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Resumen

El uso de un insecticida biolégico contra la
plagadel maiz Spodoptera frugiperda, basado
en la accién de un virus entomopatégeno, fue
probada. Se establecié un pie de cria para
el proceso de produccién y multiplicacion
del virus por medio de hospederos vivos,
infectando las larvas con una formulacién
liquida a base de larvas maceradas con
sintomas virales. Se obtuvo el indculo
inicial del virus a base de larvas que
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presentaran la sintomatologia caracteristica.
La formulacién liquida fue utilizada
sobre larvas sanas, con el fin de probar
su efectividad in vivo. Se identificaron
individuos con posible sintomatologia
de virus; sin embargo, la formulacién
liquida alcanzé bajas tasas de mortalidad
en su aplicacién, probablemente por la
degradacion del virus frente a la luz UV o
la baja concentracién viral presente en la
solucion.

Se tomaron muestras del sistema digestivo
de larvas muertas con sintomatologia de
infeccién viral para ser observadas en
microscopia electrénica de transmisién. No
se visualizaron claramente poliedros u otras
particulas virales; por lo tanto, no se logr6
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Existen mas de 700
virus con la capacidad
de infectar diferentes
especies de insectos.
Muchas de estas
enfermedades virales
ocurren naturalmente en
insectos de importancia
agricola; estos
representan una muy
buena alternativa, sobre
todo para pequerios
agricultores, ya que la
inversion inicial no

es alta.

18

corroborar la infeccion viral. Varios factores
afectaron las muestras. El congelamiento
lento (2-4 °C) de larvas muertas pudo
provocar la formacién de cristales de agua
intracelulares, que destruyeron los tejidos.
Un lapso prolongado entre la muerte
de la larva y su diseccién pudo iniciar
procesos de necrosamiento y putrefaccion
posteriores a la muerte celular, que también
pudo provocar la dispersiéon del contenido
celular, siendo esto una dificultad para
visualizar el virus en el microscopio
electrénico.

Key words
Spodoptera frugiperda, corn, biological
insecticide, entomopathogenic virus,

nuclear polyhedrosis virus (NPV).

Abstract

The use of a biological insecticide
against Spodoptera frugiperda —important
corn plague- based on the action of an
entomopathogenic virus, is tested.
A small population of healthy worms
was established worms were used for
production and multiplication of the
virus, by spraying them with a liquid
formulation based on macerated worms
with tentative symptoms of infection. The
initial inoculum of the virus was obtained
from worms with symptoms of infection
observed in field. Liquid formulation was
tested on healthy larvae and effectiveness
was measured at in vitro conditions.
Individuals with possible symptoms of
virus infection were identified; however,
the liquid formulation produced a low
mortality.

A possible degradation of the virus by
UV light or low viral concentration in the
solution could be causes for low mortality.
Samples of the digestive system of dead
worms with symptoms of viral infection
were observed under a transmission
electron microscopy. Polyhedra or
inclusion bodies, and other viral particles
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were not observed, therefore, corroboration
of virus infection was not achieved.
The inability to observe the virus was
due to various factors such as sample
freezing (2-4° C), which had lead to the
formation of intracellular crystals of water,
producing the destruction of cell tissues.
Also, a prolonged period of time between
the death of the worm and its dissection
could initiate processes of decomposition
and post-necrotic cell death, which could
cause the dispersal of cellular contents,
making difficult to see the virus under the
electron microscope.

Introduccion

El gusano cogollero, Spodoptera frugiperda
(Smith) (Lepidoptera: noctuidae) es
considerado la plaga mds importante del maiz
en América Latina. Esta afecta toda la etapa
del crecimiento inicial de la planta (Romadn,
1998; Méndez et dl., 2002; Véasquez et dl.,
2002; Fernandez, 2002; Sotelo y Zelaya,
2004). Se han documentado pérdidas de
hasta un 73% en el rendimiento del maiz
(Méndez et dl., 2002).

