
de tamafio descrito por Caballero, Lopez-Ferber y
Williams (2001) para los NPV, el cual oscila entre
0,5y 15 pm o del descrito por la Organizacion para
la Cooperacion Econdmica y el Desarrollo, quienes
afirman que el diametro de las particulas virales puede
estar entre 0,15 y 15 pm (OECD, 2002).

Los tres aislamientos virales colombianos mostraron
varios viriones por cuerpo de inclusién (Figura 1B),
los cuales contienen de 1 a 8 nucleocapsides por
viridn. Estas observaciones permiten clasificar los
tres aislamientos nativos dentro del grupo de los
NPV multiples (MNPVs) (Caballero, Lopez-Ferber y
Williams, 2001).

Caracterizacion bioldgica:

Determinacion de la concentracion letal media
CL,, Se utilizo un modelo Probit para calcular la
relacién dosis-mortalidad de los aislamientos de NPV
nativos sobre larvas neonatas de S. frugiperda a los
7 dias post-inoculacién. Los valores p obtenidos
fueron superiores a 0,05 (Tabla 2), lo que permitio
aceptar la hipdtesis de que existe una correlacion
lineal entre la dosis y la mortalidad de las larvas.
Los bajos valores de Chi-cuadrado (%?) sugirieron
homogeneidad entre los datos (menores a 5,
Tabla 2), lo que ademas indico que la distribucion
experimental se ajustd a la tedrica (Zar, 1999).

La mortalidad de las larvas se vio afectada por la
concentracion viral utilizada y los valores de concentracion
letal media (CL,,) oscilaron entre 1,5 x 10° CI/mLy 7 x
10° CI/mL (Tabla 2). La comparacién entre los limites
fiduciales (95%) tanto de la concentracion como de
la potencia relativa indicd que no existen diferencias
significativas entre la patogenicidad de los tres
aislamientos virales. Sin embargo, segln las potencias
relativas calculadas, el virus mas patogénico fue el
aislado en el departamento del Tolima, seguido por el
proveniente de Cérdoba y por ultimo el obtenido
en el Meta (Tabla 2).
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Tabla 2. Concentracion letal media de los aislamientos nativos de NPV sobre larvas neonatas de
Spodoptera frugiperda al séptimo dia post-inoculacion. Los datos de cada aislamiento corresponden al

promedio de las tres repeticiones en el tiempo.

Aislamiento CL,, Limites Potencia Limites de Nivel Heterogeneidad
viral (CI/mL) de confianza 95%  relativa confianza 95% dep
(CI/mL) (Potencia)
Inferior Superior Inferior Superior X2 G.L.
NPV003 2,3x10° 54x10* 4,7x10° 1,0 1,0 1,0 0,25 4,72 3
(Cérdoba)
NPVO11 1,5x10° 6,8x10* 3,0x10° 1,5 0,8 15,3 0,33 3,73 3
(Tolima)
NPVO09 (Meta) 7,0x10° 29x10° 6,2x 108 0,3 0,2 0,8 0,33 3,73 3

Las concentraciones letales medias determinadas
para los aislamientos nativos fueron menores
que la mencionada por Villamizar (2008) para el
aislamiento NPV001 de S. frugiperda proveniente
de Peru, empleando las mismas condiciones y la
misma colonia del insecto. Este autor cuantificd un
valor de 2,1 x 108 CI/mL, lo que indica que dicho
aislamiento viral es entre 3 y 14 veces menos
patogénico sobre larvas neonatas de S. frugiperda
que los aislamientos colombianos. Esto podria
sugerir que los aislamientos obtenidos a partir
de larvas de S. frugiperda en el presente trabajo,
posiblemente se encuentran mejor adaptados al
hospedero y a las condiciones ambientales del
pais. Resultados similares fueron encontrados en
un estudio realizado con el NPV de Trichoplusia ni
(TnSNPV) en Canada, en donde los aislamientos
nativos fueron mas infectivos y virulentos sobre el
insecto, que los aislamientos de sitios geograficos
diferentes (Erlandson et al, 2007). Esto indica
que existe una fuerte presion selectiva para que el
virus mantenga una alta actividad bioldgica hacia
las poblaciones de insectos locales, probablemente
mediante el mecanismo de co-evolucion hospedero-
patégeno (Herniou et al., 2004).

En otro estudio realizado por Escribano et al.
(1999) se determind la actividad bioldgica de
cuatro aislamientos de NPV de S. frugiperda,
provenientes de Espafia, USA, Argentina vy
Nicaragua, obteniendo valores de CL,; similares
a los alcanzados en el presente trabajo con
los aislamientos de USA y Nicaragua y valores
significativamente mayores con los aislamientos
de Argentina y Nicaragua (3,1 x 106 CI/mLy 1,2 x
107 CI/mL respectivamente). Esta variacion puede
estar relacionada con diferencias genéticas entre
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los aislamientos virales. Sin embargo, los resultados
no son completamente comparables, considerando
que las metodologias de los experimentos fueron
diferentes, debido a que la evaluacién de los
aislamientos en dicha investigacion se realiz6 con
larvas de segundo estadio.

Los aislamientos nativos encontrados en este
trabajo, podrian ser genéticamente distintos a otros
NPV aislados en diferentes regiones geograficas,
lo cual posiblemente tendria efectos variables en
su patogenicidad y virulencia. Normalmente, los
NPV encontrados en campo son mezclas de varios
genotipos (Mufoz et al., 1999; Simon et al., 2004;
Simon et al.,, 2005); por tal razén, es necesaria
la caracterizacion genotipica de estos, con el fin
de seleccionar el genotipo o las mezclas con las
mejores caracteristicas bioldgicas y tecnoldgicas e
iniciar el desarrollo de un bioplaguicida.

CONCLUSION

Se encontraron tres aislamientos nativos de NPV de
S. frugiperda en Colombia, los cuales pertenecen
al grupo de NPV mudltiples y presentaron la misma
actividad bioldgica sobre larvas neonatas del
insecto.
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