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Resumen

Spodoptera frugiperda es una plaga polifaga y constante de la cual se han identifi-
cado especies morfoldgicamente iguales pero genéticamente diferentes, llamadas
biotipos. En el presente trabajo se planteo la identificacion de variaciones genéti-
cas entre los individuos de S. frugiperda de distintas dreas costeras, a fin de conocer
los biotipos existentes y analizar qué factores interfieren. Se obtuvieron muestras
de dos poblaciones: Mante, Tampaulipas, Guasave, Sinaloa, a partir de plantas de
maiz y una poblacién control de Chiefland, Florida. de plantas de pasto Bermuda.
Se realiz6 la identificacion molecular de biotipos en 50 individuos mediante la téc-
nica PCR-RFLP. Se utiliz6 la enzima Mspl obteniendo productos de amplificaciéon de
569 pby productos de digestion de 497y 72 pb, caracteristicos del biotipo maiz en
individuos de Mante y Guasave y 569 pb, sin productos de digestion para el biotipo
arroz en los individuos de Chiefland, Florida. El estudio demuestra la presencia del
biotipo maiz en dos poblaciones de México, con una posible relacion hacia la plan-
ta hospederay no hacia el aislamiento geografico.
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Introduccion

El estudio se plantea en un insecto plaga cuyo nom-
bre cientifico es Spodoptera frugiperda, un insecto lepi-
doptero perteneciente a la familia de los noctuidos.
Se conoce con el nombre comiin de «gusano cogo-
llero», una plaga que causa el daiio durante el estadio
larval al alimentarse de diferentes cultivos.

Su caracteristica polifaga ha facilitado el desa-
rrollo de un proceso de adaptacion fisioldgica a los
cambios en su medio ambiente (Pogue, 2002). Por lo
tanto causa graves repercusiones econdmicas para
los agricultores; ademas, ocasiona serios problemas
ambientales al tener que incrementar las dosis y el
numero de aplicaciones de insecticidas quimicos.

Debido a lo anterior, durante mas de cuatro dé-
cadas se han propuesto e innovado técnicas para el
control de poblaciones de S. frugiperda. Sin embargo,
se ha observado que dos de los principales problemas
para su control contintian siendo la diversidad gené-
ticay el desarrollo de resistencia.

La primera problematica fue encontrada en la dé-
cada de los 1980 por Pashley et al. En 1986 dicho es-
tudio mostro la presencia de dos cepas que llamaron
biotipo arroz y biotipo maiz. Los biotipos son espe-
cies hermanas con diferenciaciones genéticas mar-
cadas que manifiestan bajas tazas de hibridacion o
cuya hibridacién no ocurre (Dres y Mallet, 2002).

Se habla de especies fenotipicamente iguales pe-
ro genéticamente disimiles, y con comportamientos
diferentes como: a) preferencia por plantas hospede-
ras, por ejemplo el biotipo de maiz tiene preferencia
por plantas hospederas de maiz, sorgo y algodén y
el biotipo de arroz por arroz y pastos (Pashley, 1986;
Pashley, 1998; Nagoshi y Meagher, 2003a, 2004; Pas-
hley, et al., 2004); b) aislamiento reproductivo; ¢) re-
sistencia a distintas estrategias de control.

La implementacion de multiples técnicas molecu-
lares ha facilitado la identificacion de los biotipos. Al-
gunos autores han realizado la identificacion y han
atribuido ese proceso de co-evolucién al aislamiento
geografico; algunos otros, a la preferencia por el hos-
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pedero, pero la resistencia a las distintas estrategias
de control contintia (Pashley, 2004; Nagoshi y Mea-
gher, 2007).

Metodologia

Se obtuvieron 20 muestras de larvas de S. frugiperda
de cultivos de maiz localizados en Mante, Tamau-
lipas y 10 de Guasave, Sinaloa. Se emplearon 20
muestras como control positivo, previamente carac-
terizadas como biotipo arroz de Chiefland, Florida.

Las muestras de cada individuo se colocaron a
-70°C, para la extraccion del ADN se utilizo el proto-
colo del estuche comercial PROMEGA, la genotipifi-
cacion de individuos se llevo a cabo mediante una
PCR-RFLP de la regién COI del ADN mitocondrial, se
usaron los cebadores indicados por Nagoshi y Mea-
gher en 2003.