El método de control de Spodoptera
frugiperda, comtinmente utilizado en el
maiz, es el uso de plaguicidas sintéticos.
Sin embargo, se ha reportado poca
efectividad, altos costos, dafios ambientales
y perjuicio en la salud humana. Este hecho
ha incentivado la realizacién de constantes
esfuerzos, tendientes a encontrar
alternativas efectivas en la utilizacién de
los plaguicidas convencionales (Romén,
1998; Escribano et dl., 1999; Vasquez et
dl., 2002; Sotelo y Zelaya, 2004; Badii
y Abreu, 2006; Rodriguez et dl., 2002,
Lecuona, 2002).

Existen més de 700 virus con la capacidad
de infectar diferentes especies de insectos.
Muchas de estas enfermedades virales
ocurren naturalmente en insectos de
importancia agricola; estos representan una
muy buena alternativa, sobre todo para
pequefios agricultores, ya que la inversion
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La produccion de virus
en insectos hospederos
vivos es el método
actualmente mds
utilizado para obtener
material utilizable en
los insecticidas virales
(Romdn, 1998; Lasa

et dl., 2008), pues los
insectos que han sido
infectados por los
baculovirus representan
una fuente de inoculo
para otras larvas
susceptibles presentes en
un cultivo.

Tacnologia:

inicial no es alta (Marina y Narvéez, 2001;
Cruz, 2002). Por lo tanto, los virus son
agentes promisorios para ser utilizados
como insecticidas bioldgicos en programas
de biocontrol (Romdn, 1998; Marina y
Narvéez, 2001). De acuerdo con Lecuona
(2002), la lista de bioinsecticidas basados
en virus entomopatégenos no parece ser
muy numerosa. Los virus entomopatdgenos
son entidades submicroscépicas y de
obligada patogenicidad (Romén, 1998),
que generan enfermedades infecciosas y se
multiplican en los tejidos de los insectos
hasta, eventualmente, ocasionar su muerte.

Los virus de poliedrosis nuclear (VPN)
forman parte de los baculovirus y son
exclusivos de los artrépodos, que infectan
a numerosas especies de insectos,
principalmente lepidopteros (Maracaji et
dl., 1994; Roman, 1998; Badii y Abreu,
2006). Estos ofrecen un gran potencial para
ser utilizados dentro del manejo integrado
del cogollero (Romdn, 1998; Vasquez et
dl., 2002; Rodriguez et dl., 2002; Lopez
et dl., 2004), por su alta especificidad
a determinadas plagas, alta virulencia,
compatibilidad con otras ticticas de control,
facilidad de produccién, estabilidad en
el almacenamiento, seguridad (inocuo al
hombre y otros animales) y la ventaja
de no afectar el balance natural del
agroecosistema (Maracajd et dl., 1994;
Roman, 1998; Lépez et dl., 2004; Murillo
et dl., 2000; Badii y Abreu, 2006).

La produccién de virus en insectos
hospederos vivos es el método actualmente
mds utilizado para obtener material
utilizable en los insecticidas virales
(Roman, 1998; Lasa et dl., 2008), pues
los insectos que han sido infectados por
los baculovirus representan una fuente
de inéculo para otras larvas susceptibles
presentes en un cultivo (Romdan, 1998;
Marina y Narvéez, 2001).

El objetivo principal del presente estudio
fue realizar la recoleccidn, identificacion y
multiplicacién de virus entomopatégenos
de Spodoptera frugiperda presentes en
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los cultivos de maiz, mediante el uso de
hospederos vivos.

Materiales y métodos

Recolecta de larvas

Se establecié el cultivo de maiz en una
parcela de la Escuela de Ingenieria Agricola
del Instituto Tecnolégico de Costa Rica.
No se aplicé ningtin tipo de agroquimico.
De dichas parcelas se extrajeron tanto los
individuos para el pie de cria como gusanos
naturalmente infectados por el virus, junto
a individuos recolectados también en
parcelas de Guépiles y San Ramoén.

La sintomatologia consistia en el
amarillamiento en ciertas zonas del cuerpo
y otras partes necrosadas. Ademads, luego
de mantenerse varios dias en los frascos
de recolecta, algunas larvas presentaron
en su cuerpo un tejido de apariencia
acuosa y blanda, y en los recipientes
hubo restos liquidos, de un color café
grisiceo. Las larvas recolectadas con la
sintomatologia descrita con anterioridad
fueron transportadas individualmente, para
luego ser almacenadas en un congelador a
una temperatura de entre 2 y 4°C.

Cria del insecto hospedante

Se realiz6 una recolecta de individuos para
el establecimiento inicial del pie de cria. Las
larvas recolectadas se transportaron hasta
el laboratorio en microjaulas rectangulares
(12 x 25 x 7 cm) de plastico o frascos
individuales de 3,5 x 4,5 cm, con hojas
tiernas de maiz como alimento temporal.

En el laboratorio, los ejemplares fueron
individualizados en recipientes pldsticos
pequefios, de 3,5 x 4,5 cm, agujereados
en la tapa para permitir la circulacién del
aire y agregado un cubo de dieta artificial
(desarrollada por Chacén et dl., 2007) de
aproximadamente 1 cm®.

Solucion viral

La extraccion del VPN se realizd por
medio del macerado de 35 larvas con
sintomatologia de muerte por virus
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homogenizado, con 40 mL de agua destilada
hasta obtener una solucion liquida, la cual
se colod con el fin de retener restos grandes
de tejido animal. Esta solucién fue disuelta
nuevamente (0,06 larvas/mL) con agua
destilada en un recipiente con asperjador
de 500 mL, la cual fue almacenada a
una temperatura de entre 2 y 4°C en un
congelador.

Inoculacion del VPN y su efecto
sobre las colonias sanas del
hospedante

Un grupo de 50 larvas individualizadas
de Spodoptera frugiperda, entre el
tercer y cuarto estadio de desarrollo, fue
rociado con la solucién viral preparada
anteriormente. Cada dos dias, en el tiempo
de una semana, se rocidé directamente a
las larvas con la solucién viral; estas se
revisaron a diario, con el fin de identificar
aquellas que presentaran sintomatologia
evidente de accion viral. Las que lo hacian
fueron almacenadas en tubos eppendorf en
un congelador, a una temperatura de entre
2y4°C.

Identificacién microscépica

La identificaciéon de los cuerpos de
inclusién viral se realizo en la Unidad de
Microscopia Electronica de la Universidad
de Costa Rica, ubicada en San Pedro
de Montes de Oca. Se analizaron tres
muestras de tejido digestivo por
microscopia electrénica de transmision
(MET), provenientes de una diseccion de
las larvas muertas, tentativamente, por
infeccion viral.

Para la diseccién se sumergieron las larvas
en agua caliente por 30 segundos, y con
la ayuda de un estereoscopio, agujas de
diseccidn, una caja de Petri con cera sélida
en el fondo y agua destilada estéril se
procedié a cortarlas por la parte ventral del
abdomen con un bisturi, de tal manera que
estuviera expuesto el sistema digestivo, del
cual se tomaron las muestras que fueron
introducidas en una solucién fijadora
Karnovsky para su posterior andlisis en
microscopia electrénica.
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Preparacién de la muestra para
microscopia electronica

La fijacién inicial para la preparacién de
las muestras se realizé introduciendo las
muestras extraidas en fijador Karnovsky
glutaraldehido 2,5%; paraformaldehido
2%; amortiguador de fostato de sodio 2,5
M; pH 7,2) por un minimo de dos horas.
Luego, se realizaron tres lavados en este
mismo fijador, cada lavado por un periodo
de 15 minutos. Las muestras fueron
fijadas, posteriormente, en tetradxido de
osmio (0sO,) al 1% y lavadas tres veces
en agua destilada por 15 minutos cada una.

Se procedi6 a la deshidratacion,
introduciendo las muestras en un
gradiente ascendente de acetona (30%,
50%, 70%, 90%, 95% y 100%), y se
realizaron lavados de 15 minutos en cada
concentracion, excepto en la de 100%, en
la cual se hacen dos lavados por el mismo
tiempo. Posteriormente, se embebieron las
muestras en una mezcla 1 : 1 de resina-
acetona por 12 horas; luego se dejaron
en resina pura por 12 horas. Después, las
muestras fueron incluidas en resina pura y
se polimerizaron a 70 °C por un tiempo de
entre 48 y 72 horas.