El ADN genémico se amplific6 mediante PCR en
25 pul de mezcla de reaccion, que contuvo 5 pl de bu-
ffer de Taq polimerasa (5X), 0.5 ul de ANTPs (2.5 mM),
1.0 ul de cebador forward IM76 (5" GAGCTGAATTAG-
G(G/A)ACTCCAG 3'), 1.0 pl de cebador reverse JM77 (5'
ATCACCTCC(A/T)CCTGCAGGATC 3'), 0.2 ul (5 U/pl) de
Taq ADN polimerasa, 16.3 pl de agua y 1.0 pl de ADN
(50 ng).

La PCR se realiz6 con un ciclo inicial de 94°C por
1 minuto, sequido de 30 ciclos a 92°C por 45 segun-
dos, 56°C por 45 segundos y 72°C por 1 minuto, y un
ciclo de extension final de 72°C por 3 minutos. Poste-
riormente se efectu6 una digestion con la enzima de
restriccion Mspl; se utilizo 10 pl del producto de PCRy
2.5 unidades de la enzima Mspl; se incubaron a 37°C
por 2 h. y se analizaron en un gel de agarosa al 2.5%
con sybr 0.1%.

Resultados y discusion

Se examind un total de 50 muestras, 20 de un esta-
do del area costera del golfo de México, 10 pertene-
cientes a un estado de la zona costera del pacifico,
las cuales mostraron un fragmento de 569 pb como
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producto de amplificacién y digestiones con la en-
zima Mspl de 497 y 72 pares de bases caracteristicos
del biotipo maiz. Se caracterizaron 20 individuos de
una cepa previamente caracterizada como biotipo
arroz para verificar una correcta amplificacion, pre-
sentd el producto de amplificacion de 569 pares de
bases y no tuvo digestién enzimatica (figura 1).

Los resultados de esta investigacion indican que
posiblemente el aislamiento geografico no esta in-
terviniendo en el proceso de co-evolucion de este in-
secto, ya que no hubo variaciones entre las poblacio-
nes de areas costeras diferentes. Ello difiere con los
resultados de Lopez-Edwards et al. en 1999, donde
evaluaron rasgos de comportamiento y resistencia
en cinco poblaciones de gusano cogollero.

Sus resultados advierten que existen dos cepas o
biotipos entre las poblaciones de gusano cogollero
del maiz, lo cual atribuyeron quiza al aislamiento re-
productivo debido al aislamiento geografico. Men-
cionan una cepa formada por las poblaciones de
Yucatan, Nuevo Ledn y Aguascalientes, localizadas
en la Costa del Golfo de México, y la segunda por
Colima y Sinaloa, situadas en la Costa del Océano
Pacifico, ya que no produjeron progenie entre ellas.
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Por su parte, en el presente trabajo no se encontr6
una variacién en cuanto a la presencia del biotipo
maiz. Ese mismo comportamiento de poblaciones
coincide con el estudio publicado por Clark y cols.
en 2007, donde mediante AFLP evaluaron la varia-
bilidad genética de S. frugiperda de veinte poblacio-
nes recolectadas a partir de maiz, una poblacién del
arbol princesa, una poblacion del arbol de limon,
y una poblacién a partir de pasto bermuda, lo que
dio un total de 23 poblaciones de diferentes areas
geograficas.

Sus resultados indican que la presencia de bio-
tipo maiz y biotipo arroz se da por el caracter pre-
ferencial hacia la planta hospedera, ya que hay una
ausencia de estructura genética asociada geografi-
camente; ello se debe a que la variabilidad entre las
poblaciones es nula y que el aislamiento geografico
no interfiere.

Tales resultados también coinciden con el traba-
jo de Busato et al. en 2004 mediante AFLP de larvas
colectadas de plantas de maiz y arroz en varias po-
blaciones de Brasil, donde concluyeron la existencia
de dos biotipos distintos especificos para cada planta
hospedera.