Finalmente, las muestras fueron cortadas
utilizando un ultramicrétomo con cuchilla
de diamante, y se realizaron cortes de un
grosor de entre 10 y 80 nm. Los cortes
fueron contrastados en acetato de uranilo
e hidréxido de plomo por 15 minutos
cada uno; luego se observaron en un
microscopio electrénico de transmision,
Hitachi 7100, con el fin de observar los
cuerpos de inclusion.

Resultados y discusién

Recolecta de larvas y cria del
insecto hospedante

Las recolectas totalizaron una cantidad
de 437 larvas, las cuales fueron muriendo
con el paso del tiempo, debido a que las
condiciones en las que se encontraban no
eran las Optimas para poder mantener al
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mayor nimero de larvas vivas (Fotoperiodo
14:10, Temperatura 27 + 1 °C).

Probablemente, estas pérdidas del pie
de cria sucedieron debido a que, segun
Marina y Narvdez (2001), los laboratorios
para la cria de insectos necesitan mantener
condiciones de sanidad estrictas para
controlar lacontaminacién del alimento con
microorganismos, asi como enfermedades
en los insectos, lo cual puede impedir
la produccién. A pesar de esto, se logrd
mantener un pie de cria estable.

Se lograron identificar larvas muertas que
presentaban sintomas de amarillamiento
en ciertas zonas del cuerpo, y otras partes
necrosadas debido a la degradacién total
del tejido. De igual manera, se observaron
algunas larvas con sintomas acuosos en
su cuerpo, con un aspecto blando y restos
liquidos de un color café grisdceo en
los recipientes, esto provocado por la
destruccién del integumento que contiene
los cuerpos virales de inclusién (Romén,
1998); lo evidencié hacia la presencia de
sintomas de muerte por causa de agentes
virales. Estas larvas fueron separadas y
puestas a temperaturas de congelacion,
entre los 2 y 4 °C.

Inoculacion del virus y efecto del
VPN sobre colonias sanas del
hospedante

Tras asperjar la solucién viral, se obtuvo
una mortalidad de aproximadamente el 2%
para el primer dia, un 10% para el cuarto
dia y un maximo de 30% para el octavo
dia. No se utilizaron larvas control, por lo
que no se pudo hacer una comparacion.

Estos bajos porcentajes de mortalidad, en
comparacién con una efectividad tedrica
del 90% en condiciones controladas de
invernadero (Lasa et dl. 2007), fueron
producto de varios factores, dentro de
los que se encuentran la degradacién
de particulas virales por causa de los
rayos UV (Martinez et dl., 2003), ademas
de las condiciones de temperatura del
laboratorio, las cuales no eran controladas
y pudieron interferir en los resultados,
porque a temperatura ambiente (24-26°C)
la eficacia del material se pierde en un
59%, en un periodo maximo de 22 dias
(Romén, 1998).

Asimismo, la disolucién realizada en
el recipiente de 500 mL pudo haber
disminuido la concentracién del virus,
de manera que su efectividad decayera
considerablemente. Esto se explica
porque es necesaria una concentracion
minima del virus para que la infeccion sea

100 —
[ Solucion
practica
50
| Solucién
tedrica
0-

2 dias 5 dias

8 dias

Gréfico 1. Comparacion grafica entre los resultados en el laboratorio con la solucién obtenida y los
resultados de eficiencia del virus realizados por Lasa et al., (2007) en condiciones controladas bajo

un sistema de invernadero.
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efectiva (Escribano et dl., 1999), y dicha
concentracion en la formulacién pudo no
haber sido suficiente para causar la muerte
de una mayor cantidad de larvas, pues no
se contaba con una metodologia para la
cuantificacion de las particulas virales a
nivel de laboratorio.

Identificacion microscépicay
preparacion de la muestra para
microscopia electronica

Para el caso de la microscopia electrénica,
no fue posible identificar los cuerpos
de inclusién viral ni particulas virales
sencillas, solamente se observaron unas
estructuras similares que podrian haberse
confundido con otro compuesto del tejido
insectil. En células infectadas con un virus
como el VPN se deberian observar sintomas
citopdticos tipicos, como agrandamiento
del nucleo celular, granulaciones
alrededor de este y formacién de poliedros
(Narayanan, 2002).