Figura 1. Amplificacién y digestion del gen mitocondrial de la regién COI
de S. frugiperda Gel de agarosa al 2.5%. a) Fragmento de amplificacion
esperado de 569 pb. b) Productos esperados con la enzima de restriccién
Mspl con tamanos aproximadamente de 497 y 72 pb caracteristicos
para el biotipo maiz en la poblacion Reynosa y productos sin digerir
caracteristicos de biotipo arroz para las muestras control.
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En nuestro trabajo no hallamos disimilitudes en-
tre las poblaciones analizadas de México, sélo en la
poblacion control de Chiefland, que present6 el bio-
tipo de arroz; esto se obtuvo de planta hospedera de
past. Otros autores como Pashley ef al. en 1986 anali-
zaron cuatro poblaciones de México y una de Puerto
Rico. Sélo se encontré la presencia del biotipo arroz
en una poblacion de Puerto Rico, tomada a partir de
la planta hospedera de arroz.

Eso apoya que la presencia de biotipos no estéa da-
da por el aislamiento geografico, se debe a la planta
hospedera como lo habia indicado Clark et al. y co-
mo se ha reiterado en este trabajo. No obstante, es
necesario analizar individuos de otras plantas para
apreciar mejor el comportamiento y distribucion de
ese insecto en México y descartar la presencia del
biotipo arroz.

Conclusiones

En la diferenciacion de biotipos de S. frugiperda con
la técnica de PCR-RFLP, los resultados del marcador
del gen COI indican que dos poblaciones mexicanas
de distintas areas costeras procedentes de la planta
maiz presentaron el biotipo de maiz contrastante
con una poblacion control del biotipo arroz, obteni-
da a partir de planta hospedera de pasto bermuda.

Agradecimientos

Al Centro Interdisciplinario de Investigacion para
el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR) unidad Si-
naloa y el Departamento de Agricultura de los Es-
tados Unidos-Servicio de Investigacion Agricola
(USDA-ARS).

Reterencias

Busato, G.R., Gruztmacher, A.D., De Oliveira, A.C., Vieira,
E.A. Zimmer, PA., Kopp, M.M., De Bandeira, J., Ma-
galahes, T. (2004). Analise da estrutura e diversidade
molecular de poblacioes de Spodoptera frugiperda (J.E.

Biotecnologia y Sustentabilidad

Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) asociadas as culturas
de milho e arroz no Rio Grande do Sul. Neotropical
Entomology, 33(6):709-716.

Caballero, P, Murillo, R., Mufioz, D., Williams, T. (2009).
El nucleopoliedrovirus de Spodoptera exigua (Lepi-
doptera: Noctuidae) como bioplaguicida: analisis de
avances recientes en Espana. Revista Colombiana de
Entomologia, 35(2):105-115.

Clark, L., Molina-Ochoa, P., Martinelli, J., Skoda, S., Isen-
hour D, S., Lee, J., Krumm, J.T. y Foster J., E. (2007).
Population variation of the fall armyworm, Spodoptera
frugiperda,in the Western Hemisphere. Journal of Insect
Science, 7(5):1-10

Dres, M., Mallet, J. (2002). Host races in plant-feeding in-
sects and their importance sympatric speciation. Phi-
losophical Transactions B, 357(1420):471-492.

Lopez Edwards, M., Hernandez, M., Pescador, R.A., Mo-
lina, O.J,, Lezama, G.R,, Hamm, J.J., y Wiseman, B.R.
(1999). Biological differences between five populations
of fall armyworm (Lepidoptera: Noctuidae) collected
from corn in Mexico. Florida Entomologist, 82(2):254-
262.

Nagoshi, R.D., Meagher, R.L. (2003). Fall armyworm FR
sequences map to sex chromosomes and their distri-
bution in the world indicate limitations in interstrain
mating. Insect Molecular Biology, 12(5): 453-456.

Nagoshi, R., Silvie, N., Meagher Jr, R.L., Lopez, J., Ma-
chado, V. (2007). Identification and comparison of fall
armyworm (Lepidoptera: Noctuidae) host strains in
Brazil, Texas and Florida. Annals of the Entomological
Society of America, 100(3):394-402.

Pashley, D.P. (1986). Host-associated genetic differentia-
tion in fall armyworm (Lepidoptera: Noctuidae). Asi-
bling species complex. Annals of the Entomological Socie-
ty of America, 79(6):898-904.

Pashley, D.P,, Mcmichael, M., Silvain, J.F. (2004). Multi-
locus genetic analysis of host use, introgression, and
speciation in host strains of fall armyworm (Lepidopte-
ra: Noctuidae). Annals of the Entomological Society of Ame-
rica, 97(5):1034-1044.