Entre los factores que imposibilitaron
la observacion de tales particulas,
se identificaron  algunos errores
metodoldgicos. El tiempo transcurrido
entre la muerte de las larvas, su
recoleccion y fijacién en Karnovsky afect6
negativamente la observacién del virus.
Desde el momento en que muere la larva,
se produce un dafio irreversible, haciendo
que se alcance un punto sin retorno, donde
se dan cambios morfolégicos, funcionales
y bioquimicos, los cuales impiden a las
células realizar sus funciones vitales y las
arrastran a la muerte. La muerte celular se
produce por necrosis, cuando el dafio es
letal o se produce una muerte accidental.

La pérdida de viabilidad se asocia a la
rotura de la membrana plasmadtica con
la consecuente lisis celular y liberacion
al exterior del contenido citoplasmaético
y organulos, dafiando al tejido en el que
se encuentra (Lizarbe 2007). Debido a lo
anterior, el virus, en su necesidad de células
vivas para replicarse, dejard de hacerlo
y las particulas se dispersardn fuera del
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nucleo, debido a la lisis de las membranas,
imposibilitdndose asi su observacion.

La congelacion de muestras es considerado
un procedimiento inadecuado. Al someter
las larvas a congelaciéon, se forman
cristales a partir del agua presente en
los tejidos celulares, los cuales producen
el rompimiento de las mismas células
(Abdelnour et dl., 2007). Como
consecuencia, se da la dispersiéon del
contenido celular y la pérdida de tejido
formado por motivos de descomposicion
natural posterior a la muerte del insecto,
de manera que a la hora de visualizar las
muestras en microscopia electrénica, lo
que se observé fue el contenido celular
disperso, sin la presencia de conjuntos de
células en donde se pudieran visualizar las
inclusiones virales.

Ademds, la actividad del virus es litica,
por eso, luego de su replicacion, destruye
la célula huésped con el fin de seguir
propagandose por todo el tejido. El
tiempo transcurrido entre la muerte de
la larva, la identificacion y la posterior
congelacién de esta pudo provocar que el
virus destruyera gran cantidad de tejido
digestivo, ya que es el sitio en donde se
empieza a replicar dicho virus y de donde
se tomaron las muestras para ser analizadas
en microscopia electrénica de transmision,
de manera tal que contribuyera, junto con
los factores anteriormente analizados, a
dificultar la visualizacién de tejido celular
del insecto.

Se encontraron unas particulas que, al
compararlas con la forma de los baculos
de los viriones por estudiar, se hall6 una
pequeina similitud. A pesar de esto, luego de
la comparacién fotografica realizada y un
incremento en el aumento del microscopio
de estas estructuras, la similitud de estas
hizo mayor referencia hacia la presencia de
colageno, ya que estas no se encontraban
recubiertas de poliedrina, formando los
cuerpos de inclusiéon poliedral (CIP) o
poliedros, manera en que se agrupan los
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Figura 1. Fotos obtenidas de la microscopia
electrénica de transmision vistas a 30 x 103
aumentos. Obsérvese en A y B la ausencia
de organizaciones de células en tejidos por la
degradacion de la muestra, en comparacion
con la forma en que se deberia ver un conjunto
celular integro infectado por virus de poliedrosis
nuclear (Woo & Ahn, 2006).

viriones fuera del ndcleo de las células,
formando estructuras poliédricas diferentes
(figura 1) (Lopez et dl., 2004).

Conclusiones

Se logrd una identificacidon de larvas con
sintomatologia similar a la de la infeccién
provocada por el virus de la poliedrosis
nuclear, la cual presentaba necrosis en
el cuerpo del insecto, ademds de un
aspecto amarillento, acuoso y un notable
ablandamiento del tejido.

Por otra parte, no fue posible identificar
por medio de microscopia electrénica las
inclusiones virales en las células de las larvas
electrénica; esto, debido a la degradacion
celular ocurrida. Se encontraron estructuras
similares a las particulas virales, pero a la vez
se asemejaban al coldgeno celular y no fue
posible discriminar su verdadera identidad.

La tasa de efectividad del virus en solucién
liquida fue baja, debido a que no se pudo
comprobar verazmente que las larvas
murieran por efectos del agente viral o
por otros factores como el fotoperiodo
o las condiciones de sanidad dentro del
laboratorio donde se realizé la investigacion.
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